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RESUMEN

En los Gltimos afios en el suero de pacientes con diabetes mellitus insulino
dependiente (DMID) se han podido detectar anticuerpos en contra de diferentes
componentes del pancreas, entre los que se an los anticuerpos anti- islotes
pancreaticos (ICA), los anticuerpos anti-insulina (AAD), y los anticuerpos anti-64K
(Anti-64K) que se cree estan involucrados en la etiopatologia de 1a enfermedad.

El fin perseguido en este trabajo fue montar en México una técnica capaz de detectar a
los anticuerpos  anti-64K, conocidos como anti-GAD (anti - descarboxilasa
glutdimica), pues se ha visto que estos anticuerpos son los maés especificos y que
aparecen incluso afios antes de manifestarse la DMID.

La metodologia prop en este trabajo se fund tan en la precipitacion de la
enzima descarboxilasa glutimica (GAD) de cerebro de raton a consecuencia de su
reaccion con los anticuerpos anti-GAD, seguida de Ia medicion de su actividad
enzimética para una variante del método o de la radioactividad emitida por el 1125
unido & una preparacidén de GAD purificada para ¢l otro.

Mediante la aplicacion de esta metodologia se estudiaron 17 individuos sanos a
manera de control y 35 pacientes diabéticos, proced del Hospital 20 de
Noviembre del ISSSTE con el diagnéstico clinico de DMID (n = 32 ), diabetes
mellitus no insulino dependiente (DMNID) (n= 3) y diabetes mellitus secundaria
DM 2/as (n=1) encontrandose titulos elevados de anticuerpos anti-GAD, dependiendo
del procedimiento utilizado en 75 a 100% de los pacientes con DMID. Pudo
observarse asi mismo que el titulo de estos anticuerpos bajo con la evolucion del
padecimiento y que la presencia y el titulo de estos anticuerpos no guardaron
relacion con el sexo de los pacientes. No pudo demostrarse la presencia de anticuerpos
anti-GAD en pacientes con diabetes mellitus no insulino dependiente y con diabetes
secundaria .

Por su especificidad, bajo costo y simpleza se sugiere la utilizacion del procedimiento
que evalia la actividad de la GAD inmunoprecipitada como el procedimiento de
eleccion para el diagnostico inequivoco de la DMID y para la identificacion de
individuos de alto riesgo susceptibles a contraer dicho padecimiento.




2.- INTRODUCCION

2.1.- DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un sindrome clinico hereditario que resuita de la
deficiencia absoluta o relativa de insulina, que con lleva a una serie de complicaciones
metabdlicas que afectan a la mayor parte de los aparatos y sistemas, y que se caracteriza
por la presencia de hiperglucemia.(2,9)

Se considera que las manifestaciones cronicas de la enfermedad son el resultado
del metabolismo anormal tanto de los carbohidratos como de los lipidos y de las
proteinas(51).Entre las alteraciones anatomopatologicas destacan las que resultan del
dafio a los nervios ( neuropatias), o a los vasos sanguineos de pequefio y de gran calibre
(angiopatias), (45).

2.2.- EFECTOS DE 1.4 DEFICIENCIA DE INSULINA
El papel central de [a insulina en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y

lipidos puede apreciarse examinando las cc ias de la deficiencia de insulina en et
hombre.

La glucosa plasmatica rara vez excede de 120 mg. / dl en individuos humanos
normales, pero se encuentran, de manera rutinaria, concentraciones mucho mas altas de
glucosa en personas con accion deficiente de insulina. Después de que la glucosa
plasmatica llega a un cierto valor ( por lo general > 180 mg. / di en el hombre), se excede
la capacidad méxima de resorcion de glucosa en el tubulo renal y ésta es excretada en la
orina { glucosuria) (8,53). El volumen de orina aumenta debido a la diuresis osmotica
provocada por la alta concentracion de gl plasmatica y a la coincid pérdida
forzosa de agua ( poliuria). Esto a su vez conduce a la deshidratacién (hiperosmolaridad),
al aumento de la sed y a un consumo excesivo de agua ( polidipsia) (20). La glucosuria
causa una pérdida sustancial de calorias ( 4.1 Kcal por cada gramo de glucosa excretada).
Esta pérdida, cuando se acopla a la pérdida debida a la degradacion de parte de las
proteinas musculares con fines energéticos y a la disminucién del tejido adiposo como
consecuencia de la degradacion excesiva de lipidos, conduce a tna disminucién del peso
corporal a pesar del aumento del apetito ( polifagia) y de la ingestion calorifica aumentada
que se observa en estos pacientes.(50) .

En ausenciade insulina’ dxsmmuye la sintesis de proteinas, en pane debldo ala
reducclon de ia poza’de ammoacndos _que’en. cstas condiciones siguen caminos
glucogénico: (0 celogénico dando como resullado la dpanclon de un equilibrio negativo
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de nitrogeno. La concentracion plasmatica de icidos grasos se eleva como consecuencia
de su transporte excesivo del tejido adiposo al higado en donde serdn fundamentalmente
oxidados y transformados en cuerpos cetonicos ( acidof metil hidroxibutirico, acetona y
acido acetoacético) ( 14,20) .

Los cuerpos cetonicos son transportados al musculo y a otros érganos para su
oxidacién pero cuando se excede la capacidad de estos drgano para oxidarlos aparece la
cetosis, Inicial el organismo comp la lacion de estos acidos organicos
incrementando las pérdidas respiratorias de CO2 , sin embargo, si no se administra
insulina oportunamente, sobreviene una acidosis metabdlica grave que lleva al paciente al
coma y eventualmente a la muerte (18,19,47). Algunos de los efectos metabolicos de la
deficiencia de insulina se resumen en la Fig.1

FIG. 1 FISIOPATOLOGIA DE LA DEFICIENCIA DE INSULINA

DEFICIENCIﬂ DE INSULINA
Clpuclcn’dlsmlnuldn Catebolisho protéico Unousl:‘dov-dn
de Glucosa aumentados
Hiperglucemia Aminoécidos plasméticos l
Gluco; < dos, pérdida de » cetonuria
Diuresis osmética nitr6genc en la orina
«
Deshi <
1
aciiosis
A
coma
muerte
En este cuadro se los efe bdlicos observados en la
diab mellitus insulino dependi no tratada, asf como algunas de
las plicaci qus de b ir en este tipo de pacientes
(33).

La deficiencia de la insulina ocurre cuando esta hormona es biolégicamente menos
activa. Dicha disminucién puede ocurrir tanto por un incremento en su degradacién como
por la aparicidn de anticuerpos en contra de ella. Una situacion similar acurre cuando
disminuye la concentracion def receptor a la insulina o su afinidad por la hormona, o
bien cuando disminuye la secrecién de insulina a consecuencia de la deslrucclon de las
células B del pancreas (36,47)



2.3.-CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

) Las clasificaciones mis ampliamente aceptadas son las del Grupo Nacional de
Datos sobre Ja Diabetes (GNDD) de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos de Norteameérica, y la del Comité de Expertos de la Organizacién Mundial de 1a
Salud (OMS) (45)

La clasificacion usada en el presente trabajo sera la del Comité de Expertos de la
Organizacion Mundial de la Salud que reconocen tres formas del padecimiento: (6,43)
1. DIABETES MELLITUS TIPO I ( DEPENDIENTE DE INSULINA)

"2, DIABETES MELLITUS TIPO II (NO DEPENDIENTE DE INSULINA)
tanto en individuos obesas como en no obesos

3. DIABETES MELLITUS SECUNDARIA O ASOCIADA CON CIERTAS
CONDICIONES O SINDROMES ( Tanto en individuos obesos como en
no obesos)

2.4-DIABETES MELLITUS INSULINQO DEPENDIENTE

SINONIMOS:

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

La diabetes mellitus insulino dependiente ( DMID) o Tipo ! es un sindrome auto
inmune cronico que provoca la destruccion de las célulasP de los islotes de Langerhans
mediante un proceso complejo mediado por linfocitos T y B (16).

La ctiologia del padecimiento es'mulnfacmnal s:endo la resuhanle ‘de’ la

- interaccion del paciente con distintos fac(ores a.mblenlales (tcmperatura, Iatitud, patologia e

). que ‘'so

infecciosa prcvalcmc. hiibitos nulncmmles,

'aparenles pnncnpalmcntc C



durante los meses de otofio e inviemo. Con frecuencia el trastorno se relaciona con la
existencia de infecciones virales previas 6 con diversas condiciones geograficas(4,17),

Asi mismo se ha observado también que existe una predisposicion 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 aparicion sibita de polidipsia, poliuria y polifagia. La enfermedad en
ausencia de tratamiento progresa rapidamente hacia una cetoacidosis diabética y
eventualmente hacia la muerte. La enfermedad se acomp de insulinopenia y en
cc ia de la idad de la aplicacion de insulina (6,30)

2.5.-PREVALECIA

La DMID es de distribucion universal y su prevalecia es notoriamente inferior en
los hispanos, Tabla 1.

TABLA 1

PREVALECIA DE 14 DMID EN EL MUNDO

CATEGORIA PAIS EDADES PREVALENCIA
(aNos) /1000
ALTA Escandinsvia 1-14 0.24 - 0.83

{Finlandia, Suscia}
Noruega, Reino

Unido.

Estados Unidos 0.3-274

Francia 0.24
INTERMEDIA Espafa 0.25

Alemania 0.41

BAJA Hispanos ' 1-20
Israel 2-16 0.16
Jap6n 0.089

Tomada de Rull J.A and E, Zorrilla (45)



Como se observa'en la Tabla 1 la preva ecia de la DMID varia’ nol Vic‘hicnié séguﬂ'pélses
y grupos étnicos. En’ Elropa’la: prevaleua; aria-entre. 0,24 3771000 habitantes
mlentms que-en Estados: Umdos “de Norte menc) e han: comumcado hmltes muy

Numeroso factores mclundos los

2.6-EDAD DE COMIENZO

La DMID puede ocurrir a du'a_l@ier
en cualquier grupo étnico. Es sin embargo
encuentran entre 0 y 20 afios (30).”

