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RESUMEN

Titulo: Presencia de autoanticuerpos contra la célula beta para la prediccion de

requerimientos tempranos de insulina en pacientes pediatricos con diabetes mellitus tipo 2

Objetivos: Evaluar la presencia de anticuerpos anti-GAD, anti-IA2 y anti Zn8T como
predictores de requerimiento temprano de insulina en pacientes pediatricos con

diagnéstico clinico de DM2.

Material y métodos: Es un estudio casos y controles de pacientes con el diagndstico
clinico de DM2 (68 casos y 64 controles con y sin dependencia temprana a la insulina
respectivamente), ambos sexos, de 12-18 afios. Somatometria completa (peso, talla, IMC,
circunferencia de cintura) y tensién arterial. Con un ayuno de 12 horas, se realizd
mediciones séricas en sangre venosa de glucosa, insulina, péptido-C, hemoglobina
glucosilada, colesterol total, c-HDL, c-LDL, triglicéridos y transaminasas hepaticas. La
medicidn de anticuerpos anti-GADG65, anti-lIA2 y anti-Zn8T fue mediante ELISA. Se realiz6
estadistica descriptiva (medidas de dispersion y tendencia central). Estadistica inferencial
con X2 de, t de Student para muestras independientes y regresion logistica. Se tomd

significancia estadistica con una p <0.05.

Resultados: Se incluyeron 132 pacientes. La media de edad fue de 15.9 + 1.3 afios,
predominé el sexo femenino en un 53.8% con un tiempo de evolucién de la enfermedad
de 4.49 + 0.88 afios. La presencia de positividad del anti-GADG65, anti-IA2 y anti-Zn8T se
encontr6 en el 29.5%, 18.2 y 15.9% respectivamente. Al dividir los grupos por
dependencia temprana o no a la insulina, se demostré que, el grupo con insulina tuvo una
mayor frecuencia de positividad de anticuerpos con odss ratio (OR) para el anti-GAD65 de
2.42 (1.112-5.303, p= 0.025); anti-lIA2 de 1.55 (0.859-2.818, p=0.105) y anti-Zn8T de 7.32
(2.039-26.279, p= 0.002).

Conclusiones: La combinacion de anti-GAD65 y anti-Zn8T positivos mostré un fenotipo
de agotamiento de funcion de las células B, lo que conduce a un mayor riesgo de

dependencia temprana a la insulina.



ANTECEDENTES

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de alteraciones metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia crénica. Puede ser debida a un defecto en la secrecion

de insulina, en su accion o a ambos.1?

En el 2024 la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la Sociedad Internacional de
Diabetes en Pediatria y en el Adolescente (ISPAD)?? clasifica en 4 grandes grupos esta
enfermedad:

1.- Diabetes mellitus tipo 1. Destruccion generalmente de origen autoinmune de la célula
beta, la cual cursa con una deficiencia absoluta de insulina. Se puede dividir en dos
grupos:

A. Origen autoinmune (anticuerpos ant-1A2, anti-GADG65, anti-ZnT8 y anti-insulina positivos)

B. Idiopatica.

2.- Diabetes mellitus tipo 2. Caracterizada por una resistencia a la accion de la insulina,
con un defecto progresivo en la funcién de la célula B, provocando una deficiencia relativa

0 absoluta de insulina.

3.- Otros tipos especificos de diabetes
a) Defectos genéticos de la funcién de la célula beta.
Monogénicas. Diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) y Diabetes
Neonatal (diabetes que se presenta entre los 6 primeros meses de vida).
b) Defectos genéticos de la accidon de la insulina.
Sindrome de Rabson-Mendenhall, sindrome de resistencia a la insulina tipo 1.
c) Defectos del pancreas exocrino:
Pancreatitis, fibrosis quistica.
d) Endocrinopatias:
Sindrome de Cushing, acromegalia, glucagonoma.
e) Inducida por drogas o medicamentos:
Esteroides, quimioterapia.
f) Infecciones:
Rubeola congénita, enterovirus y citomegalovirus.

g) Formas no comunes de diabetes mediada por autoinmunidad.



Anticuerpos antirreceptor de insulina (sindrome de Hirata), poliglandular tipo 1y 2.
h) Sindromes genéticos asociados con diabetes:
Sindrome de Klinefelter, Turner, Prader-Willi

4.- Diabetes gestacional. Diabetes que se presenta durante el embarazo.

Los criterios diagnésticos de DM de acuerdo con la ADA son:

1. Glucemia = 200 mg/dl + sintomas: poliuria, polidipsia, nicturia, pérdida de peso
y en las formas mas graves cetoacidosis.

2. Glucemia en ayuno = 126 mg/dl o glucemia a las 2 horas tras sobrecarga oral
de glucosa (1,75 g/kg glucosa, maximo 75 g) = 200 mg/dl en 2 ocasiones, si no
existen sintomas.

3. HbA1c = 6,5% (estandarizada), si inferior no excluye el diagndstico. En

pediatria este criterio esta en discusion. 3

Diabetes mellitus tipo 2

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es originada por un defecto progresivo en la secrecién
y/lo accién de la insulina, causando diversas alteraciones en el metabolismo de los
hidratos de carbono, proteinas y lipido.>* Como se menciond, el defecto es progresivo en
la funcién de las células [, lo que conduce a una reduccién del 20% por afo en su masa

debido a un efecto compensador por la resistencia a la accién de la insulina.®

Actualmente, la diabetes mellitus tipo 2 es un problema de salud publica en todo el
mundo, siendo de las principales enfermedades cronico-degenerativas con una alta
morbi-mortalidad. En los udltimos afios, la incidencia de esta enfermedad ha ido en
aumento, reportando en el 2021 la Federacion Internacional de Diabetes 537 millones de
personas con esta enfermedad.® La poblacién infantil no es la excepcion, ya que se
siguen presentando nuevos casos, sobre todo en adolescentes, coincidiendo con pico
fisiol6gico de resistencia a la insulina durante la pubertad.®” No obstante, la diabetes tipo
1 (DM1) sigue siendo el tipo de diabetes méas frecuente en la poblacion, sin embargo,
estas prevalencias se estan modificando debido a los cambios en los estilos de vida, que
han favorecido el desarrollo de obesidad, sindrome metabdlico. Un claro ejemplo de ello
es en Japon y Estados Unidos reportandose una prevalencia de diabetes en la poblacion

infantil de 45% y 80% respectivamente®®, con una tasa 100,000 nuevos casos por afio.°



Dentro de los mecanismos principales descritos para la génesis de la enfermedad se
encuentran la resistencia a la insulina y el deterioro en su secrecién por una disfuncién
progresiva de las células B, los cuales pueden varian entre individuos y convierten a la

DM2 en una entidad con una heterogeneidad importante.!!

Hace méas de una década DeFronzo describi6 una serie de ocho mecanismos
fisiopatolégicos implicados en el desarrollo de la DM2. 2 Actualmente, Schwartz y
colaboradores recientemente describen la Oncena atroz (Egregious Eleven) u Orquesta
ominosa, que es un constructo centrado en la célula B, y su disfuncion es el comun
denominador final en la DM2. Actualmente se conocen once vias metabodlicas mediadoras
de hiperglucemia, muchas de ellas contribuyen a la disfuncién de las células (3 (a nivel de
higado, musculo, tejido adiposo). Organos como cerebro, colon/microbiota y
disrregulacion inmunologia/inflamacion perpetldan la hiperglucemia. Otro resultado de la
disfuncion de la célula B a través de efectos posteriores es el efecto incretina disminuido,
produciendo a su vez una disminucion en la produccién de insulina, defecto en la célula q,
niveles de amilina disminuidos, por lo que, a nivel de estbmago/intestino delgado hay un
incremento en tasa de absorcién de glucosa y en rifidn hay un aumento de la reabsorcion

de glucosa.’®

No obstante, a pesar del hiperinsulinismo como mecanismo compensador para mantener
la homeostasis glucémica, la hiperglucemia sostenida a lo largo del tiempo favorece el
agotamiento de las células 3 resultado de la toxicidad de la glucosa, lipotoxicidad y otros
mecanismos. La hiperglucemia y la resistencia a la insulina pueden favorecer un
incremento del estrés oxidativo y un aumento de los productos de la glucosilacion
avanzada que se han asociado con el desarrollo de complicaciones micro vy
macrovasculares. Adicionalmente, debido a la creciente epidemia de obesidad en
poblacion infantil y la directa relacién existente con DM2, el efecto proinflamatorio y de
adipogénesis secundario a la hiperleptinemia del paciente con obesidad méas asociado
con la resistencia a la insulina en el contexto de DM2 contribuye al desarrollo de un
estado de hipercoagulabilidad y disfuncion endotelial. La relacion reciproca entre
resistencia a la insulina y disfuncién endotelial aumenta el riesgo de enfermedades
metabdlicas, renales y cardiovasculares.’®*!* Las evidencias recientes sugieren que la
DM2 de inicio temprano corresponde a un fenotipo mas agresivo, los pacientes suelen
tener un IMC mayor, alteraciones lipidicas, peor control metabdlico, complicaciones

cronicas y riesgo de muerte significativamente mayor por causas cardiovasculares o



eventos isquémicos. Por lo anterior, la DM2 en poblacion infantil en definitiva obedece a

un fenotipo de mayor agresividad y peor prondstico a lo largo del tiempo.1°16

El diagnéstico de diabetes incluye la presencia de hiperglucemia de acuerdo con los
criterios de la ADA y la posterior determinacion del tipo de diabetes de acuerdo con el
fenotipo clinico y bioquimico, el cual tiene implicaciones relevantes tanto para su abordaje
terapéutico como enfoque educativo; sin embargo, los cambios en los estilos de vida han
condicionado mayores tasas de obesidad en pacientes pediatricos, por lo que el
diagnéstico de diabetes en nifios puede no ser del todo sencillo y las caracteristicas

clasicas que distinguian a la DM1 de la DM2 pueden ahora observarse en ambos tipos.?*’

