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Introduccién.

1. GENERALIDADES. -

La diabetes mellitus tipo I o insulinodependiente
(DMID) es todavia en el momento actual una causa importante de

morbilidad y mortalidad.

La incidencia y prevalencia varia en los distintos
paises!, predominando en el Norte de Europa cuya incidencia media
anual (por 100.000) oscila entre 28,6 y 14,0, en nifios de O a 14
afios, y su prevalencia’? entre 191 y 83. El estudio epidemiolégico
de Lorenzi et al®. muestra una incidencia anual de diabetes tipo
I, en sujetos de 0 a 19 afios, de 7,3 casos/100.000, sin
diferencias estadisticas entre los sexos, y con diferencias
significativas entre los distintos grupos étnicos (mayor en
caucasianos y menor de 1lo esperado en mejicanos, negros y
orientales). Esto es compatible con 1la mayor incidencia de
diabetes juvenil en los paises nérdicos europeos, los cuales
estdn caracterizados por poblacién caucasiana estable y no

migratoria*’.

La curva de edad de presentacién es bimodal, con un
pico en la pubertad y el otro en la quinta década de la vida, con

caracteristicas distintas en cada grupo®.
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En los Gltimos afios hemos asistido a un notable
incremento en los conocimientos de la etiologia de la DMID, sin

embargo los mecanismos patogénicos no estén todavia aclarados®%¢.

Existen evidencias de que la DMID es una enfermedad de
comienzo juvenil, asociada a ciertos alelos del complejo mayor
de histocompatibilidad (HLA), en la que se ha demostrado 1la

presencia de diversos anticuerpos circulantes.

La mayor parte de los autores estan de acuerdo en que
la DMID es una entidad heterogénea?’’** de patogenia
multifactorial. En la mayoria de los casos parece estar causada
por un desencadenante ambiental®®, tal vez un virus, que puede
conducir a una destruccién autoinmune de las células 8
pancredticas en personas con susceptibilidad genética®®-*’. La
naturaleza autoinmune de la DMID parece ser un hecho claramente

demostrado en el momento actuall3-38-3%,

La heterogeneidad racial de la DMID es vista en 1la
menor frecuencia de HLA-DR3 y/o DR4 (75 %) y anticuerpos
anticélulas de 1los islotes de Langerhans (ICA) (40 % al
diagnéstico) en negros americanos con diabetes de comienzo en la
juventud. La frecuencia de DMID en negros es mds baja que en

blancos*°.

Todavia no estédn aclarados los factores genéticos y

ambientales que causan las diferencias regionales en su
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incidencia, y la importancia de cada uno de ellos‘'"**. En Japén
que tiene la incidencia mé&s baja, el 83 % de éstos pacientes
tienen antigenos HLA MT3 y DR8. En la poblacién caucasiana,
aproximadamente el 90 % de los pacientes portan antigenos HLA-DR3
y/o DR4. Sin embargo en la poblacién judia de Israel, la cual
tiene una incidencia mucho més baja, la DMID esté& también
asociada con los tipos HLA-DR3 y DR4. Estos resultados indican
que la presencia de antigenos HLA asociados con un alto riesgo
de DMID es insuficiente, y que otros factores genéticos y
ambientales debera&n investigarse para tratar de explicar 1las

diferencias geograficas*’.

El comienzo y progresién de la DMID es variable.
Algunos pacientes desarrollan la enfermedad precozmente en la
vida con una muy corta duracién de los sintomas y otros llegan
a ser insulindependientes después de afios de tolerancia anormal

a la glucosa‘s.

Tradicionalmente se pensaba que la DMID se presentaba
agudamente, especialmente en la infancia, con una caracteristica
aparicién repentina de las anormalidades metabdlicas en personas
previamente "sanas". Estudios més recientes demuestran que el
comienzo de la DMID va precedido por un largo periodo prodrémico,
a menudo de afios, caracterizado por la presencia de anticuerpos
anticélula de los islotes pancreéticos'’"*® y anormalidades de la

inmunidad mediada por células®'. Otro hecho de este periodo es la
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pérdida progresiva de la respuesta de la primera fase de 1la

insulina a la glucosa intravenosa®?.

Estas observaciones sugieren 1la existencia de un
proceso lentamente progresivo de destruccién de las células 8 del
pancreas iniciado afios antes. La aparente presentacién clinica
"aguda" cominmente vista en la DMID puede representar la
descompensacién terminal de las células B, cuya masa total ha

disminuido lenta y progresivamente en los afios precedentes®°3,

Para Eisenbarth® el desarrollo de la diabetes tipo I
puede conceptualmente dividirse en seis estadios, comenzando con
la susceptibilidad genética y finalizando con la destruccién
completa de la célula B8 (Fig. 1). Algunos sujetos genéticamente
susceptibles (estadio I) sufren la accién de un hipotético agente
desencadenante (estadio 1II) desarrollando autoinmunidad activa
(estadio III). Estos pacientes, inicialmente tienen todavia una
secrecién normal de insulina. Durante el estadio IV, 1las
anormalidades inmunolégicas persisten pero se detecta una pérdida
progresiva de la secrecién de insulina estimulada por glucosa,

a pesar de los niveles normales de glucemia.

En el estadio V, cuando la diabetes es manifiesta y
reconocida clinicamente, permanece alguna secrecién de insulina,
pero es seguida por una completa destruccién de las células 8
(estadio VI). Al comienzo de la DMID, al menos un 10 % de las

células B permanecen conservadas, siendo destruidas todas las
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Masa de céiulas B

Edad‘(aﬂos)

1. Predisposicion genética.
{} Acontecimiento desencadenante (?).

2. Alteraciones inmunolégicas manifiestas.
Liberacién normal de insulina.

3. Pérdida progresiva de liberaciéon de insulina.
Glucemia normal.

4. Diabetes manifiesta. Presencia de Péptido C.
5. Ausencia de Péptido C.

Figura 1. Estadios en el desarrollo de diabetes
mellitus®.



Introducaén.

células 8 al cabo de varios afios del desarrollo de la diabetes

manifiesta.

En el momento del diagnéstico este tipo de pacientes
diabéticos muestra alteraciones inmunolégicas en sancre
periférica, en especial niveles considerablemente elevados de
linfocitos T activados y autoantiduerpos contra las células de
los islotes y la insulina®-%®., Estos cambios inmunolégicos y la
presencia de células inflamatorias en los islotes pancreéticos
han conducido a la sugerencia de que la lesién de las células B
estd mediada por un proceso autoinmune®®. Otra explicacién seria
que las alteraciones inmunolédgicas fueran consecuencia, y no
causa, de la lésibn celular. La lesién de las células B podiia
estar mediada por virus capaces de activar los linfocitos y, en
determinadas circunstancias desencadenar 1la produccién de
autoanticuerpos. En cualquier caso, la lesién de las células de
los islotes se asociaria a alteraciones inmunitarias susceptibles

de tratamiento inmunosupresor®’.

Un tratamiento etiolégico antes de llegar a la fise
irreversible podria controlar la agresién a las células £ y
evitar o retrasar la aparicién de la enfermedad clinice®.
Sutherland et al’®. realizaron transplantes de segmentos de
péncreas procedentes de gemelos idénticos discordarites para la
DMID. Debido a que eran gemelos monocigotos, no se efectud
inmunosupresién. En un principio, los segmentos pancreéaticos

transplantados lograron remitir la diabetes. En ausencia de un
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tratamiento inmunosupresor, apareci® una insulitis y wa
destruccibén especifica de las células B a las cuatro-ocho semaras
del transplante, mientras que en otro gemelo en el que se efectud
un tratamiento inmunosupresor, no habia recurrido la diabetes.
La recurrencia de la diabetes en estos sujetos cuando los
receptores no fueron inmunosuprimidos sugiere que el tratamierto
inmunosupresor de la DMID puede ser necesario indefinidanerte

para mantener la remisién metabélica®?-%°.

Varias intervenciones inmunes no especificss,
incluyendo suero antilinfocitico, ciclosporina A, silice (elimina
macré6fagos), timectomia neonatal, transfusiones repetidas de
sangre completa, y 1la creacién de quimeras estables jor
radiacién, pueden efectivamente reducir la tasa de diabetes en

ratas BB y ratén NODS!.

Los resultados de los intentos preliminares usardo
esteroides, suero antilinfocitico, azatioprina o plasmaféresis
no fueron definitivos®’. Los efectos mas notables se Ilan
conseguido con la ciclosporina, observé&ndose que aproximadanerte
la mitad de los pacientes tratados han logrado una fase de
remisién prolongada sin tratamiento insulinico®%, aceleraido
también la disminucién en la prevalencia y titulos medios de

ICAY,

La ciclosporina es un potente inmunosupresor que actia

principalmente sobre la inmunidad mediada por células T, en
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especial sobre la produccién de linfocinas, como la interleucina-
2; por consiguiente representa un buen candidato para 1la

inmunoterapia de la DMID®%-%%,

En nuestro pais, Moncada et al’®. realizaron un ensayo
terapeiatico con hormona timica mé&s azatioprina en 16 diabéticos
tipo I durante unlaﬁo, observando que la incidencia de remisién,
asi como los requerimientos de insulina en los casos de reciente
diagnéstico, son claramente diferentes de los observados en los

controles.

La intervencién terapeitica temprana, en un momento en
que la masa de células B no se encuentra completamente destruida,
representa indudablemente un factor de gran importancia para el
éxito de la remisién clinica®®. No obstante, la supresién de 1la
ciclosporina después de un afio de tratamiento conduce a una

rapida recurrencia de la diabetes clinica®.

Los regimenes inmunosupresores en uso para la DMID
resultan en mantener la funcién de 1las células 8, con
prolongacién de la fase de "luna de miel" de la DMID. Si ésta
preservacién parcial de la produccién de insulina residual
previene o retrasa 1las complicaciones microvasculares es

desconocida’l.

Pese a estos alentadores resultados, el empleo de la

inmunosupresién en la diabetes tipo I no puede ser recomendada
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de una forma indiscriminada, debiendo permanecer en un marco
experimental hasta que se definan mejor los verdaderos riesgos

y beneficios de dicho tratamiento’® 7.

Por consiguiente, es necesario conocer mejor 1los
mecanismos subyacentes al proceso autoinmune tanto para predecir
y diagnosticar precozmente la DMID, como para abordar el objetivo
a largo plazo de prevenir 1la enfermedad mediante wuna

inmunoterapia racional’®.

2. GENETICA. -

La presentacién familiar de 1la DMID estd bien
reconocida’. Varios estudios indican una concordancia del 30-50%
entre gemelos idénticos®-®'. Si la enfermedad fuese el resultado
de solo factores genéticos, la tasa de concordancia esperada
seria del 100%. Esto sugiere que otros factores, probablemente

ambientales, pueden contribuir a su desarrollo*t.