2.7-SEXO R :

Un analisis detenido de los daws dlspom egistros de incidencia mas
confiables a nivel mundial, nos permnc afirmar ‘que no ‘hay predl!ecc:én de la DMID por
uno o otro sexo. Pues aunque se sugiere;una mayor incidencia en varones, en algunos
estudios realizados en individuos europeos de faza: blanca [*] caucasnca, en otros no se ha
encontrado tal predileccion. (3)

2,8.-ESTACIONALIDAD

infecciones provocadas por. virus pamculannente del tlpo Coxsakie B4" v el'de la mbeola-":
(31.44)
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2.10.-INMUNOGENETICA DE 1.4 DMID

- . Elriesgo de desarrollar DMID esté relacionado con ciertos genes de la region del
ottiplejo mayor de histocompatibilidad-D ( HL.A-D), localizados en el cromosoma 6 (4).

La proteina cuya sintesis dirigen estos genes (complejo mayor de
hiftocompatibilidad) es un heterodimero(2 «,B) cuya funcién es presentar los antigenos a
los linfocitos T para activarlos, Estas proteinas se localizan en la membrana de las células
B dél pancreas en DMID pero no en condiciones normales.

Es necesario sefialar al respecto que comunmente los linfocitos T cooperadores
son los que especificamente reconocen al antigeno presentado en la superficie de los
nidcrofagos, tras su procesamiento y particion intracelular. El reconocimiento de este
complejo por los linfocitos T desencadena su activacion y provocan una serie de efectos
tales, como: la produccién de interleucina I por los macréfagos, a la produccién de
liifocinas capaces de atraer a otras celulas como macrofagos y granulocitos que destruyen
al antigeno directamente y a demas de la activacion de los linfocitos B que inducen la
sédrecion de inmunoglobulinas, que forman parte de un sistema de defensa que protege
de ofensores externos pero que no se estimula ante la presencia de antigeno endégeno o
auto- antigenos. En 1a DMID se rompe la tolerancia a lo propio debido a la presencia del
complejo mayor de histocompatibilidad que estimula la produccion de linfocitos T, dicho

ismo sera responsable de la destruccion de las células B del pancreas y de la
consecuente deficiencia de insulina. (44).

En afios recientes se ha confirmado que variaciones minimas en la extructura
tolecular del HLA, como es la substitucion de un aminoécido por otro, en determinados
dominios ( por ejemplo en la region de presentacion de! antigeno, especificamente en la
cadena 3 de la region DQ) de la molécula HLA clase II puede afectar seriamente su
funtion provocando la puesta en marcha de una presentacion inapropiada de auto o
licteroantigenos en la superficie del macrofago y provocando con ello una inconveniente
actlvacion de linfocitos T cooperadores con la consecuente destruccion de las célulasf
del pancreas (16,30) - -

posicion 57 de‘la cadcna B dela reglon DQ es un indicador de proteccién (no asociado a
,DMlD), mlcnlras que su sustitucion por otros ammoacndos menos polares, como valina, o




mvesllg:ldo el peso de la asociacion del czlracter No Asp 57 DQ con la predisposicién a la
DMII) {3, 29 36 44) :

Diversos autores han demostrado que la mfluenc:a del marcador No Asp 57 se
incrementa de un modo dramatico con el sondeo de la cadena DQ particularmente en el
residuo 52, en el que la presencia de arginina (Arg) resulta critica para esa potenciacion.El
analisis de ambos marcadores proporciona una fuerte asociacion con e! riesgo de contraer
DMID, y que cuando se considera la combinacion DQ Asp negativo en conjunto con DQ
Arg 52 positivo, el riesgo absoluto calculado de padecer DMID aumenta notablemente
(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 exposicion de sus proteinas y la modificacion del genoma que lleva a la
expresion de antigenos anormales. Ademas los virus inducen la aparicién de moleculas
HLA-D en la superficie de las células B, lo que aumenta la presentacion de antigenos a los
linfocitos 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 Insulin” Auto”
Antibodies),(5,6) o bien de antigenos dirigidos en contra de los islotes del pancreas ( ICA.
~del ingles lslele Cell’ Antibodies) (3), en el suero de otros pacientes se ha de:ennmado -
"antlcuerpos en contra; de Ia glutdmica descarboxxlasa pancreauca o en contra de una




investigado el peso de la asociacion del caracter No  Asp 57 DQ con la predisposicion a la
DMII) (3 29, 36 44)

Dlversos autores han demostrado que la influencia del marcador No Asp 57 se
. incremienta de un modo dramatico con el sondeo de la cadena DQ particularmente en el
. residuo 52, en el que la presencia de arginina (Arg) resulta critica para esa potenciacién.El
" analisis de ambos marcadores proporciona una fuerte asociacion con el riesgo de contraer
DMID, y que cuando se considera la combinacién DQ Asp negativo en conjunto con DQ
. Arg 52 positivo, el riesgo absoluto calculado de padecer DMID aumenta notablemente
+(31,46)
- Ciertas infecciones virales se han identificado como probables desencadenantes
- del proceso autoi Los ismos propuestos para ello son la ruptura de las
“células con exposicién de sus proteinas y la modificacion del genoma que lleva a la
expresion de antigenos anormales. Ademas los virus inducen la aparicion de moleculas
HLA-D en ia superficie de las células B, lo que aumenta la presentacion de antigenos a los
linfocitos 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 Insulin Auto
Antibadies),(5,6) o bien de antigenos dirigidos en contra de los islotes del pancreas ( ICA
.del ingles Islete Cell Antibodies) (3), en el suero de otros pacientes se ha determinado
anticuerpos en contra de la glutamica descarboxilasa pancredtica o en contra de una
antigeno presente en las células B de los islotes de Langerhans que se conoce como
proteina 64 K. Este tltimo. antigeno se considera idéntico ‘a.la_enzima descarboxilasa
glutamica (GAD) que se encuentra presente en el cerebro de los mamlferos yen algunos
de sus tejidos penfencos entre los que se encuentr: el pancreas (25)..

modificacion anugemca e
reserva’ de  insulina’ ¢ Fig.2
’produccnon ide} msuh
orgamsmo Cuando las
’ pancreas el comportami

. los pnmcros sintomas de’ dmbeles. suele ‘durar varios afios..La"destruccion’ autommune de
fos islotes de Lan[,erhans noes suemprc uniforme 'y progresiva smo que puede evolumonnr, :
-con periodus dt. 1cnv1dnd y de remision lempuml (31.30), :




Fig. 2 Interaccion entre las dos partes del sistema inmune que intervienen en la génesis de
Ia diabetes mellitus tipo Iy que tienen como consecuencia la destruccion de las células B
.del pancreas.
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Se ha podido observar en model imales y en h que pr DMID
‘que ‘el sistema’ inmune es activado por una predisposicién genética o por factores
- ambientales (Io\'lcas, virus, drera) dando como resultado la destruccion de las células p
del pancreas



2.12.-DESCARBOXILASA GLUTAMICA (GAD)

La descarboxilasa glutimica ( GAD) es la enzima responsable de la sintesis del
acido 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 estarian
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 optimo de aproximadamente 6.5 y requiere de fosfato
de piridoxal como cofactor, La enzima purificada es inhibida por analogos estructurales
del glutaniato. agentes que atrapan grupos carbonilos reativos de grupos sulfhidrilo, y
aniones como el cloruro. (11,13,18) )

] : 'Rveci'ememente,‘ se. ha descrito que los dos polipéptidos de GAD encontrados. y
secuenciados por. expresnon génica tienen una homologia del 60.al 70 % tanto en rata,

_raton 'y humanos 'y que contienen 593 y 585 aminoacidos con peso de 66.600 y 65.200 por..:* i

lo que al homodlmero consmmdo por 2 monomeros de 66.600 se le conoce como GAD :
2

Fl gene” con la informacioén. par:
Vcromosomn 2 mlentras que el correspondlenle a la GAD 65 se le ha encomrado en-el
cromosoma 10 (s, 3") : : :

10

-sintesis de GAD 67 ha 5|do locahzado en el S o



2.13.-METABOLISMOQ DEIL_GABA Y SU REGUILACION

Como ya se menciond la enzima responsable de la sintesis del GABA es la GAD.
A diferencia de otras vias metabélicas que son multienzimaticas, esta enzima cataliza el
unico paso, para la sintesis del GABA a partir del glutamato y en consecuencia es el paso
limitante de la via biosintética del GABA, la reaccion catalizada por la GAD es la
descarboxilacion del carboxilo y del acido glutamico, dando como productos directamente
el GABA y al CO7 (Fig. 3). Esta reaccion como todas las de descarboxilacién requieren
de la participacion del fosfato de piridoxal (PALP) (37,49,50)

FIG.3 BIOSINTESIS DEL GABA
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La reaccion catalizada por la GAD es la descarboxilacidn del carbnxllu y del dcnin
glutdmico, dando como productos al GABA y CO 2 ; :



I.a degradacién metabolica del GABA se lleva a cabo mediante la actividad de Ia
transaminasa del GABA (GABA-T) (24). Esta enzima, que también requiere de fosfato de
piridoxal como coenzima, cataliza Ja transferencia del grupo amino del GABA al acido o
cetoglutarico, dando como productos al semialdehido succinico y al icido glutamico, el
semialdehido succinico, en el que se conserva el esqueleto hidrocarbonado del GABA, es
posteriormente oxidado a acido succinico por la accion de la deshidrogenasa del
semialdehido succinico, enzima que requiere de NADP como coenzima. ( 3,12,27) Fig. 4

FIG.4
OXIDACION DEL SEMIALDEHIDO SUCCINICO CATALIZADA POR LA
DESHIDROGENASA DEL SEMIALDEHIDO SUCCINICO.
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CH, CH,
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CH CH 2
i . —
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]
o
Semialdehido Succinato
succinico )
Paso final por el cual es convertido el semialdehid inico en inato por medio

del NADP como coentima. '

Desde cl punto de vista. de Ia rcgulacnon de la GAD el fosfato de piridoxal Juega :
un papd 1 1 1te la enzima es activada notablemente cuando se
agrega . esta ‘coenzi edio dé 'mcubacmn in vitro", sino _que:: ademas -existen i
numerosas: evidencias/que la. acn,' 4

- tamblen " m \'IVO" -

o




2.14-DISTRIBUCION DE LA GAD EN_EI HOMBRE.