Los datos clinicos que suelen apoyar la presencia de DM2 son: sobrepeso u obesidad,
familiares de primer o segundo grado afectados, presencia de acantosis nigricans,
hipertension arterial, dislipidemia, higado graso no alcohdlico, historia de diabetes
gestacional, peso bajo o macrosomia al nacimiento, sindrome de apnea obstructiva del
suefio, sindrome de ovarios poliquisticos o el hallazgo de hiperglucemia en un examen de
rutina en un paciente asintomatico,?>'® sin embargo, debido a la creciente epidemia de
obesidad estos datos pueden encontrarse también en pacientes con DM1 y es la
evolucién de la diabetes la que en ocasiones define el tipo de diabetes especifico en cada

individuo. 1°

En un estudio realizado en pacientes pediatricos se encontrd que el 40% de los pacientes
con DM2 tenian familiares de primer grado afectados y 81.5% de segundo grado. Al
diagnéstico, 79% tenian poliuria, 84% polidipsia, 38% polifagia, 50% pérdida de peso y
76% acantosis nigricans. En cuanto a la condicién nutricional; 11.3% tenian un peso
normal, 34% tenian sobrepeso y 54.7% tenian obesidad, reflejando que el fenotipo de

DM2 en pacientes pediatricos puede ser muy variable.*®

La ausencia de anticuerpos pancreaticos también suele orientar hacia la presencia de
DM2, sin embargo, se ha reportado que hasta un 10 a 40% de casos con DM2
dependiendo de la poblacion tienen anticuerpos pancreaticos positivos, asociandose con
una deficiencia mas temprana en la secrecion insulina y el riesgo latente de desarrollar
otros trastornos autoinmunes.?’ Por otra parte, aunque anteriormente se consideraba a la
DM2 como no insulino-dependiente, actualmente se sabe que hasta el 30% de los
pacientes pediatricos debutan con cetoacidosis diabética y requieren tratamiento inicial

con insulina, la cual puede suspenderse por algun tiempo y reiniciarse nuevamente al



agotarse la reserva pancreética. Debido a lo anterior, los niveles de péptido C >0.5 ng/dL
pueden ser un marcador de forma indirecta, de que todavia existe secrecién endoégena de
insulina y por lo tanto orientan a DM2, sin embargo, este puede encontrarse disminuido al
inicio del diagnéstico y en las etapas finales de la enfermedad.?'?2 Por lo tanto, la etiologia
de la DM2 es de caracter multifactorial y compleja debido a la interaccion de factores

genéticos, perinatales, medioambientales, dietarios y psicosociales.??

Anticuerpos pancreéticos

Se han identificado mdltiples antigenos de la célula B, frente a los cuales existe una
respuesta en forma de anticuerpos o una respuesta inmune celular detectable. Un gran
nuamero de estudios han confirmado la presencia de muchos de estos anticuerpos en el
plasma de sujetos que desarrollan la falla de la célula B antes de la que la diabetes se
haga clinicamente evidente. En la actualidad se han detectado los anticuerpos dirigidos
contra la isoforma 65 de la enzima descarboxilasa de acido glutamico (anti-GADG65),
anticuerpos contra la membrana tirosinfosfatasa (anti-lIA2) y los anticuerpos contra el

transportador 8 de Zinc (anti-ZnT8).24

Anticuerpo contra la enzima 65 descarboxilasa de acido glutamico (Anti-GADG5)

En 1990, Baekkeskov y colaboradores, demostraron que el antigeno conocido como
proteina 64K, presente en la membrana de la célula B, tenia una estructura similar a la
enzima que convierte el acido glutdmico en acido gamma aminobutirico (GABA), lo que
abrié nuevas perspectivas en la comprension de las bases moleculares de la patogénesis
de la Diabetes tipo 1. El antigeno (GAD), se considera como uno de los principales

efectores para el desencadenar del proceso autoinmune en la diabetes.®

El anti-GAD comprende dos formas antigénicas denominadas GAD-67 y GAD65, que
estan codificadas por diferentes genes y estan presentes en diferentes tejidos: cerebro y
pancreas respectivamente. Durante la agresion autoinmune, el organismo produce
anticuerpos contra este antigeno, lo que induce la destruccién inmunoldgica de la célula .
Los anticuerpos anti-GAD estan presentes en el 80% de los individuos en el estado de
prediabetes y su vida media puede ser hasta 8-11 afios, por lo que su identificacion de
manera temprana tiene un importante significado en las estrategias de prevencion de la

enfermedad.zs 27,28
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Anticuerpo contra la membrana tirosinfosfatasa (1A-2)

El IA2, es un miembro de la familia de las proteinas tirosina fosfatasa. Se localiza en los
granulos densos de las células B y el segundo antigeno mas frecuente. El anti-IA2
comparte similitud con el antigeno de las células del islote ICA-512. La mayor frecuencia
de anticuerpos contra IA2 se explica por la presencia de anticuerpos dirigidos a la porcién
carboxi-terminal COOH de la tirosina fosfatasa que es Unica y que carece la molécula
ICA512.2°

El anticuerpo IA2 esta presentes en la mayoria de las personas con DM1 de nueva
presentacion y puede ser detectado desde la fase de prediabetes y puede estar positivo
5-10 afios antes del inicio de la enfermedad. La aparicion de estos anticuerpos parece
estar correlacionada con la rapida progresion de la enfermedad.

La combinacion de los anticuerpos GADG65, IA2 es muy relevante para la evaluacion del
riesgo de DM1 en nifios y adolescentes. La positividad de estos anticuerpos esta presente
en mas del 90% de los sujetos y son mas especificos que los anticuerpos contra el islote
pancreatico ICA-512.%°

Anticuerpo contra el transportador 8 de Zinc (Anti-Zn8T)

El zinc es mineral esencial para la salud del ser humano, que cuando presenta deficiencia
puede ocasionar diversas consecuencias en el organismo que pueden ser fatales.32 En
el caso del pancreas, la célula B tiene un gran contenido de zinc en los granulos
secretores de insulina. El transportador 8 de zinc (Zn8T) es una proteina producida por el
gen SLC30A8 y es responsable del transporte del zinc al interior de la célula B,
aumentando sus concentraciones a nivel de los granulos secretores de insulina y que esta
dltima sea liberada de acuerdo con las concentraciones séricas de glucosa.®® La
formacion de anticuerpos contra el transportador 8 de zinc (anti-Zn8T) es muy frecuente
en la Diabetes Mellitus tipo 1 y en la Diabetes Autoinmune Latente del Adulto (LADA)
encontrandose positivos entre un 60-80%, lo que nos habla de dafio inmunolégico, sin
embargo, existen pocos estudios a cerca de la presencia de este tipo de marcadores en
pacientes con DM2. Pilla y colaboradores incluyeron una muestra de 204 adultos con
DM2 en el cual reportan la presencia de anticuerpos contra el transportador 8 de zinc
positivos en el 1% de la muestra, no obstante, el 6.4% podian a tener positividad en

combinacion con otros anticuerpos (anti-GAD e 1A2).34
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Dafio de la célula B

Los mecanismos que contribuyen a la destruccion de células B son principalmente los
mediados por la infiltracién linfocitica. Los linfocitos T reaccionan contra los antigenos de

las células B y provocan dafio celular. Estas células T incluyen:

= Células T CD4+ del subtipo TH1, que causa lesion tisular mediante activacién de
los macréfagos.
= Linfocitos T citotoxicos CD8+ que destruyen a las células B directamente y

secretan citocinas que también activan a los macré6fagos.