El concepto de suceptibilidad genética estad también
apoyado por la fuerte asociacién de la enfermedad con ciertos
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), en
particular HLA-B8, Bl1l5, B1l8, DR3, DR4 y factor B de 1la
properdina®®. Se cree que la asociacién de los antigenos de

histocompatibilidad de clase I es secundaria a un desequilibrio

10
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de asociacién entre B8 y DR3 y entre B15 y DR4

respectivamente®®-®2,

El 95% de los individuos blancos con DMID expresan los
alelos de histocompatibilidad DR3 y/o DR4, mientras que estos
alelos son expresados unicamente en el 40% de la poblacién blanca

general®-83-87,

Entre los diabéticos tipo I se aprecia una disminucién
del HLA-DR2 (4%), en comparacién con los individuos normales
(24%). Una sustitucidén de un aminodcido en la posicién 57 de 1la
cadena B DQ por &acido aspartico parece ser la clave de esta
proteccién®®, asi la presencia del antigeno DQwl.2 es fuertemente
protector de desarrollo de DMID®. También se ha encontrado una
disminucién de la frecuencia de HLA-B7, DR5 y DR7 en pacientes

con DMID®6-90-91,

Los estudios de herencia de 1los antigenos de
histocompatibilidad de clase II en familias con al menos un hijo
diabético demuestran la importancia de éstos. Asi el riesgo de
diabetes en los hermanos estd relacionado con el numero de
haplotipos HLA que el hermano comparte con el probando

diabético®-92-%9,

En los hermanos que son HLA indénticos al hermano

diabético, el riesgo de diabetes es aproximadamente de un 10 a

11
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20%. Si son haploidénticos es de un 2-5% y si no comparten ningan

haplotipo es del 0-1%!-84-92.93

Una comparacién entre los antigenos HLA-D, que son
definidos por test de cultivo mixto de linfocitos, y HLA-DR,
definidos por test serolégicos, revela que las especificidades
HLA-DR3 y/o DR4 estén mas frecuentemente relacionadas con la DMID
que los correspondientes tipos HLA-D®**. Sin embargo, no estéa
claro si los genes HLA-DR por si mismo u otros genes ligados a
HLA-DR son 1los responsables de la susceptibilidad para 1la

enfermedad.

La tasa de concordancia en gemelos idénticos es mas
alta (70%) en sujetos con HLA-DR3/4 que en aquellos con DR4 o DR3
solo (42% y 38% respectivamente)®. Estas diferencias sugieren
que DR3 y DR4 juntos confieren un mayor grado de predisposicién
que la posesién de cualquier antigeno solo. Los estudios

realizados por Serrano Rios et al®®. confirman estos hallazgos.

El riesgo de que un gemelo no afecto desarrolle una
DMID es maximo durante los 5 afios siguientes al diagnéstico en
el gemelo afecto, pero a partir de los 15 afios solo el 3% tiene

posibilidades de convertirse en diabético®°.

Se desconoce en que forma influyen los genes de 1la
regién de histocompatibilidad localizados en el brazo corto del

cromosoma 6° (Fig. 2) sobre la susceptibilidad para adquirir la

12
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69 bp
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Figura 2. Mapa parcial del brazo corto del cromosoma 6,
mostrando la organizacién molecular de la banda

6p21.3, con 1los loci del complejo principal de
histocompatibilidad.

13
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diabetes®’"%?, La expresién de DR3 y/o DR4 podria ser un marcador
de genes de susceptibilidad asociados. Se piensa que al menos dos
genes (uno de los cuales es recesivo) localizados en la regidén
HLA (asociados a DR3 y DR4) son necesarios pero no suficientes
para desarrollar diabetes®-'®. Ademas, probablemente exista un
gen independiente fuera del complejo mayor de
histocompatibilidad. La localizacién de este gen no ligado al HLA
es desconocida, aunque estudios recientes sugieren que puede
estar en el cromosoma 11 (segmento DNA en la region variable,
region 5', préximo al gen de la insulina)?-1°-1%_  oOtros genes
implicados, ademds del de la insulina'®, serian los del grupo
sanguineo Kidd en el cromosoma 18, alotipos (Gm) de las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas en el cromosoma 14! y 1a

cadena B8 del receptor de las células T en el cromosoma 7.

Recientemente las técnicas de secuenciacién de DNA han
permitido demostrar que algunas variantes polimérficas de las
cadenas HLA-DQ 8 son un marcador genético de alta especificidad
para padecer DMID®®, incrementando considerablemente el riesgo
para desarrollar la enfermedad en los individuos portadores de

dichos genes!®®.

Estudios de 1los polimorfismos en longitud de 1los
fragmentos de restriccién del DNA en la regidén HLA-D (clase II)
sugieren que hay diferencias a nivel del DNA entre diabéticos y
32,109

no diabéticos, ain cuando compartan el mismo tipo serolégico

Las variaciones en la regién B8 DQ puede estar mas fuertemente

14
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asociada con riesgo para DMID que variaciones en la regién DR,
al menos estimado por la susceptibilidad asociada a HLA-DRA4.
Varios grupos han descrito una variante de HLA-DR4, definida por
la variacién en 1la regién B8 DQ, que ocurre con frecuencia
aumentada en pacientes con DMID®®. Esta variante, denominada
DQw3.2, ocurre en el 90-95% de aquellos pacientes que tienen el
alelo HLA-DR4 y en el 60'-75% de los controles no diabéticos con

DR4.

Los haplotipos de alto riesgo, incluyendo DR4/8 DQw3.2
(alanina en posicién 57), DR3/8 DQw2 (alanina en posicién 57),
DR1/8 DQwl.1l (valina en posicién 57) y DR2/8 DQwl.AZH (serina en
posicién 57), estaban asociados con otros residuos distintos al
&cido aspartico (Asp) en posicién 57. Una observacién similar fué
admitida en el ratén NOD®®. Estos hallazgos condujeron a concluir
que este residuo especifico de 1la molécula HLA-DQ era el
principal determinante para 1la DMID. Owerbach et al'’.
encontraron que otros residuos de aminodcidos (distintos que el
residuo 57 de la cadena B DQ) son importantes para 1la
susceptibilidad a la DMID, implicando al gen a DQ en dicha

susceptibilidad.

Otras asociaciones encontradas relacionadas con 1la
susceptibilidad a 1a DMID son: con el alelo Bf Fl1 (del factor B
de la properdina)!!"1?? descenso de los niveles de C4'%-121 y
polimorfismos del complemento'??'** y enzima glicoxidasa de 1los

globulos rojos!?.
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Sheehy et al!?®. describen un subtipo menor de HLA-DR3
(DR3 BOl1') y HLA-DR4 (DR4 S) que estd aumentado en los pacientes
con diabetes mellitus tipo I confiriendo un mayor riesgo para la

enfermedad.

Los antigenos HLA-DR3 y DR4 no son patognoménicos de
DMID; cerca de la mitad de la poblacidén USA tiene o DR3 o DR4
(solo 1%-3% tiene ambos), y solo un pequefio porcentaje (alrededor
del 0,5%) de estos individuos desarrollan DMID. Sin embargo, si
uno de los hermanos tiene DMID, el riesgo de un individuo DR3 o

DR4 de desarrollar DMID aumenta al 12-14%*3.

126 puede

La variabilidad entre distintos grupos étnicos
ser secundaria a factores genéticos y ambientales, pero puede
también indicar la presencia de heterogeneidad genética. Asi el
patrén de distribucién HLA en diabéticos nigerianos es diferente
al descrito en otros grupos raciales. La asociacién positiva
entre HLA-B8, Bl5 y DMID encontrada en caucasianos no ha sido
observada en poblaciones negras. Ademds la asociacién negativa
de HLA-B7 con DMID vista en caucasianos no fué demostrada en

negros!?’.

La susceptibilidad a la diabetes tipo I en nigerianos
es similar a la de negros caucasianos y americanos, observandose
un aumento en el namero de individuos DR3 positivos (53% versus

30% de controles) y una disminucién del nimero DR2 positivos (21%
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versus 46% de controles)!?®. Sin embargo no fué demostrada una

asociacién positiva con DR4 en los diabéticos negros nigerianos.

El modo o modos de herencia de la DMID permanece
controvertido!?-13, con investigadores que proponen
heterogeneidad en la regién HLA y ain la existencia de genes de
susceptibilidad no ligados a HLA, y otros que mantienen que un
gen autosdmico recesivo ligado a HLA con reducida penetrancia es

una explicacién adecuada'??"134,

Otros modos de herencia propuestos para la
susceptibilidad a la DMID incluyen un modelo simple autosémico
dominante ligado a HLA, un modelo mixto de formas recesiva y
dominante, modelo de tres alelos' y uno de dos 1locus o
multilocus. Sin embargo, la mayoria de los genetistas piensan que

la diabetes tiene un modo de herencia multifactoriall3¢.

Estudios realizados en familias, con un padre y uno o
mas descendientes con diabetes tipo I, demuestran que el alelo
DR4 es transmitido desde el padre diabético al descendiente con
la enfermedad en cerca del 80% de las familias. El1 alelo DR3 fué
transmitido por el padre diabético en solo el 10%. La alta tasa
de transmisién de DR4 por los padres diabéticos sugiere que la
susceptibilidad a la diabetes tipo I es dominante asociada a

DR41!%8,
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Como hemos visto existen datos que muestran que los
genes HLA-asociados no son suficientes para que un individuo
llegue a ser diabético tipo I: a) La tasa de concordancia de DMID
en parejas de gemelos idénticos es solo del 50%°%', b) solo el 12
a 15% de los pacientes con DMID refieren una historia familiar
positiva para DMID en parientes de primer grado!-!®?*’ y c) el
riesgo empirico de DMID es sorprendentemente bajo (solo el 5% de
hijos de probandos con DMID llegan a ser pacientes con DMID a la

edad de 30 afios!®®.

Warram et al'*®. estudiando la incidencia de DMID en los
descendientes de pacientes con la enfermedad, demostraron que la
DMID es transmitida menos frecuentemente a los descendientes de
madres diabéticas que a aquellos de padres diabéticos, aunque
hijas e hijos son igualmente afectados. Para Kobberling y
Briiggeboess'*® el riesgo de que descendientes de madres
insulindependientes desarrollen diabetes es muy bajo. La
prevalencia de DMID entre los hijos de madres con la enfermedad

es del 1,5% a la edad de 25 afios.

Un mecanismo exacto por el cual un rasgo genético es
transmitido preferencialmente por el padre pero tiene igual
expresién en hijos e hijas es desconocido. Las explicaciones para
esta observacién son oscuras y especulativas, pero una
posibilidad podria ser debida a una mayor frecuencia de
recombinacién entre asociaciones de locus en la mujer que en el

varén durante la gametogénesis!t!-14Z,
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Si la DMID es la expresidén de una combinacién de
diversos alelos en 1la regién HLA, es mds probable que una
combinacién especifica sea recibida intacta desde un padre
afectado que desde una madre. Otro posible mecanismo seria
dependiente de la intima relacién entre la madre y el feto. Asi,
los fetos que transportan la susceptibilidad a la DMID pueden ser
selectivamente perdidos en el utero o, alternativaménte,
protegidos de 1la DMID por exposicién a una madre diabética
durante la gestacién. La tasa de mortalidad infantil para nifios
de madres diabéticas es mayor que para nifios de madres no
diabéticas!*®. Por 1lo tanto, una posible causa de un efecto
"protector" en los ninos de madres diabéticas es que la pérdida
de descendientes diabéticos lo fueran preferencialmente a través
de la muerte perinatal o a través de fracasos de implantacién o
abortos esponténeos, tal vez por un mecanismo inmunolégico o por
razones metabdlicas. De todas formas, son necesarios mds datos
para determinar si la diferencia de sexo en la transmisién de la
DMID desde padres a descendientes es debida a un mecanismo

genético o a algin aspecto ambiental intrauterino'®’.

Vadheim et al'**. observaron que los alelos DR4 del
padre, pero no de la madre, y ambos, DR3 paternos y maternos eran
transmitidos preferencialmente a sus hijos, diabéticos y no
diabéticos, postulando que la distorsién de la transmisién DR
podria ser explicada por una selectiva ventaja de los gametos que
contienen alelos DR4 y DR3, o bien por una seleccién intrauterina

de los cigotos con alelos no DR3 o DR4. Estudios preliminares
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realizados por nuestro grupo, no han confirmado dichos

hallazgos!*®.