Mediante anticuerpos preparados en contra de la GAD ha sido posible localizar
por métodos inmunohistoquimicos algunas de fas vias 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 regidn de este sistema que no posea inervacion GABA-érgica (13,23,48,49).

Intracetularmente la GAD esta concentrada en la porcion soluble de las terminales
sindpticas (sinaptoplasma) (22).

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

TABLA 2.
CONCENTRACION DE GABA EN ALGUNOS
ORGANOS DE LA RATA
WM/ Kg

CEREBRO 2310 = 134
PANCREAS 152 = 5
RINON 77 + 14
OVARIOS 71 % 55 (Proteinas)
TESTICULOS 43 £ 16
TIROIDES 27 + 4
GD. SALIVARIAS 17 £3

Datos tomados de Okada et al. (34). Las concentracidnes de GABA estan
exprezadas en u Moles / Kg de tejidos +/- ervor estandar del promedio

Asi Okada y colegas descubrieron la existencia de GABA en el rifién, higado,
corazon, pancreas y glandulas 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 Ios drganos reproductores
femeninos, (1,5 :



2.15..GAD Y DIABETES

Como se mencioné anteriormente la DMID se caracteriza por la presencia de
auto-anticuerpos en.contra de las células B de los islotes pancredticos entre los™ que
destacan los anticuerpos producidos en contra de un antigeno de  PM 64 000 . La riqueza
de la GAD de los islotes pancreaticos (48,49) junto con la observacion de que en la rara
enfermedad neurolégica denominada sindrome del hombre rigido ( Stiff-man ) coexiste
la DMID con la presencia de anticuerpos en contra de la GAD hicieron sospechar a
algunos mvestlgadnres que el antigeno de PM 64 000 pudiera corresponder a !a GAD, -
que como ya se menciond esta constituida por subunidades con PM cercano a los 64 000.
Asi en 1990 Baekkeskov y colaboradores presentaron evidencias expenmemales
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. Mas ain  en una serie de experimentos inmunohistoquimicos, estos
investigadores pudieron poner en evidencia estructuras anatdmicas GABA-érgicas
mediante el uso de sueros provenientes de pacientes con DMID (5).

A partir de estos estudios, numnerosas investigaciones se han llevado a cabo para
estudiar las caracteristicas bioquimicas de la GAD pancreitica. De esta manera mediante
técnicas de biologia mblecdla.r ha sido posible poner de manifiesto la existencia de 2
isoformas.de GAD, pancreauca que corresponderian a las formas de GAD cerebrales

“denominadas GAD 65, :y 67 con pesos moleculares correspondientes a 65 200 y 66 000
. respectivamente.y. como en'el caso del cerebro son codificadas por dos genes diferentes
“que se locallzan en c mosomas distintos ( GAD 65 cromosoma 10, GAD 67 cromosoma
2)(27,43); Por lo (oca a'la comparacion de la secuencia de las enzimas pancreiticas y
cerebrales 'se havdemostrado 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.

Los estudios de Christhgau y colaboradores han sefialado que la GAD 67 es
“hidrofilica y que se encuentra localizada en el citoplasma en tanto que la -GAD 65 es
sintetizada como una ‘proteina hidrofilica que se hidroliza como consecuencia de una

" palmitolacion postraduccional | y que se una con posterioridad a:los fosfolipidos de
diversas”’ cslmc(uras membranales. Es:posible entonces que. los anticuerpos 64 K- estén
dirigidos en contra dc esta ultxma isoforma de la GAD pancreanca ( 812,15)



3.-OBJETIVOS

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

Determinar con que frecuencia se presentan auto-anticuerpos en
contra de la descarboxilasa del 4cido glutamico (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 evolucién de la enfermedad.



4.-HIPOTESIS

Si la presencia de anticuerpos anti-GAD es un factor etiologico en la
DMID en los sujetos estudiados ( sano, diabéticos insulino dependiente,
diabéticos no insulino dependiente y diabetes secundaria ) la presencia
de titulo elevados de estos anticuerpos se observard exclusivamente en
las preparaciones de anticuerpos provenientes de paciente con DMID.
Se puede suponer entonces que un incremento en el titulo de los
anticuerpos anti-GAD  llevado a cabo mediante la obtencion
y-globulinas e IgG favoreceri su deteccion al incrementar la
especificidad y sensibilidad de los procedimientos utilizados.

6



5.-DIAGRAMA DE FLUJO

DETERMINACION DE ANTICUEROS

ANTI-GAD

RADIOINMUNOPRECIPITACION

*ENZIMA OBTENCION
ALTAMENTE DE 1gG
PURIFICADA

YODACION DE LA

ENZIMA PURIFICADA

INCUBACION GAD -125] CON 1gG

l

PRECIPITACION DE L COMPLEJO INMUNE
FORMADO CON Proteina A Sepharosa CL 4B

MEDICION DE RADIOACTIVIDAD

INMUNOPRECIPITACION ENZIMATICA
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4
SUERO y—GLOBULl'NA 1gG

\//

INCUBACION DEL EXTRACTO CRUDO CON EL
ANTICUERPO CORESPONDIENTE .

!
PRECIPITACION DEL  COMPLEJO - INMUNE
FORMADO CON Proteina A Sepharosa CL 4B

MEDICON DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD
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6.-MATERIAL Y METODOS

6.1.-MATERIAL BIOLOGICO

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 afios y con un'periodo . -
de enfermedad que oscild entre | mes y 42 afios. Los pacientes fueron sangra'dos por:’
venopuncién obteniéndose el suero  después de la coagulacion y centnfugacnén de la e
sangre extraida, E ;

Con propésitos de comparacién se utilizaron 3 sueros de pacientes?dmbétiéos ot
insulino dependiente, 17 sueros de sujetos normales y un suero de un pacneme con
dlabetes secundaria debido a una pancreotomia total : )

; Los anticuerpos fueron ensayados en los sueros de estos pacientes asi como en
algunas preparaciones de y -globulinas y de IgG obtenidas de los mismos sueros. .

6.1.a.L-OBTENCION DEy-GLOBULINAS



precipitados obtenidos conteniendo las y—globulinas fueron dializados y resuspendidos
con solucion amortiguadora de fosfatos 5 mM, pH 7.0 .(46)

6.1.a.Il.- OBTENCION DE IgG.

Las IgG's fueron obtenidas por el método propuesto por Stanworh et al (46);
método que consiste en la absorcién de los componentes del suero con excepcidn de la
1gG a esferas de DEAE celulosa equilibrada en solucion amortiguadora de fosfatos 5
mM. pH 6.5,

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 | hr a
temperatura ambiente. La DEAE celulosa fue eliminada por centrifugacion a 5 000 r.p.m.
por 15 min./ 4 °C, y los sobrenadantes de esta centrifugacion 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 fraccion de y- globﬁlidas o
de manera analoga para la descrita para los sueros pero uullzando 250 mg. de DEAE’
celulosa por ml de suero original.(46) : :




6.1.b.- PREPARACION ENZIMATICA DE GAD

La GAD utilizada como antigeno para la deteccion de los anticuerpos anti-GAD
consistio en la mayoria de los casos de un extracto crudo de cerebro de raton. Sin
embargo para la radioinmunoprecipitacion la GAD utilizada provino de una preparacién
enzimatica altamente purificada que fue posteriormente yodada con [125,

6.1.b.1.-OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS DE GAD.

La preparacion del extracto crudo de GAD fue realizado utilizando lotes de S cerebros
de ratén. Los ratones utilizado fueron de la cepa CD-1 con una edad de 2-3 meses y de
sexo masculino fueron sacrificados por dislocacion de las vértebras cervicales. Sus -
cerebros fueron rapidamente extraidos y homogenizados en frio en 5 volimenes de
solucion amortiguadora de fosfato de potasio 25 mM pH 7.0 conteniendo fosfato de "
piridoxal (PALP) 1 mM, y bromuro de 2-aminoetil isothiouronium (AET) C.OS mM.
Los homogenizados fueron centrifugados a 4 °C a 100.000 g por 30 min. en una ultra .
centrifuga Beckman XL-90 y el sobrenadante obtenido tras ser alicuotado en fracciones

-de 160 ul fue guardado en nitrégeno liquido hasta su utilizacion.(37)

6.1.b.1L- PURIFICACION DE LA GAD DE CEREBRO DE
RATON

La purificacion de la GAD se llevo acabo a partir de 300 cerebros de ratén de cepa
CD-1,con una edad de 2-3 meses y de sexo masculino de acuerdo al método diseilado
por Pérez de la Mora y Méndez Franco J.(1995). (40 ). Para ello los cerebros fueron
homogenizados eri S_voltimenes de’ agua conteniendo PALP (0.2mM). AET(! mM')

. floruro de fenil metll sulfonilo (PMSF 0. 1mM), y actdo etilendiamino tetracético” (EDTA )
~fraccnonado postenonneme por precnpltacmn acnda, )
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20.000 g por 20 min. Al sobrenadante obtenido se le adiciond sulfato de amonio solido
hasta alcanzar una saturacion del 40 %; la mezcla fue centrifugada a 100.000 g por 20
min, y el pellet fue resuspendido en un’ buffer de fosfato de potasio 20 mM, pH 7.0
conteniendo AET | mM, y PALP 0.2 mM ( solucion amortiguadora estandar). Con el
obJeto de eliminar cualquier material no resuspendido la preparacion de GAD fue
recentrifugada nui te bajo las mismas condiciones. Con excepcion de el paso en el
cual se utilizo calor todos los procedimientos utilizados en la purificacion fueron

tlevados a cabo -a 4°C .