En los casos poco frecuentes, donde las lesiones pancreaticas se han podido observar en
los estadios iniciales de la enfermedad, los islotes muestran necrosis celular e infiltraciéon
linfocitica, estas lesiones se denominan insulitis.® La infiltracién esta formada por células
T CD4+ y CD8+. Las células B supervivientes a menudo expresan moléculas de MHC-II,
probablemente efecto de la produccion local de interferon gamma (IFN y) por las células
T; la especificidad de estas células es desconocida. Diversas investigaciones han
implicado a una enzima de las células B, el acido glutdmico deshidrogenasa, y a la propia
insulina como autoantigenos, aunque las pruebas que apoyan su importancia son en gran
medida circunstanciales o estan basadas en modelos murinos. La produccion local de
citocinas también contribuye al dafo a las células B. Entre las citocinas implicadas en la
lesiéon celular estan el TNFy producido por las células T, el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF) e interleucina 1 (IL1) generados por los macréfagos activados durante la reaccion
inmunitaria. Se ha demostrado que todas estas citocinas pueden inducir apoptosis de las

células B.%6

En este sentido, los antigenos son procesados por las células presentadoras de antigenos
y presentados a las células T cooperadoras (TH) en asociacion con moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase 1l (MHC-Il). Posteriormente, los
autoanticuerpos reaccionan contra esos antigenos de las células B, incluyendo el acido
glutdmico deshidrogenasa. Por lo tanto, esos anticuerpos podrian participar en el
desarrollo de la enfermedad o ser el resultado de la lesion celular mediada por células Ty
de la liberacién de antigenos normalmente secuestrados. Es probable que muchos de

estos mecanismos inmunes actden juntos para producir la destruccion progresiva de las
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células B, conduciendo al desarrollo de la diabetes clinica. Dentro de los factores que
predisponen a la autoinmunidad, son la infiltracion de interleucina 12 (IL12) de las células
presentadoras de antigenos activas CD4 TH1, responsables del balance inmune entre las
células (efectoras y reguladoras). Las células TH1 producen IL2, la cual activa a las
células T precitotdxicas especificas para convertirse en citotoxicas y liberar INFy; también
pueden activar a los macréfagos, haciendo que sean citotdxicos. Estos macréfagos
citotoxicos producen citocinas contra las células B, incluyendo IL1b, TNFa, TNFy y
formacion de radicales libres que, a su vez, las células TH1 secretan citocinas que dafian
directamente la célula B. Las células B antigeno especificas CD8+ (CTL) reconocen a los
antigenos expresados en la célula en asociacion con moléculas MHC-I y liberan citolisinas
téxicas para la célula B, tales como Fas y TNF-R (mediador de apoptosis). De esta
manera, macréfagos, células T y citocinas actuan para destruir a las células 3, dando
como resultado el desarrollo de DM autoinmune.s7 3s 39

Mecanismos de destruccion de la célula B

Autoinmunidad especifica de la celula

Anti Presentacion del anligeno
brocesado de la célula T junto con Reguiador
CAPC moléculas del MHC-II {prolector)
:ED ) D25+ T, NKT, Th2
. macrofagos,

células i) Auto-Ag

0" MHCI

MHC- THFm, THF

citolisinas

Activacion de
macrafagos

por IFN- |
merafagos
cilotdxicos

Fas

IFN

Macrofagos
citotdxicos

Destruceidn de la célula f — Diabetes mellitus

Una vez que la autoinmunidad contra la célula B se presenta, la destruccion autoinmune da lugar a la enfermedad.35

La presencia de dos o mas anticuerpos incrementa la capacidad de prediccion en

poblaciones de riesgo. Por su mayor costo y dificultad metodoldgica, los ICA han sido
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desplazados como prueba de tamizaje de primera linea por la combinacién de anticuerpos
anti-GAD y anti-lIA2, que permite predecir con elevada sensibilidad (de hasta mas del 85
%) y especificidad (de hasta el 98 %) el desarrollo de la DM en familiares de primer grado
(FPG) de personas con DM 1. A estos se afiaden, principalmente en edad pediatrica, los
IAA que en caso de estar presentes en estos familiares, aumentan el riesgo de desarrollo
de una DM 1. En estudios de prediccion con sujetos menores de 10 afios, se recomienda
la combinacion de anticuerpos anti-GAD e IAA para el tamizaje de primera linea. Aquellos
con mayor nimero de anticuerpos, y con titulos mas elevados son los que presentan un
riesgo mayor de desarrollar DM 1. Al identificar alguno de los anticuerpos en el tamizaje
de primera linea, se debe completar la caracterizacion del riesgo determinando un tercero
e incluso un cuarto anticuerpo. Se recomienda como tamizaje de segunda linea la
determinacién de ICA e IAA, siendo sustituida esta Ultima por la especificidad de los

anticuerpos anti-lA2 en personas menores de 10 afios.*% 4

Anticuerpos pancreéticos y Diabetes Mellitus tipo 2

La destrucciéon autoinmune de las células beta pancreéticas es el principal mecanismo de
dafio en la Diabetes Mellitus tipo 1. Sin embargo, estos marcadores de autoinmunidad
pueden estar presentes en 15-40% de los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2.2

En un estudio realizado en el Reino Unido, incluido en la cohorte del UK Prospective
Diabetes Study (UKPDS) reclutaron a 3672 pacientes de 25-65 con diagnéstico de DM2.
Se les realiz6 determinacion de anticuerpos anti-GAD65 e ICA-512. El 10% de los
pacientes tuvieron anticuerpos positivos anti-GAD65, 6% ICA-512 y el 4% tuvieron ambos
anticuerpos positivos. Cabe mencionar que, la presencia de ambos anticuerpos fue mas
frecuente en pacientes jévenes de 25-34 afios. El 94% de los pacientes con ICA-512
positivos y el 84% de los pacientes anti-GADG65 positivos, requirieron terapia con insulina
de manera temprana (<6 afios) en comparacion con un 14% de pacientes sin anticuerpos
positivos, confiriendo un OR= 13.4 (5.28-34.0 IC al 95%) para requerimiento temprano de

insulina.*®

Bottazzo y colaboradores en Italia determinaron en 2556 pacientes de 25-65 afios con
diagnostico reciente de DM2 niveles de anticuerpos IA-2. De esta poblacion, el 2.2%
presentd anticuerpos positivos y niveles mas altos en los pacientes jovenes y durante su
seguimiento a 5 afios se observd un requerimiento de insulina por fallo temprano en la
secrecion enddgena, confiriendo un OR de 12.2 (IC 95% 9.8-15.3).4
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En el estudio TODAY en una cohorte en Estados Unidos, se incluyeron nifios y
adolescentes de 10-17 afios con diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, fueron medidos
los niveles de anticuerpos antiGAD-65 e IA-2. De los 1206 pacientes reclutados, el 9.8%
tuvieron positividad en los anticuerpos; 5.9% para un solo anticuerpo y 3.9% para ambos
anticuerpos. Los anticuerpos positivos fueron mas frecuentes en la poblacién blanca y con
predominio en el sexo masculino en 51.7%. Las variables metabdlicas como colesterol
total, colesterol-HDL, péptido-C, hemoglobina glucosilada y tension arterial tuvieron
diferencias significativas entre los grupos, ya que el grupo con positividad en los
anticuerpos, tuvieron un fenotipo clinico y bioquimico mas adverso en comparacion al

grupo con anticuerpos negativos.*

Reinehr y colaboradores en Alemania, estudiaron a 128 nifios con DM2, midiendo niveles
de anticuerpos anti-GADG65, ICA-512 e IA-2. El 36% de los casos tuvieron positividad en al
menos un anticuerpo, no encontrando diferencias significativas entre los grupos de
anticuerpos positivos y negativos en cuanto a las variables metabdlicas, pero si con una
tendencia a la significancia estadistica en cuanto al IMC, siendo més elevado en el grupo
con anticuerpos positivos. Con respecto a la dependencia de insulina, no se reportan
diferencias significativas en el inicio temprano de insulina (>1 afio), siendo 45% en el

grupo con anticuerpos positivos versus 40% con anticuerpos negativos.“

En un estudio realizado en el Texas Children’s Hospital por Redondo y colaboradores en
607 pacientes menores de 19 afios con diagnéstico de DM2, determinaron niveles
anticuerpos anti-GAD65 e ICA-512, reportando que, el 19.1% tenian positividad en un
anticuerpo, mientras que el 39.8% presentaron positividad en los dos anticuerpos
medidos. Al medir el IMC, se reportan diferencias entre los grupos, siendo mas obesos en
el grupo de anticuerpos positivos en comparacién con los negativos. En cuanto a la
funcionalidad y dependencia de insulina, en el grupo con anticuerpos positivos el 25% de
los pacientes iniciaron tratamiento con insulina a partir de los 2 afios del diagndstico, un
25% estaba siendo tratada exclusivamente con insulina y el 50% con terapia combinada

(insulina + metformina). 4

Buzzetti y colaboradores estudiaron en 1850 adultos con DM2, midiendo los anticuerpos

anti-GADG5 y anti-lIA2, reportando un 6.5% de los pacientes con positividad a uno de los
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anticuerpos, siendo mas frecuente el anti-GAD 65 en un 4.1% en comparacion con el anti-
IA2 en un 3.3%. Los pacientes con anti-lIA2 positivo mostraron un fenotipo clinico y
bioguimico clasico de la DM2. En cuanto a la progresion de inicio de insulina durante un
periodo de 7 afios, el 61.5% progreso a terapia con insulina cuando los dos anticuerpos
estaban positivos y el 62.5% cuando estuvo presente un anticuerpo positivo (anti-GADG65)
determinando como posible marcador predictivo de inicio temprano de insulina con un
OR=5.1.48

Derivado de lo anterior, al tener una variabilidad en las razones de momios reportadas
para requerimientos tempranos de insulina de 5.1-13.4 se establece por parte de los

investigadores de este estudio una razén de momios de 2.0.