3. AUTOINMUNIDAD. -

La evidencia de que la DMID es una enfermedad
autoinmune viene apoyadal'‘® por: a) la existencia de lesiones
caracteristicas de insulitis autoinmune observadas en el curso
temprano de la enfermedad!*’-'*®, b) la deteccidn de maltiples
autoanticuerpos especificos a los diferentes antigenos de 1los
islotes en una gran proporcién de sujetos diabéticos tipo I en
el momento del diagndstico!®®, c) el hallazgo de anormalidades
especificas de los linfocitos T presentes en la diabetes tipo I
en fase precoz!®-®, d) la asociacién clinica de la DMID con
sindromes poliendocrinos autoinmunes!®, e) la asociacién de DMID
con HLA-B8, DR3 y B15, DR4, de los cuales los antigenos HLA-BS8,
DR3 estéan fuertemente asociados con una serie de enfermedades

autoinmune884 ,119,155-157

La infiltracién de células mononucleares es la
caracteristica del proceso histolégico que afecta a los islotes
pancredticos en la DMID. La insulitis florida ha sido detectada
principalmente en la diabetes tipo I de reciente comienzo, y su
descripcién!t’-14® sugiere un posible papel para la autoinmunidad
en el ataque y destruccién de 1las células productoras de

insulina?®8.
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Bottazzo et al®?, demostraron depb6sitos de
inmunoglobulinas en las células de los islotes y caracterizaron
la infiltracién linfocitica detectada en el pancreas de una nifia
de 12 afios que falleci6 en 1las 24 horas siguientes al
diagnéstico, observando que la mayoria de los linfocitos que
infiltraban el pancreas era del fenotipo T citotéxico/supresor,
aunque »otras subpoblaciones de células T estaban presentes.
Algunas de las células T estaban "activadas" (positivas para
antigeno HLA-DR, y el receptor de 1la interleucina-2). Los
inmunocitos productores de 1IgG estaban dispersos en la glandula,
y los anticuerpos 1IgG fijadores de complemento estaban
depositados en algunos islotes. Se observé una expresioén
aumentada de moléculas de clase I (HLA-A, B y C) en las células
de los islotes afectados, y en los islotes dafiados aparecia
escasa infiltracidén 1linfocitica; algunas células B (todavia
produciendo insulina) fueron HLA-DR positivas, al contrario que

las células productoras de glucagdén o somatostatina®®®.

Hay todo un espectro de lesiones encontradas en el
padncreas de sujetos fallecidos con DMID, segin el tiempo de
evolucién. Asi, el examen del péancreas de un paciente con
diabetes de varios afios de evolucidén muestra que la mayoria de
los islotes estén atré6ficos y con reduccid4n del nimero de células

B por encima del 90% y la insulitis esta ausente!‘t.

Por otro lado, ' 'en las muestras de pancreas de pacientes

con DMID que murieron en el primer afio del comienzo de los
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sintomas se observaron tres poblaciones de islotes!®®, existiendo

islotes deficientes en insulina, que caracteriza el pancreas de
la diabetes tipo I de larga evolucién; hay islotes donde 1las
células B 1llegan a ser selectivamente destruidas por wun
infiltrado de células inflamatorias crdénicas, y hay islotes donde
este proceso no ha comenzado. Probablemente, estas tres
poblaciones de islotes representen el cambio continuo desde los
islotes "prediabéticos" a "diabéticos", existiendo evidencia de
que la destruccién de las células B, en la mayoria de los casos,

puede durar un tiempo, incluso afios.

La secuencia propuesta de sucesos en un islote en la
diabetes tipo I!*! es como sigue: La anormalidad mAs precoz
demostrada parece ser la hiperexpresién de MHC de clase I. Esta
puede afectar todos los islotes en los que la destruccién de las
células 8 tendrd lugar. La insulitis es el proceso por el que las
células B son destruidas y todos los islotes inflamados que
contienen insulina hiperexpresan MHC de clase 1. La expresién de
MHC de clase II en las células B puede no ser necesariamente un
pre-requisito para que estas células sean destruidas, puesto que
se encontraron islotes con insulitis donde este fendémeno estaba
ausente. Asi la hiperexpresién de MHC de clase I en un islote
puede ser seguido directamente por insulitis, o por expresidn
aberrante de MHC de clase II en algunas células B y después por

insulitis (Fig. 3).
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ICI sin hiperexpresién
de MHC de clase I

ICI con hiperexpresién
de MHC de clase I en
todas las células
endocrinas

Hiperexpresiédn de MHC
de clase I y expresién
aberrante de MHC de clase II

en algunas células 8

INSULITIS
destruccién
de células

IDI sin hiperexpresién
de MHC de clase I

Figura 3. Secuencia de sucesos en un islote en la

diabetes tipo 1!,
ICI = islotes que contienen insulina.

IDI = islotes deficientes en insulina.
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Un aspecto intrigante del fenémeno de hiperexpresién
de MHC de clase I en los islotes que contienen insulina fué que
las células que secretan glucagébn y somatostatina también
hiperexpresan éstas moléculas. Una posible explicacién para ello
es que las células B en los islotes en los que se observa
hiperexpresién de clase I secretan alguna sustancia (como
interferén a y 8) que tiene un efecto paracrino sobre las délulas
adyacentes secretoras de glucagén y somatostatina, causando en
ellas también hiperexpresién de MHC clase I. Una infeccib6n viral
podria ser el estimulo para liberar estas sustancias desde las
células del tejido epitelial y conectivo. También una infecciébn
viral no citopatica especifica de las células B podria ser un
posible candidato para causar la expresidén aberrante de MHC de
clase II por estas células en un huésped genéticamente

predispuesto (DR3 y/o DR4).

La hiperexpresién de MHC de clase I puede no ser por si
mismo un suficiente estimulo para iniciar una reacciédn autoinmune
a las células B, puesto que con posterioridad podria ser
requerida la expresién MHC de clase II por éstas células para
presentar antigenos a los linfocitos T "helper". Asi la induccién
de la autoinmunidad en la diabetes tipo I seria un proceso en el
cual el acontecimiento clave, pero no necesariamente el primero,

es la expresién aberrante de MHC de clase II por las células B!¢,

El comienzo clinico de la DMID est& caracterizado por

cambios en la inmunidad celular y humoral. Estos cambios incluyen
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aumento del nuamero de linfocitos T activados expresando el
antigeno HLA-DR en su superficie celular!®? y alteraciones en el
namero y funcién inmunorreguladora de los linfocitos T y células
"Killer"'®®, asi como produccién de autoanticuerpos anticélulas

de los islotes y antiinsulinal®¢-165,

En 1974, Bottazzo et al'®’. detectan los anticuerpos
anticélulas de los islotes pancreaticos (ICA) en un grupo de
pacientes afectos de insuficiencia endocrina pluriglandular, con
lo cual la hip6étesis autoinmune de la diabetes empezbé a adquirir

consistencia.

Actualmente la importancia patogénica de los ICA sigue
siendo objeto de controversial'®®, pero lo que es indudable es su
valor como marcador de individuos con alto riesgo de desarrollar
diabetes. Los ICA reaccionan contra un componente citoplasméatico
comin a los distintos tipos de células insulares'®’. Si bien su
falta de especificidad para las células 8 hacen improbable que
tengan un papel patogénico directo!®®. Se ha descrito que el
antigeno diana de los anticuerpos anticélulas de los islotes

"citoplasmicos" es un sialoglicoconjugado!°.

Los ICA estén presentes en la mayoria de los pacientes
con diabetes tipo I recién diagnosticada (70-80%)3%%-%71! y pueden
ser detectados muchos afios antes del comienzo clinico de la
diabetes®. El seguimiento de personas sanas con ICA positivos ha

demostrado que muchas pueden llegar a ser diabéticas!’?173,
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Los ICA son transitorios en 1la mayoria de 1los
diabéticos pero persisten hasta dos a tres afios en s6lo el 15-20%

de los casos!’!.

La presencia de ICA en el suero de pacientes varios
afios antes de la presentacién clinica de la diabetes tipo I ha
sugerido que la destruccién de las células B puede tener lugar

insidiosamente durante este tiempo*’.

Diversos estudios confirman un aumento de frecuencia
de ICA en parientes de primer grado de pacientes con DMID,

oscilando entre el 0,9-21%74-176,

Algunos de estos individuos ICA positivos tienen un
test de tolerancia oral a 1la glucosa (TTOG) anormal'’* o
disminucién de la primera fase de secrecién de la insulina usando

test de tolerancia a la glucosa intravenosa!’’.

La prevalencia de ICA en la poblacidén general oscila
entre el 0,25 y 0,8%'"%, incrementandose hasta el 7,6% en los
pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune!’?, de los cuales el
83% padece DMID. Los sujetos positivos suelen ser portadores de
HLA-DR3 y/0 DR4 o tener historia familiar u otra enfermedad
autoinmune organoespecifical’®, habiendose descrito una
correlacién negativa entre HLA Cw7 y la presencia de ICA en

sujetos con DMID®,
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En 1978, Lernmark et al'®’. detectan en el suero de
enfermos diabéticos anticuerpos que reaccionan con la superficie
celular de las células insulares (ICSA). Su determinacién es mas
dificil y menos reproducible que la de los ICA. Al igual que
estos UGltimos tenian su madxima prevalencia en el momento del

diagnéstico y podian preceder a éste!®?,

Dobersen et al'®®., demostraron que el suero de pacientes
ICSA positivos era citotédxico frente a las células de los

islotes.

El desencadenante de la produccién de ICSA citotbébxico
es desconocido, pero existen varias posibilidades!®: a) que los
ICSA no sean la causa sino el resultado de la injuria de las
células B, tal vez secundario a estimulos ambientales (virus o
quimicos). b) Otra posibilidad es que los ICSA sean la respuesta
inmune del huésped a antigenos extrafios que reaccionan
cruzadamente con antigenos de superficie de las células B8 (una
forma de mimetismo molecular). c) Una tercera posibilidad es que
los ICSA precedan al desarrollo de diabetes y sea el resultado
de un desorden de inmunorregulaciédn genéticamente condicionado
o inducido ambientalmente, o ambos. In vivo estos autoanticuerpos
pueden requerir la cooperacién de otras células (por ejemplo

células "Killer") para ejercer la citotoxicidad®‘.

La presencia de ICSA citotbéxicos en parientes no

diabéticos, junto con 1la observacién de que no todos 1los
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pacientes con DMID tienen ICSA citotbéxicos, argumentan que la
simple presencia de ICSA no es suficiente para producir diabetes.
Los ICSA citotbéxicos pueden ser un marcador predictivo util para
identificar personas que tienen un mayor riesgo de desarrollar

diabetes!®.

Los ICSA estan presentes en el 32-35% de los pacientes
con DMID!®!-18 comparados con solo el 2% de los controles sanos!®s,
Entre los familiares no diabéticos de pacientes con DMID, el 5%
de los padres y el 14% de los hermanos tenian ICSA. Los ICSA
estuvieron presentes mas frecuentemente en pacientes dentro de
los dos afios del comienzo (45%) que en aquellos con enfermedad

de mas de dos afios de evolucidén (27%).

Un 18-38% de 1los diabéticos tipo I presentan
anticuerpos antiinsulina en el momento del diagnéstico, antes de
haberse iniciado el tratamiento con insulinal46-165-166.186-189 nharg el
papel de estos anticuerpos en la patogénesis de la DMID es
desconocido. Del mismo modo, la posibilidad de asociacibén entre
anticuerpos antiinsulina e ICA en la manifestacién clinica de la
DMID es todavia controvertido!®®, asi hay autores que encuentran
asociacién entre ICA y anticuerpos antiinsulina?!®®-1%1-1%2 mpjentras
que otros estudios han fracasado en demostrar tal

asociaciénll& 165,188 .