CROMATOGRAFIA EN ULTROGEL AcA-34

- 32.5 ml de la preparacion anterior fueron cromatografiados en una columna de ultrogel

AcA-34 (5.0 x 78 cm.) equilibrada en solucion amortiguadora estandar. La cromatografia
. se desarrolld con la misma solucion amortiguadora a una velocidad de 85 ml / hr. Se
recolectaron fracciones de 11.5 ml. Durante todo este procedimiento cromatografico asi
como en los que siguen se monitored 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 cromatografia. La
preparacién obtenida mediante esta cromatografia (93 ml) se denominé U-II, se separa 1
ml para la determinacion de proteina y de la actividad de la GAD quedando 92 mi que es

di te pre da en la sigui columna.

CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA

Los 92 ml de la preparacion anterior ( U-1I ) fueron cromatografiados en una columna de
DEAE-CELULOSA (2.5 x 8.2 cm.), equilibrada en solucion nmomguadora eslandar Lav :
GAD fue cargada a una velocidad de 50 ml / hr, recoglendose fracc:ones de- ll 4 ml La"
columna fue lavada con 142 ml de un solucién amomguadora de’ fosfams _75 mM'f )
estindar a 30. ml. hr. y elunda a ln ‘misma velocndad pero uuhzando un '”olucnon‘-
La recoleccnon de la.s f‘raccnones se reahzo.:j

amomguadora de’ fosfmos ISO mM
como en los casos antcnores pero obten ndo uh volumen de 5.6 ‘ml. La preparacmn .

DEAE “fue’ lmegrada con las pnmeras 6uatro fracciones de la’ eleccnon en bnse a su’
elcvada 1ct|V|dnd de GAD




CROMATOGRAFIA DE INTERACCION HIDROFOBICA EN UNA
COLUMNA DE FENIL SEFAROSA.

2 ml de la preparacion de DEAE fueron introducidos a una columna de fenil~sefafosa"
(3 5x 6.9 cm) equilibrada en solucién amortiguadora de fosfatos 150 mM estindar, Lai-_
cromatografia fue realizada a una velocidad de 35 ml /hr, La columna fue lavada con el .
mismo solucion amortiguadora para eliminar a todas las proteinas no absorbndas yeluida-.,
con solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM estandar conteniendo 25 % de gllcero R
colectindose fracciories de 5.7 ml.- Las fracciones fueron seleccionadas’ “en base a’su
contendido de GAD fueron reunidas en una preparacion denommada PS 1 la cual fue'_ -
procesada posteriormente ‘mediante una cromatografia de adsorc‘non en_ HA-,Ult_rogel.(40)

CROMATOGRAFIA EN HA-ULTROGEL

Previo a esta éromaldgraﬁ ala brebaracién PS-I.se le disminuyd la concentracion de
fosfatos 'y de nhcerol 10 -mM -y a1 66% respecti mediante ditucién y
concentracion en‘celdas Amtcon provnstas de una membrana P M ‘30, El volumen final

cemrada fue 2. 2 ml. : )

dela preparacxon PS-l

e reallzo utlhzando una columna de 1.3x:52cm.
grnﬁa fue reahzadz\ a

La cromatogra.t'a en HA- Ultrogel

2



6.1.b.1I1.-YODACION DE LA GAD.

0.84 ug. de GAD fueron yodados con Nal!Z5 utilizando esferas de Yodo-BEADS
(PIERCE) que contienen un agente oxidante que permite la yodacion suave de las’
tirosinas de péptidos o proteinas. La  yodacion se llevo a cabo de acuerdo a las
instrucciones del fabricante: 3 esferas de Yodo BEADS fueron lavadas en solucion
amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.0 y cuidadosamente secadas con papel Whatman
No. 52; las esferas se afiadieron a la solucion del25 I (2 pCi) dejandolas a
temperatura ambiente por 5 min. La yodacion se inicié por la adiciéon de la GAD
purificada y termind 15 min. después por la eliminacion de las esferas de Yodo BEADS.

Las proteinas yodadas fueron separadas del 125 1 libre utilizando minicolumnas de
Sepharosa G25 de la manera indicada por Tuszynski.(52). Las minicol fueron
preparadas en tubos Ependorff de 1.5 m! 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 ml ) en solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0
conteniendo 0.37 mM NaCl, 2.6 mM KCI, 1 mM MgCl. Las minicolumnas fueron '
introducidas a tubos de plastico desechables y centrifugadas a 200 g por 1 mm para
presecarlas, ‘A ellas se afiadié 200 pul  de la mezcla de reaccion y se repmo a
centnfugacmn bajo las condiciones anteriores. La GAD yodada excluida de esta manera
dela columna fue recolectada y almacenada en pequefias alicuotas en nitrogeno lnquldo
hasla SU uso.

ESTUDIO ELECTROFORETICO DE LA GAD PURIFICADA

La preparacion de GAD purificada fue introducida en dos carriles comigﬁos deun

gel discontinuo de pofiacrilamida que contenfa una concentracion de acrilamida de 4.08 %Z .

en el gel concentrador y de 12.5 % en el gel resolvedor. El gel fue hecho'y comdo bajo'
condiciones no desnaturalizantes en una umdad para electroforesis vemcal LKB 2001 -
bajo las condiciones descritas en el manual del fabncanlc ( 150 C 2 mA pnra cl 501

concentrador y 40 mA para el g &,el resolvedor) -




Al final de la electroforesis los dos carmiles que comeman a la GAD fueron
aisladvs del gel. El primero de ellos fue tefiido con ‘azul de Coomassl lOO mg. /mI [
acido acético al 10 % y etanol. Y el segundo carril fue uullzado para la'medicion’ de: la.
actividad de la GAD. Para este proposito el gel fue rebanado’ cada 0 5 cm, en: dnrecc:on'
perpendicular al eje del corrimiento y, la actividad de la GAD sem ;

ala sefialada en pr analiticos pero sumerglenvdo’ _l;s rebanadas de.:l.‘g"él er'1v:25(_v)1
ul de mezcla de reaccion. ; ) '




6.2.-METODOS UTILIZADOS

6.2.a.- DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-GAD Y SU
CUANTIFICACION.

6.2.a.1.- FUNDAMENTO.

alguna de las preparaciones enzimaticas de GAD obtenida del cereb
como antigenos. Los complejos antigeno-anticuerpo formados ‘a lo
de incubacién a 40C son removidos de la solucién con proteina A mmovnllzada amlcro -
esferas de Sepharosa CL-4B, El proceso de remocion es facnlltado ;por’; una hgeraj o
centrifugacion que permite el empaquetamiento  en forma, de’ prempltados de los’
complejos antigeno-anticuerpo formados - ; : ’

Asi en presencia de un ligero exceso de la GAD sobre los supuestos anticuerpos anti-
GAD, la magnitud de la precipitabilidad de dicha enzima esta en funcion directa del titulo
de los anticuerpos presentes en el material bioldgico de los pacientes y por consiguiente
el titulo de anticuerpos anti-GAD puede cuantificarse midiendo la actividad de la GAD
precipitada o evaluando la cantidad de!25 [unida a la GAD para aquellos casos en los que
se utiliz GAD-(1251 ) como fuente de antigeno.
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6.2.a.11.-INMUNOPRECIPITACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD .

~ Encstos experimentos 110 pl de un extracto crudo  de GAD obtenido como se indica
en mé;odés y diluido 1:40 fue depbsitadcren tubos Eppendorf de 1.5 ml'e incubados
‘durante toda‘la noche a4 °C con 25 pl de alguna de las preparaciones de anticuerpos
utiliiddos.}\l final de este proceso de incubacién se afiadio Proteina A Sepharosa CL 4B
(50 ul de uhé'solucién al 50 %) y se continué la incubacion por 2 hr a 4 °C, Los tubos
fueron cemnfugados en una microfuga Beckman E. El sobrenadante fue cuidadosamente
aspu'ado y deposnado en otro tubo, Los precipitados fueron lavados 4 veces con 250 pl
de” -PBS (\JaCl 75 ‘mM KH2PO4, 20 mM, PALP 1 mM, AET 0.5 mM, pH 7.0) y:
: ﬁnalmente resuspendldos en 323 pl de solucién amomguadora de fosfatos 2 mM (PALP :
lmM AET 0.5'mM pH70) : E

‘precnpnadas, don&e 1U— 1Mol de GABA producndo bajo las condiciones'en la: relacnon :
descma e el ensayo de la GAD e & i




6. 2 a.lll -INNM UNOPRECIPIT A CION DE GAD-( L 25[)

En estos expenmcntos 50 ul de'la GAD (125 1 ) (diluida  1:200; 144 200 c.p.m)
fueron deposnadas en tubos Eppendorf de 1. 5mle mcubadas durante toda la noche a 40C
con 50 Tl de la prepm'acxén de IgG. Postermrmente a la mezcla de reaccion conteniendo a
los complejos inmunes formados se les afiadié 50 pl de Proteina A Sepharosa CL 4B al 50
. %.'y se incubaron durante 2 hr mas a 4°C. Los tubos fueron centrifugados como se
describié anteriormente y los precipitados de Proteina A Sepharosa CL4B conteniendo los
complejos inmunes fueron lavados 4 veces con | ml de PBS ( NaCl 150mM, KHoPO4
50 mM, PALP | mM,) y finalmente resuspendidos en 1 ml de PBS. La radioactividad de
la GAD precipitada fue determinada en un contador BECKMAN GAMA 55 000. Para
cada determinacion el valor de un "blanco" fue obtenido y en el cual los anticuerpos anti-
GAD fueron sustituidos por el mismo volumen de PBS. La cuantificacién de los
anticuerpos anti-GAD se realizd evaluando la cantidad de radioactividad precipitada en
los precipitados después de restarle la radioactividad del blanco. .