Requerimientos tempranos de insulina

Si bien, la diabetes era considerada el asesino silencioso, en donde podria pasar una
persona afectada alrededor de 10-20 afios sin conocerse con la enfermedad, iniciando
con un cuadro de crisis hiperglucémica y tratamiento con insulina ante la deplecién de los
niveles de insulina endégena. Sin embargo, de acuerdo con el estudio UKPDS los
pacientes adultos que agotaron la funcién de la célula B y, por ende, iniciaron el
tratamiento de manera temprana con insulina fue de 1-6 afios sobre todo ante la
presencia de autoinmunidad.**#* En otra poblacién de adultos con DM2 se reportaron

inicio de insulinoterapia dentro de los primeros 7 afios.*®

En cuanto a la poblacién pediatrica al parecer, la dependencia temprana a la insulina se
presenta mas tempranamente, ya que posterior al afio del debut de la enfermedad
Reinehr y colaboradores mostraron un porcentaje importante de adolescentes que
requirieron insulina exdégena de manera permanente. Estos hallazgos de insulinizacion
temprana fueron también reportados por Redondo en adolescentes estadounidenses, sin
embargo, a diferencia de Reinehr, estos iniciaron tratamiento temprano con insulina a

partir de los 2 afos.*’

Por lo tanto, al tener un curso mas agresivo esta enfermedad en la edad pediatrica, tal y
como se refiere en el estudio TODAY y por la variabilidad del inicio de insulinoterapia

permanente entre 1 a 2 afios en los diferentes estudios pediatricos, se plantea la
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posibilidad de que tres afios de evolucion de la DM2 pudiera ser un tiempo prudente para

determinar el agotamiento de la funcién de la célula beta.*

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Diabetes Mellitus tipo 2 es una enfermedad multifactorial en donde intervienen diversos
factores que culminan con el estado de hiperglucemia crénica, resistencia a la accion de
la insulina, apoptosis de la célula beta con una ausencia completa de insulina. En este
sentido, se han documentado once mecanismos en la génesis de la enfermedad, sin
embargo, el comportamiento de la DM2 en la poblacién pediatrica pudiese ser diferente,
ya que se han descrito un fenotipo clinico y bioquimico mucho mas agresivo en
comparacion a la poblacion adulta, en donde podria pasar 10 a 20 afios sin
diagnosticarse, de tal forma que, al parecer este grupo etario desarrolla una dependencia
mas temprana a la insulina y una presentacion de las complicaciones crénicas en un

plazo mas temprano.

La presencia de un fendmeno de autoinmunidad, dada por la positividad sérica de
autoanticuerpos contra la célula beta, teniendo al parecer un efecto deletéreo en la
funcién de la célula beta y en la secrecién de la insulina, muy similar a los mecanismos
descritos en la DM1, sin embargo, existe escasa informacion sobre el papel que estos

autoanticuerpos desemperian en el comportamiento de la DM2 en nifios y adolescentes.*®

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La presencia de anticuerpos (antiGAD, anti-IA2 y anti-Zn8T) positivos es un predictor
para los requerimientos tempranos de insulina en pacientes pediatricos con diabetes

mellitus tipo 2?

JUSTIFICACION

El curso de la diabetes tipo 2 en nifios y adolescentes parece tener un comportamiento
mas agresivo, por lo que, al determinarse la presencia de autoinmunidad dada por la
presencia de anticuerpos positivos contra la célula B cémo un probable modificador de la
evolucion de la enfermedad en pacientes con DM2 y un efecto deletéreo sobre la funcion
de la célula B y por lo tanto de requerimientos tempranos del tratamiento con insulina

pudiera. En este sentido, esto puede representar un nuevo punto en el seguimiento de
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estos pacientes, llevando un manejo y vigilancia mucho mas estrecha de lo recomendado
a fin de mantener el mayor tiempo posible al paciente en metas glucémicas, evitando la

aparicion de las complicaciones micro y macrovasculares.

Actualmente, en el Hospital Infantii de México Federico Gomez se cuenta con la
posibilidad de determinar niveles séricos de anticuerpos anti-GAD65 a través del método
ELISA, lo cual abre una ventana de oportunidades para poder realizar una caracterizacion
mas especifica de estos pacientes. No obstante, el poder demostrar la frecuencia de la
positividad de los otros dos anticuerpos (anti-lIA2 y anti-Zn8T) podria sumarse a la bateria

diagnéstica para este tipo de pacientes.

OBJETIVOS

Objetivo general

* Evaluar la presencia de anticuerpos anti-GADG65, anti-lIA2 y anti-Zn8T como un
predictor de requerimiento temprano de insulina en pacientes pediatricos con DM2.

Objetivos secundarios

+ Comparar las caracteristicas metabolicas de los pacientes pediatricos con DM2.

» Determinar el control glucémico en la poblacion.

HIPOTESIS

La presencia de positividad del anticuerpo anti-GAD65, conferira una razén de momios de
2.0 para el requerimiento temprano de insulina en pacientes pediatricos con diabetes
mellitus tipo 2.

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Casos y controles

Poblacion.
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Nifios y Adolescentes con diabetes mellitus tipo 2 que asisten a la Clinica de Diabetes del

Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Criterios de inclusién

Casos:

e Diagnostico de DM2 de acuerdo con los criterios de la ADA e ISPAD vy por fenotipo
clinico (sobrepeso/obesidad y acantosis nigricans).

e Sin antecedentes diabetes diagnosticada antes de los 25 afios en familiares en
primera y segunda linea.

e Evolucién de la DM2 = 3 afios.

e Tratamiento permanente con insulina posterior a los 3 afios de inicio de la
enfermedad.

e Ambos sexos.

e Edad de 12 a 18 afios.

Controles:

e Diagnostico de DM2 de acuerdo con los criterios de la ADA e ISPAD y por fenotipo
clinico (sobrepeso/obesidad y acantosis nigricans).

e Sin antecedentes diabetes diagnosticada antes de los 25 afios en familiares en
primera y segunda linea.

e Evolucion de la DM2 2 3 afios.

e Tratamiento permanente con biguanidas, analogos de GLP-1 o cambios de estilos
de vida.

e Ambos sexos.

e Edadde 12 a 18 afios.

Criterios de no inclusidon

- Menores de 13 afios.

- Mujeres embarazadas.

- Sujetos que no acepten participar en el estudio.

- Pacientes en los que no se obtenga la cantidad adecuada de sangre para realizar

los estudios y no sea posible tomar una nueva muestra.
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Variables de estudio

Dependiente / resultado: Requerimiento de insulina exdégena (=3 afios de evolucion de la

enfermedad).

Variable independiente: Autoinmunidad dada por la presencia de uno 0 mas anticuerpos

positivos (anti-GADG65 y/o anti-lIA2 y/o antiZn8T) en pacientes pediatricos con DM2.

Variables potencialmente confusoras: Tiempo de evolucién de la enfermedad, sexo e

indice de masa corporal.

Definicién de las variables

Edad

Definicién operacional: Tiempo transcurrido desde el nacimiento del paciente hasta la
inclusion del estudio.
Escala de Medicién: Cuantitativa continua.

Sexo

Definicion operacional: Caracteristicas fenotipicas que clasifican a las personas en
hombres y mujeres.
Tipo de variables: nominal, dicotdmica.

Peso

Definicion _operacional: Parametro antropométrico que valora el estado nutricional del
organismo, determinado mediante bascula de pie y aproximado a la décima de kilogramo
mas proxima.

Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Talla

Definicion operacional: Distancia entre el vértice y el plano de sustentacion, obtenido
mediante un estadiometro y ajustado al centimetro mas préximo.
Escala de medicion: cuantitativa, continua.

indice de masa corporal (IMC)

Definicién operacional: indice que representa la proporciéon de grasa corporal, se expresa
como el peso en kilogramos dividido entre la talla al cuadrado, expresada en centimetros.
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Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Circunferencia de cintura

Definicidn operacional: Medicién con cinta métrica flexible a la mitad de la distancia de la
Ultima costilla y la cresta iliaca en espiracion, realizada por un solo observador.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Estadio de Tanner

Definicidbn operacional: escala de valoracién clinica de la evolucién de los caracteres
sexuales secundarios.
Tipo de variable: ordinal.

Presion arterial

Definicion _operacional: posterior a 5 minutos de encontrarse el paciente en sedentacion
con un brazalete que cubra 2/3 de la longitud del brazo y utilizando baumandmetro
aneroide calibrado, se determinaran las cifras de tensién arterial en tres ocasiones, vy el
promedio sera considerado como la cifra de tensién arterial.

Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Obesidad

Definicion operacional: aumento del indice de masa corporal > percentil 95 ajustada para
edad y sexo, tomando como referencia las tablas de la CDC.
Escala de medicién: nominal, dicotdbmica.

Sobrepeso.