Los sujetos con anticuerpos antiinsulina positivos se

caracterizan, segin Karjalainen et al'®®.,, por una edad de
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comienzo de la enfermedad m&s joven, concentraciones mas bajas
de péptido C sérico y un aumento de la frecuencia de HLA-Dw4. Los
resultados de estos autores sugieren que los anticuerpos
antiinsulina desarrollados antes del diagnéstico sirven como un
indicador de la heterogeneidad clinica y genética de la DMID més
que como un marcador de la destruccién autoinmune de las células

B.

Los titulos de anticuerpos antiinsulina estén
inversamente relacionados con la edad, asi niveles muy altos se
encuentran en nifios que debutan con DMID por debajo de los cinco

afios de edad®:.

Diversos investigadores habian sefialado la existencia
de altos titulos de anticuerpos antiinsulina asociados a
diferentes tipos HLA. Fue sugerido que la presencia de HLA-DR3
se asociaba con titulos m&s bajos de anticuerpos antiinsulina.
En contraste, pacientes que expresan HLA-DR4 o HLA-DR7 tienden
a tener un titulo elevado de anticuerpos antiinsulinal®-1%,
McEvoy et al'®”. no encuentran dicha correlacién con HLA-DR4,
sugiriendo que 1la produccién de anticuerpos antiinsulina esta

controlada por un gen dominante en desequilibrio de ligamiento

con HLA-DR3.

En un estudio reciente de Bonifacio et al!®®. se
determindé la sensibilidad y el valor predictivo de los ICA para

el desarrollo de DMID en 719 familiares de primer grado de
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pacientes afectos de DMID. Se detectaron ICA en el 3,3% de los
familiares estudiados en comparacién con el 2,2% de los
controles. Desarrollaron DMID el 73% de los familiares con
niveles elevados de ICA entre 20 y 80 unidades Juvenile Diabetes
Fondation (JDF) tras diez afios de seguimiento, mientras que solo
lo hicieron el 18% de los que tenian niveles maximos de ICA entre
4 y 20 unidades JDF. Asi, el valor predictivo positivo de los ICA
para el desarrollo de DMID a los diez afios fué del 100% con un
umbral de 80 unidades JDF, en comparacién con el 40% con un
umbral de 4 unidades JDF, mientras que la sensibilidad de la
determinacién de ICA para identificar a los familiares que
desarrollarian DMID fue solo del 31% con un umbral de 80 unidades
JDF, aumentando hasta el 88% con un umbral de 4 unidades JDF. En
el estudio de Riley et al'®®. desarrollé DMID el 47% de los
parientes.dﬁe tenian titulos de ICA iguales o superiores a 40

unidades JDF.

Existen datos sugerentes de que los ICA fijadores de
complemento (CF-ICA) son marcadores de mayor prediccién, que los
ICA convencionales, de la destruccibén progresiva de las células
B8 antes del diagnéstico®*-?°, En general, los CF-ICA aparecen en
la circulacién més tarde que los ICA-IgG, y desaparecen mas
pronto después de establecida la diabetes clinica, pudiendo

presentar fluctuaciones!®.

Se han suscitado maltiples controversias sobre si los

CF-1ICA representan una diferencia cualitativa, o son solamente
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un fenémeno que ocurre a titulos elevados de anticuerpos ICA-IgG.
Para Riley et al®*. los CF-ICA indican mA&s la presencia de altos

titulos de ICA que un nuevo tipo de anticuerpos.

En el estudio familiar del Bart's-Windsor?*? de 719
familiares de primer grado sanos de nifios con DMID, un 3,3%
mostraron CF-ICA, de los cuales el 54% desarrolld DMID tras ocho
afios de seguimiento. Bruining et al?®’. encuentran un 0,24% de CF-
ICA en una poblacién de 4.806 nifios escolares sin antecedentes
de DMID, desarrollando DMID un 50% al cabo de diez afios. La
sensibilidad de los ICA para predecir DMID fué del 57% y la
especificidad del 99,8%, mientras que la probabilidad para no
desarrollar DMID de un sujeto ICA negativo fue del 99,9%. Otros
autores habian sefialado prevalencias de CF-ICA del 0,35%% y

0,41%'"® en nifios escolares.

Los ICA esté&n presentes en un bajo porcentaje de
parientes de primer grado con una frecuencia que depende de los
métodos utilizados para su deteccidén. Las reacciones débilmente
positivas son habitualmente artefactos de 1limitado valor
predictivo, mientras que altos titulos de ICA que coinciden con
las propiedades de fijacién de complemento tienen excelente valor
predictivo®’. Después de tres "workshops" internacionales, ha
sido posible que la mayoria de los laboratorios estandarizaran
las pruebas de ICA y los titulos sean expresados en términos de

unidades JDF295-207,
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En estudios de seguimiento de 5-8 afos de duracién, el
riesgo acumulado de DMID en parientes sin ICA es solo
aproximadamente de un 1%, mientras que en el 40 al 70% de
aquellos con ICA (dependiendo del titulo) se ha observado el

progreso a DMID®°-20%,

Ultimamente, el hallazgo de autoanticuerpos a una
proteina de membrana de las células B de 64.000 M, (64 KA) abre

nuevas esperanzas como marcador predictivo de DMID?%%-211,

Se cree que el antigeno primario de las células 8 en
la DMID es una glucoproteina dimérica con un peso molecular
aproximado de 64 kD?'?, identificada en el hombre y en las ratas
BB?® y los ratones NOD?°. Se han descrito anticuerpos frente a
este antigeno tanto en pacientes con un diagnéstico reciente de

DMID como varios afios antes del inicio de la enfermedad?®®.

Recientemente se ha identificado el autoantigeno de 64
K como la enzima descarboxilasa del &cido glutamico, que
interviene en la sintesis del neurotransmisor GABA (&cido gamma-

)214

aminobutirico Y que se encuentra en ciertas subpoblaciones

'4

de neuronas del sistema nervioso central y en las células 8

pancreaticas.

Jones et al?'®. sugieren que la proteina 65 del shock

por calor podria ser el antigeno de 64 kD de las células 8 y que
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la auto-reactividad frente a un epitopo de dicha proteina 65

podria inducir susceptibilidad para desarrollar DMID.

En 1983, Maron et al®®. describieron la existencia de
anticuerpos anti-receptor de la insulina de clase IgM en el suero
de 10 de 22 pacientes con DMID obtenido antes del tratamiento con
insulina exé6gena. Ademas, dos de cinco pacientes con DMID que
inicialmente eran negativos desarrollaron anticuerpos anti-
receptor de la insulina durante el tratamiento con insulina
humana o porcina. Estos hallazgos sugieren que la autoinmunidad
frente al receptor de 1la insulina puede contribuir a 1la

patofisiologia de la DMID.

Tras las descripciones de los anticuerpos dirigidos
contra el citoplasma de las células B (ICA)!®-?'” y posteriormente
frente al producto de las células B (antiinsulina)!®®, Wilkin et
al?®, en 1988, comunican la existencia de autoanticuerpos contra
un supuesto receptor de las células B8, en pacientes con DMID o
con hipoglucemia espontdnea documentada, que estimulan 1la
liberacién de insulina tanto en roedores como en el hombre y que
probablemente son similares a los anticuerpos estimuladores del
tiroides responsables del hipertiroidismo de la enfermedad de
Basedow. El descubrimiento de los anticuerpos estimuladores de
las células insulares (AECI) completa a nivel de los islotes la
triada de autoanticuerpos (anticitoplasma, antiproducto y anti-
receptor) descritos anteriormente en patologia tiroidea

autoinmune.

33



Introduccién.

Existe una amplia evidencia de que 1los mecanismos
inmunes mediados por células son de gran importancia en la
iniciacién de la DMID, incluyendo una anormal inhibicién de 1la
migracién leucocitaria, aumento de la actividad de los linfocitos
T Killer!®-??, citotoxicidad de los linfocitos!®!, disminucién de
la funcién supresora estimulada por concavalina A?*°. Tambien se
han descrito anomalias de los linfocitos T activados, inhibicién
de la liberacién de insulina por linfocitos??!, aumento de células

T Ia positivas circulantes?®.

Mandrup-Poulsen et al???, encontraron que la
interlequina-1 (IL-1), producida por macréfagos, ejerce
citotoxicidad directa sobre la células de los islotes, sugiriendo
que el mecanismo de destrucci6én de las células B8 puede estar
mediado por linfoquinas?®®. Asimismo los pacientes con diabetes
tipo I tienen un defecto en la produccién de interleuquina-2, el
cual persiste afios después del comienzo de la enfermedad. No se
conoce cuando se desarrolla este deficit (geneticamente
determinado, defecto adquirido o secundario a desordenes
metab6licos de 1la diabetes manifiesta), aunque parece
desarrollarse después de la diabetes manifiesta, sugiriendo que

el deficit de interleuquina sea adquirido?*.

Otros autores han demostrado un defecto en 1la
produccién de interleuquina-1 (IL-1) en la DMID que puede
reflejar un defecto en la funcién de los monocitos. Sin embargo,

aunque la produccién basal de IL-2 estd disminuida en la DMID
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cuando se estimulan los linfocitos T (con concanavalina A y
phorbolmyristate acetate), la produccién de linfoquinas (IL-2 e

IL-3) no estaban alteradas?®.

Por otro lado, cuando se exponen a antigenos de los
islotes in vitro, los linfocitos de pacientes con DMID liberan
cantidades aumentadas de la linfoquina factor inhibidor de 1los

macré6fagos??'.

Bottazzo et al?*®*. consideran la existencia de dos tipos
de diabetes tipo I: a) la diabetes tipo Ia en la que los
fen6menos autoinmunes (ICA, inhibicién anémala de la migracién
1eucocita1;ia y niveles elevados de células K) tienden a ser
transitorios y pueden ser secundarios a la lesidén de los islotes
y b) la diabetes tipo Ib, de inicio mas tardio, "autoinmune
primaria", en la que existe un predominio femenino y una
tendencia a que los fenbmenos autoinmunes celulares y humorales

persistan por mas tiempo.

La asociacién de diabetes tipo I y la presencia de
otros autoanticuerpos organos especificos (tiroideos, gaéstricos
y corticosuprarrenales) e incluso con otras enfermedades
endocrinas autoinmunes!®® (enfermedad de Graves, tiroiditis de
Hashimoto, insuficiencia adrenal primaria y anemia perniciosa)
es conocida desde hace tiempo, habiéndose descrito también 1la

227

existencia de complejos inmunes circulantes y anticuerpos no

organoespecificos (antinucleares, antimasculo liso,
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antimitocondriales etc.) en los diabéticos tipo I con mayor

frecuencia que en la poblacién general.

Aproximadamente el 25% de pacientes con DMID tienen
autoanticuerpos antitiroideos microsomales y/o anticélulas
parietales gastricas (autoinmunidad tirogastrica)®’, estando

presentes habitualmente en el momento del diagnéstico??®.

