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RESUMEN 

En Jos últimos años en el suero de pacientes con diabetes mellitus insulino 

dependiente (DMJD) se han podido detectar anticuerpc;is en contra de diferentes 

componentes del páncreas, entre Jos que se encuentran Jos anticuerpos anti- islotes 

pancreáticos (ICA), los anticuerpos anti-insulina (AA!). y los anticuerpos anti-64K 

(Anti-64K) que se cree están involucrados en Ja etiopatología de Ja enfermedad. 

El fin perseguido en este trabajo fue montar en México una técnica capaz de detectar a 

Jos anticuerpos anti-64K, conocidos como anti-GAD (anti - dcscarboxilasa 

glutámica), pues se ha visto que estos anticuerpos son Jos más específicos y que 

aparecen incluso años anles de manifestarse la DMID. 

La metodología propuesta en este trabajo se fundamentan en Ja precipitación de la 

enzima descarboxilasa glutámica (GAD) de cerebro de ratón a consecuencia de su 

reacción con los anticuerpos antí-GAD, seguida de la medición de su actividad 

enzimática para una variante del método o de la radioactividad emitida por el 112S 

unido a una preparación de GAD purificada para el otro. 

Mediante la aplicación de esta metodología se estudiaron 17 individuos sanos a 

manera de control y 3S pacientes diabéticos, procedentes del Hospital 20 de 

Noviembre del ISSSTE con el diagnóstico clínico de DMID (n = 32 ). diabetes 

mellitus no insulino dependiente (DMNID) (n= 3) y diabetes mellitus secundaria 

DM 2/as (n= 1) encontrándose títulos elevados de anticuerpos antí-GAD, dependiendo 

del procedimiento utilizado en 7S a 100% de los pacientes con DMID. Pudo 

observarse así mismo que el título de estos anticuerpos bajó con la evolución del 

padecimiento y que la presencia y el título de estos anticuerpos no guardaron 

relación con el sexo de los pacientes. No pudo demostrarse la presencia de anticuerpos 

anti-GAD en pacientes con diabetes mellitus no insulina dependiente y con diabetes 

secundaria . 
Por su especificidad, bajo costo y simpleza se sugiere la utilización del procedimiento 

que evalúa la actividad de la GAD inmunoprecipitada como el procedimiento de 

elección para el diagnóstico inequívoco de la DMID y para la identificación de 

individuos de alto riesgo susceptibles a contraer dicho padecimiento. 



2.- INTRODUCCION 

2./.- DIABETES MELLITUS 

La diabetes mellitus es un síndrome clínico hereditario que resulta de la 
deficiencia ab>oluta o relativa de insulina, que con lleva a una serie de complicaciones 
metabólicas que afectan a Ja mayor parte de los aparatos y sistemas, y que se caracteri'za 
por la presencia de hiperglucemia(2,9) 

Se considera que las manifestaciones crónicas de la enfermedad son el resultado 
del metabolismo anormal tanto de los carbohidratos como de Jos lipidos y de las 
proteinas(S J ).Entre las alteraciones anatomopatológicas destacan las que resultan del 
daño a Jos nervios ( neuropatias), o a los vasos sanguíneos de pequeño y de gran calibre 
(angiopatias), (45). 

2.Z.- EFECTOS DE LA DEFICIENCIA DE INSUUNA 

El papel central de Ja insulina en el metabolismo de carbohidratos, proteínas y 
lipidos puede apreciarse examinando las consecuencias de la deficiencia de insulina en el 
hombre. 

La glucosa plasmática rara vez excede de 120 mg. I di en individuos humanos 
normales, pero se encuentran, de manera rutinaria. concentraciones mucho más altas de 
glucosa en personas con acción deficiente de insulina. Después de que la glucosa 
plasmática llega a un cierto valor ( por lo general > 180 mg. I di en el hombre), se excede 
Ja capacidad máxima de resorción de glucosa en el túbulo renal y ésta es excretada en la 
orina ( glucosuria) (8,53). El volumen de orina aumenta debido a Ja diuresis osmótica 
provocada por Ja alta concentración de glucosa plasmática y a la coincidente pérdida 
forzosa de agua (poliuria). Esto a su vez conduce a Ja deshidratación (hiperosmolaridad), 
al aumento de Ja sed y a un consumo excesivo de agua ( polidipsia) (20). La glucosuria 
causa una pérdida sustancial de calorías ( 4.1 Kcal por cada gramo de glucosa excretada). 
Esta pérdida, cuando se acopla a Ja pérdida debida a la degradación de parte de las 
proteínas musculares con fines energéticos y a la disminución del tejido adiposo como 
consecuencia de la degradación excesiva de Jipidos, conduce a úna disminución del peso 
corporal a pesar del aumento del apetito (polifagia) y de la ingestión calorífica aumentada 
que se observa en estos oacientes.(50) 

¡.·,- •.. . 

. En ausencia ·de Ínsulinii'disminuye Ja síntesis de proteínas, en parte debido a Ja 
reducción. de la poza de: an:iinoác;=idos ... que en estas condiciones siguen caminos 
glucogénicC?s y/o cCtogénicoS·dando .. ~D.~o ri!s.ultado la aparición de un equilibrio negativo 



de nitrógeno. La concentración plasmática de ácidos grasos se eleva como consecuencia 
de su transporte excesivo del tejido adiposo al higado en donde serán fundamentalmente 
oxidados y transformados en cuerpos cetónicos (ácido P metil hidroxibutlrico, acetona y 
ácido acetoacétlco) ( 14,20) 

Los cuerpos cetónicos son transportados al músculo y a otros órganos para su 
oxidación pero cuando se excede la capacidad de estos órgano para oxidarlos aparece la 
cetosis. Inicialmente, el organismo compensa la acumulación de estos ácidos orgánicos 
incrementando las pérdidas respiratorias de C02 , sin embargo, si no se administra 
insulina oportunamente, sobreviene una acidosis metabólica grave que lleva al paciente al 
coma y eventualmente a la muerte (18, 19,47). Algunos de los efectos metabólicos de la 
deficiencia de insulina se resumen en la fig.1 

FIG. 1 F!SIOPATOLOGIA DE LA DEFICIENCIA DE INSULINA 

DEFICtENC, DE INSULINA 

C1pt1cl6n.dlsmlnuld1 C1t1boll1mo prot61co Up61l1l1 '\i1v1d1 

d•lº'"ºº" ... mrt•dos 

Hlp1rglucemla Amlnolcldo1 pl11m6dcos l 
Gluco.suria f--- elev11do1. p6rdlda de _. cetonurf• 
Diuresis osm6tic1 nltr6genojn ta orina 1 

L,.. ...... __J 
1ci!s11 

J. 
coma 

mu~rte 
En este cuadro se tesumen los efectos metab6/icos obsetV11dos en /11 

di1Jbetes mellitus insulina dependiente na ttatada, asl cama algunas de 
las complicaciones que pueden sobrevenir en este tipa de pacientes 
(33). 

La deficiencia de la insulina ocurre cuando esta horrnona es biológicamente menos 
activa. Dicha disminución puede ocurrir tanto por un incremento en su degradación como 
por la aparición de anticuerpos en contra de ella. Una situación similar ocurre cuando 
disminuye la concentración del receptor a la insulina o su afinidad por la hormona, o 
bien cuando disminuye la secreción de insulina a consecuencia de la destrucción de las 
células p del páncreas (36,47) 



2.J.-CLASIFICACION DE LA DIABETES MELUTUS 

Las clasificaciones más ampliamente aceptadas son las del Grupo Nacional de 
Datos sobre la Diabetes (GNDD) de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados 
Unidos de Norteamérica, y la del Comité de Expertos de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) (45) 

La clasificación usada en el presente trabajo será la del Comité de Expertos de la 
Organización Mundial de la Salud que reconocen tres formas del padecimiento: (6,43) 

1. DIABETES MELLITUS TIPO I (DEPENDIENTE DE INSULINA) 

2. DIABETES MELLITUS TIPO JI (NO DEPENDIENTE DE INSULINA) 
tanto en individuos obuos como en no obesos 

J. DIABETES lllELLJTUS SECUNDARIA O ASOCIADA CON CIERTAS 
CONDICIONES O SJNDROlllES (Tanto en individuos obeso• como en 

no obesos) 

2.4.-DIABETES MELLITUS INSUUNO DEPENDIENTE 

SINONIMOS: 

Diabetes juvenil, Diabetes mellitus tipo 1, de inicio en la Juventud, con 
trndencia a la cetosis o inestable. 

La diabetes mellitus insulina dependiente ( DMID) o Tipo 1 es un sindrome auto 
inmune crónico que provoca la destrucción de las células~ de los islotes de Langerhans 
mediante un proceso complejo mediado por linfocitos T y B ( 16). 

La etiología del padecimiento es. multifactorial, siendo la resultante ·de la 
interacción .del paciente con distintos factores áffibientales (temperatura; latitud,patologla 
infecciosa prevalentc, habites nutricionnles,: etc.) que ·.·son' aparentes. principalm~nte 



durante los meses de otoño e invierno. Con frecuencia el trastorno se relaciona con la 
eKistencia de infecciones virales previas ó con diversas condiciones geográficas(4, 17). 

Así mismo se ha observado también que eKiste una predisposición genética 
individual y una mayor predominancia en distintos grupos étnicos.(21) 

Como se ha indicado anteriormente la diabetes insulino dependiente se caracteriza 
clinicamente por la aparición súbita de polidipsia, poliuria y polifagia. La enfennedad .en 
ausencia de tratamiento progresa rápidamente hacia una cetoacidosis diabética y 
eventualmente hacia la inuerte. La enfermedad se acompaña de insulinopenia y en 
consecuencia de la necesidad de la aplicación de insulina (6,30) 

2.5.-PREV ALECiA 

La DMID es de distribución universal y su prevalecia es notoriamente inferior en 
los hispanos. Tabla l. 

TABLAI 

PREVALECL! DE l..4 DMID EN EL MUNDO 

CATEGOl!Lf PAIS EDADES PREVALENCIA 
(AÑOS) /IODO 

ALTA E1candlnavl• , • 14 0.24. 0.83 
CFinlondlo, Sueclol 
Noruoge, Reino 
Unido. 
Estados Unidos 0.3. 2.74 

Francia 0.24 
INTERMEDIA Es pana 0.25 

Alemania 0.41 

BAJA Hispanos 1. 20 
Israel 2·16 0.16 
Jepón 0.049 

Tomada de Rull J.A and E. Zonilla (45) 



Como ~e observa en la Tabla 1. la prev~Íécia de la DMID v~;¡a-noiablcÍnente según paises 
y grupos étnicos. En. Europa la· preválécia• v.aria· 'entré/o.2.4 }' _o .. ~_3 J_ 1000. habitantes 
mientras que en Estados .unidós de· Noiteainérica '.se han comunicado' límiies muy 
variados que van desde 0.3 a 2. 74 /. 1000 habitruiíes:. La 'dife~enciás· sóri notables· incluso 
en zonas del mundo de baja píeValecia/Corilo.éri~e1 COiltin'eOté a5iátic0,..·cañ·ün.miñim0 en 
Japón ( 0.049/ 1000 habitantes menores de 20 iiilos.) (21,45) ..... ,,.•>•>.-> .· . .. : 

. . <·.'' ''.:·:':.'.::~~>'· ... :'_e·:\:::.::,>:.:.<,: .- : .. ··,;,": . . ·,--'· 

Numeroso factores, incluid~s·•·.10~ ~j~.~:6~d~~ {.;;et~d~lÓgicos,•.•demdg'rÍÍficos, 
geográficos, socioeconómico y otros, influyen' segurámerite eii: est_a di_~ersidad (54). 

:·_'.;·,~-··· · .. ._,., :.~:,,: ···.v :~\ :"':· 
2.6.-EDAD DE COMIENZO . · ... ' . -/:~·~- ~~: '.. 

La DMID puede ocurrir a cualqÚier éd~d,·~~ ~~~lq~h;',. cif~unstancia geográfica y 
en cualquier grupo étnico. Es sin embargo'• prédóminaóie ·ea' los grupos de edad que se 
encuentran entre O y 20 años (30). . , "·•-' _:;-.¡¡,.• • •··• 

.:/ 
··.··:::· 

2.7.-SEXO 
Un análisis detenido de ios datos disp'~'aible5 en' los registros de incidencia más 

confiables a nivel mundial, nos pennitc 'afiimar' quúo hay predilección de la DMID por 
uno o otro sexo. Pues aunque· se: sUSiere. uriá· milYOr ~nc~.dericia. en varones, en algunos 
estudios realizados en individuos europeos de.é.Z.. blanca o caucásica, en otros no se ha 
encontrado tal predilección.(3) · · :, .,. ,,;·:. 