Definicién operacional: aumento del indice de masa corporal > percentil 85 y < percentil
95 tomando como referencia las tablas de la CDC.
Escala de medicion: nominal, dicotémica.

Peso normal

Definicién operacional: indice de masa corporal entre el percentil 25 y 75 ajustado para la
edad y sexo, tomando en cuenta como referencia las tablas de la CDC.
Escala de mediciéon: nominal, dicotémica.

Colesterol HDL (C-HDL)

Definicion operacional: cantidad de colesterol en las lipoproteinas de alta densidad,
determinado mediante espectrofotometria con técnica policromatica en punto final (452,
540, 700 nm).

Escala de medicion: cuantitativa, continua
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Colesterol LDL (C-LDL)

Definicidn operacional: Cifra de colesterol en las lipoproteinas de baja densidad, calculado
mediante la férmula de Friedewald.
Escala de medicién: cuantitativa, continua.

Triglicéridos

Definicion operacional: cantidad de grasa formada por una molécula de glicerol y 3 acidos
grasos, determinados mediante espectrofotometria con técnica de cinética bicromética.
Escala de medicién: cuantitativa, continua.

Glucosa

Definicion _operacional: cantidad de glucosa circulante en el plasma, determinada
mediante espectrofotometria con técnica bicromatica de punto final, con un equipo de
Dimension XL.

Escala de medicién: cuantitativa, continua.

Insulina

Definicién conceptual: hormona que interviene en la regulacion del metabolismo de
carbohidratos

Definiciéon operacional: concentracion sérica de insulina en uU/ml determinado mediante
guimioluminiscencia con analizador Inmulite®.

Escala de medicién: cuantitativa, continua

Péptido C

Definicion conceptual: Elemento secretado de manera equimolar con la molécula de la
insulina.

Definicidn operacional: concentracion sérica de péptido C en ng/ml determinado mediante
quimioluminiscencia con analizador Inmulite.

Escala de medicién: cuantitativa, continua

Hemoglobina glucosilada Alc (HbAlc)

Definicidn operacional: Porcentaje de unién de la hemoglobina con moléculas de glucosa
a nivel sanguineo y por la vida de la vida de los eritrocitos (120 dias) nos indica el
promedio de glucosa en los ultimos 3 meses.

Escala de medicién: cuantitativa, continua.
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Reserva pancreatica

Definicién operacional: indice de HOMA- B (Homeostasis Model Assessment beta) mayor
o igual a 60. El célculo del HOMA-B [(insulina en ayuno en pUlI/ml x 20) / (glucosa en
ayuno en mmol/L — 3.5)].

Escala de medicién: cuantitativa, continua.

Anticuerpos anti-GAD65

Definicidn _conceptual: Autoanticuerpos séricos contra la isoforma 65KD de la
Descarboxilasa de acido glutamico, implicada en la autoinmunidad contra la célula beta
del pancreas.

Definicion operacional: Concentracion sérica anti-GAD65 usando el método de ELISA
GADG65 (método estandarizado; preparacion de referencia internacional 97/550) reportado
en unidades internacionales por ml, con rango de referencia normal <5 Ul/ml.

Escala de medicién: Nominal, dicotémica.

Anticuerpos anti-1A2

Definicion conceptual: Auto anticuerpos contra los residuos de aminoacidos 256-979 de la
Tirosina-Fosfatasa pancreatica.

Definiciébn operacional: Concentracion sérica anti-lIA2 usando el método de ELISA
reportado en unidades internacionales por ml, con rango de referencia normal <0.8 Ul/ml.
Escala de medicion: Nominal, dicotémica.

Anticuerpos anti-Zn8T

Definicidn conceptual: Auto anticuerpos contra el transportador 8 de Zinc.

Definicibn operacional: Concentracion sérica anti-Zn8T usando el método de ELISA
reportado en unidades internacionales por ml, con rango de referencia normal < 15Ul/ml.
Escala de medicién: Nominal, dicotémica.

Requerimientos tempranos de insulina

Definicidon conceptual: Inicio de terapia de insulina exégena (Insulina humana o analogos
de insulina) en un periodo mayor o igual de 3 afios de haber hecho el diagndstico de DM2.
Escala de medicion: Nominal, dicotémica.

TAMANO DE LA MUESTRA
El tamafio de la muestra se calcul6 mediante la razon de momios, a= 0.05, con un poder

del 80% para una prueba de una cola, con valor de Z, =1.96.
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1/[p,(1- PY]+1/[PA1- P,)]
In’(1-€)

_ 2
N= zi.an

Al sustituir los valores:
n=3.8416 1/0.91 (0.09 x 0.91) + 1/ 0.96(0.04 x 0.96)
In? (0.95)

n=3.8416 13.41 + 27.12
(0.26)

n= 155 pacientes por grupo.

PROCEDIMIENTOS

La revision de los pacientes y toma de muestras se realiz6 en la Clinica de Diabetes
(CANDI) del Hospital Infantil de México Federico Gémez. Se interrog6 a los padres o
cuidadores primarios y se obtuvo informacibn acerca de los antecedentes
heredofamiliares y perinatales. Se les explicé las caracteristicas del estudio, objetivos,
procedimientos, riesgos y beneficios. Se solicité la firma de consentimiento y asentimiento

informado.

Antropometria y presién arterial

Se midi6 al paciente sin calzado y con la menor cantidad de ropa posible. El peso se
determiné en una bascula digital (Seca ® 884, Hamburgo, Alemania) con una exactitud de
0.1 kg. La talla se determin6 mediante un estadimetro (Seca ®, Hamburgo Alemania) con
una exactitud de 0.1 cm. Se calcul6 el indice de Masa Corporal (IMC) mediante las dos
mediciones previas. La circunferencia de cintura (CC) serpa medida al final de la
expiracion con cinta flexible no elstica con una exactitud de 0.1 cm (Seca ®, Hamburgo,
Alemania) en posicion de pie, en el punto medio entre el borde costal inferior y la cresta
iliaca. La presion arterial se medié con esfingomandmetro de mercurio en el brazo
derecho sostenido a nivel del corazén posterior a un reposo de 5 minutos en sedestacion,
con un brazalete de tamafio adecuado para el paciente. Se realizaron tres mediciones
utilizando el primero y quinto ruido de Korotkoff con la lectura més cercana cada 2 mmHg

y finalmente se calculé el promedio de las mediciones.
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Pruebas bioquimicas y anticuerpos

El procedimiento de las pruebas bioquimicas se realizd en el laboratorio de
Endocrinologia (4to piso edificio Arturo Mundet) y en el laboratorio Central (2do piso
edificio Federico Gomez). Los pacientes acudieron con un ayuno de 12 horas y se obtuvo
muestra de sangre periférica (10 mL en total) para la medicion de: glucosa (mg/dL
hexocinasa Dimesion RXL. MAXm Siemens ®), Insulina (uUI/mL, quimioluminiscencia,
IMMULITE 1000, Siemens ®, Euro, DPC, Llanberis, Reino Unido), péptido C (ng/mL,
quimioluminiscencia, IMMULITE 1000, Siemens ®, Euro, DPC, Llanberis, Reino Unido).
Hemoglobina glicada Alc (HbAlc % mmol/L, Dimesion RXL. MAXm Siemens ®),
colesterol tota, colesterol HDL (c-HDL) y triglicéridos (mg/dL, Hitachi 902 analyzar ®,
Hitachi, LTD, Tokio Japo6n). La medicion del colesterol LDL (c-LDL) se calcul6 por medio
de la férmula de Friedewald (colesterol total en mg/dl- c-HDL-triglicéridos en mg/dl / 5). La
reserva pancreatica se calculé a través del indice de HOMA-B [(insulina en ayuno en

pUl/ml x 20) / (glucosa en ayuno en mmol/L — 3.5)].

La medicion de anticuerpos Anti-GAD65, IA2 fue a través de enzimoinmunoanalisis en
microplaca (ELISA, RSR, Ltd, Cardiff, Reino Unido®). Elisa kit for the quantitative
determination of autoantibodies for Glutamic Acide Decarboxylase Autoantobody (GADG65)
in serum RSR Limited, I1A-2 Autoantibody Elisa Kit RSR limited. Las determinaciones se
realizaron por duplicado con valores de absorbancia de blanco y patrén dentro de limites
establecidos. Para asegurar un buen control de calidad se fijara un coeficiente de
variacion intra e interserie menor al 20%. Los resultados fueron expresados en unidades
por mL (U/mL) de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud. De acuerdo con las
indicaciones del fabricante, se consideraron positivos los resultados cuando los niveles de

anti-GADG65 fueran mayores a 5 Ul/mL y los anti-IA2 mayores de 0.8 Ul/mL.

Para la determinacién del Anticuerpo contra el transportador 8 de Zinc se utilizé The
Kronus Zinc Transporter 8 Autoantibody ELISA Assay (Kronus ®). Este método se calibra
en unidades por ml establecido a través de una curva estandar tranzado la densidad
Optica para 4 calibradores de 10-500 U/mL. De acuerdo con las especificaciones del

fabricante se consideraron positivas las muestras con un valor 215.0 Ul/mL.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se obtuvo estadistica descriptiva (medidas de concentracion y dispersion) de las variables
estudiadas. Para las variables con distribucibn normal a través de la prueba de
Kolmogorov-Smirnov se utilizd medias y desviacion estandar y las variables que no

tuvieron una distribucién normal se utilizé medias e intervalos intercuartilares.