Betterle et al?®®, estudiaron 367 pacientes diabéticos
tipo I y 243 de sus parientes de primer grado, encontrando una
o mas enfermedades autoinmunes organoespecificas (tiroiditis de
Hashimoto, enfermedad de Graves, hipotiroidismo idiopéatico,
enfermedad de Addison, gastritis atréfica, wvitiligo, anemia
hemolitica autoinmune) en el 7,3% de los pacientes diabéticos y
en el 4,5% de sus parientes. Los anticuerpos antitiroideos
(microsomales y/o tiroglubulina) y/o anticélulas parietales
gastricas y/o antiadrenales, en ausencia.de evidencia clinica de
la respectiva enfermedad autoinmune, estuvieron presentes en el
17,6% de 1los pacientes diabéticos. Dichos autoanticuerpos
organoespecificos fueron detectados en el 21,8% de los parientes
de primer grado. Se realizaron test funcionales glandulares (TRH,
ACTH) y biopsias gastricas en pacientes diabéticos y sus
parientes, en base a 1la respectiva positividad de 1los
autoanticuerpos, demostrandose hipotiroidismo idiopéatico
subclinico, enfermedad de Addison latente y gastritis atréfica

latente en el 28,3%, 25% y 71,4% de los sujetos investigados,
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resaltando la importancia del estudio familiar de pacientes

diabéticos tipo I.

Maclaren y Riley?®® siguieron 117 nifios y jovenes
adultos con DMID y anticuerpos antitiroideos microsomales
positivos durante 5 afios observando que en el estudio inicial 8
(7%) tenian hipertiroidismo mientras 45 (38%) tenian
hipotiroidismo (clinicamente manifiesto 6 "quimico" diagnosticado
en base a TSH elevada y disminucién de T4 L en plasma). En
aquellos sujetos con hipertiroidismo, éste habia precedido o
coincidido con la aparicién de DMID. En contraste, el comienzo
del hipotiroidismo fué variable con respecto al inicio de 1la
DMID, aunque a menudo ocurre después del diagnéstico de 1la

DMID?%°,

En los sujetos control, los anticuerpos antitiroideos
y gastricos fueron mads frecuentes a medida que aumentaba la edad.
Entre los pacientes con DMID y autoanticuerpos antitiroideos y
gastricos, estos autoanticuerpos aparecieron al comienzo de 1la
DMID en la gran mayoria de los casos, sin embargo fueron mas
comunes entre pacientes con edades mas tardias de comienzo de la

DMID.
Otros autores han referido porcentajes diferentes de

pacientes diabéticos con anticuerpos antitiroideos positivos,

oscilando entre un 8%?! y un 44%%2.
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Riley et al**°. encontraron una frecuencia aumentada de
anticuerpos antimicrosomales tiroideos (17,6%) pero no de
anticuerpos antitiroglobulina en pacientes con DMID. Los
anticuerpos antimicrosomales predominaron en pacientes blancos
(20,1%) sobre negros (5,5%), con una razén mujer/varé6n de cerca
de 2/1. En estos pacientes con anticuerpos antitiroideos
microsomales fué mas frecuente la presencia de anticuerpos

anticélulas parietales gastricas (16,8%) y antiadrenales (5,1%).

Los autoanticuerpos anticélulas parietales gastricas
fueron encontrados mas frecuentemente en pacientes con DMID (9%)
que entre controles no diabéticos (2%)%*°, mientras que los
anticuerpos antiadrenales se detectaron en el 2% de los pacientes

con DMID y de ellos el 25% tenian enfermedad de Addison?3¢.

Cacciari et al?*®*. detectaron anticuerpos antigliadina
(AAG) en el suero de 9 pacientes (6,2%) entre 146 nifios con DMID
sin sintomas gastrointestinales. Cinco de ellos (3,4%) mostraron
cambios en la mucosa yeyunal tipicos de enfermedad celiaca. Estos
anticuerpos pueden considerarse como una expresién de 1la
alteracién inmunolégica que afecta a los pacientes diabéticos al
inicio de su enfermedad con produccidén de diversos tipos de
anticuerpos!’!'#*¢ organoespecificos y no organoespecificos. Se ha
considerado que algunas personas estarian predispuestas
genéticamente a una enfermedad que afectaria a diversos 6rganos
endocrinos tales como el pancreas. Esta hip6tesis estd sostenida

por el hallazgo de HLA-B8 Dw3 en muchos de estos pacientes. Este
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haplotipo se encuentra también en algunos pacientes con

enfermedad celiaca, la cual se asocia a DMID?*Z?,

Mirakian et al?®®*’. comunicaron la presencia de
anticuerpos contra las células hipofisarias en el 2% de pacientes
con diabetes de larga evolucién, en el 16,6% de pacientes con
diabetes de inicio reciente y en el 36,6% de familiares
genéticamente predispuestos que poseian anticuerpos anticélulas
de los islotes pancredticos (7 de ellos se volvieron diabéticos
en un periodo de seguimiento de 3 afios, y 4 presentaron
reactividad frente a las células hipofisarias durante 1-3 afios
antes del inicio de la diabetes). Los anticuerpos hipofisarios

tienden a desaparecer tras el inicio de los sintomas.

Como se puede ver tras el andlisis detallado de todas
estas observaciones, existen datos que sugieren una alteracién
mas amplia de los 6rganos del sistema endocrino en la patogénesis

de la DMID.

4. FACTORES AMBIENTALES. -

Diversas observaciones <clinicas han puesto de
manifiesto que algunas infecciones virales pueden preceder el
comienzo de la DMID, sugiriendo que un agente ambiental puede ser

importante en el desencadenamiento de algunos casos®®-238-241,
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La hipétesis viral esté& apoyada por el caso clinico de
un nifio de 10 afios que tras una enfermedad aguda tipo influenza
desarrollé una DMID de evolucién fatal®**?. E1 cultivo del
homogeneizado de péncreas condujo al aislamiento del virus
coxsackie B4, y la inoculacién de este virus al ratén produjo
hiperglucemia. El examen postmorten mostré infiltracién
linfocitica de los islotes de Langerhans y necrosis de 1las

células B.

Las diferencias geograficas existentes??®, la variacién
estacional?*** y una baja tasa de concordancia en gemelos
idénticos®-®, sugieren que las infecciones viricas?? u otros

r

factores ambientales?!’ puedan tener importancia en la etiologia.

Es necesario investigar 1la posibilidad de que 1la
exposicién a un agente infeccioso juegue un papel etiolégico en
la DMID, mas que servir como un simple desencadenante de 1la
enfermedad. Es posible, incluso, que la exposicién al agente
ambiental, pueda haber ocurrido en el uUtero o en la infancia
temprana®*®. Sin embargo, en vista del largo periodo prodrémico?*’
detectado, parece probable que la enfermedad viral pueda actuar
precipitando mas que iniciando el proceso de destruccién de las

células B*8,

Se ha demostrado una variacién estacional con un pico
de mayor incidencia en los meses de otofio e invierno*?-243,

Weinberg et al®*’. encontraron una heterogeneidad en los patrones
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estacionales de la DMID HLA-relacionados. De este modo, los éasos
DR3 positivos muestran un patrén estacional al diagnéstico que
no depende de la edad, mientras que los casos DR3 negativos
muestran un patrén estacional edad-dependiente. Estas diferencias
pueden reflejar el predominio de diferentes mecanismos

etiolébgicos en estos dos grupos genéticos.

Se han encontrado titulos elevados de anticuerpos
dirigidos contra antigenos virales pancreatotropos (coxsackie,
parotiditis, encefalomiocarditis, citomegalovirus...) en el suero
de pacientes diabéticos poco tiempo después del diagnéstico?®°-2%%,
Aproximadamente el 30% de los nifios recién diagnosticados

muestran aumento de anticuerpos IgM monotipicos a coxsackie

frente al 5% de los controles?®®.

Un 20% de los nifios afectados por rubeola congénita
desarrollan diabetes tipo I al cabo de varios afios, asociados a
HLA-DR3 y/o DR4 y a otras manifestaciones de autoinmunidad

(anticuerpos anticélulas de los islotes positivos)?’.

Otro hecho de interés es la observacidén de diferencias
de incidencia de DMID en grupos étnicos asociados a migraciones
de poblaciones. Asi, poblaciones racialmente idénticas que
emigran a otros paises muestran distinta suceptibilidad para
padecer DMID, adquiriendo un riesgo préximo al de la poblacién

adoptiva?®®.
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Pak et al®®®. describen la presencia de citomegalovirus
(CMV) en el DNA de células mononucleares sanguineas en el 22% de
59 pacientes diabéticos jovenes de reciente diagnéstico. Harrison
y Campbell?®® han demostrado que el cultivo de células insulares
humanas en monocapa puede infectarse con reovirus 1 6 3 y con
virus coxsackie B y que la infeccién conduce a la hiperexpresién
de proteinas de MHC clase I en las células B. Asi pues la
hiperexpresién de proteinas de MHC de clase I inducida por
infeccibén virica puede tener un efecto nocivo directo sobre la
funcién de 1las células B8 y proceder al desarrollo de 1la

autoinmunidad.

Los datos de Nigro et al®’. apoyan la sugerencia de que
la infeccién persistente por CMV puede desempefiar un papel
etiolébgico en la diabetes tipo I, quizds al desencadenar una
enfermedad autoinmune especifica de las células B, tal como se

ha sugerido para otros virus.

La evidencia de que los virus pueden ser una posible
causa de DMID viene dada por experimentos en animales, pero
diversos estudios en humanos también apuntan a los virus como
desencadenantes de la enfermedad en algunos casos. El virus de
la encefalomiocarditis (EMC), mengovirus (2T), y virus coxsackie
B4 infectan y destruyen las células B pancreaticas cuando se
inoculan al ratén. Esto resulta en  hipoinsulinemia e
hiperglucemia. El desarrollo de diabetes inducida por el virus

de la EMC y por el virus coxsackie B4 estéd influenciado por un
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fondo genético del huésped. Por el contrario, la diabetes
inducida por mengovirus no es dependiente del fondo genético del

huésped?*?.

Sigue sin haberse establecido el papel exacto de los
virus comunes como causa directa de la lesidén de las células 8,
pero parece improbable que actaen de forma aguda®®®, habiéndose
descrito 1la existencia de un largo periodo prodrémico
prediabético en los individuos susceptibles. Ademds, cuando 1la
diabetes aparece tras la parotiditis, los anticuerpos anticélulas
de los islotes preceden a la infeccién virica®®*, lo que sugiere
que ésta puede actuar precipitando una descompensacidén metabdélica
en individuos con lesi6én preexistente de las células 8 mediada

inmunolégicamente, sin iniciar directamente la lesién®®.

Helmke et al?*®, estudiaron 127 nifios no diabéticos con
infeccién por el virus de la parotiditis encontrando que 21 eran
ICA positivos. En 44 muestras de suero de pacientes que sufrieron
otras infecciones virales tal como coxsackie, sarampién, rubeola
y adenovirus, los ICA fueron indetectables. El1 Gnico nifio que
desarroll6 diabetes tres semanas después de la infeccién por el
virus de la parotiditis fué el Gnico que mostrdé persistencia de
ICA durante 9 meses. Parece altamente improbable que el comienzo
de la diabetes sea primariamente debida a la infeccibén virica
reciente o vacunacién activa. Una infecciédn virica, sin embargo,
podria ser el insulto final del sistema inmune o a los islotes

que estan experimentando un proceso de destruccién autoinmune
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conduciendo al comienzo de la diabetes clinica?®?%¢, En este
sentido Asplin et al*’. detectaron anticuerpos anticélulas de los
islotes e infeccién por el virus coxsackie B4 en un nifio tres
afilos antes de la diabetes manifiesta y Champsaur et al?®’.
describen el caso de una nifia de 16 meses que presentd una
infeccién por virus coxsackie B5 e ICA antes del comienzo clinico
de la DMID.

Los resultados de los estudios de Bruserud et al?®®,
sugieren que elementos en 1las moléculas DR3 y DR4 pueden
controlar la respuesta de los linfocitos T a los virus de la
parotiditis y coxsackie B4. Asi, estos estudios demuestran una
frecuencia disminuida de la reactividad de los linfocitos T al
virus de la parotiditis cuando el antigeno viral es reconocido
junto con HLA-DR3 en las células presentadoras de antigenos. En
contraste, se evidencié un aumento en la frecuencia de 1la
reactividad de los linfocitos T DR4-restringida a la parotiditis

y ninguna hipo o hiperrespuesta DR asociada a la varicela-z6ster

o derivado proteico purificado de la tuberculina.