6.2.b-PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

6.2.h.1.- MEDICION DE LA ACTI VIDAD DE LA GAD.

La actividad de la GAD fue medlda tanto en los sobrenadantes

‘mangutra dé litex Junlo ‘con el tubo apador"'.‘-s'iniroducldo a




agitacion ajustado a 37 °C. La reaccion se interrumpié a los 20 min. 6 a las 2 hr de
incubacion por la inyeccion de 50 pl de H2SO4 3.8 N al tubo de reaccion a través de la
mangucra de litex segin que se determinaron el contenido de la GAD en la obtenida

durante su purificacion o la obtenida inmunoprecipitada por los anticuerpos anti-GAD
resuspendidos.. Los dispositivos fueron retirados def bafio Maria y colocados en posicién
extendida en un horno ajustado a 40 °C durante 2 hr, para facilitar la captura del 14 CO2
producido en la reaccion por el hidroxido de benzetonio. Al final el microtubo atrapador
es retirado e introducido en un vial que contiene 8 m! de un mezcla de centelleo y el
hidroxido de benzetonio es extraido 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.11.- MEDICION DE PROTEINAS
Las proteinas fueron determinadas de acuerdo al método de Bradford. (7), uﬁlimdo Ex

albumina bovina para la curva de calibracién




Fig.S . : e :
DISPOSITIVOS',\ PARA " LA MEDICION DE LA

ACTIVIDAD. DE: LA GAD.

El dispositivo consislc cn un mlcmlubo de reaccion al que s¢ afade la mezela de reaccion ¥ un microtubo
p ue ido de t io que atrapa al CO: mdicactive formado en el curso de 1a

reaccion, cl tubo de latex permite el paso del CO: del tubo de reaccién al twbo atrapador v la inyeccion
del dcido sulfirico cs para detener la reaccién al momento indicado.
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7.-RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LA PREPARACION DE LA GAD USADA

Las preparaciones de GAD usadas como antigeno para la deteccién de anticuerpos anti-
GAD fueron un extracto crudo y una preparacion de enzima altamente purificada.(40) El
extracto crudo tuvo una actividad especifica en la mayor parte de los casos cercana a
5.6 Mol / mg. de proteina . Por lo que toca a la preparacién de la GAD purificada, en la
Tabla 3 se muestran los resultados de la purificacion realizada y se puede observar que la
actividad especifica de la enzima se incrementé de 3.5 amoles/min/mg. de proteina en el
homogenado a 4, 610 nmoles/min/mg. de proteina después de la cromatografia en HA-
Ultrogel. El incremento en actividad especifica representa una purificaciéon de 1,317
veces, con un rendimiento que es de tan solo 0.5 % de la actividad inicial. Un estudio
electroforético de la GAD en un gel discontinuo de poliacrilamida 1levado a cabo bajo
condiciones no desnaturalizantes mostré la existencia de una banda gruesa y una tenue en
la region del gel en donde se detectd la actividad de la GAD.(Fig. 6)

PERFIL CLINICO DE LOS PACIENTES EMPLEADOS EN ESTE ESTUDIO

Como se muestra en la Tabla 4 la presencia de anticuerpos anti-GAD fue
estudiada en 36 pacientes de los cuales 32 de éllos tenian un diagndstico clinico de
DMID, 3 el de DMNID, y | de Diabetes Secundaria a una pancreatectomia total, y en 17
individuos sanos y sin antecedentes diabéticos que fueron utilizados como controles.

La edad de los pacientes con DMID oscilé entre 13 y 49 afios con una edad
promedio de 29.4 aflos. El periodo de evolucion de la enfermedad fue variable siendo ésta
desde solo algunos meses hasta 42 aflos, y con una duracién promedio de 9.2 afios. Los
pacientes se distribuyeron en forma uniforme en cuanto al sexo: 13 masculinos contra 19
femeninos. La edad de los individuos utitizados como control oscild de 17 a 46 afios. con
una edad promedio de 29.8 afios.
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PATRON ELECTROFORETICO DE LA GAD PURIFICAD
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En la figura se el patron el forético de la preparacion final de la GAD obtenida

después de su purificacion ( véase tabla 3). sobre el patron electroforético se indica la actividad de
GAD medida en rebanadas dz] gel obtenidas de un canil paralelo.
Para mas detalles véase jal y métod
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TABLA3
PURIFICACION DE LA GAD

GAD % ACTIVIDAD VECES

PREPARACION (oMolev/min)  (RENDIMIENTO) ESPECIFICA PURIFICACION

(aMolet/min/mg.
de proteing)

HOMOGENADO 89.460 100 35 1.0
EXTRACTO CRUDO 12.360 14 312 89
ULTROGEL AcA 34 11213 12 72 21
DEAE-CELULOSA 6615 74 125 36
FENIL SEPHAROSA 1.167 13 299 85

HA-ULTROGEL 461 0.5 4610 1317

LA PURIFICACION FUE REALIZADA CON 300 CEREBROS DE RATON SIGUIENDO
EL PROTOCOLO QUE SE INDICA EN MATERIAL Y METODOS
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TABIA 4
PERFIL CLINICO DE LOS PACIENTES EMPLEADOS EN ESTE ESTUDIO

PACIENTES

DMID
0.1

Cmarmawe 2

EDAD EVOLUCION  SEXO PACIENTES EDAD EVOLUCION SEX0

(ANOS) (ANOS) (ANOS)  (ANOS)
DMNID
45 5 F No.l 50 10
10 M 2 s1 9
2 ¥ 3 [4] 13
4 F MEDIA 5633 1n»n
s F
3 M DIABETES
s M
3 F Ne.l 13 s
H M
2 F CONTROLES
12 M Ne.l k1 -
28 ¥ 2 30 -
12 F 3 30 -
7 .M 4 28 -
10 ¥ 5 17 -
2 ¥ [ n -
[ M 7 “®o -
3 P ] 30 -
K] F 9 25 R
4 P ] u S
6 M n o T
5. P 1 17 —
4 M 13 29 -
- M " R ] -
u L] 30 -
¥ 16 30 -
F " 25 . -
3 18 26 .
M AMEDIA 93
M -
¥
M

¢« mmen

EmmmmeommEmEweimnEERE
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TITULO 'DE ANTICUERPOS ANTI.GAD DETECTADOS EN PACIENTES
DIABETICOS Y NO DIABETICOS MEDIANTE LA INMUNOPRECIPITACION 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 IgG de pacientes diabéticos y sujetos no diabéticos utilizando como fuente de
antigeno la preparacion cruda de GAD descrita en material y métodos.

1.- SUJETOS CONTROL

Como puede observarse en la Tabla 5 el titulo de anticuerpos anti-GAD sérico en
los sujetos normales fue muy variable pudiéndose d estos en Ui 6 de los
17 pacientes estudiados (35%). El titulo de los anticuerpos anti-GAD expresado como

idades de GAD precipitadas (U), oscilo entre 220 a 252 en 3 de los 17 pacientes (17.64
%) obteniéndose una media para la poblacién total de 57.2. Cuando los anticuerpos anti-
GAD fueron concentrados mediante la purificacion de las fracciones de y-globulinas 6
IgG los titulos de los anticuerpos anti-GAD fueron mas elevados permitiendo su
deteccién en la totalidad de las preparaciones estudiadas, bajo estas condiciones la
variabilidad en los titulos de anticuerpos anti-GAD encontrados en los sueros fue

iderad: reducida, encontrindose un valor promedio de 238.1 U de GAD
precipitada en la fraccion de y-globulinas y de 216.5 U en la preparacion de IgG.
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TABLA S

TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD DETECTADO EN SUJETOS NO
DIABETICOS MEDIANTE EL USO DE UN EXTRACTO CRUDO DE GAD +

PACIENTE FUENTE DE ANTICUERPOS
SUERO ¥-GLOBULINA IgG

No.l 229 b b

2 61 292 229

3 1] b b

4 0 192 240

s 58 b 288

6 12§ b 285

7 252 360 217

8 7 b 220

9 (V] b 43

10 220 b b

i1l 0 b 58

12 /] mn 292

13 0 b b

14 0 250 273

15 [+] b b

16 1] b b

17 0 294 237
media [3X] 2381 2168
DS s . . 7.0 86.6
ERROR ESTANDAR 221 233 26.1
MEDIA +2DS 2402 352.1 389.2

a.El titulo de anticuerpos anti-GAD se expresa como unidades (U) de GAD precipitada 1U= 1 uMol de
GABA producido de lcuado al ensayo descrito en Métodos.
b. Titulo de anticuerp i por suero insufici
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2.- PACIENTES CON DMID

En contraste con lo ocurrido en los sujetos control el titulo de anticuerpos anti-
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 titulo mas alto de
anticuerpos anti-GAD encontrado en sujetos normales) en 24 de los 32 sueros estudiados
(75%), obteniendose una media de los titulo de anticuerpos anti-GAD para los sueros
diabéticos de 424.5 U  que representa un incremento de 741 % con respecto al valor
encontrado en sujetos controles. Es interesante sefialar que solo en un paciente con 42
afios de evolucion de la enfermedad obtuvo un titulo de anticuerpos anti-GAD cercano al
valor promedio de los controles.

Una situacion similar se observa en los titulos de anticuerpos anti-GAD
encontrados en la fraccion de y-globulinas en donde el titulo promedio fue de 4382 U
en contra de 238.1 U encontrados en los controles, detectindose unicamente dos
preparaciones de y-globulinas con titulos cercanos 360 U (el titulo mas alto encontrado
en sujetos controles) y 9 pacientes (90 %) por arriba de 352.1 U ( media mas 2DS para los
controles.)