::· '. ··:~·:,.;: 

2.8.-ESTACIONALIDAD 

La mayorla de los estudios, recogen urio;i~or'ncifu'~r~'de~as~s nue~Ó~ du.ranté las 
c:staciones de otoño e invierno; las excepcioiuis;a,:e5i~'regla,séin~nir.S y son debidas 
principalmente a la situación geográficas' ,en la que 'se' eriéuentra· d~pák bajo'estudio 
(temperatura, latitud, patologla infecciosa prevalente, hábiÍ_os'iíiitticionales; ·etc) (44) .. < 

··J/·! ... :'.··:\:· :.·/; :;·,:·, ',· ,-'. 

·::·· << ·,~:"·~. ,·;:~ :·:y-;_:, "·., ... -~-;. ~;,· ;:::· 
:;:{:-·:,;·/. :-.-': ·:·.>·'-' 

-.. ~. -,'~: .... '~;·'· \" ·;:.-~~'./: .. . _!J'.·:--
2.9.-INFECCIONES (VIRUS) 

Garnblc fue el primero én det~ct,¡:;: Ía ¡;JJportan~ia , del llIÍtbi~Íttíi'.'al s~ñal¡;, la 
coincidencia entre la mayor. iriciderii:ia: de' DMID en .. otoiÍó~'.é invierno' y', la de; ciertas. 
infecciones prnvocadas por virus particularmente del tipá cóxsakie B4 'y el 'dé la rulÍeóla · 
(31.44) . " ,,, •' .. , .. ; ':'' .. 



1.10.-INMUNOGENETICA DEIA DMllJ 

El riesgo de desarrollar Dl\flD esta relacionado con ciertos genes de la región del 
·01n~lcjo mayor de histocompatibilidad-D ( HLA-D), localizados en el cromosoma 6 (4). 

La proteína cuya síntesis dirigen estos genes (complejo mayor de 
hlstocompatibilidad) es un heterodimero(2 a,p) cuya función es presentar los antígenos a 
los linfocitos T para activarlos. Estas proteínas se localizan en la membrana de las células 
p del páncreas en DMID pero no en condiciones normales. 

Es necesario señalar al respecto que comunmente los linfocitos T cooperadores 
son los que específicamente reconocen al antígeno presentado en la superficie de los 
niucrófagos, tras su procesamiento y partición intracelular. El reconocimiento de este 
complejo por los linfocitos T desencadena su activación y provocan una serie de efectos 
tales, como: la producción de interleucina 1 por los macrófagos, a la producción de 
linfocinas capaces de atraer a otras celulas como macrofagos y granulocitos que destruyen 
al antígeno directamente y a demas de la activación de los linfocitos B que inducen la 
seéreción de inmunoglobulinas, que forman parte de un sistema de defensa que protege 
de ofensores externos pero que no se estimula ante la presencia de antígeno endógeno o 
auto- antígenos. En la DMID se rompe la tolerancia a lo propio debido a la presencia del 
complejo mayor de histocompatibilidad que estimula la producción de linfocitos T, dicho 
mecllnismo será responsable de la destrucción de las células p del pancreas y de la 
consecuente deficiencia de insulina. ( 44). 

En años recientes se ha confirmado que variaciones mínimas en la extructura 
ltiolecular del HLA, como es la substitución de un aminoácido por otro, en determinados 
dominios ( por ejemplo en la región de presentación del antígeno, específicamente en la 
cadena p de la región DQ) de la molécula HLA clase 11 puede afectar seriamente su 
función provocando la puesta en marcha de una presentación inapropiada de auto o 
heteroantigenos en la superficie del macrófago y provocando con ello una inconveniente 
activación de linfocitos T cooperadores con la consecuente destrucción de las células p 
del páncreas. ( 16,30) · 

A~
0

i, sehademcisirado con claridad que la presencia de ácido aspártico (Asp) en la 
p~s.ición 57 .de la caiténa p de la región DQ es un indicador de protección (no asociado a 
bl\tlD); mientras· que su sustitución ·por otros aminoácidos menos polares, como valina, o 
serina, se asocia positivamente cori la DMlD (l,29). 

A partir d~ esos hall;.,~fa:~~rneros;s estudios realizados en familias, en grupos grandes 
de individÜos, llsf ·co.mo cÓ. poblacioíle.~:· dive~sas _de· n~gros1 _:hin~~ .Y ..jap~~~~~ ... · · ~-ª~ 



investi¡:ado el peso de la asociación del carácter No Asp 57 DQ con la predisposición a la 
OMll> (3,29,36,44) 

Diversos autores han demostrado que la influencia del marcador No Asp 57 se 
incrementa de un modo dramático con el sondeo de la cadena DQ particularmente en el 
residuo 52, en el que la presencia de arginina (Arg) resulta critica para esa potenciación.El 
análisis de ambos marcadores proporciona una fuerte asociación con el riesgo de contraer 
DMID, y que cuando se considera la combinación DQ Asp negativo en conjunto con DQ 
Arg 52 positivo, el riesgo absoluto calculado de padecer DMID aumenta notablemeqte 
(31,46) 

Ciertas infecciones virales se han identificado como probables desencadenantes 
del proceso autoinmune. Los mecanismos propuestos para ello son la ruptura de las 
células con exposición de sus proteinas y la modificación del genoma que lleva a la 
expresión de antigenos anormales. Ademas los virus inducen la aparición de moleculas 
HLA-D en la superficie de las células IJ, lo que aumenta la presentación de antigenos a los 
linfocitos T. Entre los virus mejor identificados estan los Coxackie B4 y el virus de la 
rubeola.(55) 

Z.11.-F/SIOPATOLOGIA DE LA DMID 

En la fase inical de este tipo de diabetes se ha podido identificar en algunos 
pacientes la presencia de anticuerpos anti insulina ( !AA, del ingles Insulin Auto ' 
Antibodies),(5,6) o bien de antígenos dirigidos en contra de los islotes del páncreas ( ICA 
del ingles !siete .Cell Antibodies) (3), en el suero de otros pacientes se ha deteniiinado 

. anticuerpos en.:contra de la glutámica descarboxilasa pancreática o en contra .. de una ' 
antigeno· pr~sente en las. células ll .de los .islotes de Langerhans que: se. conoce. éomo . 
proteina 64: K: Esie:último· antígeno se .. considera idéntico a. la enzima dcscarboxilasa ·. 
glutámica (GAD) que se encuentra presente en el cerebrode los mamiferosy,eii algunos 
de sus tejidós'périféricos entré los que se encuentra el páncreas (25).: ' . ' ,, ...... 

~~'._/:, ::·:·· 

.. D~~d~ el p~~¡~ ~~ vÍ~t~ ~pid~.;¡Í~lógl~o ia .acción d~ de.;;Ós;~g~nté~ a;i;bientales 
sobre un individuo'geiíéticaméiite súscej]üblé resulta en lá ápariéión dÓjnsúlitis y en la ; 
modificación anÍigéniéii dé las. céluláS 13 :de .los islÓtes dé,Laog~rh~ns ~y que<réduce' la .. 
reserva de 'insulina'(' Fig.2 ).'.los·'síntoma5 clínic0s'de diabetcs;'~parecen cuando. la 
producción . de insulin~ ,: es insuliciéiiie; pará '.mantener i'~I 'papel' homeósiáiico: en . el . 
organismo. Cuándo las. células ll se pierden: ¡io'i completo . debido. a lil'ciestrúí:ción del 
páncreas el Cl)rlÍP~r(•miento d.e la Dl•;!Ip s.e h~cé ~~ i.~.es~~ble ... · .. · . :: .•. ',' .. 

. L~ et~papr;clínlca; que ocurre\Jesde el inicÍci de .la i~suÍitis~hait~laap~;i~ión de 
los primeros _síntomas d~ d.ia~'etes,: stieje·:·~uÍaf \·~ri~{aii~s.:·La_.~~stru:cC.i~fl· 3Utoininulie .~e ,' 
los.jslote~.de .Langefhans n.O es· siCn1p'_r'~. u~if~r~e Y p·ro~r~si\'a-'sino' q~é P~fd.~· evoluC¡onar 
con periÓdus de activid~d y dc.rcrnisión tcmporal,<31,3<>). · , · · 



invesli¡.\ado el peso de la asociación del carácter No Asp 57 DQ con la predisposición a la 
DMll> (3,29,36,44) 

Diversos autores han demostrado que la influencia del marcador No Asp 57 se 
incrementa de un modo dramático con el sondeo de la cadena DQ particularmente en el 
residuo 52, en el que la presencia de arginina (Arg) resulta critica para esa potenciación.El 
análisis de ambos marcadores proporciona una fuerte asociación con el riesgo de contraer 
DMID. y que cuando se considera la combinación DQ Asp negativo en conjunto con DQ 
Arg 52 positivo, el riesgo absoluto calculado de padecer DMID aumenta notablemeqte 
(31,46) 

Ciertas infecciones virales se han identificado como probables desencadenantes 
del proceso autoinmune. Los mecanismos propuestos para ello son la ruptura de las 
células con exposición de sus proteinas y la modificación del genoma que lleva a la 
expresión de antigenos anormales. Ademas los virus inducen la aparición de moleculas 
HLA:o en la superficie de las células p, lo que aumenta la presentación de antigenos a los 
linfoeitos T. Entre los virus mejor identificados estan los Coxackie B4 y el virus de la 
rubeola.(55) 

2.11.-FISIOPATOLOGIA DE LA DMID 

En la fase inical de este tipo de diabetes se ha podido identificar en algunos 
pacientes la presencia de anticuerpos anti insulina ( IAA, del ingles lnsulin Auto 
Antibodies),(5,6) o bien de antigenos dirigidos en contra de los islotes del páncreas ( ICA 
del ingles lslete Cell Antibodies) (3), en el suero de otros pacientes se ha determinado 
anticuerpos en contra de la glutámica descarboxilasa pancreática o en contra de una 
antígeno presente en las células p de los islotes de Langerhans que se conoce como 
proteina 64 K. Este último antigeno se considera idéntico a la enzima descarboxilasa 
glutámica (GAD) que se encuentra presente ene! éerebro dé los mamíferos y en algunos 
de sus tejidos periféricos entre los que se encuentra'.erpánereas (25), ' 

Desde el punto el~· yiita" epiden'tiológicól.a'ac~iÓnd{ciertos • ag~ntes.ambientales 
sobre un individuo genéticaíüeíifo súscepiible resúlta ~n la apárición dé insulitis''y ·en la 
modificación antigénica de las cÍ\lu,las p ;•·ite los' islotes, :de Langerhans y que reduce la 
reserva de insulina(' Fig.2. ).':Los sinÍÓ;na5''é:Iinioos de diabetes aparecen' cuándo Ja · 
producción. dé·. insulina e!( insufiéienté :·. pará: niantenér: el' papel:: hcim.OstátiCo'. eii ·. el. . 
organismo: Ctiando l.S célÚlas p·se.pi~rden'por oompleto.debido ahi desirucéión,·del . 
páncreas el compon.amient~delaDr.llp ~e hace máS inestabÍe.' · .• · ···, ., ... : 

La etapa preclinica, que ocu;re desde el inicio de la insulitis hast~ la ~piricÍÓri de 
los primeros síntomas dé diabetes, suele durar varios años. La destrucción· áutoinmuiie·dc 
los islotes de Langerhans no· es siempre uniforme y progresirn sino que pu~de evolucionar:.• 
con periodos de actividad y· de remisión temporal (3 t.Jb). · - - · 



Fig. 2 Interacción entre las dos partes del sistema inmune que intervienen en la génesis de 
la wabetes mellibls tipo 1 y que tienen como consecuencia la destrucción de las células jl 
del páncreas. 

~ ~~i .• 
<j•"·------!)~ TOlC!IA VlllUS .DJllTA. 

GENETICA DIVERSOS 

. ' / SISTE.MA 

ñ 
HUMORAL CELl!LAR 

•l' e 
\ I .j 

DESTRUCCION DE 
CELUUS .13 

Se ha podido observar e11 modelos a11imales y e11 humanos que presentan DMID 
que el sistema inmune es activado por una predisposición genérica o por factores 
ambientales (tó.~icos,. virus, dieta) dando como resultado la destrucción de las células jl 
del páncreas. 



2.12.-DESCABBDXILASA GLUTA/lllCA fGADI 

La descarboxilasa glutámica ( GAD) es la enzima responsable de la síntesis del 
ácido y-aminobutirico (GABA) (24). Dicha enzima no parece ser una entidad molecular 
homogénea habiéndose descrito formas moleculares de la enzima que difieren en peso 
molecular (13) y/o polaridad. Se considera que existen al menos dos formas de la GAD. 
Ambas tendrian un peso molecular de alrededor de 120,000 daltones y estarían 
constituidas para algunos por dos polipéptidos iguales con peso moleculares de 59 000 y 
67 000 daltones. ( 18). 