Los trabajos de Jenson et al?*®. proporcionan evidencia
de que algunos virus pueden infectar y dafiar las células B
humanas. El1 estudio del pancreas de 250 nifios con infeccién fatal
por diferentes virus mostré destruccién de células B8 e
infiltrados inflamatorios agudos y crénicos en los islotes de

casos con infeccién por virus coxsackie B, mientras que en casos
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de infeccibén por citomegalovirus y varicela-zdéster se observaron

cuerpos de inclusibén caracteristicos en los islotes.

Tal vez, las fluctuaciones en los niveles de ICA
observadas en familias diabéticas?’®, sean debidas a infecciones
asintomaticas por virus con un posible tropismo por las células

B8, caso de los virus coxsackie B?%°,

Los mecanismos a través de los cuales los virus pueden
desencadenar respuestas autoinmunes han sido revisados por
Notkins et al?*-?’?, Los virus pueden hacer que las células
infectadas o alguno de sus componentes resulten "extrarfios" al
huésped, o desencadenar mecanismos autoinmunes al actuar sobre
el sistema de inmunorregulacién. La autoinmunidad podria
inducirse por medio de anticuerpos antiidiotipo o bien 1los
epitopos viricos podrian tener determinantes comunes con

antigenos presentes en las células 8 de algunos pacientes.

Para Yoon et al?’’. el desarrollo de diabetes mellitus
en ratones inducida por 1la variante D del virus de 1la
encefalomiocarditis (EMC-D) es debido a la destruccién directa
de las células B por el virus y la contribucién de la respuesta

inmune a la patogénesis de esta enfermedad es menor.

Pak et al®*°. encontraron una intensa correlacién entre
la presencia de genoma de citomegalovirus y anticuerpos contra

las células de los islotes (ICA) y anticuerpos citotéxicos contra
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la superficie de las células B (ACSB) en pacientes diabéticos
tipo I recién diagnosticados, sugiriendo que 1las infecciones
persistentes por CMV pueden ser importantes en la patogenia de

algunos casos de diabetes tipo I.

Vaandrager et al?*.,, al contrario que otros
autores?®¥’*, no encohtraron ningin suefo ICA positivo en
pacientes con infeccién demostrada por el virus de 1la
parotiditis, mientras que Helmke et al®*®*. encontraron ICSA en el
62% de nifios con infeccién por parotiditis y Ratzmann?*® detectd
ICSA en el 36% de nifios y 62% de pacientes mayores de 16 afios

tras la infeccibén por parotiditis.

Por otro lado, se han implicado otros agentes quimicos
ambientales, en el inicio de la enfermedad, capaces de actuar
sobre la célula B8: 1la aloxana, la estreptozotocina y el

rodenticida Vacor pueden inducir cetoacidosis diabética?®.

En ratas, dosis altas de estreptozotocina producen una
destruccién directa de células B8, pero dosis bajas y repetidas

inducen una diabetes autoinmune?’¢.

En Islandia se ha demostrado un riesgo aumentado de
diabetes insulinodependiente en hijos de mujeres que habian
consumido cordero ahumado (alto contenido en compuestos nitrosos)

al principio del embarazo®®-?"7.
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El grupo de Eisenbarth®® estd realizando una
experiencia para determinar si eliminando proteinas de la dieta
(y sustituyendo aminoacidos) podrian alterar la autoinmunidad de
la diabetes tipo I, como en estudios de ratas Biodreeding hechos

por Elliott y Martin?’®,
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Objetivos.

A pesar de los progresos realizados en la altima década
sobre la patogénesis de la DMID®®, la mortalidad y morbilidad de
la enfermedad continta siendo superior a la de la poblacién
general no diabética??, e incluso su incidencia parece haber

aumentado en los Gltimos afios’.

Un tratamiento etiolégico realizado antes de llegar a
la fase irreversible de 1la enfermedad podria controlar la
agresién a las células B y evitar o retrasar la aparicién de la

enfermedad clinica.

Bajo estos aspectos, la prediccién de la DMID es un
objetivo 1légico. Esto conllevaria la identificacién de 1los
pacientes que se beneficiarian del tratamiento Y la
identificacién de 1los agentes etiolégicos y mecanismos de

produccién de la enfermedad.

En base a todo ello nos hemos planteado los siguientes

objetivos:

1.- Estudio de los factores de riesgo de la diabetes

tipo I: genéticos e inmunolégicos.

2.- Identificar la poblacién susceptible o

predispuesta a padecer la enfermedad.
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Seguimiento de 1los individuos de alto riesgo
dirigido hacia el reconocimiento de alteraciones
genéticas, inmunolégicas y metabllicas antes del
diagnéstico de la enfermedad con el fin de poder

llegar a realizar una intervencién terapéutica.

Analizar si los nifios con DMID son distintos,
genética e inmunolégicamente, de sus parientes de

primer grado.

Determinar si existe o no transmisién
preferencial de los alelos HLA-DR3 y/o HLA-DR4 en

familias con al menos un hijo afecto de DMID.

Establecer la utilidad del test de tolerancia
oral a la glucosa para la detecciébn precoz y
monitorizacién de la disfuncidn de las células B8

en fase preclinica.
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Material y Métodos.
1. SUJETOS. -

Se seleccionaron aleatoriamente, en el periodo
comprendido entre Enero de 1985 y Noviembre de 1986, 54 familias
que tenian al menos un hijo con diabetes mellitus tipo I
diagnosticada antes de 1los 15 afios de edad. Los propésitos
procedian de la Unidad de Diabetologia-Seccién de Endocrinologia
del Departamento de Pediatria del Hospital "12 de Octubre" de

Madrid.

La poblacién objeto del estudio estaba formada por 260
sujetos, de los cuales 54 (20,8%) eran propésitos con DMID, 108
(41,5%) progenitores y 98 hermanos (37,7%). De estos Gltimos 5

padecian DMID.

Entre las familias con "pedigri" miltiple el propésito
fue identificado como el primer miembro que contrajo DMID antes

de los 15 afios de edad (excepto en uno de los casos).

La edad se defini6 a partir de la extraccién de la
primera muestra de sangre para tipaje HLA y estudio de

autoanticuerpos.

Todos los sujetos fueron seguidos cada 6-12 meses,
realizandose en cada entrevista extraccién de sangre para

determinacién de ICA.
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La duracién del seguimiento oscildé entre 5 y 6 afios.

A todos los miembros se les practicé tipaje HLA-A, B,
C, Bwd4, Bw6, DR, DQ, determinacién de anticuerpos anticélulas de
los islotes pancredticos, anticuerpos fijadores de complemento
frente a los islotes de Langerhans y anticuerpos antitiroideos

(antimicrosomales y antitiroglobulina).

Asimismo, se realiz6 en los parientes de primer grado
determinacién de anticuerpos antiinsulina y en aquellos que no
se conocian diabéticos una sobrecarga oral de glucosa con
determinaciones de glucemia, insulina y péptido C a 1los O
minutos, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos y 180

minutos.

La diabetes mellitus e intolerancia a la glucosa fué
definida de acuerdo con los criterios diagndésticos del National

Diabetes Data Group?®*®°.

A los sujetos con ICA positivos se les realizdé un
seguimiento més estricto, con evaluaciones peridédicas de perfiles
glucémicos consistentes en determinaciones de la glucemia antes
del desayuno y comida, dos horas después de comer, antes de cenar

y a medianoche.

Para el andlisis del modo de herencia de los alelos

diabetogénicos HLA-DR3 y HLA-DR4 se excluyeron 1los padres
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homocigotos para el alelo DR3/3 y DR4/4 respectivamente segin se
estudiase la transmisién de uno u otro, analizando exclusivamente
aquellas familias en las que se pudo determinar con claridad el

genotipo HLA.

2. TEST DE TOLERANCIA ORAL A LA GLUCOSA.-

La sobrecarga oral de glucosa se realiz6 después de un
ayuno nocturno de 10-14 horas. La primera muestra se extrajo en
ayunas, después de la cual el paciente ingirié 100 gr de glucosa,
para adultos, 6 1,75 gr/Kg de peso corporal hasta un méximo de
100 gr para nifios, a una concentracién de 25 gr%, en agua,
debiendo beberse en 5 minutos. El1 tiempo 0 empezdé a contarse a

partir del comienzo de beber esta solucién.

NQ se aconsej6 una dieta especial, a no ser que la
dieta seguida por el paciente contuviese menos de 125 gr de
carbohidratos por dia. En tales sujetos se indicé que al menos
durante tres dias la dieta contuviese 150 gr/dia de

carbohidratos, realizando una actividad fisica normal.

Durante la realizacidén del test el paciente estuvo en

reposo, no permitiendosele fumar?®l.

La obtencién de muestras se obtuvieron tras la

colocacién de un "butterfly" en una vena antecubital.
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3. DETERMINACION DEL FENOTIPO HLA.-

Los antigenos HLA se determinaron sobre linfocitos
aislados de sangre periférica desfibrinada. La sangre se extrajo
al vacio (sistema Venoject, Terumo, Tokio) en tubos de vidrio de
10 ml provistos de 40-50 perlas de poliestireno de 1 ml de
didmetro. La desfibrinacién se realizé mediante agitacién (10
minutos) de los tubos, que induce la formacién del coagulo de
fibrina alrededor de las perlas. La sangre se decant6, se diluyé
1/2 en medio Hanks (Flow, Reino Unido). Se anadieron
cuidadosamente 4 ml de sangre diluida sobre 2 ml de Lymphoprep
(d= 1.077 gr/ml, Nyegaard, Noruega) procurando gque no se
mezclaran las fases, y se centrifugaron a 1.800 rpm durante 40
minutos. Los linfocitos se recogieron de la interfase con una
pipeta Pasteur, y después de lavarlo tres veces con medio de
Hanks (10 ml, 10 minutos, 1.200 rpm), se resuspendieron en medio
apropiado y a la concentracién adecuada. El rendimiento es de
1x10° 1linfocitos/ml de sangre periférica. El recuento de
linfocitos se realizdé en una cémara de Neubauer mediante un

microscopio con contraste de fase (Nikon, Japdn).

Todos los medios utilizados para el aislamiento de
linfocitos contenian antibiéticos (Gentamicina, 40 pg/ml,
Ampicilina, 125 pg/ml, Cloxacilina, 125 ug/ml) y se ajustaron a

pH 7,3 con NaHCO, 7,5% (Flow, Reino Unido).
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3.1. HLA -A, -B, -C, -Bw4, -Buwb6.

La determinacién de estos antigenos se llevé a cabo por
microlinfocitotoxicidad sobre linfocitos totales?®?, utilizando
una bateria de antisueros (Tabla 1I). El ensayo se basa en 1la
especificidad de los antisueros empleados, que reconocen y se
fijan a los antigenos HLA sobre los linfocitos que presentan,
provocando su lisis al afiadir complemento (reaccidén positiva).
Esta reaccién no tiene lugar cuando los linfocitos en estudio no
presentan los antigenos HLA que reconocen los antisueros

(reaccién negativa).

Los antisueros, incluyendo un control positivo (suero
antilinfocitico OTWH 02/03, Behring, Alemania) y un control
negativo (Suero humano AB Rh+), se dispusieron en placas
especiales para tipajes (de Terasaki, Sterilin, Reino Unido)
provistas de 60 pocillos de 15 pl de volumen (1 pl de antisuero
por pocillo), se recubrieron de parafina liquida (Merck,
Alemania) para evitar la evaporacién y se congelaron a -202C

hasta su utilizacién.