Asi mismo los titulos de anticuerpos anti-GAD encontrados en la fraccién IgG de
los pacientes con DMID fueron considerablemente mayores que los encontrados en los
sujetos controles; encontrandose una media de 671.6 U que representa un incremento de
311 % con respecto a la media encontrada para la misma preparacién en los sujetos
control. Cabe destacar que en este caso ninguno de los titulos 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 controf).
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TABLAG

TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD DETECTADOS EN PACIENTES
DIABETICOS INSULINO DEPENDIENTES POR INMUNOPRECIPITACION
DE UN EXTRACTO CRUDO DE GAD. *

PACIENTE FUENTE DE ANTICUERPOS
SUERO y-GLOBULINA IgG

No.l 182 b b ,

2 627 b b

3 2 b b

4 235 b b

s 163 b b

6 28 b 596

7. 249 b b

8 a1 b b

9 313 b 552

10 283 b N

11 234 b b
12 “9 b ‘b

13 4“9 b 671
14 21 b b
18 no b b

16 453 b b
11 325 “1 743

18 251 b b

19 332 342 763

20 51 465 710
-2 ‘188 362 458

2 o 455 424 . 629

23 499 : 439 673
T ’ 289 b m
28 878 b S84
2 R 12 392 AR T
27 819 “? [ X

28 760 ) 614 66T "
29 422 456 T

30 595 b R T
31 1000 b T 7T T
32 - 104 b AR x T
MEDIA 424.5 438.2 6716 .
bs 243.1 74.1 140.8

a..El titulo de anticuerpos anti-GAD st expresa como unidades ( U) de GAD precipitada 1U = 1 yuMol de
GABA producido de acuerdo al ensayo descrito en métodos
b. Titulo de anticuerpos no deteminade por suero insuficiente.

”



3.-PACIENTES CON DMNID y DM 2/a.

En contraste a lo sucedido con los paciente DMID, los titulos de anticuerpos anti-
GAD séricos encontrados en el suero o en la fraccién 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 gru'po
control. Como era de esperarse titulos bajos de anticuerpos anti-GAD fueron detectados
en el suero de 1 paciente con diab daria a una pancr fatotal. (Tabla7)

TABLA 7

TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD DETECTADOS EN PACIENTES
DIABETICOS NO INSULINO DEPENDIENTES (DMNID) Y CON DIABETES
SECUNDARIA POR INMUNOPRECIPITACION DE UN EXTRACTO CRUDO DE

GAD
PACIENTE TIPODE FUENTE DE ANTICUERPOS
DIABETES
SUERO IgG
No. 1 DMNID 0 65
2 : DMNID 58 122
3 DMNID 44 153
MEDIA 34 113.3
DS 30.2 “s
1 DM 2/a€ 531 b

a. El titulo de anticuerpos anti-GAD se expresa como unidades ( U ) de GAD prcciphada (U=1 uMol dc‘ E
GABA producido) de acuerdo al cnsayo descrito en métodos : e

b. Titulo de anticuerpos no i por suero i '

¢. Diabetes daria en ma p {a total,
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TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN PACIENTES DIABETICOS Y NO
DIABETICOS EVALUADOS POR INMUNOPRECIPITACION DE UNA
PREPARACION PURIFICADA DE GAD-(1251)

La yodacién de la GAD punﬁcads de la_manera descrita en material y métodos
nos permitié obtener una preparacion de GAD-(125 1) que contenia 8,708 c.p.m. / ml.

Como se observa en la Tabla 8 la fraccion IgG de los sujetos controles fue
practi paz de i a la GAD-( 1251 ) usada como antigeno,
encontrindose solamente en algunos casos huelias de radioactividad en los precipitado de
proteina A Sepharosa CL. 4B usada para insolubilizar los posibles complejos inmunes

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

{ 2 1 3

En contraste con lo anterior titulos elevados de anticuerpos anti-GAD fueron
d dos en la lidad de las TIgG's de los pacientes con DMID. Mas atin si se
comparan los resultados obtenidos en este ensayo con los del ensayo anterior en el cual se
utiliza a un extracto crudo de GAD como antigeno se puede observar que existe una clara
similitud entre ambos métodos para la determinacién de anticuerpos anti-GAD en las
IgG de pacientes con DMID. Asi dentro de este grupo de pacientes titulo de anticuerpos
anti-GAD més alto y maés bajo detectados con ambos métodos corresponden a los
mismos pacieates ( comparese en la tabla 6 y 8 los titulos de anticuerpos anti-GAD
obtenidos en la fraccion IgG de los pacientes 29 y 31 ). Titulos de anticuerpos anti-GAD
intermedios fueron detectados en el resto de los pacientes mediante el uso de ambos
métodos.
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TABLA 8

TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD DETECTADOS EN LA FRACCION
IgG DE SUJETOS DIABETICOS Y NO DIABETICOS
POR INMUNOPRECIPITACION DE UNA PREPARACION PURIFICADA DE
GAD-(135 ).a

CONTROL DMID DMNID DM 2a.
15(2) 308 (6) o o
0 (4) 303 (9) 0(2)
0(5) 306 (10) 0Q3)
0(6) 435 (13)
o 485 (17)
3®) 410 (19)
209) 436 (20)
14 (1) 214 (21)
25(12) 313 22)
5 (14) 356 (23)
o 340 24)
48 (25)
355 (28)
115 (29)
770 31)
537(32)
MEDIA 5.8 38318 ] [
DS 8.4 146 0 0

a. El titulo de anticuerpos anti-GAD s¢ expresa en ¢.p.m. modidas en Ia GAD (1251 )
inmunoprecipitada de la manera descrita en métodos. Entre paréntesis se sefiala el No. del paciente
estudiado

40



INCIDENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-GAD

Como puede observarse en la Tabla 9 la inmensa mayoria de los sujetos con titulos de
anticuerpos anti-GAD elevados ( tomnndo la media de ¢! grupos controles + 2DS segin
el caso) correspondi6 a aquellos p Tini diagnosticados como DMID. Asi
mediante {a precipitacion de la actividad de extracto crudo de GAD o de la radioactividad
incorporada a la GAD-( 1251 ) un 93.75 % y 100 % de los pacientes dentro de este grupo
mostraron respectivamente titulo de anticuerpos anti-GAD significativos. Mientras que
en los suj | {ni te 5.8 % titulos elevados de anticuerpos anti-
GAD. Ninguno de los pacientes con DMNID y con DM 2/a mostré niveles elevados de
estos anticuerpos.

TABIAY

INCIDENCIA DE AMTICUERPOS ANTI-GAD DETERMINADOS EN PACIENTES
DMID, DMNID, D 2a Y CONROL

CONTROL DMID DMNID DM 2/a
SUERO 117 24/32 0/3 on
5.88% 75% 0% 0%
-
GLOBULINAS 07 9/10 a a
% 90% :
IgG o 15/16 03 S| Bt

0% 93.75% 0% %

41



TITULOS 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
relacion con respecto al sexo de los pacientes los titulos de anticuerpos anti-GAD del
grupo de pacientes con DMID fueron segregadas de do al sexo y promediado.

Como se puede ver en la Tabla 10 no existe una preferencia por algin sexo en relacion
a la cantidad de anticuerpos anti-GAD presente en los pacientes DMID empleados en este
estudio

CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LAS PREPARACIONES DE IgG
UTILIZADAS

Con el objeto de descartar la posibilidad de que los titulos elevados de anticuerpos
anti-GAD encoatrados en las preparaciones de IgG obtenidos del suero de los pacientes
con DMID se debiera a la presencia de una concentracién alta de IgG en ellas el
contenido de proteinas en todas las fracciones de IgG utilizadas en este estudio se
determind. Como puede observarse en la Tabla 11 no existe ninguna diferencia
significativa en la concentracion proteica de las fracciones de IgG correspondiente a cada
uno de los grupos estudiados.
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TABLA 10

TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD DETECTADOS EN EL SUERO DE
PACIENTES CON DMID DE ACUERDO AL SEXO MEDIANTE LA
INMUNOPRECIPITACION DE UN EXTRACTO CRUDO DE GAD *

MASCULINO FEMENINO
PACIENTE TITULO DE PACIENTE TITULODE
ANTICUERPO ANTICUERPO-
ANTI-GAD ANTI-GAD
No.2 627 No.1 182
6 228 3 42
7 249 4 235
9 373 5 163
1n 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 . 20 511
21 188
23 499
27 819
28 760
29 422
32 704
MEDIA 479 387
DS 278 216

a, El titulo de anticuerpos anti-GAD se expresa como unidades (V) de GAD precipitada 1U=1
1Mol de GABA producido de rdo al ensayo descrito en los mé
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TABLA 11

CONCENTRACION DE PROTEINAS DE LAS PREPARACIONES DE IgG
UTILIZADAS PERTENECIENTES A PACIENTES DIABETICOS Y SUJETOS

NORMALES?
PROTEINA
PACIENTE (mgJ/an
bMID
No 6 15
9 L7
10 14
13 1.4
17 1.6
18 | B
19 1.0
20 1.6
21 13
22 -4
23 14
24 19
25 L7
28 “1.8
29 L9
31 1.5
32 14
DMNID o
No.1 14
2 N &
3 L2
DIABETES 2/a : | I R
NO DIABETICOS
‘No.2
4
5
6
7
8
9
11
12
14
17

a, Las proteinas sc determinaronde - ;-
acuerdo con el método de Bradford ( 7 )




8.-DISCUSION

Como se seflal6 en la Introduccién se considera que en la patogénesis de 1a DMID
1a presencia de auto-anticuerpos en contra de comp tes de las células B de los islotes
pancreéticos juega un pape! fund: l. Asf, 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 los que aparecen primero, incluso
afios antes 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
antigeno 64K como la GAD y han mostrado que desde el punto de vista estructural ¢
inmunélogico la GAD pancredtica y la cerebral son  practicamente
indistinguibles.(11,12,41 )

El p bajo se p de estandarizar una metodologia simple, sensible y
especifica que permita la deteccifn de anticuerpos anti-GAD en pacientes con DMID.