La enzima cerebral ha sido purificada y sus propiedades se han estudiado con 
gran detalle: La GAD tiene un pH óptimo de aproximadamente 6.5 y requiere de fosfato 
de piridoxal como cofactor. La enzima purificada es inhibida por análogos estructurales 
del glutarriato, agentes que atrapan grupos carbonilos reativos de grupos sulfhidrilo, y 
aniones como el cloruro. (11,13, 18) 

. Recientemente, se ha descrito que los dos polipéptidos de GAD encontrados y 
secuenciados por expresión génica tienen una homologla del 60 al 70 % tanto en rata, 
ratón y humanos}' que contienen 593 y 585 aminoácidos con. peso de 66.600 y 65.200 ·por 
lo que al homodimero constituido por 2 monómeros de 66.600 se le conoce como GAD 
67 y al fof)lla~o.por_ ~l.polipé~ti~o de~_5.2,0.0 ~.~le fü~inge como Gp,j) 65.(27,43) . 

. El gene con ¡~ i~formá¿it~ri para la síntesis de GAD 67 Ita' sido localizado en el 
. cromosoma 2 .mientras que el· córrespondiente a la GAD 6.5. 'se le ha ·.encontrado .en· el 
cromosoma 10.(5;32) . . . . . . .· 

to 



2.13.-METABOLISMO DEL GABA Y SU REGVLACION 

Como ya se mencionó la enzima responsable de la síntesis del GABA es la GAD. 
A diferencia de otras vias metabólicas que son multienzimáticas, esta enzima catoliza el 
único paso, para la síntesis del GABA a partir del glutarnato y en consecuencia es el paso 
limitante de la vía biosiµtética del GABA. la reacción catalizada por la GAD es la 
descarboxilación del carboxilo y del ácido glutámico, dando como productos directamente 
el GABA y al COz (Fig. 3). Esta reacción como todas las de descarboxilación requieren 
de la participación del fosfato de piridoxal (PALP) (37,49,50) 

FIG.3 BIOSINTESIS DEL GABA 
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ÁCIDO GLUTÁMICO GABA 

La reacción cata/izada por la GAD es la descarboxilación del carboxl/o y del ácido 
glutámico, dando como productos al GABA y CO 2 · 

ti 



l.a degradación metabólica del GABA se lleva a cabo mediante la actividad de la 
transan1inasa del GABA (GABA-T) (24). Esta enzima, que también requiere de fosfato de 
piridoxal como coenzima, cataliza la transferencia del grupo amino del GABA al ácido a. 
cetoglutárico, dando como productos al semialdehido succinico y al ácido glutámico, el 
semialdehido succinico, en el que se conserva el esqueleto hidrocarbonado del GABA, es 
posteriormente oxidado a ácido succinico por la acción de la deshidrogenasa del 
semialdehido succinico, enzima que requiere de NADP como coenzima. ( 3, 12,27) Fig. 4 

FIG.4 
OXIDACIÓN DEL SEMIALDEHIDO SUCCINICO CATALIZADA POR LA 

DESHIDROGENASA DEL SEMIALDEHIDO SUCCINICO. 
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Paso final por el cual es con1•ertido el senúaldehído succínico en succinato por medio 
del NADP como coenzima. 

Desde el punto de. vista dela regulación 'de la GAD el fosfato de piridoxal juega 
un' papel fundamental pues no' solamentda enzima es activada notablemente cuando se 
ag~ega ." eSta · c~~Ozi.in'a>al ·:.mCdio ·: dC .'. in~Ub8ción"in: vi~o", sino _que. a~ema.5 existen 
numerosas evidencias 'qúe: la actividad' de· 1a GAD. depende del fosfato de . piridoxal . 
también "in vivÓ": (8, 10,24) · · · · · · · · 

. . . . . 
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2.14.-fJISTRIBUCION DE LA GAD EN El. HOMBRE. 

Mediante anticuerpos preparados en contra de la GAD ha sido posible localizar 
por métodos inmunohistoquímicos algunas de las vías GABA-érgicas en el Sistema 
Nervioso Central (SNC). Dichos estudios han demostrado que las neuronas GABA­
érgicas se encuentran distribuidas profusamente dentro del SNC, pudiendo asegurarse 
que no existe región de este sistema que no posea inervación GABA-érgica (13,23,48,49). 

Intracelularmente la GAD está concentrada en la porción soluble de las terminales 
sinápticas (sinaptoplasma) (22). 

Recientemente se ha puesto de manifiesto la existencia de GABA y GAD en 
órganos periféricos (34), Tabla 2 

TABLA 2. 

CONCENTRACION DE GABA EN ALGUNOS 
ORGANOS DE LA RATA 

CEREBRO 
PANCREAS 
RINON 
OVARIOS 
TESTICULOS 
TIROIDES 
GD. SALIV ARIAS 

µM/Kg 

2.310 ± 134 
152 ± 5 

77 ± 14 
71 ± 55 (Proteinas) 
43 ± 16 
27 ± 4 
17 ± 3 

Datos tomados de Oknda et al. (J4). las concentracióne.< tle GABA e.<tan 
expre::ndn.< en µ Mole.</ Kg de tejidos +!- error estandar del promedio 

Así Okada y colegas descubrieron la existencia de GABA en el riñón, hígado, 
corazón, páncreas y glándulas adrenales (34) (Tabla 2), dichos resultados han sido 
confirmados por Christien y colegas (12).De la misma manera Erdo ha demostrado la 
existencia de grandes concentraciones de GABA y GAD en los órganos reproductores 
femeninos, (1,5) · 



2./5.-GAD Y DIABETES 

Como se mencionó anteriormente la DMID se caracteriza por la presencia de 
auto-anticuerpos en. contra de las células Jl de los islotes pancreáticos entre los que 
destacan los anticuerpos producidos en contra de un anúgeno de PM 64 000 . La riqueza 
de la GAD de los islotes pancreáticos (48,49)junto con.la observación de que en la rara 
enfermedad neurológica denominada sindrome del hombre rígido ( Stiff-man ) coexiste 
la DMID con la presencia de anticuerpos en contra de la GAD hicieron sospechar a 
algunos investigadores que el antigeno de PM 64 000 pudiera corresponder a la GAD, 
que como ya se mencionó está constituida por subunidades con PM cercano a los 64 000. 
Asi en 1990 Baekkeskov y colaboradores presentaron evidencias experimentales 
inequivocas que identificaban a la GAD con el auto-antigeno 64 000. En sus estudios 
demostraron que tanto los anticuerpos dirigidos en contra de la GAD de cerebro como los 
sueros de pacientes del sindrome del hombre rigido eran capaces de inmunoprecipitar al 
anticuerpo 64K. Más aún en una serie de experimentos inmunohistoquímicos, estos 
investigadores pudieron poner en evidencia estructuras anatómicas GABA-érgicas 
mediante el uso de sueros provenientes de pacientes con DMID (5). 

A partir de estos estudios, numerosas investigaciones se han llevado a cabo para 
estudiar las características bioquimicas de la GAD pancreática. De está manera mediante 
técnicas de. biologia molecular ha sido posible poner de manifiesto la existencia de 2 
isoformas .. de GAD, pancreática que corresponderían a las formas de GAD cerebrales 

·denominadas GAD .. 65. y 67 c:On pesos moleculares correspondientes a 65 200 y 66 000 
. respectivamenteycomo.en:el caso del cerebro son codificadas por dos genes diferentes 

que se localiian 'en.·criiinosomas distintos ( GAD 65 cromosoma 1 O, GAD 67 cromosoma 
2 )(27,43):" Por. lo qu·e toéa ·a la comparación de la secuencia de las enzimas pancreáticas y 
cerebrales' se há 'demostrado una homologia superior del 95 % para las formas que 
corresponden en peso molecular y como ocurre en el cerebro exista una homologia de 
65% entre la GAD 65 y la GAD 67 de los islotes. 

Lo.s estudios de Christhgau y colaboradores han señalado que la GAD 67 es 
hidrofilica y que se encuentra localizada en el citoplasma en tanto que la -GAD 65 es 
sintetizada como una proieina hidrofilica que se hidroliza como ·consecuencia de una 
palmitolación postraduccional y que se una con posterioridad a los fosfolipidos de 
diversas 'estructuras mem.branales. Es posible entonces que los anticuerpos 64 K estén 
dirigidos en contra de esta .última isoforma de la GAD pancreática.( 812, 15) 
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3.-0BJETIVOS 

Estandarizar una técnica por la cual se puedan detectar y 
cuantificar auto-anticuerpos en contra de la descarboxilasa del 
ácido glutámico ( GAD ) en el suero de pacientes diabéticos 
insulino dependientes y que sea susceptible de ser integrada en 
un laboratorio de análisis clfnicos. 

Determinar con que frecuencia se presentan auto-anticuerpos en 
contra de la descarboxilasa del ácido glutámico (GAD) en 
pacientes diabéticos insulino dependientes del Hospital 20 de 
Noviembre ISSSTE y de que manera se distribuyen de acuerdo a 
su edad, sexo y tiempo de evolución de la enfermedad. 
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4.-HIPOTESIS 

Si la presencia de a11tic11erpos a11ti-GAD es 11n factor etiológico en la 
DMID e11 los sujetos estudiados ( sano, diabéticos ins11li110 dependiente, 
diabéticos 110 ins11li110 dependie11te J' diabetes secundaria) la presencia 
de tiflllo elevados de estos a11tic11erpos se observará exclusivamente en 
las preparaciones de anticuerpos provenientes de paciente con DMID. 
Se puede suponer ento11ces que 11n i11cremento en el df/llo de los 
a11tic11erpos anti-GAD llevado a cabo media11te la obtención 
y-glob11linas e IgG favorecerá s11 detección al incrementar la 
especificidad y sensibilidad de los procedimientos utilizados. 
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6.-MATERIAL Y METODOS 

6.1.-MATERIAL BIOLOGJCO 

6.1.a FUENTE DE ANTICUERPOS ANTI-GAD 

Los anticuerpos anti-GAD utilizados en este estudio fueron obtenidos de 32 pacientes 

diabéticos insulino dependiente cuyas edades fluctuaban de 13 a 49 años y con un período 

de enfermedad que osciló entre l mes y 42 años. Los pacientes fueron sangrados por 

venopunción obteniéndose el suero después de la coagulación y centrifugación de la 

sangre extraída. 

Con propósitos de comparación se utilizaron 3 sueros de pacientes' diabéticos no 

insulina dependiente, 17 sueros de sujetos normales y un suero de .un pacienÍe con 

diabetes secundaria debido a una pancreotomia total 

Los ·anticuerpos fueron ensayados en los sueros de estos pacientes así como en 
algunas preparaciones de y -globulinas y de lgG obtenidas de los mismos sueros. 

6.1.a.I.-OBTENCIÓN DEy-GLOBULINAS 
,·. . . - ·._ '. 

La fracción de y-globulinas de algunos· sueros fue obtenida .Íior, predpit~ción· eon 

sulfato de amonio a una saturación dei 40 ·% .. Para :dicho éfecto a:2:m1 ·d¡,··sú'eíó se le 

añadió gota a gota una soluciónsatÜnida de sulfato. d~ arno~io bajo'a~it~éió11'~~ frlo
0

h~ta 
alcanzar la saturación indicada. Dura~ie ~I pr~~écfimiento se tuv9 c~i~ado d~'¡;iiiJiti~er ~n. · . 

pH de 7.0 añadiendo hidrÓ~id~ de arn~nio 1 M (pH 1:ó r~ri lo~ c~o~ ~J~ ru: n~~~~.irio. 
··: .. ,,,. ... :·.r,:>;;·, ,,·. 

DespuéS. de·· 1a' pr~~l~i,taciÓ~, la• ~ni~~\ó~: d~y~~lohuli~~ f~e ~~~anid~ .,. de los 

componentes solubles del 's~erÓ p6r ccntrif~ga~ión en' lii~ a 13. ÓOO r.p.ro'. Los 
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precipitados obtenidos conteniendo las y-globulinas fueron dializados y resuspendidos 

con solucion amortiguadora de fosfatos 5 mM, pH 7.0 .(46) 

6.1.a.JI.- OBTENCIÓN DE IgG. 

Las lgG's fueron obtenidas por el método propuesto por Stanworh et al ( 46); 

método que consiste en la absorción de los componentes del suero con excepción de la 

lgG a esferas de DEAE celulosa equilibrada en solucion amortiguadora de fosfatos 5 

mM. pH6.5. 

Para tal objeto los sueros fueron dializados con solucion amortiguadora de 

fosfatos 5 mM pH 6.5 durante toda la noche con varios cambios de solucion 

amortiguadora; una vez dializados los sueros se pasaron a tubos conteniendo DEAE 

celulosa (250 mg./ml / pH 6.5), y la mezcla fue agitada reciprocamente por 1 hr a 

temperatura ambiente. La DEAE celulosa fue eliminada por centrifugación a 5 000 r.p.m. 

por 15 mio./ 4 ºC, y los sobrenadantes de esta centrifugación conteniendo las IgG fueron 

recentrifugados bajo las mismas condiciones para eliminar posibles restos de DEAE 

celulosa. 

En algunos otros casos las IgG's fueron obtenidas de la fracción de y- globulinas 

de manera análoga para la descrita para los sueros pero utilizando 250 mg. de DEAE 

celulosa por mi de suero original.( 46) 
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6.1.b.- PREPARACIÓN ENZIMATICA DE GAD 

La GAD utilizada como antigeno para la detección de los anticuerpos anti-GAD 
consistió en la mayoría de los casos de un extracto crudo de cerebro de ratón. Sin 
embargo para la radioinmunoprecipitacion la GAD utilizada provino de una preparación 
enzimatica altamente purificada que fue posteriormente yodada con ¡125. 