Andlisis inferencial

Se realizé el andlisis bivariado con X? o exacta de Fisher dependiendo de la variable. t de
Student para muestras independientes. Se realiz6 un modelo de regresion logistica
ajustando para las variables potencialmente confusoras. Los datos fueron capturados y
analizados en el paquete estadistico SPSS V 22.0.

CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con la Ley General de Salud en materia de salud en su articulo 17° en
materia de investigacion, se considera un estudio con riesgo minimo, ya que se
emplearan procedimientos comunes en examenes fisicos y de diagndstico rutinarios,
implicando una muestra Unica de sangre venosa con un méaximo de 22 mL. Dentro de los
riesgos se encuentran: dolor, equimosis y mareo de los pacientes y en caso de

presentarse se dara apoyo al paciente para la recuperacion de los sintomas.

El estudio respeta los principios éticos universales basicos, generalmente aceptados en la
ética de la investigacién: Autonomia, beneficencia y Justicia. Ademas, el estudio cumple
con la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la

ejecucion de los proyectos de investigacion en seres humanos

Los resultados se analizardn de manera grupal, por lo que no se publicaran resultados
individuales y se mantendra la confidencialidad de los pacientes. Sin embargo, los
participantes tendran la opcion de conocer los resultados de la valoracion realizada, se les
otorgard por escrito un resumen sobre los aspectos relevantes de la valoracion médica y

copia de los resultados de examenes de laboratorio.
CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

Dado que el estudio involucra la toma de muestras sanguineas, se realizara el manejo de

estas de acuerdo con las normas para el tratamiento de residuos bioldgico-infecciosos.
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RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio un total de 132 pacientes fueron incluidos en el estudio, con
una media de edad de 15.9 + 1.3 afos. El sexo femenino predominé en el 53.8% de los
casos, con un tiempo de evoluciéon de la enfermedad de 4.8 + .8 afios. Al dividir los grupos
por dependencia o no a la insulina, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la edad, sexo y en las variables antropométricas, pero si en tiempo de

duracién de la diabetes (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas demogréficas por dependencia o no a la insulina

Variable Total Sin dependencia a la Dependencia a la P
n=132 insulina insulina
n= 64 n=68
Sexo (F [%)]) 71 (53.8) 34 (53.1) 37 (54.4) 0.51
Edad (afios) 159+1.3 15.98 £1.3 159+14 0.85
Peso (kg) 73.4+10.1 72.2+10.4 745+9.8 0.06
Talla (cm) 165.3 + 6.4 164.7 £ 6.5 165.9 + 6.3 0.11
IMC (kg/m?) 252 +35 249+ 3.8 25.5+3.1 0.09
IMC z-score 1.39 % .44 1.35+ .46 143+ .41 0.42
CC (cm) 87.4+9.9 85.1+10.6 89.1+8.9 0.22
indice C/T 0.52 +.05 0.52 + .06 0.53 +.04 0.08
TAS (mm/Hg) 111.6 £11.2 110.3£10.7 1129+11.6 0.05
TAD (mm/Hg) 72.0+8.5 70.6£7.8 73.3+£9.0 0.10
DD (afios) 4.49 + .88 4.73 +.09 427+ .70 0.03

Medias + DE, t de Student, X? Pearson )
IMC: Indice de masa corporal; CC: Circunferencia de cintura; Indice C/T: indice cintura/talla; TAS: tension arterial
sistélica; TAD: tension arterial diastélica; DD: Duracién de la diabetes en afios

En las variables metabdlicas no se observaron diferencias en cuanto a colesterol total,
cHDL, cLDL vy triglicéridos. Los pacientes con dependencia de insulina muestran
descontrol metabdlico con niveles mas altos de hemoglobina glucosilada Alc. En cuanto a
la reserva de péptido C, es menor en el grupo con dependencia temprana de insulina con

un HOMA-B disminuido, como se muestra en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Caracteristicas metabdlicas por dependencia a la insulina

Variable Total Sin dependencia a la Depencia ala P
n=132 insulina insulina
n= 64 n= 68
CT (mg/dI) 175.9 + 48.3 164.2 + 37.4 186.9 + 54.8 0.540
HDL-C (mg/dI) 44.1 £ 9.3 446 £ 7.5 43.6 +10.8 0.110
LDL-C (mg/dI) 107.1+41.1 93.3+28.8 118.3+47.5 0.100
TG (mg/dl) 158.5+21.1 148.5 +14.0 187.9 +19.9 0.180
Glucosa 197.1+9.9 137.3+6.7 253.3+9.3 0.080
(mg/dl)
HbAlc (%) 8.8+29 6.7+1.6 10.8+2.3 0.001
Insulina 11.4+7.7 12.7+9.6 10.3+5.0 0.300
(LUI/mI)
Péptido-C 14+1.3 253+1.2 0.41 £+ .36 0.001
(ng/dl)
HOMA-BP 85.38 + 16.6 125.5+15.6 50.9+ 16.8 0.022

Medias + DE, t de Student
CT: Colesterol total; HDL-C: Colesterol de alta densidad; LDL-C: Colesterol de baja densidad; TG: Triglicéridos;
HbAlc: Hemoglobina glucosilada Alc; HOMA-B: Homeostatic Model Assessment of beta-cell function.

Al dividir los grupos y por la presencia de la autoinmunidad, en el grupo sin dependencia
temprana a la insulina se observa diferencias entre el peso y la talla del grupo con
anticuerpos positivos, siendo mas bajos sus valores en comparacion del grupo sin
autoinmunidad como se puede observar en el cuadro 3.

Cuadro 3. Caracteristicas demograficas por dependencia a la insulina y autoinmunidad

Variable Sin dependencia a la p Con dependencia ala p
insulina insulina

(Ac +) (Ac -) (Ac +) (Ac -)

n=16 n=48 n=27 n=41
Sexo (M [%]) 8 (50.0) 26 (54.1) 0.77 16 (59.2) 21 (51.2) 0.51
Edad (afios) 159+1.4 16.0+1.3 0.87 16.1+1.4 15.7+1.4 0.30
Peso (kg) 67.2+11.2 73.9+9.6 0.04 73.6+8.4 75.0 + 10.6 0.570
Talla (cm) 161.7+7.6 165.7 +5.9 0.03 165.9+6.2 166.0 + 6.5 0.95
IMC (kg/m?) 248+3.3 25.0 4.0 0.81 256+25 25.4+35 0.85
Z score IMC 1.25+0.4 1.38+0.4 0.31 1.40+£0.3 1.46+0.4 0.52
Cintura (cm) 85.9+9.5 85.1+11.1 0.91 89.0+7.1 89.1+10.0 0.95
indice C/T 0.53 +£.05 0.51 +.07 0.47 0.53£.03 0.53 .50 0.94
TAS (mm/Hg) 109.8 + 10.0 110.5+11.0 0.82 112.3+13.2 113.2 +10.6 0.75
TAD (mm/Hg) 70.7+7.0 70.6+8.1 0.96 73.1+10.2 73.5+8.2 0.86
TE Diabetes (a) 4.76 £ .95 4.72 +.09 0.87 4.38 +£.82 419 +.73 0.34
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Medias + DE, t de Student, X? Pearson

IMC: indice de masa corporal; ICT: indice cintura/talla; TAS: Tension arterial sistélica; TAD: Tension arterial
diastolica; TE: Tiempo de evolucion de la diabetes (afios)

En las variables metabdlicas, no se observan diferencias en cuanto al colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL vy triglicéridos. A pesar de tener terapia con insulina, los
pacientes muestran una glucosa sérica mayor, la cual se ve reflejada en los niveles de
hemoglobina glucosilada Alc, siendo estadisticamente significativa esta Gltima. En cuanto
a la reserva pancredtica, el péptido C es mas bajo en grupo con dependencia temprana a
la insulina, mostrando un HOMA-B disminuido, los cual nos habla de una reserva

pancreatica mas baja como puede observarse en el cuadro 4.