Para tal fin se utilizo una poblacién del Hospital 20 de Noviembre que comprende
sujetos sanos ( usados como control), pacientes diabéticos: insulino dependientes, no

insulino dependientes y con diabetes 2/a.

ASPECTOS METODOLOGICOS

En virtud de que el antigeno 64K corresponde a la GAD, la metodologia utilizada
para Ja deteccién de los anticuerpos anti-64K, llamados ahora anti-GAD, en el suero, Y-
globulinas 6 IgG  de pacientes diabéticos se basa en la identificacién de la GAD en los
inmunoprecipitados producidos a consecuencia de la reaccién antigeno-anticuerpo entre
los anticuerpos anti-GAD y la enzima. Por otro lado aprovechando que la GAD
pancredtica y la GAD presente en el sistema nervioso son indistinguibles desde el punto
de vista inmunélogico es posible utilizar a la GAD cerebral como antigeno para la
identificacién de anticuerpos anti-GAD, pues en este 6rgano la enzima estd sumamente
concentrada y es ficil de ser extraida.

En el presente trabajo, l]a GAD inmunoprecipitada fue identificada utilizando dos
enfoques distintos

45



n

a) Mediante la medicion de su la actividad enzimatica, en inmunoprecip
producidos al reaccionar los anticuerpos anti-GAD con un extracto crudo de la
enzima.

b) Medi la determi ion de la radiod
consecuencia de 1a reaccion antigeno-anticuerpo entre una preparacién purificada
de GAD-( 1251) con los supuestos anticuerpos anti-GAD. '

ividad inmun.‘ ipitada a

2

Mediante el uso de ambos enfoques fue posible la deteccién de anticuerpos anti-
GAD en pacientes con DMID y como se mencion6 en la seccién de Resultados se
observd una clara correlacién entre ambos métodos pues los titulos de anticuerpos anti-
GAD mas altos 6 més bajos en el grupo de enfermos detectados con cada técnica
correspondieron a los mismos pacientes.

La sensibilidad y especificidad de cada método estandarizado fue obtenid
mediante la aplicacién de las formulas:

sensibilidad = No. de enfermos positivos a la prueba x 100
No. de enfermos

Especificidad = No. de controles negativos a Ia prueba x 100
Total de controles sin la enfermedad
Asi el enfoque radioactivo resultd mis especifico (100%) y sensible (100%) 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 % segin anticuerpos
utilizado). Esto se puede observar comparando las Tablas 5 al 8

La utilizacién de uno u otro procedimiento para fa d ion de la GAD
inmunoprecipitada por los anticuerpos anti-GAD ofrece ventajas y desventajas, Es claro
que la sensibilidad del procedimiento que evaliia la radioactividad precipitada (100%) es
superior al que cuantifica la actividad enzimitica de la GAD inmunoprecipitada. El
procedimiento es sin embargo poco practico pues requiere de la disponibilidad de una
preparacion de GAD purificada que es inexistente en el mercado. La purificacion 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 niimero elevado de cerebros de
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ratébn. Mas aln, preparaciones de GAD purificadas por arriba de las 800 veces han sido
obtenidas unicamente en unos pocos laboratorios adicionales (1,26,15,43). Su yodacién
posterior es también problematica pues el 1251 utilizado tiene una vida media de tan solo
60 dias.

En contraste, la evaluacion de la actividad enzimatica de la GAD
precipitada aunque liger te menos y especifica resulta mas facil,
préctica y economica pues utiliza un extracto crudo de cerebro de ratén que puede ser
obtenido con facilidad y congelado en nitrégeno liquido en pequefias alicuotas
susceptibles de ser utilizadas en un gran mimero de ensayos, incluso muchos meses
después de su obtencion ( 38).

HN)

. Como lo demuestra el hecho de que la actividad de la GAD no se afecté cuando
un extracto crudo de GAD fue incubado bajo cc ilares a las con
anticuerpos anti-GAD obtenidas tras la inmunizacion de jos con una preparacién de
GAD purificada de cerebro de raton. La medicion de Ia actividad de la GAD
inmunoprecipitada es posible debido a que la actividad de la enzima no se pierde
substancialmente al reaccionar los anticuerpos anti-GAD en contra de ella.(40)

Toad

En virtud de que el titulo de anticuerpos anti-GAD presente en el suero de los
pacientes con DMID es relativamente bajo, la deteccién de la GAD inmunoprecipitada
requiere, en ambos enfoques, el uso de una preparacion enzimatica 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 reacci ti icuerpo habia llegado a su fin, a
los anticuerpos anti-GAD se les permiti6 reaccionar con fa GAD por un periodo minimo
de 18 hrs.a 4 °C, pues resultados de nuestro laboratorio no mostrados en esta tesis
sefialaron que la inmunoprecipitabilidad de la GAD era méxima a este tiempo. Por otro
lado la precipitabilidad de los complejos i dependen de la exi ia de una
"equivalencia” entre el antigeno y el anticuerpo ( 35 ) en la metodologia utilizada en este
trabajo, para eliminar este problema se utiliz6 a la proteina 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 proteina A
Sepharosa CL 4B utilizada fue escogida considerando que de acuerdo a la capacidad de .
unién a las IgG reportada por el productor,la cantidad usada aseguraba un exceso capaz de
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precipitar a todas las IgG pr enla ‘de i ion. Mas aun, estudios de nuestro
laboratorio, utilizando un suero con un alto titulo de anticuerpos anti-GAD, mostraron
que la cantidad de proteina A Sepharosa CL 4B utilizada era la éptima pues ninguna
insolubilizacion adicional de los complejos inmljmes se dio médiente el uso de una mayor
cantidad de proteina A Sepharosa CL 4B. ‘

Experimentos control sefialaron que l4 actividlad mixima de la GAD a la
concentracion usada se alcanzaba entre 1 y 2 his de incubacién. Las concentraciones de
sustrato, cofactor, asi como del pH utilizados  fueron los reportados para la medicién
Gptima de la actividad dela GAD en el cerebro (39)

La deteccion de la GAD- (1251 ) inmunoprecipitada requiere a su vez de someter
los precipitados de Sepharosa CL 4B a un buen nimero de lavados eliminando a toda Ia
GAD (1251 ) no unida a los complejos inmunes inmovilizados con lu proteina A
Sepharosa CL 4B. :

PREPARACION DE ANTICUERPOS

Aunque es posible detectar anticuerpos anjtj-GAD en el suero de los pacientes con
DMID su deteccién es mas confiable si se utilizan preparaciones mas purificadas y
concentradas de anticuerpos tales como la fracc‘én de y-globulinas 6 incluso las IgG's,
purificadas ya que al precipitar un mayor porciedto de la GAD utilizada da lugar a una
mayor actividad de GAD o de radioactividad inmunoprecipitada en los precipitados de
proteina A Sepharosa CL 4B. El uso de preparaciones purificadas de anticuerpos, al
carecer de la mayor parte de los componentes|del suero, minimiza la posibilidad de
interferir con la medicion de la actividad de la GAD 6 de precipitar algunas impurezas
yodadas de la preparacién de GAD (1251 ), I?e hecho como puede observarse en las
Figs. 7-9 la posibilidad de tener falsos positivos es mayor cuando los titulos de anti-GAD
fueron evaluados utilizando sueros.
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TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN
LOS SUEROS DE PACIENTES DIABETICOS

Y SUJETOS CONTROL
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g - + DMID
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Fig.7
Los sueros utili ﬁzeron btenidos por 10p ion tanto de pac:emes
iabéticos Insuli di (DMID), Diabéticos No Insulino Dep 1
(DMNID) asi como de pactentes no dlabéncas ( controles) y de un pacleme
fectado por una Di daria a una pancr {a total.

E[ titulo de anticuepos se evalué en los sueros por la inmunoprecipitacion 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 | U = Iy Mol
de GABA producido bajo las lici observadas en Métodos. Las lineas
dentro de cada grupo de pacientes indican la media del titulo de anticuerpos
anti-GAD correspondientes. La barra horizontal sefiala el valor
correspondiente a la media + 2 DS de los controles y el titulo de anticuerpos
anti-GAD minimo para considerar a un sujeto como Diabético Insulino
Dependiente. -
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TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN
LAS y-GLOBULINAS DE LOS PACIENTES
DIAETICOS Y SUJETOS CONTROL
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Fig. 8- s . A
Las y-globulinas fueron obtenidas del suero de los paci Diabéticos Insuli
Dependientes (DMID) asi como de los pacientes controles de la manera descrita en
Material y Métodos. '

El titulo de anticuerpos se evalud por inmunoprecipitacion de un extracto crudo de GAD
de la manera descrita en Métodos. El titulo de anticuerpos se expresa como unidades
(U) de GAD precipitada 1U = 1yuMol de GABA producido bajo las dici

observadas en métodos. La linea dentro de cada grupo de pacientes indican la media
del titulo de anticuerpos anti-GAD correspondiente. La barra horizontal sefiala el valor
correspondiente a la media +2DS de los controles y el titulo de anticuerpos anti-GAD
minimo para considerar a un sujeto como Diabetico Insulino Dependiente.
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TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN
LAS IgG DE PACIENTES DIABETICOS

Y SUJETOS CONTROL
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Fig. 9
las IgG fueron obtenidas de los sueros de los paci diabéticos Insulino Dependient

(DMID) no Insulino Dependientes (DMNID) asf como de pacientes controles de la manera
descrita en Material y Métodos.