6.1.b.l-OBTENC/ÓN DE EXTRACTOS CRUDOS DE GAD. 

La preparación del extracto crudo de GAD fue realizado utilizando lotes de S cerebros 

de ratón. Los ratones utilizado fueron de la cepa CD-1 con una edad de 2-3 meses y de 

sexo masculino fueron sacrificados por dislocación de las vértebras cervicales. Sus 

cerebros fueron rápidamente extraídos y homogenizados en fria en S volúmenes de 

solucion amortiguadora de fosfato de potasio 25 mM pH i.O conteniendo fosfato de 

piridoxal (PALP) 1 mM, y bromuro de 2-arninoetil isothiouronium . (AET) O.OS mM. 

Los homogenizados fueron centrifugados a 4 ºCa 100.000 g por 30 min. en una ultra 

centrifuga Bcckman XL-90 y el sobrenadante obtenido tras ser alicuotado en fraéciones 

de 160 µI fue guardado en nitrógeno liquido hasta su utilización.(37) 

6.1.b.ll- PURIFICACIÓN DE LA GAD DE CEREBRO DE 
RATÓN 

La purificación de la GAD se llevo acabo a partir de 300 cerebros de ratón de cepa 

CD-1,con una edad de 2-3 meses y de sexo masculino de acuerdo al método diseñado 

por Pérez de la Mora y Méndez Franco J.( 1995). ( 40 ). Para ello los cerebros fueron 

homogenizados en 5 volúmenes de· agua conteniendo PALP (0.2mM). AET( 1 mM), 

floruro de fenil metil sulfonilo (PMSF o: 1 mM), y ácido etilendiarnino tetracético (EDT A 

2.5 mM). El horriog~ni~ado
0

fue:' frácci~nado posteriormente por precipitación ácid&, 

aplicación de cát~~ y j;ie'é:ipitá~ió~ sali~a: La precipitación. acida se llevo a cabo por la 

adició;, gma agotád~ ~cidoacético glac.iaÍ al .7%:. hasta.llegar a un pH d~ s:.4. 'ü 111ez~la . 

obtenida fue ca.lentada : en'un baÍio Maria colocado a .~s ~C' por.fmill. y fras de ájustar el 

pH a 7 o :por .1á'~dición ile1120: vól..:de ~ottiéi¿¡,·.;n~¡,iguadora d~ 'fb~f~;os 1 M •PH 7.0 

más el volumen necesarióde,K2Pq(IM; para lograr el pH desendÓ,.fue ccnÍrÍfügada á 
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20.000 g por 20 min. Al sobrenadante obtenido se le adicionó sulfato de amonio sólido 

hasta alcanzar una saturación del 40 %; la mezcla fue centrifugada a 100.000 g por 20 

mfo. y el pellet fue resuspendido en un _buffer de fosfato de potasio 20 mM, pH 7.0 

conteniendo AET 1 mM, y PALP 0.2· mM ( solucion amortiguadora estándar). Con el 

objeto de eliminar cualquier material no resuspendido la preparación de GAD fue 

recentrifugada nuevamente bajo las mismas condiciones. Con excepción de el paso en el 

cual se utilizo calor todos los procedimientos utilizados en la purificación fueron 

llevados a i:abo a 4°C . 

CROMATOGRAFIA EN ULTROGEL AcA-34 

32.5 mi de la preparación anterior fueron cromatografíados en una columna de ultrogel 

AcA-34 (5.0 x 78 cm.) equilibrada en solución amortiguadora estándar. La cromatografía 

se desarrolló con la misma solución amortiguadora a una velocidad de 85 mi / hr. Se 

recolectaron fracciones de 11.5 mi. Durante todo este procedimiento cromatográfico asi 

como en los que siguen se monitoreó el afluente de la columna a 280 nm mediante un 

detector de ultravioleta (Uvicord-LKB). La actividad de la GAD (ver métodos analiticos) 

fue determinada en las fracciones colectadas y aquellas que contenian la mayor 

actividad de la enzima fueron reunidas y utilizadas para la siguiente cromatografía. La 

preparación obtenida mediante esta cromatografía (93 mi) se denominó U-Il, se separa 1 

mi para la determinación de proteína y de la actividad de la GAD quedando 92 mi que es 

inmediatamente procesada en la siguiente columna. 

CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA 

Los 92 mi de la preparación anterior ( U-ll ) fueron cromatografíados en una columna de 

DEAE-CELULOSA (2.5 x 8.2 cm.), equilibrada en solución amortiguadora estÍindar. La 

GAD fue cargada a una velocidad de 50 mi I hr, recogiéndose fracciones· ·de· 1 L4 ~I; L_a 

columna fue lavada con 142 mi de un solución amortiguadora d~ fosfatos 75 ."mM" 

estándar a 30 mi. hr y eluida a la misma .velocidad pero utilizando: un sol~éión 
amortiguadora de fosfatos 150 mM .,,jtW!cÍar. La recolección 'de las. fra~cion.S sé re~lizó. 
como en. los casos ,antério;es pero. obteniendo un volumen de 5.6 mi. La' preparnció~ 
DEAE .fue integrada con las .pdmer.;,.'·cuatro' fracciones de la elección en· base a su 

elevada actividad d~ ÓAD. 



CRO.llATOGRAFIA DE INTERACCIÓN HIDROFOBICA EN UNA 
COLU/lfNA DE FENIL SEFAROSA. 

22 mi de la preparación de DEAE fueron introducidos a una columna de fenil-sefarosa 

(3.5 x 6.9 cm.) equilibrada en solución amortiguadora de fosfatos 150 mM estándar. La· 

cromatografia fue realizada a una velocidad de 35 mi /hr, La columna fue .. lavada con el 

mismo solución amortiguadora para eliminar a todas las proteínas no absorbidas y eluida 

con solución arnoniguadora de fosfatos 50 mM estandar conteniendo 25 % de gHce;oÍ, 

colectándose fracciones de 5.7 mi. Las fracciones fueron seleccionadas en· basé a 'su 

contendid~ de G.>J) fueron reunidas en una preparación denominada PS~I la cuál fue 

procesada posteriormente mediante una cromatografía de adsorción en HA- Ultrogel.( 40) 

CROMATOGRAFIA EN HA~ULTROGEL 

Previo a esta cromatografia.' ª·la preparación PS-1 se le disminuyó la concentración de 

fosfatos y de glicerol á · 1 O mM y a. 1.66% respectivamente mediante dilución y 

concentración en:é:~lda5' ~i~ém provistas de una membrana P.M. 30. El volumen final 
de la preparació;; PS-1 c~n~~~trada fue 2.2 mi. . . 

La cromato~raÚ en H,\;Ultroge(ser~aliió utiÚzando.u~a c~Í~mna de 1.3 x 5.2 cm. 

equilibrada en so lució~ amortiguadora estándar.! O nÍM. La erómatografia fue realizada a 

35 mi 1 hr. Rec~giémto~~fra~éionés de 2:6ntLEÍ cargado se ll~v~·¡, ~abo con 2,0 mi de la' 

preparndó~, .rs-1 con~~~irada J el ·;la~·ado~ se ;refoz1(éól1 'sol;;¿¡¿~-.· amortiguad~ra. de 

fo~fatos. 3 o .~~' · ~s;fuid~r ;'y la ei~cióri. f~e ré~Úz~d~ ~~~ 'iolu~ió~. ru:riortiguadorá. fosfatos .. 
. 70 mMestándi.r.. ._; ..... ' ' ,. :)e;< t ·: L 
La G~ eluida

0

rúe c~Jce~~~dai'dit~id~~~cesij~e~te ~~; ~;tr~0 flt~lci6~· (ver ·a~iba) 
hastácon~~g~ir Una dismin~¿ió~ de f~ 'con~i~trrciÓit d~/o~f~tos ~ Ío'~M; un vol.um.en 

de 2.1 mi. La preparación finál ,de ~Áo fu~ áiicuotadá en víílÓirí~nes de 200 µl que se 
almacen0ro~ ~~ ~itrógen?. IÍquidd h.ast.a el dia d~ ~u yod;~¡c)¡¡ ( 40) . . . 
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6.J.b./11.-YODAC/ON DE LA GAD. 

0.84 µg. de GAD fueron yodados con Nall25 utilizando esferas de Yodo-BEADS 

(PIERCE) que contienen un agente oxidante que permite la yodación suave de las 

tirosinas de péptidos o proteínas. La yodación se llevo a cabo de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante: 3 esferas de Yodo BEADS fueron lavadas en solución 

amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.0 y cuidadosamente secadas con papel Whatman 

No. 52; las esferas se añadieron a la solución de 125 I (2 µCi) dejándolas a 

temperatura ambiente por 5 min. La yodación se inició por la adición de la GAD 

purificada y terminó 15 min. después por la eliminación de las esferas de Yodo BEADS. 

Las proteínas yodadas fueron separadas del 125 I libre utilizando minicolumnas de 

Sepharosa G25 de la manera indicada por Tuszynski.(52). Las minicolumnas fueron 

preparadas en tubos Ependorff de 1.5 mi de volumen perforados en su fondo. El orificio 

de salida fue tapado con fibra de vidrio y, las microcolumnas fueron llenadas con 

Sepharosa G-50 (1.3 mi ) en solución amortiguadora de fosfatos 10. mM pH 7.0 

conteniendo 0.37 mM NaCI, 2.6 mM KCI, 1 mM MgCI. Las minicolumnas fueron 

introducidas a tubos de plástico desechables y centrifugadas a 200 g por 1 min. P.ara 

presecarlas. A ellas se añadió 200 µ1 de la mezcla de reacción y se repitió la 

centrifugación bajo las condiciones anteriores. La GAD yodada excluida de esta manera 

de la ~alumna fue recolectada y almacenada en pequeñas alicuotas en nitrógeno líquido 
has.ta su uso. 

ESTUDIO ELECTROFORETICO DE LA GAD PURIFICADA 

La preparación de GAD purificada fue introducida en dos carriles contiguos de un 

gel discontinuo de poliacrilamida que contenla una concentración de acrilamida de 4.08 % 

en el gel concentrador y de 12.5 % en el gel resolvedor. El gel fue hecho y .co~ido bajo 

condiciones no desnaturalizan tes en una . unidad para electroforesis vertical LKB 2001 .· 

bajo las condiciones descritas en el manual del fabricante ( 15 ° C .. 25 mA para el gel 

concentrador y 40 mA para el gel resolvi:dor). 



Al final de la electroforesis los dos carriles que contenían a .la GAD fueron 

aislados del gel. El primero de ellos fue teñido con azul .de CÓoma5si~ :. 1 O~ mg.lml e~ 
ácido acético al JO% y etanol. Y el segundo carril fue utilizado.JÍara.Ía ~'édi~iÍ'>~:de Ja 

actividad de la GAD. Para este propósito el gel fue rebanado·cada.o:s:c.;;: en.dirección 

perpendicular al eje del corrimiento y, la actividad de la GAD 'se .;;idió dé m~era análoga 

a la señalada en procedimientos analíticos pero sumergiendo las ~éb.;;nndá,S del ·g~I e~ 250 

µI de mezcla de reacción. 



6.2.-MÉTODOS UTILIZADOS 

6.2.a.- DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ANTl-GAD Y SU 
CUANTIFICAC/ON. 

6.2.a.l.- FUNDAMENTO. 

El método utilizado para la detección y cuantificación de los anticuerpos ánti-GAD utiÍiza 

la reacción anti geno-anticuerpo entre los anticuerpos anti-GAD .. de .los pa~ientes. 'y ·.de 

alguna de las preparaciones enzimaticas de GAD obtenida deÍ .cerebr<l d~ r~tón utili,;wa 

como antigenos. Los complejos antígeno-anticuerpo fonnados: a lo largode varia5 horas 

de incubación a 4ºC son removidos de la solución con proteína A imÍioviÍizada ·a ·~icro 
esferas de Sepharosa CL-48, El proceso de remoción es facilitad~·· por . ~n~ liger~ 
centrifugación que pennite el empaquetamiento en fonna de· precipitados 'de los 

complejos antigeno-~ticuerpo formados 

Así en presencia de un ligero exceso de la GAD sobre los supuestos anticuerpos anti­

GAD, la magnitud de la precipitabilidad de dicha enzima está en función directa del título 

de los anticuerpos presentes en el material biológico de los pacientes y por consiguiente 

el titulo de anticuerpos anti-GAD puede cuantificarse midiendo Ja actividad de la GAD 

precipitada o evaluando la cantidad del25 1 unida a la GAD para aquellos casos en los que 

se utilizó GAD-( 1251 ) como fuente de antígeno. 
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6.2.a.l/.-INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD. 