Cuadro 4. Caracteristicas metabdlicas de los grupos con dependencia a la insulina y
autoinmunidad

Variable Sin dependencia a la p Con dependencia ala p
insulina insulina

(Ac +) (Ac -) (Ac +) (Ac -)

n=16 n=48 n=27 n=41
CT (mg/dl) 170+ 32.9 162.1 +38.8 0.44 189.2£60.7 1853 +51.3 0.77
C-HDL (mg/dl) 458 +6.9 441 +7.7 0.42 42.2 +8.0 445 +12.4 0.39
C-LDL (mg/dl) 96.8 + 23.2 94.8 + 30.6 0.82 124.8 £+51.6 114.0£44.8 0.38
TG (mg/dl) 162.5+21.1 143.8 £11.0 0.65 172.6 £9.8 164.8 £ 10.9 0.75
Glucosa (mg/dl) 136.6 £52.8 1376 £71.6 0.96 246.0£9.2 264.3+4.6 0.43
HbA1lc (%) 6.8+1.8 6.3£0.9 0.91 11.4+£2.6 104 £2.1 0.09
Insulina (UI/mL) 9.3+48 13.8+9.5 0.02 95+3.7 10.7 £5.7 0.04
Péptido-C (ng/ml) 23+1.2 26+1.2 0.42 0.30 = .25 0.40 = .04 0.19
HOMA-B 64.8 £ 45.3 125.7£15.8 0.02 25.8+34.6 61.3 £20.2 0.02

Medias = DE, t de Student

CT: Colesterol total; C-HDL: Colesterol de alta densidad; C-LDL: Colesterol de baja densidad; TG: Triglicéridos;
HbAlc: Hemoglobina glucosilada Alc; HOMA-B: Homeostatic Model Assessment of beta-cell function.

Al analizar las variables metabdlicas y dividirlas por grupos con base en la presencia o
ausencia de anticuerpos. Se observa que, el grupo sin dependencia temprana a la
insulina muestra niveles de insulina mas bajos ante la presencia de autoinmunidad, asi

como niveles de HOMA-B mas bajos, siendo estadisticamente significativa (Cuadro 4).

El control glucémico en el total de la poblaciéon estudiada fue de 40.2%, sin embargo, al

estratificar por grupos por dependencia temprana o no de insulina, se observa que, el
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grupo sin dependencia mostré un mayor porcentaje de control glucémico 81.3%, mientras
gue el otro grupo a pesar de estar en tratamiento con insulina solo mostro 1.5% de control

glucémico (p=0.000).

La presencia de anti-GAD65 estuvo positivo en 39 pacientes (29.5%) y al dividir los
grupos por dependencia temprana o no de insulina se encontré que, en el grupo con
dependencia temprana a la insulina, el anti-GADG65 fue positivo en el 38.2% de los casos,
siendo estadisticamente significativo como puede observarse en el cuadro 5.

Cuadro 5. Frecuencia de positividad de los anticuerpos

Variable Poblacién Sin dependencia de Con dependencia ala P
total insulina insulina
N=132 n= 64 n= 68
Anti-GAD 65 39 (29.5%) 13 (20.3%) 26 (38.2%) 0.02
Anti-IA2 24 (18.2%) 8 (12.5%) 16 (23.5%) 0.07
Anti-Zn8T 21 (15.9) 3 (4.7%) 18 (26.5%) 0.00
GADS65 + IA2 20 (15.2%) 5 (7.8%) 15 (22.1%) 0.02
GADG5 + Zn8T 15 (11.4%) 3 (4.7%) 12 (17.6%) 0.01
IA2 + Zn8T 12 (9.1%) 2 (3.1%) 10 (14.7%) 0.02
Tres anticuerpos 12 (9.1%) 2 (3.1%) 10 (14.7%) 0.02
X2 Pearson

Anti-GADG65: anticuerpo contra descarboxilasa de acido glutamico; Anticuerpo-IA2: anticuerpo tirosinfosfatasa
2; Anti-Zn8T: anticuerpo contra el transportador 8 de Zinc.

En el analisis multivariado se encontrd que la presencia del anti-GAD65 positivo confiere
un OR=2.42 (IC 95% 1.04-5.60, p=0.026=, ajustado por sexo, IMC y tiempo de evolucion
de la diabetes. Para el anti-lIA2 se observa un OR de 1.55, sin embargo, no es
estadisticamente significativo. En cuanto al anti Zn8T confiri®6 un OR mas elevado en
comparacion a los otros dos anticuerpos, siendo de 7.32 como puede verse en el Cuadro
6.
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Cuadro 6. Estimacion de riesgos de acuerdo con los anticuerpos

Variable Odds Ratio
Requerimientos tempranos
n=132
OR adj (IC a 95%) P
Anti-GAD65 2.42 (1.112- 5.303) 0.026
Anti-IA2 1.55 (0.859- 2.818) 0.101
Anti-Zn8T 7.32 (2.039-26.279) 0.002
Anti-GADG65 + Anti-IA2 3.34 (1.136- 9.814) 0.028
Anti-GADG5 + Anti-Zn8T 4.35 (1.168-16.248) 0.028
Anti-IA2 + Anti- Zn8T 5.34 (1.123-25.431) 0.035
Anti-GADB5 + Anti-IA2 + Anti-Zn8T 5.34 (1.123-25.431) 0.035

Ajustado por edad, IMC y TE de la diabetes.

DISCUSION

En el presente estudio, el 51,5% de los pacientes pediatricos con diabetes mellitus tipo 2
presentaron una dependencia mas temprana al tratamiento con insulina, siendo un tiempo
menor en comparacion con la poblacion adulta en donde se observan periodos superiores
a los 6 afios de evolucion de la enfermedad tal y como se refiere en el grupo de UKPDS

en el Reino Unido.*°

Al dividir los grupos por dependencia temprana a la insulina y por autoinmunidad positiva
se observa que, el grupo sin insulinoterapia muestra un peso y una talla mas baja en
comparacion al grupo con dependencia, sin embargo, la presencia de anticuerpos
positivos fue mas frecuente. No obstante, el IMC, no muestra diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, muy diferente a lo reportado por Turner y colaboradores
(1997), en donde se describe que, los pacientes con dependencia temprana a la insulina

mostraron un IMC mas bajo.°

En las variables metabdlicas, se reporta un control glucémico de 40.2%, el cual es mayor
a lo reportado en la literatura, donde el control glucémico oscila entre el 20-25%.812 El
perfil lipidico no mostro diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, sin

embargo, se observa niveles més bajos de insulina en los pacientes sin dependencia
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temprana a la insulina y con presencia de positividad de los anticuerpos, asi como niveles
mas bajos de péptido-C, lo que correlaciona con una menor produccion endogena de
insulina, misma que al realizar la determinacion de HOMA-B, se muestran una menor
reserva pancreatica de insulina ante la presencia de autoinmunidad, siendo

estadisticamente significativo, similar a lo reportado por Bottazzo y colaboradores.!!

La frecuencia de positividad de los anticuerpos fue diferente a lo reportado en la literatura,
donde el Anti-GADG5 fue el que predominé en el 29.5%, siendo més alto a lo reportado en
el estudio UKPDS del 6% y del estudio TODAY con el 5.9%.81° En cuanto al anti-IA2,
estuvo positivo en el 18.2%, superior a lo reportado por Botazzo del 2.2% en el total de su
poblacion, sin embargo, estos porcentajes variaban al estratificar los grupos por rangos de
edad, siendo mayor en los grupos mas jovenes.!! La positividad de los dos anticuerpos
fue del 15.2% en el total de la poblacion, siendo superior a lo reportado en el estudio
TODAY del 3.9%.8

El anti-GADG65 fue el anticuerpo mas frecuente en el grupo con dependencia temprana a
la insulina 38.2% versus 20.3% en el grupo sin dependencia a la insulina, siendo
estadisticamente significativa, similar a lo reportado por Turner y colaboradores del
38.0%"°

El anti-IA2 también fue frecuente en el grupo con dependencia temprana a la insulina
23.5% versus 12.5%. No obstante, la positividad fue més baja a lo reportado por Buzzetti
y colaboradores, los cuales, al estratificar por edad, el grupo mas joven (<45 afios) mostré
un porcentaje del 93%.%% La combinacion de positividad de los anticuerpos muestra que,
el anti-GADG65 y anti-lIA2 fue la mas prevalente en el grupo de dependencia a la insulina
de 23.5%, sin embargo, al comparar los datos del estudio UKPDS, se muestra el 100%
en el grupo menor de 45 afos, pero en el grupo mayor de esta edad, el porcentaje baja al
40%.

La razén de Momios para el anti-GAD65 fue de 2.42, siendo estadisticamente
significativo, pero éste se encontrd inferior lo reportado por Turner y colaboradores con un
OR de 13.0, pudiéndose deber probablemente al tamafio de la muestra. En cuanto al anti-
IA2 se muestra un OR menor (1.55), siendo méas bajo a lo referido por Bottazzo que fue
del 13.7. Finalmente, a pesar de que la positividad del anti-Zn8T fue menor, su presencia
confiere un riesgo mayor en comparacion a los otros dos anticuerpos, siendo un OR de

7.32. Al tener la positividad de dos anticuerpos, la combinacion del anti-lIA2 y anti-Zn8T
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positivo confiere un OR de 5.34, mismo que permanece al estar los tres anticuerpos

positivos.