Los linfocitos totales, obtenidos como se indica en el
apartado 3, se resuspendieron en medio Hanks a una concentracién
de 2.5x10° células/ml Con una microjeringa (Hamilton, Nevada)
provista de dispensador automatico se afiadié 1 ml de 1la

suspensién de linfocitos a cada uno de los pocillos de la placa
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Antisuero HLA Antisuero HLA
ZA-63 Al FRE 8046 B13
CLB 15.6 Al,Aw36 PC260 B13
PC-213 A2 PC47 B13, Bl17
ZA-67 A2 FGR 1013 Bl4
M-41-B A3 SEVI 90 Bl14
FGR-300 A3 C-598 Bl14
FRE 8415 A23 FE-105 B15
B10-120678 A23 BIO 15069 B15
ZA-62 A9, + CLB 76 B15, Bw57,
PC-178 A9 Bw46,Bw77
TORP-2664 A24 WOMA B15, Bw70,
GRER POOL A25 Bw50, B35
OSHI Al0, AB4 WEIN Bwb62
Fe 166 Al10, Aw66 BIG 161022 B16
Sevi 120 Al0 FRE 8242 B16
Bio 110899 A25 DEWI POOL B38
PC-252 A25, A26 FRE 8288 B17
PC-45 All VLC-112 Bw57 (Bw77)
PC-118 All, A3 L1144.1 Bw57 (Bw58)
Fe 67 A28, w69 FRE 7907 B18
Bio 520012 A28, A2 Fe 31 B18
76.3.16 A28, A2 7775/78 B21
FRE 7896 A29 FGR 54 B49 (A24)
Bio 114549 A29 BIO M70 B49, B5
LOOKE A30, A3l T™MP 1249 Bw22
FRE 8426 A30, A3l CJC 506 Bw22
Bio 130829 A3l BIO 110908 B27
Bio 111829 A3l BIO 120451 B27
Q0058 A32 B-34-B B35, Bwb53
CATA 1 A32, A25 SAMAC B37
FE-88 Aw33 CLB 232 B37
Bio 320284 Aw33, w34, w68 BIO 111790 B40
M-37-B Aw33, Bl4 VERMER B40, B13,

(B8, Aw34) Bw70
M-58-B BS Bio 113623 Bw60
BwOSYT 04/05 B51 CLB 196 Bw4l
FRE-8249 B51, Bw70 Bio 121187 Bw4
CcJCc-118 B5, B52, Bw70 VR 34486 Bw4, B35
PC-15 B5 (Bw53) TORP 2635 Bwd4; AG
M-48-B B5, B35 VR 57281 Bwb6
B + 131 B51, B35, VR 46031 Bwb6

Bw53 TORP 594 Bwb
PC 122 B5, B49 Fe 124 Cwl

(B17, B38) MO 10w 512 Cwl
DRYNESS B7, B48 M-7-B Cw2 (B7)
M-13-B B7 FRE 7519 Cw2 (B7)
PC-254 B7, B13 FRE 8268 Cw3
PC-257 B7, B13, Bio 113649 Cw3

B40, Bw47 Bio 110665 Cwd
TFSCM-65 B8 Bio 820840 Cw4d
CLB 70.2 B8, Bw59 VR 520007 Cwd, Cwb
PF 061 RN B8 ANDERSON Cw5
M-4-B B12 Fe 82 Cw5, A30
PC-123 B44 Mue 23928 Cwé
PLA-1387 B44, B57, B63 CLB 147.2 Cw7, Bw22
MUS 22289 B45, Bl5

Tabla I. Antisueros anti HLA-A, -B, -C, -Bw4, -Bw6 utilizados.
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de Terasaki. Estas se incubaron 30 minutos a temperatura
ambiente, afiadiéndose después 5 pl por pocillo de complemento de
conejo (Behring, Alemania) e incubdndose 60 minutos mas. Las
reacciones positivas y negativas se determinaron inmediatamente
después en cada pocillo mediante un microscopio invertido con
contraste de fase (Nikon, Japén). EL fenotipo HLA -A,6-B,-C,-Bw4, -
Bw6 se dedujo de las especificidades de los antisueros con
reaccién positiva. La cuantificacién de las reacciones se hizo
de acuerdo con la siguiente nomenclatura utilizada
internacionalﬁente: 8 = mas del 80% de linfocitos muertos; 6 =
60%-80% de linfocitos muertos; 4 = 40%-60% de linfocitos muertos;
2 = 20%-40% de 1linfocitos muertos; 1 = menos del 20% de
linfocitos muertos; O = reaccié4n no valorable. Se consideraron
positivos los pocillos con reacciones de 8 6 6, dudosos con

reacciones de 4 y negativos con reacciones de 2 6 1.

3.2. HLA-DR y DQ.

La determinacién de los antigenos HLA-DR y DQ se llevd
a cabo por microlinfocitotoxicidad sobre linfocitos B
purificados®®?, ya que estos antigenos est&n presentes en
linfocitos B pero no en linfocitos T. Los 1linfocitos B
constituyen un 10% de 1los 1linfocitos totales de sangre
periférica. Para su aislamiento se prepararon microcolumnas de
plastico (0.6x19.5 cm Winkler, California) con 60 mg de lana de

fibra de nylon (Fenwall, Illinois) suavemente empaquetada (15
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mg/cm) y sumergida en medio RPMI 1640 (Flow, Reino Unido),
suplementado con un 10% de suero de ternera fetal
descomplementado (Flow, Reino Unido). Las microcolumnas se
sellaron al fuego en cufia por un extremo y se taparon con
Nescofilm (Nesco, Japén) por el otro, conservandose a -802C hasta

su utilizacién.

Los linfocitos totales obtenidos como se indicé en el
apartado 3 se resuspendieron a una concentracién de 80x10°
células/ml en medio RPMI 1640 mas 10% de suero de ternera fetal
("medio Fetal") calentado a 372C. La suspensién se introdujo por
la parte superior de la microcolumna, que se habia lavado e
incubado previamente con medio Fetal 30 minutos a 372C, se sellé.
con Nescofilm por ambos extremos cuando hubo empapado de lana de
nylon y se incub6é 30 minutos a 372C. Los linfocitos T se eluyeron
haciendo pasar 20 ml de medio Fetal a 372C a través de la lana
de nylon. Los linfocitos B se extrajeron comprimiendo de arriba
a abajo la lana de nylon empapada en medio Fetal a 372C y lavado
repetidas veces con dicho medio hasta completar 10 ml. Los
linfocitos B se lavaron dos veces (10 ml, 10 minutos, 1.200 rpm)
con medio Fetal antes de su utilizacién. El1l rendimiento de la
técnica fue del 10% de linfocitos B respecto a los linfocitos
totales iniciales, y la pureza de la preparacién del 90%. Los
antisueros utilizados (Tabla II), se prepararon como se indica
en el apartado 3.1. Los linfocitos B purificados se
resuspendieron en medio Fetal a una concentracién de 2.5x10°

células/ml. Se afadié 1 pl de esta suspensiédn a cada antisuero
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Antisuero

M-54-B
VR 72646
M-56-B
PC-253
EB-32
PC-251
CTM-4
PC-254
MUR 849
PL 1501
M-49-B
EB-63
LH-1208
LEBORGNE
SEVI 157
TORP 942
VR 550746
FERDERER
HELB 5870

Cw PPLA 5361

PC 178

VR 71200.4
VR 72605.3
VR 62424.1
KERO 5090
PETERSON
VR 65413

HLA

DR1

DR1

DR1

DR1

DR2 (DR1)

DR2

DRw1l5

DRwl6, DRwl4
DR3

DR3

DR3 (DRwb6)

DR3 (DRwb6)

DR4

DR4

DR4 (DR7, DR9)
DR4, DRS (DQw2)
DR4, DR5S

DR5

DR5

DR5

DRS, DQw7
(DR4, DR6)

DRS

DR5, DR4, DRw8
DRwll

DRw6, DR3 (DRS5S)
DRwl3 (DR1l4)
DRwl3, DRS

Antisuero

BI-114
M-68-B
FGR-108
DSO44RN
HILL 1114.4
BRULE

X1V 145.8
FRE 7608
CATHELINE 5496
TORP 156
PC 255
GARIN 553
TORP 2732
PC 191
PC-106
M-27-B
PC-122
M-33-B
4.1. MoAb
SEVI-89
SEVI 46
MP1
PC-261
Q0047

PLM 12
PLM 2

HLA

DR7
DR7
DR7
DRw8, DR5
DRw8
DR9
DR9, DRw52
DRw1l0
DRw10
DRw52
DRwS52
DRw52
DRw53
DRw53
DQwl
DQwl
DQwl
DQwl
DQw5
DQw2
DQw2
DQw2
DQw3
DQw3
DQw3
DQw7
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y se incubdé la mezcla 50 minutos a temperatura ambiente. Después
se afiadieron 5 pl por pocillo de complemento de conejo y se
incubé la mezcla 100 minutos més. Las placas se tifieron con
eosina (Merck, Alemania) al 5% (5 pl/pocillo) y se fijaron con
10 pl por pocillo de formol (Merck, Alemania) y se conservaron
a 42C hasta su lectura. Las reacciones positivas (linfocitos rojo
oscuro) y negativas (linfocitos reffingentes), se determinaron
mediante un microscopio invertido con contraste de fase (Nikon,
Jap6bn). El1 tipaje HLA-DR y DQ se dedujo de las especificidades
de los antisueros con reaccién positiva. Las reacciones se
cuantificaron como se indicé anteriormente (apartado 3.1): 8 6
6 = reaccidén positiva; 4 = reaccién dudosa; 2 6 1 = reaccién

negativa; 0 = reaccién no valorable.

4. DETERMINACION DE LOS ANTICUERPOS FRENTE AL ISLOTE DE

LANGERHANS (Islet Cell Antibodies, ICA).-

La determinacién de los anticuerpos frente al islote

de Langerhans, (ICA), se realizbé mediante una técnica estandar

de inmunofluorescencia indirecta?®®®.

4.1. OBTENCION DEL SUBSTRATO.

El substrato utilizado es pancreas humano, obtenido de

un donante de rifibn grupo 0 para evitar inmunofluorescencia
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inespecifica. El1 pancreas, inmediatamente después de extraido,
se trocedé en fragmentos de aproximadamente 1 mm® y se congeld
rapidamente en un recipiente que contenia n-isopentano (Fluka,
Alemania) enfriado en un bafio con acetona (Quimigranel, Espaifia)
y nieve carbbénica. Los fragmentos, una vez congelados, se
guardaron en nitrégeno liquido hasta su utilizacién. Las zonas
del pancreas mas adécuadas son el cuerpo y la cola del mismo

debido al gran nimero de islotes existentes.

4.2. CORTE DE LAS PIEZAS DE PANCREAS.

Se extraian las piezas del nitrégeno liquido y se
llevaban al criostato (Minotome) donde se efectuaban cortes de
4 p de grosor, que se transferian a portaobjetos de 8 pocillos
de 6 mm de didmetro por simple contacto con el tejido. La pieza
de pancreas se adheria a la platina mediante una resina especial

(OTC compound).

Para fijar los tejidos de los portaobjetos se secaban
durante 30 minutos debajo de una corriente de aire. Una vez
fijados, los portaobjetos se guardaban en cajas a -202C hasta su

uso .
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4.3. OBTENCION DE MUESTRAS.

La sangre se extrajo al vacio (Sistema Venoject,
Terumo, Japén) en tubos de vidrio seco. Se centrifugé a 200 g
durante 5 minutos. El1 suero se decanté y se fraccioné en

alicuotas de 200 pl y 1 ml.