En estos experimentos 110 µI de un e><tracto crudo de GAD obtenido como se indica 

en métodos y diluido 1 :40 fue depositado· en tubos Eppendorf de 1.5 mi e incubados 

·durante toda la noche a 4 oc con 2S µI de alguna de las preparaciones de anticuerpos 

utilizados. Al final de este proceso de incubación se añadió Proteina A Sepharosa CL 4B 

(SO µI de uná solución al SO %) y se continuó la incubación por 2 hr a 4 ºC. Los tubos 

fueron centrifugad_os en una microfuga Beckman E. El sobrenadante fue cuidadosainente 

aspirado y depositado en otro tubo. Los precipitados fueron lavados 4 veces con 2SO µI 

de .PBS (NaCI 7S mM KH2P04, 20 mM, PALP 1 mM, AET 0.S mM, pH 7.0) y 

finalmenteres.uspendidos en 323 µI de solución amoniguadora de fosfatos 2S .mM (PALP 

1 mM, AET 0.5 mM, pH 7.0) 

En virtÚd de que lá actividad de la GAD no se afecta 'ostensiblem~nte tras una 

reacción. c~n los anticu~i],~s WÍti~GAD la actividad de Ía ?AD fúe m~didaºt~fo ¡,',; los .•.. 

sobrenadaiite~ obtenido~·:: como 'eri lo~ p~~éipitadós res~i¡Í~~did~s ·~ útÍÚ~db ·(;2 µl de · . 

cada preparaciónpar.;' <:a~a medl~iÓíí. •,. . .:_·.··. ·. ·. ·.·.·_ •. _. __ .:. ·.-._· ... :'.< . ;¿ .: : ... 
~ -.. ~·._¿:.., __ .. 

·Tras [J;, ~~lí~~gi/~or 1a::úéreriCi~ de ~vo1ú;d~ne~;;.~r1Je::'/>;~~Jr~¡~~ri1~--~ 
piecipitad(J,se ~on~iderad~ écinio el 100.%·<le.la,ácdvidacÍenzim¿tiba'ülmzá.íá.'a: la suma 

·de la GAD prese~ie. en· el sobren~d;.nie .;',;,. .la p~ecipitáda; El, ii~l.:,<:.le loi ~ii~~~rpós 
imti;GAD de•. ta '¡iiepáracion •.:a evaluar . se expresá 'Como • Ünidades•; (U) 'dé '. GAD · 

preeipltád:.S; dondé 1u;,'1µMol d~GABA producidobáÍo,ias é~ridici~~es·e~ Ía- reÍáción 
deséiita eri el éns~yo de I~ GAD. · ' . · . . . . · 



6.2.a.///.-INNMUNOPREC/PITACION DE GAD-( l2Sf) 
. '. ." ·,.. . ; ... . : ·, 

· En estos exp~rimcntos SO µI de la GAJ).( 125 I ) (dil~ida 1 :200; 144 200 c.p.m) 

fuérondépositadas· e~ tÜbos. Eppendorf de 1.5 mi e incubadas durante toda la noche a 4oc 

con SO ·µI de. la p~~paración de lgG. Posteriormente a la mezcla de reacción conteniendo a 

los complejos inmunes formados se les añadió so µJ de Proteína A Sepharosa CL 4B al SO 

%. y se incubaron durante 2 hr mas a 4 °c. Los tubos fueron centrifugados como se 

describió anteriormente y los precipitados de Proteína A Sepharosa CL4B conteniendo los 

complejos inmunes fueron lavados 4 veces con 1 mi de PBS ( NaCJ lSOmM, KH2P04 

50 mM, PALP 1 mM,) y finalmente resuspendidos en 1 mi de PBS. La radioactividad de 

Ja GAD precipitada fue determinada en un contador BECKMAN GAMA 55 000. Para 

cada determinación el valor de un "blanco" fue obtenido y en el cual los anticuerpos anti­

GAD fueron sustituidos por el mismo volumen de PBS. La cuantificación de los 

anticuerpos anti-GAD se realizó evaluando la cantidad de radioactividad precipitada en 

los precipitados después de restarle Ja radioactividad del blanco. 

6.2.h.-PROCEDIMIENTOS ANALÍTICOS 

6.2.b.l.-MED/C/ON DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD. 

La actividad de la GAD fue inedida tanto en los sobre~~dantes como en los precipitados 

evaluando lacanHdad de t4 co2.déspr~ndid~d~I ácido DL~(.J-.t4 C) ~Íuiámico por el 

método radiométrico de Pérnz de Ja M~rny ~olaboradorns. (37Í ~tilÍ~doiiii ¡ufiiam;;nto , · 

similar al descrito por Albers y Br~d/con~istente en 2 Íni~riibibos dé:2.s~~ "¡~·~¡ni;á y Ün 

diámetro exteriÓ~ de .6.o 'm~. co~eciiado~ -~ntie si medi.;;¡t~ Úriá m~gÜ~~;i 'Jeiái~i< d~ i 2.o. • 
cm. Fig.5.AÍ microtubÓ d~_re~cciónsc pipote~ a··~¡ ckÜn~.iiez~ia}d~~r~á~ciÓn que 

contiene. 310 µ1 de ácidci DL-glut.u;,ico frío (31 mg:!ml).2SOµÍ d~'áciid~
0

DIYsl~t;m;icó 
(1~14 C),440 µl de sci'l~~ión.amortiSu~do~a de fosfato,sÓ,,;M ~H7:'c)éyfoóO~{p,\L~ r.o•• 
mM. Al 'microtubo atrapad~rse '1e aiiadieron SÓ Íil de hicÚó~ld~ 'd~ b~~zeioni~ J M·· 

(Sigma) .y.se ligÓ uri~xtrcm~ del~ mang~m de láte~:'Lá'r~~céiÓnselni~ió ~~ria' ... 

adición d~ 62 µI de sob;eÍt~dant~ ~ de pr.eéipÚ~d~ iesu~pe~clidó,ia.1 ·riíis~o ,tubo de 

reacció(i.-- El miÚot~bo de rea~Ción. es 'ininCdi8twn''cnte. Cone~t'ado' ar·oer~ ~Xtíe~o ··de j'á. 

manguera de litex y juni~ co~ el ~bo atr~pador ~:,¡ intr~ducidó a un biúio Maria con 
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agitacii•n ajustado a 37 ºC. La reacción se interrumpió a los 20 min. ó a las 2 hr de 

incubación por fa inyección de 50 µf de H2S04 3.8 N al tubo de reacción a través de la 

manguera de látex según que se determinaron el contenido de fa GAD en la obtenida 

durante su purificación o la obtenida inmunoprecipitada por los anticuerpos anti-GAD 

resuspendidos .. Los dispositivos fueron retirados del baño María y colocados en posición 

extendida en un horno ajustado a 40 ºC durante 2 hr, para facilitar la captura del 14 C02 

producido en la reacción por el hidróxido de benzetonio. Al final el microtubo atrapador 

es retirado e introducido en un vial que contiene 8 mi de un mezcla de centelleo y el 

hidróxido de benzetonio es extraído del microtubo con la ayuda de una varilla de vidrio 

que a manera de émbolo se introduce y se retira del microtubo atrapador. La 

radioactividad presente en cada uno de los viales es finalmente contada en un contador 

Bekman LS 600 

6.2.b.//.- MEDICIÓN DE PROTEÍNAS 

Las proteinas fueron detenninadas de acuerdo al método de Bradford. (7), utilizando 

albumina bovina para la curva de calibración 
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Fig. 5 
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MEDICIÓN DE LA 

El disposili\'O consiste en un microtubo de reacción al que se ailadc fa mezcla de rcm:ción y un 111icro1ubo 
atrapador que contiene hidrósido de bcnzctonio que atrapa al CO: radioacti\'O formado en el curso de la 
reacción, el tubo de látes pennitc el paso del CO: del tubo de reacción al tubo atrnpador y la inyección 
del ácido sulfúrico es para detener la reacción al momento indicado. 



7.-RESULTADOS 

CARA.CTERISTICAS DE LA PREPARA.CION DE LA GAD USADA 

Las preparaciones de GAD usadas como antígeno para Ja derección de anticuerpos anti­

GAD fueron un extracto crudo y una preparación do enzima altamente purificada.(40) El 

extracto crudo tuvo una actividad específica en Ja mayor parte de los casos cercana a 

5.6 nMol / mg. de proteina . Por lo que toca a Ja preparación de Ja GAD purificada, en la 

Tabla 3 se muestran Jos resultados de la purificación realizada y se puede observar que Ja 

actividad específica de la enzima se incrementó de 3.5 nrnoles/min/mg. de proteína en el 

homogenado a 4, 610 nmoles/min/mg. de proteína después de la cromatografía en HA­

Ultrogel. El incremento en actividad específica representa una purificación de 1,317 

veces, con un rendimiento que es de tan solo 0.5 % de Ja actividad inicial. Un estudio 

clectroforético de la GAD en un gel discontinuo de poliacrilamida llevado a cabo bajo 

condiciones no desnaturalizantes mostró la existencia de una banda gruesa y una tenue en 

Ja región del gel en donde se detectó la actividad de la GAD.(Fig. 6) 

PERFIL CLiNICO DE LOS PACIENTES EMPLEADOS EN ESTE ESTUDIO 

Como se muestra en Ja Tabla 4 la presencia de anticuerpos anti-GAD fue 

estudiada en 36 pacientes de los cuales 32 de éllos ten!an un diagnóstico cl!nico de 

DMID, 3 el de DMNID, y 1 de Diabetes Secundaria a una pancreatectomía total, y en 17 

individuos sanos y sin antecedentes diabéticos que fueron utilizados como controles. 

La edad de los pacientes con DMID osciló entre 13 y 49 años con una edad 

promedio de 29.4 años. El periodo de evolución de la enfermedad fue variable siendo ésta 

desde solo algunos meses hasta 42 años, y con una duración promedio de 9.2 ailos. Los 

pacientes se distribuyeron en forma uniforme en cuanto al sexo: 13 masculinos contra 19 

femeninos. La edad de Jos individuos utilizados como control osciló de 17 a 46 años. con 

una edad promedio de 29.8 ailos. 
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PATRON ELECTROFORETICO DE LA GAD PURIFICAD 
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En la figura se muestra el patrón electroforético de Ja preparación final de la GAD obtenida 

después de su purificación ( véase tabla 3). sobn: el patrón electroforético se indica la actividad de 

GAD medida en n:banadas del gel obtenidas de un cani1 paralelo. 

Para mas detalles véase material y métodos. 
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TABLA3 

PURJFJCACION DE LA GAD 

GAD "· ACTIVIDAD 
PJlEPARACION (DMDll:l/mia) (lll.NDJMIENTO) ESPECIFICA 

(llM..,mial•&-
depnteiu) 

HOMOOENADO 89.460 100 3.5 

EXTRACTO CRUDO 12.360 14 31.2 

ULTROGEL AcA 34 11.213 12 73.2 

DEAE-CELULOSA 6.615 7.4 125 

FENIL SEPHAROSA 1.167 1.3 299 

HA-ULTROGEL 461 0.5 4610 

LA PURIFICACION FUE REALIZADA CON 300 CEREBROS DE RATON SIGUIENDO 
EL PROTOCOLO QUE SE INDICA EN MATmUAL Y METODOS 

VECES 
PURIFICACION 

1.0 

8.9 

21 

36 

85 

1.317 
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TABU4 
PERFIL QTNICO DE LOS PACIENTES EMPLEADOS EN ESTE ESTVDIO 

PACIENTES EDAD EYOLUCJON SEXO PACIBNTES EDAD EYOWCION SEXO 
(AÑOS) (AÑOS) (AÑOS) (AÑOS) 

DMID DMNlll 
No.! 45 5 F No.l 50 10 JI .. 10 " 2 " 9 

41 42 F 3 .. 15 
31 4 • .llDllA 5633 lt.l] 
31 5 F 
17 3 " DIAllETIS 
37 • " -41 3 F No.J 13 

• 33 5 " 10 29 2 F CON'laOUS 
11 35 12 " No.l 27 - " . 12 40 25 • 2 30 - " 13 12 F 3 30 - " 14 7 " • 21 - F 

" 10 • 5 17 - p 
16 2 p ' 22 - p 
17 • " 1 4' - F 
11 3 p 1 30 - " 19 • p • 25 . - p 
:ID • F ID 17 - " 21 • " 11 17 - • 22·. ' • 12 17 -. • 23 42 " 13 29 ·- p 
24 19'· " 14' ·40 - p 
25 ' .. " 30 - F 
26 p 16 30 - • 
T1' F 17 25 - p 
21 F 11 26 - " 29 " - 29.1 

M 
• M 
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T/TULO DE ANTICUERPOS ANTl-GAD DETECTADOS EN PACIENTES 
DJABtTICOS Y NO DJABtTJCOS MEDIANTE LA. INMUNOPRECIP/TACION DE 
UN EXTRACTO CRUDO DE GAD. 

En las Tablas 5-7 se observa el titulo de anticuerpos anti-GAD en el suero, y­

globulinas e lgG de pacientes diabéticos y sujetos no diabéticos utilizando como fuente de 

antígeno la preparación cruda de GAD descrita en material y métodos. 