LIMITACIONES

Si bien nuestro estudio proporciona informacion valiosa sobre el papel de la positividad de
los anticuerpos en la caracterizacion de los fenotipos de DM2 y la prediccion de la
dependencia temprana de la insulina, existen varias limitaciones que deben tenerse en
cuenta. En primer lugar, el tamafio de la muestra puede no ser lo suficientemente grande
como para generalizar los hallazgos a todos los pacientes pediatricos con DM2, y se
necesitan estudios mas amplios para confirmar estos resultados. En segundo lugar, la
naturaleza retrospectiva del estudio, por lo que es necesario estudios longitudinales para
vigilar los cambios a lo largo del tiempo y establecer de una manera més fuerte la
causalidad. En tercer lugar, el estudio se realizd6 en un Unico hospital terciario, lo que
puede limitar la generalizacién de los hallazgos a otras poblaciones o entornos sanitarios.
Cuarto lugar, se debe reconocer que, algunos de los casos pueden estar mal clasificados
y ser DM1, reconociéndose que, no hubo casos con péptido-C bajo y con anticuerpos
positivos o0 MODY, la cual se traté de minimizar esa posibilidad con la ausencia de historia
familiar de diabetes de inicio temprano, aunque existen en este aspecto mutaciones de

novo.

Finalmente, no tomamos en cuenta posibles factores de confusién, como la predisposicion
genética, los factores del estilo de vida y las afecciones médicas concurrentes, que
podrian influir en el desarrollo de positividad de anticuerpos y dependencia de insulina. A
pesar de estas limitaciones, nuestros hallazgos sugieren que anticuerpos como anti-
GADG6b5, anti-IA2 y anti-Zn8T son marcadores valiosos en el diagnéstico de la DM2, lo que

destaca la necesidad de estudios mas completos en esta area.

Interacciones con farmacos y antigenos: existe la necesidad de explorar posibles
interacciones entre el panel de anticuerpos y diversos farmacos, antigenos naturales o
antigenos adquiridos presentes en el cuerpo del paciente. Aun no estd claro si los
medicamentos o los antigenos externos podrian influir en la expresion o los niveles de
estos autoanticuerpos, afectando asi su valor diagndstico y prondstico. Interacciones

farmacologicas: algunos medicamentos pueden modular las respuestas inmunitarias o
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interferir con la produccién de anticuerpos, lo que podria afectar la precision del panel
autoinmune. Antigenos naturales y adquiridos: la presencia de otros antigenos, ya sean
naturales o adquiridos a través de infecciones, podria afectar la respuesta del sistema
inmunolégico, lo que provocaria falsos positivos o negativos en las pruebas de

anticuerpos.

A pesar de estas limitaciones, nuestros hallazgos sugieren que anticuerpos como anti-
GADG5, anti-IA2 y anti-Zn8T son marcadores valiosos en el tratamiento de la DM2. Estos
anticuerpos resaltan la necesidad de realizar estudios mas completos para comprender

sus interacciones y mejorar las estrategias de manejo de la diabetes de manera efectiva.
CONCLUSIONES

Podemos concluir que, los pacientes que viven con diabetes mellitus tipo 2 muestran un
agotamiento temprano de las reservas de insulina enddgena, ya que mas del 50%
necesitan la aplicaciéon de insulina exégena como piedra angular de su tratamiento. La
positividad de los anticuerpos estuvo asociado a un fenotipo de agotamiento de la reserva
de la célula By, por ende, aniveles mas bajos de insulina, confiriendo un riesgo mayor a la
dependencia temprana de insulina. El anti-GADG65 fue el méas prevalente, sin embargo, al
estar positivo el anti-Zn8T fue el que confirid un riesgo mayor de dependencia temprana a
la insulina, que su combinacion con el anti-lIA2 positivo, confiere un riesgo mayor. Por lo
tanto, pueden ser estos anticuerpos una herramienta util en el abordaje de la DM2 para
caracterizar mas especificamente al paciente y que al estar positivos se podra intensificar
mas la educacién en diabetes y en el control glucémico mas estrecho a fin de evitar el
agotamiento mas temprano de la célula B, asi como de retrasar las complicaciones

cronicas con las que se acompafia la enfermedad.
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ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: PRESENCIA DE ANTICUERPOS POSITIVOS CONTRA LA
CELULA BETA PARA LA PREDICCION DE REQUERIMIENTO TEMPRANO DE
INSULINA EN PACIENTES PEDIATRICOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

Se ha considerado a su hijo(a) para la realizacion de un estudio de investigacion
en el que se busca la presencia de anticuerpos o defensas que predispongan un
comportamiento mas agresivo de la diabetes mellitus y al requerimiento mas

temprano de la aplicacién de insulina.

En el estudio, se requiere que su hijo(a) acuda en a la Clinica de Diabetes
(CANDI) del Hospital Infantil de México Federico Gémez, para llevar a cabo una

serie de estudios, que a continuacion le explicamos:

e Su hijo(a) deberan acudir el dia de la cita a la Clinica de Diabetes del
Hospital Infantil de México Federico GOmez, con un ayuno de 12 horas, es
decir, deberd cenar o tomar su ultimo alimento el dia anterior a las 19:00

horas, posterior a ello, s6lo podra ingerir agua simple.

e El dia de la cita, se obtendra una muestra de sangre de su antebrazo con
un volumen total de 22 mL para la determinaciébn de examenes de
laboratorio. Posteriormente, sera valorado por un endocrindlogo pediatra
quien realizara una historia clinica que consiste en un interrogatorio sobre

sus antecedentes médicos y una exploracién fisica completa.
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En su consulta de seguimiento habitual de la clinica de diabetes, se le entregara
por escrito un resumen de los resultados de laboratorio (glucosa, perfil de lipidos,
insulina, péptido C y determinacion de anticuerpos pancreaticos (anti-GAD65, 1A2
y AntiZn8T).

Los riesgos de este estudio surgen de la necesidad de obtener muestras de
sangre. Las punciones venosas pueden causar dolor y posiblemente moretones.
La extraccibn de muestras de sangre puede causar ligero mareo que puede

remediarse con bajar la cabeza y alzar las piernas.

No habra ningun beneficio para su hijo(a) por su participacion con este estudio.
Sin embargo, la informacién obtenida ayudara a entender mas a la enfermedad y
buscar las estrategias para una mejor atencion y control de la diabetes en los
nifios y adolescentes. Por participar en este estudio usted y su hijo(a) no recibiran

ninguna compensacion monetaria.

Durante el estudio, el médico responsable del mismo respondera a cualquier duda
gue usted o su hijo(a) tengan acerca del procedimiento y los riesgos, asi como los
resultados del estudio. Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria y
una vez aceptada su participacion, ésta se puede cancelar en cualquier momento
sin que por ello se afecte la atencion de usted o su familia en el Hospital Infantil de

México Federico Gomez.

Por medio de la presente, aceptamos en forma voluntaria que nuestro hijo (a)
participe en el estudio de investigacion. Hemos leido de forma cuidadosa este
documento y entendemos todo lo que implica, ademas se nos ha asegurado que
las muestras de sangre que se tomen seran utilizadas unicamente con los fines
propuestos en esta investigacion y que los resultados nos seran notificados y
seran totalmente confidenciales. En caso de que el paciente y/o el tutor no sepan

escribir se colocara la huella digital.
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ACEPTAMOS: Si NO

Nombre y firma del padre Nombre firma de la madre
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion Direccion

Nombre y firma del investigador

Fecha:

Responsable

Dr. Mario Molina Diaz

Hospital Infantil de México Federico Gomez

Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF.
Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 2167
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CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: PRESENCIA DE ANTICUERPOS POSITIVOS CONTRA LA
CELULA BETA PARA LA PREDICCION DE REQUERIMIENTO TEMPRANO DE
INSULINA EN PACIENTES PEDIATRICOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

En el Hospital Infantil de México estamos realizando un estudio de investigacion en
nifios y adolescentes con diabetes mellitus tipo 2, lo que nos permite aprender mas
sobre este tipo de enfermedades. Por lo tanto, te estamos invitando a participar en
este proyecto para evaluar la condicién actual de tu enfermedad.

Si decides patrticipar en el estudio, deberas asistir para que se te tomen muestras de
sangre en ayuno en la primera cita. Se tomara una muestra de sangre de tu brazo.
Ademas seras valorado por un médico para que contestes algunas preguntas acerca
de tus antecedentes de salud. EI médico te realizara un examen fisico y medira tu

peso, estatura, presion arterial y cintura.

Los riesgos de este estudio estdn dados porque se necesita tomar muestras de
sangre, lo cual puede ser doloroso o causarte moretones. Este estudio nos
proporcionard mas conocimientos acerca de la diabetes mellitus en nifios, los cuales
podemos utilizar para transmitirlos a otros médicos y ayudar a otros nifios para

prevenir que padezcan esta enfermedad o sus complicaciones.

Cuando hayamos terminado el estudio escribiremos un reporte sobre los resultados y
lo que hemos aprendido. En este reporte no aparecera tu nombre y nadie sabra que
participaste en el estudio. Puedes preguntar todas las dudas que tengas en cualquier
momento y eres libre de participar 0 no segun sea tu deseo. Nosotros seguiremos

dandote la atencion. Si decides participar en el estudio escribe tu nombre y firma.
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ACEPTAMOS: Si NO

Nombre y firma del padre Nombre firma de la madre
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion Direccion

Nombre y firma del investigador

Fecha:

Responsable

Dr. Mario Molina Diaz

Hospital Infantil de México Federico Gémez

Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF.
Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 2167
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