Eltitulo de anticuerpos se evalué por inmunoprecipitacion 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 1 U= 1pMol 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 correspondientes. La barra horizontal sefiala el valor
correspondiente a la media +2DS de los cantroles y el titulo de anllcuerpos anti-GAD
minimo para considerar a un sujeto como Di: 7 lino Dependi
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TiTULOS DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN SUJETOS NO DIABETICOS

El establecimiento de cualquier procedimiento de laboratorio clinico requiere de
una cuidadosa estandarizacion que permita distinguir entre sujetos normales y sujetos
enfermos. Dicha estandarizacion requicre, en primer lugar, de unidades apropiadas que
expresen con claridad los cambios en el parimetro 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 titulos de anticuerpos anti-GAD han sido
cuantificados en otros trabajos como el porciento de la GAD inmunoprecipitada con
respecto a un estandar: 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 Mol de GABA producido bajo las
condiciones del ensayo. A nuestro juicio estd forma de expresar los titulos de anticuerpos
anti-GAD resulta mas adecuada que la utilizada por los otros autores pues la forma
absoluta la actividad de Ia GAD inmunoprecipitada permite comparar los titulos de
anticuerpos anti-GAD obtenidos con los de otros laboratorios con mayor exactitud, pues
los resultados no estan sujetos a la capacidad de i precipitar dada por un suero en
particular o a la de una mezcla de sueros cuyo titulo puede variar de un laboratorio a
otro. Por otro lado, aunque es conveniente determinar en el mismo ensayo el titulo de
anticuerpos de alguno suero control para asegurarse de que el procedimiento se Ileva a
cabo correctamente su uso no es esencial, en tanto que se haya estandarizado el extracto
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 encontrade 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 DMID a todo aquel individuo cuyo titulo de
anticuerpos anti-GAD se encuentre por arriba del valor dado por la media del grupo
control més 2 DS,

De acuerdo con estos criterios y como se muestra en la Tabla 5 el limite
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
graficamente una clara distincion entre los sujetos normales y los pacientes con DMID

TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD EN SUJETOS DIABETICOS

De acuerdo con lo reportado por otros laboratorios titulos elevados de anticuerpos
anti-GAD fueron encontrados en el grupo de pacientes con DMID Tablas 5-8. Figs. 7-9

Dentro de éste grupo el porcentaje de pacientes con titulos altos de anticuerpos
anti-GAD varié ligeramente dependiendo de la preparacion de anticuerpos analizada y del
método utilizado. Asi médiante el analisis de la actividad de GAD inmunoprecipitada se
encontrd que un 75% de los sueros y un 90% de las y-globulinas correspondientes a los
pacientes de este grupo contenian titulos de anticuerpos anti-GAD por arriba de la media
+ 2 DS de los titulos encontrados en los controles. Sin embargo cuando las IgG de estos
pacientes fueron analizadas el porcentaje de pacientes con DMID aumentd a 94%.
Cuando las IgG's fueron evaluadas cuantificando la GAD-(125] ) inmunoprecipitada se
detectaron titulos 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 IgG). Es de suponerse que al encontrarse los anticuerpos anti-GAD mas
concentrados en la preparacidn de IgG'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 insulino
dependientes con titulos de anticuerpos anti-GAD cercanos al titulo considerado como
control, Por otro lado, ia virtual ausencia de GAD-( 125[) inmunoprecipitada en el grupo
control permite d sin ambigoedad la pr ia de los anticuerpos anti-GAD en
pacientes con DMID ( Tabla 8).

El porcentaje de sueros, com titulos elevados de anticuerpos anti-GAD
per i a los pacientes con DMID, encontrado en otros estudios fue similar al
reportado por nosotros en la misma preparacion de anticuerpos, pero menor al obtenido
en las de las IgG de nuestros pacientes. Asi, el porcentaje de pacientes diabéticos .

insulino dependientes con anticuerpos anti-GAD varié de un 69 a un 82% (1,15,42 )
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cuando los anticuerpos anti-GAD fueron ensayados mediante la inmunoprecipitacion de
la actividad de la GAD y de un 59 a un 82% cuando los sueros fueron analizados por
inmunoprecipitacion de la GAD-( 125 1). La diferencias entre los estudios reportados y
los nuestros particularmente en el caso de la deteccion de los anticuerpos anti-GAD por la
inmunoprecipitacion de GAD- ( 1251 ) como en nuestro propio caso muy probablemente
reflejan el tipo de preparacion 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 correspondio a aquella en la que
las IgG'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 titulo de anticuerpos anti-GAD en pacientes con DMID parece guardar
alguna relacion con respecto al sexo pues tanto el porciento de pacientes con anticuerpos
ati-GAD como el titulo de estos anticuerpos fueron similares en ambos grupos de
pacientes.

Cuando los titulos de anticuerpos se agruparén de acuerdo con el tiempo de
evolucién de los pacientes, pudo observarse que los titulo de anticuerpos anti-GAD
disminuyen en forma importante eu los grupos de pacientes que presentan una evolucion
de 1-5 afios y de 5- 10 afios ( fig. 10) una tendencia similar se observd en los otros
grupos de pacientes, particularmente en aquellos con mas de 30 afios de evolucion.
Desafortunadamente la gran variabilidad y sobre todo el pequefio nimero de pacientes
asignados a los grupos de mas larga evolucion nos impide explicar con certeza si los
titulo de anticuerpos anti-GAD disminuyen ain més conforme el padecimiento se torna
mas viejo. Nuestros resultados sin embargo, estdn acordes con los de Kawasaki y
colaboradores (1994) y - Rowley y colaboradores (1993) (26,43). quien encuentra una
franca disminucién en los titulos de anticuerpos anti-GAD conforme el tiempo de
evolucién de la DMID se hacia mas larga. Larazon de esto, aunque no es conocida, muy
probablemente refleja una disminucion de la estimulacién antigénica consecutiva a una
mas prolongada destruccién de los islotes con la consiguiente disminucion de la
liberacién de la GAD pancreética, Desde un punto de vista clinico el hallazgo es
importante pues sefiala que la utilidad diagnostica de la prueba es solo ditil en pacientes
con DMID de recién evolucion.
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TITULO DE ANTICUERPOS ANTI-GAD

EN PACIENTES CON DMID DE
ACUERDO AL TIEMPO DE
EVOLUCION
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" Fig. 10

El titulo de anncuerpbs anti-GAD fue evaluado en el silérlo‘de pizblehies‘ con DMID
por.inmunoprecipitacion de la actividad de un exrracta ‘crudo de. GAD de acuerda
a lo descrito en la i6n de Métodos. Para mds de f' véase Tabla 6

55



De acuerdo con lo esperado, en este trabajo la bisqueda de anticuerpos anti-GAD
tanto en el suero como en las IgG por los dos enfoques metodologicos utilizados fue
negativo en la totalidad de los pacientes con DMNID estudiados y en el paciente con
iat daria a una p fa total (Tablas 7-8 Fig. 7,9 ).La presencia de
anticuerpos anti-GAD en uno de 58 pacientes en el estudio de Christie y colaboradores al (12)

1o di

icado & a un error en ¢f

muy probabl ponde a un f
andlisis de los anticuerpos anti-GAD.

56



9.-CONONCLUSIONES

‘La sensibilidad y especificidad de las procedimientos utilizados fueron obtenidos

mediante la aplicacion de las formulas sensibilidad = al No. de enfermos positivos a la

" prueba + los enfermos por 100 y la especificidad = al No. de controles negativos a,la
prueba + el total de controles sin la enfermedad por 100.

Los valores obtenidos indican que la sensibilidad del procedimiento basada en Ia
inmunoprecipitaciéon de la GAD se incrementa conforme los anticuerpos anti-GAD se
concentran pudiéndose detectar titulos elevados de anticuerpos en el 75 % de los sueros,
en el 90 % de las y-globulinas y en el 94 % de las IgG de pacientes DMID

La sensibilidad de la inmunoprecipitacion de la GAD (125 1) fue de 100 %. Por lo
que toca a la especificidad esta fue del 100 % cuando la actividad de [a GAD 6 la GAD-
(1251) se inmunoprecipitan con IgG de pacientes con DMID y de 94 y 83 % cuando la
actividad de Ta GAD fue inmunoprecipitada con suero y y-globulinas de estos pacientes
respectivamente.

. En vista de lo anterior, de los dos métodos descritos para la deteccion de
anticuerpos anti-GAD, el método basado en la inmunoprecipitacién de la GAD-(125 I)
tiene una sensibilidad y especificidad del 100%, sin embargo los problemas inherentes a
-~ la obtencion de una preparacion de GAD purificada no existente comercialmente y a su
-yodacion posterior limita considerablemente su uso. A pesar de ello, la deteccion de
anticuerpos anti-GAD en preparaciones de IgG por inmunoprecipitacion de 1a actividad
de la GAD resulta suficientemente especifico sensible y apropiado para el diagnéstico de
este tipo de enfermos. Por otro lado su sensibilidad , especificidad y costo lo hacen una
prueba ideal, para la deteccion de anticuerpos anti-GAD en grandes poblaciones de

pacientes.

Aunque hubiera sido deseable haber estudiado a una poblacion més grande y
diversa, médiente la aplicacion de esta ditima técnica fue posible detectar en forma
especifica la presencia de titulos altos de anticuerpos anti-GAD en un 90% de los
pacientes con DMID del Hospital 20 de Noviembre, Igualmente se demostré una falta
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de correlacion entre la presencia de anticuerpos anti-GAD y el sexo de los pacientes, asi
" como una posible caida en el titulo de los anticuerpos anti-GAD conforme la duraciéon
del padecimiento se torna mas larga.

Consideramos que el uso rutinario de este procedimiento en la clinica es
invaluable para la identificacion de 1a DMID de dificil o dudosa clasificacién. Mas aan en
virtud del reporte de que los anticuerpos anti-GAD aparecen presentes incluso afios antes
del diagnostico clinico de la DMID su oportuna deteccion a través de estudios
epidemiolégicos a gran escala mediante la aplicacién de esta técnica permitiria el manejo
de estos pacientes con medidas profilacticas a base de inmunosupresores que alargaran o
suprimieran Ia aparicion clinica del padecimiento.
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