1.- SUJETOS CONTROL 

Como puede observarse en la Tabla 5 el titulo de anticuerpos anti-GAD smco en 

los sujetos normales fue muy variable pudiéndose detectar estos en únicamente 6 de los 

17 pacientes estudiados (35%). El titulo de los anticuerpos anti-GAD expresado como 

unidades de GAD precipitadas (U), oscilo entre 220 a 252 en 3 de los 17 pacientes (17.64 

%) obteniéndose una media para la población total de 57.2. Cuando los anticuerpos anti­

GAD fueron concentrados mediante la purificación de las fr11cciones de y-globulinas 6 

lgG los títulos de los anticuerpos anti-GAD fueron mas elevados permitiendo su 

detección en la totalidad de las preparaciones estudiadas, bajo estas condiciones la 

variabilidad en los títulos de anticuerpos anti-GAD encontrados en los sueros fue 

consideradamente reducida, encontrándose un valor promedio de 238.1 U de GAD 

precipitada en la fracción de y-globulinas y de 216.5 U en la preparación de lgG. 
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TABLAS 

TITULO DE ANTICUERPOS ANTl-GAD DETECTADO EN SUJETOS NO 
DIABETICOS MEDIANTE EL USO DE UN EXTRACTO CRUDO DE GAD"' 

PACIENTE 

No.I 
2 
3 
4 
s 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
ll 
16 
17 

media 
DS 

ERROR ESTANDAR 
MEDIA+2DS 

SUERO 

229 
61 
o 
o 

••• 
125 
252 
77 
o 

220 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

57.2 
91.5 
22.2 

240.J 

FUENTE DE ANTICUERl'OS 
y-GLOBULINA 

b 
292 
b 

192 
b 
b 

360 
b 
b 
b 
b 

311 
b 

250 
b 
b 

294 

238.1 
57.0 
23.3 

352.1 

IgG 

b 
229 
b 

240 
288 
215 
217 
220 
43 
b 
SI 

292 
b 

273 
b 
b 

237 

216.5 
16.6 
26.1 

3119.2 

a.Eldtulodoantlcuerpo1antl-OAD se ooqnsacomounldados(U)doGADprodpitada IU• l pMolde 
GABA producido do acuerdo ol msayo dosaito en M61odo1. 
b. Titulo do antlcueipos no detonninado por SU<IO insulldenle. 
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2.- PACIENTES CON DMID 

En contraste con lo ocurrido en los sujetos control el título de anticuerpos antí­

GAD medido en el suero, y-globulinas e IgG ( Tabla 6 ) de pacientes DMID fue 

considerablemente mayor que el obtenido en sujetos no diabéticos. Asi, en el suero de los 

pacientes con DMID se detectaron valores mas altos de 252 U (el título mas alto de 

anticuerpos anti-GAD encontrado en sujetos normales) en 24 de los 32 sueros estudiados 

(75%), obteniendose una media de los título de anticuerpos anti-GAD para los sueros 

diabéticos de 424.S U que representa un incremento de 741 % con respecto al valor 

encontrado en sujetos controles. Es interesante señalar que solo en un paciente con 42 

años de evolución de la enfermedad obtuvo un título de anticuerpos antí-GAD cercano al 

valor promedio de los controles. 

Una situación similar se observa en los títulos de anticuerpos antí-OAD 

encontrados en la fracción de y-globulinas en donde el título promedio fue de 438.2 U 

en contra de 238. I U encontrados en los controles, detectándose únicamente dos 

preparaciones de y-globulinas con títulos cercanos 360 U ( el título mas alto encontrado 

en sujetos controles) y 9 pacientes (90 %) por arriba de 352. I U (media mas 2DS para los 

controles.) 

Así mismo los títulos de anticuerpos anti-GAD encontrados en la fracción l¡¡O de 

los pacientes con DMID fueron considerablemente mayores que los encontrados en los 

sujetos controles; encontrándose una media de 671.6 U que representa un incremento de 
311 ºA, con respecto a la media encontrada para la misma preparación en los sujetos 

control. Cabe destacar que en este caso ninguno de los títulos de anticuerpos anti-GAD 

encontrados fue menor a 292 U (el titulo mas alto encontrado en los sujetos controles) ni 

de 389.2 U (media mas 2DS del grupo control). 
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TABU6 

TiTuLO DE ANTICUERPOS ANTl-GAD DETECTADOS EN PACIENTES 
DIABtTICOS INSULINO DEPENDIENTES POR INMUNOPRECIPITACION 

DE UN EXTRACTO CRUDO DE GAD. • 

PACIENTE FUENTE DE ANTICUERPOS 

SUERO y--GLOBUL/NA lgG 
No.I 182 b b 

2 627 b b 
3 42 b b 
4 235 b b 
5 163 b b 
6 228 b 596 
7 249 b b 
8 431 b b 
9 373 b 552 
10 283 b 571 
11 234 b b 
12 449 b b 
13 449 b 671 
14 221 b b 
IS 110 b b 
16 453 b b 
17 325 441 '¡43 
18 251 b b 
19 332 342 763 
20 511 465 770 
21 188 362 455 
22 455 424 629 
23 499 439 673 
24 289 b 711 
25 878 b . 874 
26 827 392 b 
27 819 447 b 
28 760 614 667 
29 422 456 372 
30 595 b b 
31 1000 b 846 
32 704 b · .. 853 

MEDIA 424.S 431.2 671.6 
DS 243.1 74.1 140.B 

a..EI tltulo de anticuerpos anti·GAD se expresa como unidades (U) de GAD precipitada IU = 1 µMol de 
GABA producido de acuerdo al ensayo dcsalto en mClodos 
b. Titulo de anticuerpos no dctcmlnado por suero insuficiente. 
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3.-PACIENTES CON DMNID y DM 2/1. 

En contraste a lo sucedido con los paciente DMID, los títulos de anticuerpos anti­

GAD séricos encontrados en el suero o en la fracción IgG de los paciente DMNID se 

encontraron dentro de los valores obtenidos en los sujetos control. Los valores 

promedios encontrados fueron incluso menores que los obtenidos para el gruj,o 
control. Como era de esperarse titulos bajos de anticuerpos anti-GAD fueron detectados 

en el suero de 1 paciente con diabetes secundaria a una pancreatectomla total. (Tabla 7) 

TABLA 7 

TITuLO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD DETECTADOS EN PACIENTES 
DIABÉTICOS NO INSULINO DEPENDIENTES (DMNID) Y CON DIABETES 

SECUNDARIA. POR INMUNOPRECIPITACJON DE UN EXTRACTO CRUDO DE 
GAD 4 

PACIENTE 

No. I 
2 
3 

MEDIA 
DS 

TIPO DE 
DIABETES 

DMNID 
DMNID 
DMNID 

DM 2/aº 

FUENTE DE ANTICUERPOS 

SUERO 

o 
58 
44 
:u 
30.2 

5.31 

lgG 

65 
122 
153 

113.l 
44.' 

.. El dtulo de lllllcu"'J>O• antl-OAD se expresa como unidades (U) de GAD precipitada (IU;. 1 µMol de 
GABA producido) de acuerdo al ensayo descrito ai mi!lodos 
b. Titulo de antlcucq>o1 no dctezmhlado por suero insuficiente. 
c. Diabetes secundarla <n mia pancreat«tomla total. 
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TÍTULO DE ANTICUERPOS ANTl-GAD EN PACIENTES DIABtTICOS V NO 
DIABtTICOS EVALUADOS POR INMUNOPRECIPITACION DE UNA 
PREPARACIÓN PURIFICADA DE GAD-(125 1 ) 

La yodación de la GAD purificada de la manera descrita en material y métodos 
nos permitió obtener una preparación de GAD-(125 1) que contenía 8,708 c.p.m. /mi. 

Como se observa en la Tabla 8 la fracción lgG de los sujetos controles fue 

prácticamente incapaz de inmunoprecipitar a la GAD-( 125¡ ) usada como antígeno, 

encontrándose solamente en algunos casos huellas de radioactividad en los precipitado de 

protelna A Sepharosa CL 48 usada para insolubilizar los posibles complejos inmunes 

formados. Una situación similar ocurrió con las IgG's de los pacientes DMNID y DM 2/a. 

En contraste con lo anterior títulos elevados de anticuerpos anti-GAD fueron 

detectados en la totalidad de las IgG's de los pacientes con DMID. Mas aún si se 

comparan los resultado• obtenidos en este ensayo con los del ensayo anterior en el cual se 

utiliza a un extracto crudo de GAD como antígeno se puede observar que existe una clara 

similitud entre ambos métodos para la determinación de anticuerpos anti-GAD en las 

lgG de pacientes con DMID. Asi dentro de este grupo de pacientes titulo de anticuerpos 

anti-GAD más alto y más bajo detectados con ambos métodos corresponden a los 

mismos pacientes ( compárese en la tabla 6 y 8 los títulos de anticuerpos anti-GAD 

obtenidos en la fracción lgG de los pacientes 29 y 31 ). Títulos de anticuerpos anti-GAD 

intermedios fueron detectados en el resto de los pacientes mediante el uso de ambos 

métodos. 
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TABUI 

TiruLO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD DETECTADOS EN u FRA.CCION 
IgG DE SUJETOS DIABÉTICOS Y NO DIABÉTICOS 

PORINMUNOPRECIPITA.CION DE UNA. PREPA.RACION PURIFICA.DA. DE 
GA.D-( IZS 1 -). • 

CONTROL 
IS (2) 
0(4) 
0(5) 
0(6) 
0(7) 
3 (8) 
2 (9) 

14 (11) 
25 (12) 
5 (14) 
0(17) 

MEDIAS.I 
DSl.4 

DMID 
308 (6) 
303 (9) 

306 (10) 
435 (13) 
415 (17) 
410(19) 
436 (20) 
214(21) 
313 (22) 
356 (23) 
340 (24) 
448 (25) 
355 (28) 
115 (29) 
770(31) 
537 (32) 

313. ti 
14' 

DMNID 
0(1) 
0(2) 
o (3) 

o 
o 

DM Va. 
0(1) 

o 
o 

a. El titulodeantlcuerposanti-OAD seexpnosacnc.p.m. modiducnlaGAD (1251 ) 
lnmullopreclpltada de la manera descrita en mtlodos. llalre pazáilcsil se senaJa el No. del paciente 
OllUdlado 
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INCIDENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-GAD 

Como puede observarse en la Tabla 9 la inmensa mayoria de los sujetos con títulos de 
anticuerpos anti-GAD elevados ( tomando la media de el grupos controles + 2DS según 

el caso) correspondió a aquellos pacientes clínicamente diagnosticados como DMID. Asl 

mediante la precipitación de la actividad de extracto crudo de GAD o de la radioactividad 

incorporada a la GAD-( 125¡ ) un 93. 75 % y 100 % de los pacientes dentro de este grupo 

mostraron respectivamente título de anticuerpos anti-GAD significativos. Mientras que 

en los sujetos control únicamente 5.8 % mostraron títulos elevados de anticuerpos anti­

GAD. Ninguno de los pacientes con DMNID y con DM 2/a mostró niveles elevados de 

estos anticuerpos. 

TABU9 

INCIDENCIA DE AMTICUERPOS ANTl-GAD DETERMINADOS EN PACIENTES 
DMTD, DMNID, D 2/a Y CONROL 

CONTROL DMID DMNID DM2/a 

SUERO 1/17 24/32 0/3 0/1 
5.88% 75% 0% 00/o 

y-
GLOBULINAS 0/7 9/10 a a 

00/o 900/o 

lgG 0/11 15116 0/3 . 0/1. 
00/o 93.75% 00/o 00/o 

a. No determinados por suero insuficiente 
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rtruws DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN PACIENTES CON DMID DE 
ACUERDO AL SEXO 

Con objeto de estudiar si la presencia de anticuerpos anti-GAD guardaba alguna 

relación con respecto al sexo de los pacientes los títulos de anticuerpos anti-GAD del 

grupo de pacientes con DMID fueron segregadas de acuerdo al sexo y promediados. 

Como se puede ver en la Tabla 10 no existe una preferencia por algún sexo en relación 

a la cantidad de anticuerpos anti-GAD presente en los pacientes DMID empleados en este 

estudio 

CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LAS PREPARACIONES DE lgG 

UTILIZADAS 

Con el objeto de descartar la posibilidad de que los títulos elevados de anticuerpos 

anti-GAD encontrados en las preparaciones de lgG obtenidos del suero de los pacientes 

con DMID se debiera a la presencia de una concentración alta de lgG en ellas el 

contenido de proteinas en todas las fracciones de lgG utilizadas en este estudio se 

determinó. Como puede observarse en la Tabla 11 no existe ninguna diferencia 

significativa en la concentración proteica de las fracciones de IgG correspondiente a cada 

uno de los grupos estudiados. 

42 



TABLA.10 

TITULO DE ANTICUERPOS ANTl-GAD DETECTADOS EN EL SÚERO DE 
PACIENTES CON DMID DE ACUERDO AL SEXO MEDIANTE LA. 
INMUNOPRECIPITACION DE UN EXTRACTO CRUDO DE GAD • 

MASCULINO FEMENINO 

PACIENTE TÍTULO DE PACIENTE TtTIJLODE 
ANTICUERPO ANTICUERPO· 

ANTl-GAD ANTI-GAD 

No.2 627 No.l 182 
6 228 3 42 
7 249 4 235 
9 373 5 163 
11 234 8 431 
14 221 10 283 
18 251 12 449 
22 455 13 449 
24 289 15 110 
25 878 16 453 
26 827 17 325 
30 595 19 332 
31 1000 20 Sil 

21 188 
23 499 
27 819 
28 760 
29 422 
32 704 

MEDIA 479 387 
os 278 216 

a. El titulo de anticucipos anti-OAD se expresa coma unidades (U) de GAD precipitada IU=l 
µMal de GABA producido de acuerdo al ensaya descrito en los métodos. 

43 



TABLA U 

CONCENTRACION DE PROTEÍNAS DE LAS PREPARACIONES DE IaG 
UTD..IZADAS PERTENECIENTES A PACIENTES DIABÉTICOS Y SUJETOS 

NORMALES• 

DMID 

DMNID 

PACIENTE 

No 6 

No.t 

9 
10 
13 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
2.S 
28 
29 
31 
32 

2 
3 

DIABETES 2/a 

NO DIABl:TICOS 
'No.2 

4 
5 
6 
7 
8 
9 
11 
12 
14 
17 

a. Las protclnas se determinaron de 
acuerdo con el mo!todo de Brndfonl ( 7 ) 

PROTEINA 
(m&Jdl) 

1.5 
1.7 
1.4 
1.4 
1.6 
1.5 
t.O 
1.6 
1.3 
1.4 
1.4 
1.9 
1.7 
1.8. 
1.9 
1.5 
1.4 

1.4 
1.2 
1.2 

1.4 
t.O 
2.3 
3.1 
1.3 
1.8 
1.7 
t.6· 
1.0 

. 1.0 
1.5 



8.-DJSCUSJON 

Como se sellaló en la Introducción se considera que en la patogénesis de la DMID 

la presencia de auto-anticuerpos en contra de componentes de las células f3 de los islotea 

pancreáticos juega un papel fundamental. Asl, anticuerpos anti- 64K, ICA y AAI han 

sido detectados selectivamente en el suero de pacientes con DMID. (5) 

De los anticuerpos detectados, los anti-64K son las que aparecen primero, incluso 

años antea de que la enfermedad se manifieste clinicamente, y son los que mejor se 

correlacionan con la DMID (1 ). Por otro lado, estudios recientes han identificado al 

antlgeno 64K como la GAD y han mostrado que desde el punto de vista estructural e 

inmunólogico la GAD pancreática y la cerebral son prácticamente 

indistinguibles.(J l, 12,41 ) 

El presente trabajo se pretende estandarizar una metodologla simple, sensible y 

especifica que permita la detección de anticuerpos anti-GAD en pacientea con DMID. 

Para tal f"m se utilizo una población del Hospital 20 de Noviembre que comprende 

sujetos sanos ( usados como control), pacientea diabéticos: insulino dependientes, no 

insulino dependientes y con diabetes 2/a. 

ASPECTOS METODOLOGICOS 

En virtud de que el antígeno 64K correaponde a la GAD, la metodologla utilizada 

para la detección de los anticuerpos anti-64K, llamados ahora anti-GAD, en el suero, y­
globulinas ó lgG de pacientes diabéticos se basa en la identificación de la GAD en los 

inmunoprecipitados producidos a consecuencia de la reacción antlgeno-anticuerpo entre 

los anticuerpos anti-GAD y la enzima. Por otro lado aprovechando que la GAD 

pancreática y la GAD presente en el sistema nervioso son indistinguibles desde el punto 

de vista inmunólogico es posible utilizar a la GAD cerebral como antígeno para la 

identificación de anticuerpos anti-GAD, pues en este órgano la enzima está sumamente 

concentrada y es fácil de ser extralda. 

En el presente trabajo, la GAD inmunoprecipitada fue identificada utilizando dos 
enfoques distintos 
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a) Mediante la medición de su la actividad enzimática, en inmunoprecipitados 

producidos al reaccionar los anticuerpos anti-GAD con un extracto crudo de la 

enzima. 

b) Mediante la determinación de la radioactividad inmunoprecipitada a 

consecuencia de la reacción anti geno-anticuerpo entre una preparación purificada 

de GAD-( 1251) con los supuestos anticuerpos anti-GAD. ' 

Mediante el uso de ambos enfoo:¡ues fue posible la detección de anticuerpos anti­

GAD en pacientes con DMID y como se mencionó en la sección de Resultados se 

observó una clara correlación entre ambos métodos pues los títulos de anticuerpos anti­

GAD más altos ó más bajos en el grupo de enfermos detectados con cada técnica 

correspondieron a los mismos pacientes. 

La sensibilidad y especificidad de cada método estandarizado fue obtenida 

mediante la aplicación de las fórmulas: 

sensibilidad= No. de enfemios oositivos a la prueba x 100 
No. de enfermos 

Especificidad = No. de controles negativos a la prueba x ¡ oo 
Total de controles sin la enfermedad 

As! el enfoque radioactivo resultó más específico (100%) y sensible (100"/o) que 

el método en el cual se mide la actividad de la GAD inmunoprecipitada (sencibilidad que 

.varia desde 75% a 94 % , y especificidad que va desde 83.% a 100 % según anticuerpos 

utilizado). Esto se puede observar comparando las Tablas S al 8 

. La utilización de uno u otro procedimiento para la detección de la GAD 

inmunoprecipitada por los anticuerpos anti-GAD ofrece ventajas y desventajas. Es claro 

que la sensibilidad del procedimiento que evalúa la radioactividad precipitada (100%) es 

superior al que cuantifica la actividad enzimática de la GAD inmunoprecipitada. El 

procedimiento es sin embargo poco práctico pues requiere de la disponibilidad de una 

preparación de GAD purificada que es inexistente en el mercado. La purificación de la 

GAD como puede observarse en la Tabla 3 es una tarea dificil y costosa que debido a su 

inestabilidad y bajo rendimiento ( 0.5 %) requiere de un número elevado de cerebros de 
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ratón. Mas aún, preparaciones de GAD purificadas por arriba de las 800 veces han sido 

obtenidas únicamente en unos pocos laboratorios adicionales (1,26,15,43). Su yodación 

posterior es también problemática pues el 125¡ utilizado tiene una vida media de tan solo 

60 ellas. 

En contraste, la evaluación de la actividad enzimática de la GAD 

inmunoprecipitada aunque ligeramente menos sensible y esp<cífica resulta mas fácil, 

práctica y económica pues utiliza un extracto crudo de cerebro de ratón que puede ser 

obtenido con facilidad y congelado en nitrógeno liquido en pequeñas alícuotas 

susceptibles de ser utilizadas en un gran número de ensayos, incluso muchos meses 

después de su obtención ( 38) . 

. Como lo demuestra el hecho de que la actividad de la GAD no se afectó cuando 

un extracto crudo de GAD fue incubado bajo condiciones similares a las empleadas con 

anticuerpos anti-GAD obtenidas tras la inmunización de conejos con una preparación de 

GAD purificada de cerebro de ratón. La medición de la actividad de la GAD 

inmunoprecipitada es posible debido a que la actividad de la enzima no se pierde 

substancialmente al reaccionar los anticuerpos anti-OAD en contra de ella.(40) 

En virtud de que el titulo de anticuerpos anti-GAD presente en el suero de los 

pacientes con DMID es relativamente bajo, la detección de la GAD inmunoprecipitada 

requiere, en ambos enfoques, el uso de una preparación enzimática muy diluida para ser 

evaluada con sensibilidad en la que la cantidad de GAD inmunoprecipitada constituya un 

porcentaje sustancial del total de la GAD utilizada en el ensayo. 

Para asegurarse de que la reacción antigeno-anticuerpo habla llegado a su fin, a 

los anticuerpos anti-GAD se les permitió reaccionar con la GAD por un periodo minimo 

de 18 hrs.a 4 ºC, pues resultados de nuestro laboratorio no mostrados en esta tesis 

señalaron que la inmunoprecipitabilidad de la GAD era máxima a este tiempo. Por otro 

lado la precipitabilidad de los complejos inmune dependen de la existencia de una 

"equivalencia" entre el antigeno y el anticuerpo ( JS) en la metodologia utilizada en este 

trabajo, para eliminar este problema se utilizó a la proteína A, que tiene una gran afinidad 

por las IgG ( 28 ), unida a esferas insolubles de Sepharosa CL 4B como un medio para 

insolubilizar a todos los posibles complejos inmunes formados. La cantidad de proteína A 

Sepharosa CL 4B utilizada fue escogida considerando que de acuerdo a la capacidad de 

unión a las lgG rcponada por el productor,la cantidad usada aseguraba un exceso capaz de 
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precipitar a todas las lgG presentes en la mezcla!de reacción. Mas aún, estudios de nuestro 

laboratorio, utilizando un suero con un alto titulo de anticuerpos anti-GAD, mostraron 

que la cantidad de proteína A Sepbarosa CLl4B utilizada era la óptima pues ninguna 

insolubilizacion adicional de los complejos inm~nes se dio médiente el uso de una mayor 

cantidad de proteína A Sepharosa CL 48. 

Experimentos control señalaron que la actividad máxima de la GAD a la 

concentración usada se alcanzaba entre l y 2 bis de incubación. Las concentraciones de 

sustrato, cofactor, asl como del pH utilizados ! fueron los reportados para la medición 

óptima de la actividad de la GAD en el cerebro (39 ) 

La detección de la GAD- (125¡) inmunoprecipitada requiere a su vez de someter 

los precipitados de Sepharosa CL 48 a un buen húmero de lavados eliminando a toda la 

GAD ( 125¡ ) no unida a los complejos innlunes inmovilizados con la protelna A 

Sepbarosa CL 48. 

PREPARACIÓN DE ANTICUERPOS 

Aunque es posible detectar anticuerpos aiiti-GAD en el suero de los pacientes con 

DMID su detección es mas confiable si se utilizan preparaciones mas purificadas y 

concentradas de anticuerpos tales como la fracción de y-globulinas ó incluso las lgG's, 

purificadas ya que al precipitar un mayor porcie~to de la GAD utilizada da lugar a una 

mayor actividad de GAD o de radioactividad inmunoprecipitada en los precipitados de 

proteína A Sepharosa CL 48. El uso de prepL-aciones purificadas de anticuerpos, al 

carecer de la mayor parte de los componentes¡ del suero, minimiza la posibilidad de 

interferir con la medición de la actividad de la ?AD ó de precipitar algunas impurezas 

yodadas de la preparación de GAD -( 125 1 ). I?e hecho como puede observarse en las 

Figs. 7-9 la posibilidad de tener falsos positivos .S mayor cuando los títulos de anti-GAD 

fueron evaluados utilizando sueros. 1 
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TÍTULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN 
LOSSUEROSDEPACIENTESDIABETICOS 
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Fig. 7 
Los sueros utilizados fueron obtenidos por venopunción tanto de pacientes 
Diabéticos Insulina Dependiente (DM/D), Diabéticos No Insulina Dependientes 
{DMNID) así como de pacientes no diabéticos {controles) y de un paciente 
afectado por una Diabetes secrmdaria a una pancreatectomla total. 
El titulo de anticuepos se evaluó en los sueros por la inmunoprecipitación de un 
extracto crudo de GAD de la manera como se describe en Métodos. El titulo de 
anticuerpos se expresa como unidades {U) de GAD precipitada I U= /µMol 
de GABA producido bajo las condiciones observadas en Métodos. Las lineas 
dentro de cada grupo de pacientes indican la media del titulo de anticuerpos 
anti-GAD corresp01rdientes. La barra horizontal sella/a el valor 
correspondiente a la media + 2 DS de los controles y el titulo de anticuerpos 
anti-GAD mlnlmo para considerar a un sujeto como Diabético lnsulino 
Dependiente. 
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TÍTULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN 
LAS y-GLOBULINAS DE LOS PACIENTES 

DIAETICOS Y SUJETOS CONTROL 
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Las y-globu//11as fueron obtenidas del suero de los pacientes Diabéticos /nsuli110 
Dependientes (DMID) as/ como de los pacientes co11tro/es de la manera descrita en 
Material y Métodos. 
El titulo de anticuerpos se evaluó por inmimoprecipitaclón de un extracto crudo de GAD 
de la manera descrita en Métodos. El titulo de anticuerpos se expresa como unidades 
(U) de GAD precipitada JU= I µMol de GABA producido bajo las condiciones 
observadas en métodos. La linea dentro de cada grupo de pacientes indican la media 
del titulo de anticuerpos anti-GAD correspondiente. La barra horizontal sella/a el valor 
correspondie/l/e a la media + 2DS de los controles y el titulo de anticuerpos anli-GAD 
mfnimo para considerar a un sujeto como Diabetico Insufino Dependiente. 
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Fig. 9 

TÍTULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN 
LAS lgG DE PACIENTES DIABETICOS 

Y SUJETOS CONTROL 

1000 . Control ... . DMID 
750 ·1· . DMNID -r.-
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las lgG fueron obtenidas de los sueros de los pacientes diabéticos lnsulino Dependientes 
(DMID) 110 lnsulino Dependientes (DMNID) asi como de pacientes controles de la manera 
descrita en Material y Métodos. 
El titulo de anticuerpos se evaluó por inmutwprecipitación de un extracto crudo de GAD 
de la manera como se describe en Métodos. El titulo de anticuerpos se expresa como 
u11idades (U) de GAD precipitada J U= JJMoi de GABA producido bajo las condiciones 
observadas en Métodos. La linea cle11tro de cada grupo de pacientes indican la media del 
titulo de a/l/icuerpos anli-GAD correspondientes. La barra horizontal seflala el valor 
correspondiente a la media +2DS de los controles y el titulo de anticuerpos anti-GAD 
mínimo para considerar a un sujeto como Diabetico insulina Dependiente. 
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TÍTULOS DE ANTICUERPOS ANTl-GAD EN SUJETOS NO DIABÉTICOS 

El establecimiento de cualquier procedimiento de laboratorio cllnico requiere de 

una cuidadosa estandarización que pennita distinguir entre sujetos nonnales y sujetos 

enfermos. Dicha estandarización requiere, en primer lugar, de unidades apropiadas que 

expresen con claridad los cambios en el parámetro medido y en segundo lugar del 

establecimiento de valores de anticuerpos anti-GAD que puedan ser considerados como 

normales. 

Por lo que toca al primer punto los útulos de anticuerpos anti-GAD han sido 

cuantificados en otros trabajos como el porciento de la GAD inmunoprecipitada con 

respecto a un estándar: un suero con un alto titulo de anticuerpos anti-GAD 6 una mezcla 

de sueros obtenidos de sujetos control ( 12,43 ). En el enfoque que detecta la GAD 

inmunoprecipitada, los titulos se expresan como unidades ( U ) de GAD 

inmunoprecipitada en donde 1 U es definida como 1 µMol de GABA producido bajo las 

condiciones del ensayo. A nuestro juicio está forma de expresar los títulos de anticuerpos 

anti-GAD resulta mas adecuada que la utilizada por los otros autores pues la forma 

absoluta la actividad de la GAD inmunoprecipitada permite comparar los titulas de 

anticuerpos anti-GAD obtenidos con los de otros laboratorios con mayor e><actitud, pues 

los resultados no estan sujetos a la capacidad de inmunoprecipitar dada por un suero en 

particular o a la de una mezcla de sueros cuyo título puede variar de un laboratorio a 

otro. Por otro lado, aunque es conveniente determinar en el mismo ensayo el título de 

anticuerpos de alguno suero control para asegurarse de que el procedimiento se lleva a 

cabo correctamente su uso no es esencial, en tanto que se haya estandarizado el e><tracto 

de GAD y se use siempre la misma cantidad de la enzima 

Por lo que toca al segundo punto, dado que tanto en éste como en otros 

laboratorios se ha encontrado que los sueros de sujetos normales son capaces de 

inmunoprecipitar a la actividad de la GAD , ( 42,43 ) se ha considerado de acuerdo con 

otros laboratorios que un buen criterio para establecer los titulos normales de anticuerpos 

anti-GAD, es considerar como pacientes DMJD a todo aquel individuo cuyo titulo de 

anticuerpos anti-GAD se encuentre por arriba del valor dado por la media del grupo 

control más 2 DS. 

De acuerdo con estos criterios y como se muestra en la Tabla 5 el límite 

permisible de anticuerpos anti-GAD es de 240.2 en suero, de 352.1 en y-globulinas y de 
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389.2 en IgG. La validés de este criterio se muestra en las Fig. 7-9 en donde se muestra 

gráficamente una clara distinción entre los sujetos normales y los pacientes con DMID 

TÍTULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN SUJETOS DIABÉTICOS 

De acuerdo con lo reportado por otros laboratorios títulos elevados de anticuerpos 

anti-GAD fueron encontr~dos en el grupo de pacientes con DMID Tablas 5-8. Figs. 7-9 

Dentro de éste grupo el porcentaje de pacientes con tirulos altos de anticuerpos 

anti-GAD varió ligeramente dependiendo de la preparación de anticuerpos analizada y del 

método utilizado. Así médiante el análisis de la actividad de GAD inmunoprecipitada se 

encontró que un 75% de los sueros y un 90% de las y-globulinas correspondientes a los 

pacientes de este grupo contenian titules de anticuerpos anti-GAD por arriba de la media 

+ 2 OS de los títulos encontrados en los controles. Sin embargo cuando las lgG de estos 

pacientes fueron analizadas el porcentaje de pacientes con DMID aumentó a 94%. 

Cuando las lgG's fueron evaluadas cuantificando la GAD-( 125¡ ) inmunoprecipitada se 

detectaron ti tufos altos de anticuerpos anti-GAD en el 100% de los pacientes de este 

grupo. 

Las diferencias encontradas pueden atribuirse tanto a la sensibilidad del método 

utilizado como a las preparaciones de anticuerpos anti-GAD empleadas (suero,y­

globulinas e lgG). Es de suponerse que al encontrarse los anticuerpos anti-GAD más 

concentrados en la preparación de lgG's la sensibilidad y especificidad del método que 

mide la actividad de la GAD inmunoprecipitada se haya incrementado permitiendo de 

esta manera detectar con mayor claridad algunos pacientes diabéticos insulina 

dependientes con títulos de anticuerpos anti-GAD cercanos al titulo considerado como 

control. Por otro lado, la virtual ausencia de GAD-( 1251) inmunoprecipitada en el grupo 

control permite detectar sin ambigüedad la presencia de los anticuerpos anti-GAD en 

pacientes con DMID (Tabla 8). 

El porcentaje de sueros, con titules elevados de anticuerpos anti-GAD 

pertenecientes a los pacientes con DMID, encontrado en otros estudios fue similar al 

reportado por nosotros en la misma preparación de anticuerpos, pero menor al obtenido 

en las de las lgG de nuestros pacientes. Asi, el porcentaje de pacientes diabéticos 

insulina dependientes con anticuerpos anti-GAD varió de un 69 a un 82% {l,15,42) 



cuando los anticuerpos anti-GAD fueron ensayados mediante la inmunoprecipitación de 

la actividad de la GAD y de un 59 a un 82% cuando los sueros fueron analizados por 

inmunoprecipitación de la GAD-( 125 1). La diferencias entre Jos estudios reportados y 

los nuestros particularmente en el caso de la detección de los anticuerpos anti-GAD por la 

inmunoprecipitación de GAD- ( 125¡) como en nuestro propio caso muy probablemente 

reflejan el tipo de preparación de utilizada para detectar los anticuerpos anti-GAD, pues 

en todos los casos reportados en la literatura los anticuerpos anti-GAD fueron ensayados 

directamente en el suero de los pacientes en tanto que en nuestros estudios la serie con 

mayor porcentaje de pacientes con anticuerpos anti-GAD correspondía a aquella en Ja que 

las JgG's de estos pacientes fueron analizados (Tabla 6 ) 

Dado que en el mundo no se ha encontrado si existe una preferencia por uno o 

otro sexo para la DMID, en nuestro estudio es importante hacer énfasis en que ni la 

presencia, ni el título de anticuerpos anti-GAD en pacientes con DMID parece guardar 

alguna relación con respecto al sexo pues tanto el porciento de pacientes con anticuerpos 

ati-GAD como el título de estos anticuerpos fueron similares en ambos grupos de 

pacientes. 

Cuando los títulos de anticuerpos se agruparán de acuerdo con el tiempo de 

evolución de los pacientes, pudo observarse que los titulo de anticuerpos anti-GAD 

disminuyen en forma importante e11 Jos grupos de pacientes que presentan una evolución 

de 1-5 afias y de 5- JO afias ( tig. 1 O) una tendencia similar se observó en Jos otros 

grupos de pacientes, particularmente en aquellos con mas de 30 años de evolución. 

Desafortunadamente Ja gran variabilidad y sobre todo el pequeño número de pacientes 

asignados a los grupos de mas larga evolución nos impide explicar con certeza si los 

titulo de anticuerpos anti-GAD disminuyen aún más conforme el padecimiento se toma 

más viejo. Nuestros resultados sin embargo, están acordes con Jos de Kawasaki y 

colaboradores (1994) y- Rowley y colaboradores (1993) (26,43). quien encuentra una 

franca disminución en Jos titulas de anticuerpos anti-GAD conforme el tiempo de 

evolución de la DMID se hacía más larga. La razón de esto, aunque no es conocida, muy 

probablemente refleja una disminución de la estimulación antigénica consecutiva a una 

mas prolongada destrucción de los islotes con Ja consiguiente disminución de la 

liberación de la GAD pancreática. Desde un punto de vista clínico el hallazgo es 

importante pues señala que la utilidad diagnostica de la prueba es solo útil en pacientes 
con DMID de recién evolución. 
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El titulo de anticuerp~s anti-GAD fue evaluado en el suero de pa~lentes con DMID · 
por inmunoprecipilación de la actividad de un extracto.· crudo.di GAD de acuerdo 
a lo descrito en la sección de Métodos. Para más detalles véase. Tabla 6 
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De acuerdo con lo esperado, en este trabajo la búsqueda de anticuerpos anti-GAD 

tanto en el suero como en las lgG por los dos enfoques metodológicos utilizados fue 

negativo en la totiilidad de los pacientes con DMNID estudiados y en el paciente con 

diabetes secundaria a una pancreatectomfa total (Tablas 7-R Fig. 7,9 ).La presencia de 

anticuerpos anti-OAD en uno de 58 pacienlcs en el estudio de Christie y colaboradores al (12) 

muy probablemente corresponde a un paciente incorrectamente diagnosticado ó a un error en el· 

omilisis de los anticuerpos anti-OAD. 
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9.-CONONCLUSIONES 

La sensibilidad y especificidad de las procedimientos utilizados fueron obtenidos 

mediante la aplicación de las fórmulas sensibilidad = al No. de enfermos positivos a la 

pruebá + los enfermos por 100 y la especificidad = al No. de controles negativos a, la 

prueba + el total de contJ:oles sin la enfermedad por 1 OO. 

Los valores obtenidos indican que la sensibilidad del procedimiento basada en la 

inmunoprecipitación de la GAD se incrementa conforme los anticuerpos anti-GAD se 

concentran pudiéndose detectar títulos elevados de anticuerpos en el 75 % de los sueros, 

en el 90 % de las y-globulinas y en el 94 % de las lgG de pacientes DMID 

La sensibilidad de la inmunoprecipitación de la GAD (125 1) fue de 100 %. Por lo 

que toca a la especificidad esta fue del IOO % cuando la actividad de la GAD ó la GAD­

( 1251) se inmunoprecipitan con IgG de pacientes con DMID y de 94 y 83 % cuando la 

actividad de' la GAD fue inmunoprecipitada con suero y y-globulinas de estos pacientes 

respectivamente. 

En vista de lo anterior, de Jos dos métodos descritos para la detección de 

anticuerpos anti-GAD, el método basado en la inmunoprecipitación de la GAD-( 125 1) 

tiene una sensibilidad y especificidad del 100%, sin embargo los problemas inherentes a 

la obtención de una preparación de GAD purificada no existente comercialmente y a su 

yodación posterior limita considerablemente su uso. A pesar de ello, la detección de 

anticuerpos anti-GAD en preparaciones de IgG por inmunoprecipitación de la actividad 

de la GAD resulta suficientemente especifico sensible y apropiado para el diagnóstico de 

este tipo de enfermos. Por otro lado su sensibilidad , especificidad y costo lo hacen una 

prueba ideal, para la detección de anticuerpos anti-GAD en grandes poblaciones de 

pacientes. 

Aunque hubiera sido deseable haber estudiado a una población más grande y 
diversa, médiente la aplicación de esta última técnica fue posible detectar en forma 

específica la presencia de títulos altos de anticuerpos anti-GAD en un 90% de los 

pacientes con DMID del Hospital 20 de Noviembre. Igualmente se demostró una falta 
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de correlación entre la presencia de anticuerpos anti-GAD y el sexo de los pacientes, asi 

como una posible caída en el título de los anticuerpos anti-GAD conforme la duración 

del podecimiento se toma mas larga. 

Consideramos que el uso rutinario de este procedimiento en la clinica es 

invaluable para la identificación de la DMID de dificil o dudosa clasificación. Más aún en 

virtud del reporte de que los anticuerpos anti-GAD aparecen presentes incluso aftas antes 

del diagnóstico clinico de la DMID su oportuna detección a través de estudios 

epidemiológicos a gran escala mediante la aplicación de esta técnica perrnitíria el manejo 

de estos pacientes con medidas profilácticas a base de inmunosupresores que alargaran o 

suprimieran la aparición clinica del padecimiento. 
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