Se congelaron inmediatamente en la fase gaseosa de

nitrégeno liquido, manteniéndose a ~2092C hasta su utilizacién.

4.4. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ICA EN LOS SUEROS

PROBLEMA.

Se descongelaron las muestras de suero y se dejé que
los portaobjetos con 1los cortes de pancreas adquirieran la

temperatura ambiente antes de su utilizacién.

Se introdujeron en una camara humeda oscura y se situé
encima de cada corte 30 ml de suero neto. Se incubaron durante
20 minutos a temperatura ambiente y se lavaron luego durante 15
minutos, sin agitacién, con PBS (Phosphate Buffered Saline, 0.015
M pH 7.2). Después del lavado, se secd bien el espacio entre los
pocillos del portaobjetos, y se incubaron, en cémara hameda y
oscura los tejidos con 30 ml de anti IgG humano obtenido en

conejo, conjugado con isotiocinato de fluoresceina (DAKO,
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Dinamarca), diluido 1/20 con PBS. Después de 20 minutos, se
lavaron durante otros 15 minutos sin agitacién, con PBS. Al cabo
de esos 15 minutos se dejaron secar y se les afiadié6 3 gotas de
medio de montaje tapa&ndoles con un cubreobjetos. Las
preparaciones se visualizaron con un microscopio de fluorescencia

con lampara halégena (Nikon, Japébn).

En aquellos sueros en los que se detect6 la presencia
de ICA (Fig. 4) se procedidé a la titulacion de los anticuerpos,
haciendo diluciones seriadas (1/2, 1/4...) con PBS, dando como
titulo la Gltima dilucién en la que se detectaba la presencia de

ICA, expresando el resultado en unidades internacionales JDF.
En cada andlisis se incluia un suero control positivo,

homologado en el First International Workshop on ICA

Standardisation, (Ménaco, 1985).

5. DETECCION DE ANTICUERPOS FIJADORES DE COMPLEMENTO FRENTE

AL ISLOTE DE LANGERHANS (Complement Fixing Islet Cell

Antibodies, CF-ICA).-

En aquellos sueros en los que se detectaron ICA, se

procedié a determinar la presencia de anticuerpos fijadores de

complemento.
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Figura 4. Anticuerpes antiislotes de Langerhans (ICa)
detectados por inmunofluorescencia indirecta en
secciones de pancréas humano grupo 0.
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Se descongeldé una muestra de suero y se dejé que los
portaobjetos con 1la secciones de péancreas alcanzaran la

temperatura ambiente.

En una cémara haimeda oscura se incubaron 30 ml del
‘suero problema neto con el pancreas durante 20 minutos. Después
de lavar las secciones de tejido con PBS sin agitacidén durante
15 minutos, se incubaron con 30 ml de suero humano normal, en
el que previamente se habia confirmado la ausencia de ICA. Esta
incubacién tiene como objeto suministrar wuna fuente de
complemento. Al cabo de esos 20 minutos, se hace un segundo
lavado con PBS sin agitacién, durante 15 minutos. Después de
secar bien el espacio entre 1los pocillos, se incubaron 1las
secciones de pancreas con 30 ml de suero anti C3c humano, hecho
en conejo y conjugado con isotiocianato de fluoresceina (DAKO,
Dinamarca). La incubacién fué de 20 minutos en cmara himeda y
oscura, para después lavar durante 15 minutos con PBS sin
agitacién. Después se dejaron secar y se afiadié en cada
portaobjeto 3 gotas de medio de montaje (Diaza bicido atano,
Sigma USA, PBS, pH 7.2, gliceral) y se taparon con un
cubreobjetos. Las preparaciones se visualizaron con un

microscopio de fluorescencia con lampara halégena (Nikon, Japén).

En aquellos sueros en los que se detectdé la presencia
de CF-ICA (Fig. 5), se procedi6é6 a 1la titulacién de los

anticuerpos haciendo diluciones seriadas (1/2, 1/4, etc...) con
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Figura 5.

Anticuerpes antiislotes de Langerhans fijadores de
complemento (CF-ICA)

inmunofluorescencia indirecta

detectados
pancreas humano grupo O.

por
en

secciones de
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PBS, dando como titulo la udltima dilucién en la que se detectd
la presencia de CF-ICA, expresando el resultado en unidades

internacionales JDF.

En cada andlisis se incluia un suero control positivo,
homologado en First International Workshop on ICA Standardisation

4

(M6naco, 1985).

6. ANTICUERPOS ANTIINSULINA.-

Los anticuerpos antiinsulina (AAI) se determinaron
mediante el empleo de un método microELISA. Se incubaron a 4QC
durante 18 horas 0.1 pg de insulina humana altamente purificada
(Novo Industries) diluidos en 100 pl de tampén carbonato-
bicarbonato 0.05 M pH 9.6. La placa fué lavada 3 veces con tampén
PBS 0.15 M- Tween 20 0.1% y dejada vacia. Los pocillos fueron
rellenados con muestras duplicadas de 200 pl de suero diluido
1:50 en tamp6n PBS-Tween 20 5%-caseina 1%, e incubados durante
2 horas a temperatura ambiente. Los pocillos fueron lavados de
nuevo, rellenados con 100 pl de conjugado de peroxidasa-anti IgG
humana diluido 1:2000 en tamp6én PBS-Tween S5%-caseina 1% y dejados

durante 1 hora méds a temperatura ambiente.

El sustrato fué preparado colocando 34 mg de o-
fenilendiamina en una botella de cristal y afiadiendo 100 ml de

tampén citrato-fosfato 0.15 M pH 5.0, seguidos por 100 nul de
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per6xido de hidrégeno al 30% (peso/volumen). La placa fué vaciada
y bajo luz tenue se afiadieron 100 pl de sustrato. La placa fué
incubada en la oscuridad durante 5 minutos a temperatura ambiente
y la reaccié6n fué detenida por la adicién de 50 pl de &cido
sulfirico 4 M a cada pocillo. Las lecturas de absorbancia se
realizaron en un lector de placas a una longitud de onda de 420
nm, tomando como blanco los pocillos no usados rellenos de 200
pl de PBS. El punto de corte fué calculado como el valor medio
obtenido a partir de 134 individuos sanos no emparentados + 2

desviaciones estéandar.

7. ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS.-

Los anticuerpos antitiroideos (antimicrosomales vy
antitiroglobulina) se realizaron por un método ELISA comercial
(Bioscot Ltd, U.K.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se pipetearon en los pocillos apropiados 200 pl de muestras
estandar, controles y muestras diluidas, y se incubaron durante
60 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar 3 veces, se
afiadieron 200 pl del conjugado enzimdtico diluido y se incubaron
durante otros 60 minutos a temperatura ambiente. Después de otro
ciclo de lavado, se afiadieron 200 pl de solucién sustrato, se
incubaron a 372C durante 30 minutos y se detuvo la reaccién
afladiendo 40 pl de NaOH 2 M. La absorbancia de los pocillos fué

leida a 405 nm. Después de dibujar la curva patrén con las
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lecturas esténdar, se calcularon los valores de las muestras y

los controles a partir de la misma.

Para determinar el punto de corte, fueron utilizados

sueros de 97 individuos sanos no emparentados.

8. DETERMINACIONES DE GLUCOSA, INSULINA Y PEPTIDO C.-

8.1. DETERMINACION DE GLUCOSA.

La glucosa sérica se determiné por métodos autométicos

utilizando un aparato TECHNICON™ modelo SMAC™.

8.2. DETERMINACIONES DE INSULINA Y PEPTIDO C.

Las cuantificaciones de insulina inmuno-reactiva (IRI)
y péptido C se han 1llevado a cabo utilizando técnicas de
radioinmunoanalisis (RIA). Estos procedimientos basados en los
descubrimientos de Berson y Yalow?®® se fundan en la competicién
del antigeno contenido en el suero o antigeno frio y otro
marcado, habitualmente con I'*®, o antigeno caliente que se
utiliza como trazador, por los lugares activos del anticuerpo
obtenido previamente frente a 1la hormona objeto de 1la

determinacién.
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8.2.1. INSULINA.

En el RIA utilizado en la cuantificacién de IRI se
empled anticuerpo obtenido en cobaya frente a insulina porcina.
En la determinacién de la curva estadndar se utilizaron sueros
porcinos que se calibraron frente a la unidad WHO 66/304 de

insulina humana.

Como medio de separacién de las fracciones libres y

ligadas al anticuerpo se empledé polietilenglicol.

La sensibilidad del método se estima en 5 pU/ml y
cumple todas las especificaciones de la Comisidén de Control de

Calidad de la Sociedad Europea de Bioquimica Clinica (SEBC).

8.2.2. PEPTIDO C.

En el RIA utilizado en la cuantificacién del péptido
C se ha empleado anticuerpo obtenido en cabra frente a péptido
C humano, como han sido también humanos los sueros valorados que
se han procesado en la determinacién de la curva estéandar en la

que se valoran los sueros desconocidos por interpolacién.

Para separar las fracciones hormonales libres y ligadas

al anticuerpo se ha usado polietilenglicol 20%.
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Material y Métodos.

La sensibilidad del método se ha estimado en 0,3 ng/ml

con un 95% de certeza.

La técnica fue evaluada previamente segin los criterios

de la Comisid6n de Control de Calidad de la SEBC.

9. METODOS ESTADISTICOS.-

Los datos se procesaron en un ordenador IBM PS/2 modelo
50 Z. El1 andlisis estadistico se realizé6 con el paquete de

programas estadistico BMDP (Statistical Sofware).

9.1. DESCRIPCION DE LAS POBLACIONES.

* Variables cuantitativas: Se presentan como media *
desviacidén estandar (m + DE).
* Variables cualitativas: Se presentan en forma de

porcentajes (%).

9.2. COMPARACION DE LAS POBLACIONES DOS A DOS.

* Variables cuantitativas: Se utiliz6é6 el test de la t-
Student como test paramétrico y la U de Man-Whitney

como test no paramétrico.

72



Material y Métodos.

* Variables cualitativas: Se aplicé el test de la Chi-
cuadrado (X?), la X? usando la correccién de Yates, o

el test de Fisher, segin las condiciones de los datos.

9.3. DENTRO DE CADA POBLACION.

* Correlacién entre variables cuantitativas: Se usé el
coeficiente de correlacién de Pearson como paramétrico
y la correlacién de Spearman como no paramétrico.

* Las relaciones entre las variables cualitativas: Se
hizo con la X?, X? con correcién de Yates 6 el test de

Fisher segin las condiciones de los datos.

9.4. ESTUDIO DE LA CURVA DE GLUCOSA, INSULINA Y PEPTIDO C.

Se valoré como respuesta a la sobrecarga oral de

glucosa el area bajo la curva, calculando dicha &rea como la suma

de las areas de los trapecios (aproximacién de Sipson).
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Material y Métodos.

9.5. TRANSMISION PREFERENCIAL.

Se ha utilizado el test de Chi-cuadrado (2x2) y un test

de comparacién de proporciones a través de la aproximacién

normal Z (una observada, una tedrica).
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IV. RESULTADOS



Resultados.

1. POBLACION GENERAL. -

La poblacidén general estd constituida por 260 sujetos,
de los cuales 54 (20,8%) son prop6sitos con DMID, a través de
quienes se ha seleccionado esta poblacién, 108 (41,5%) padres (99
sanos, 6 con intolerancia a la sobrecarga oral de glucosa y 3 con
diabetes mellitus tipo II) y 98 (37,7%) hermanos (93 de ellos
sanos y 5 con DMID). En total 192 (73,8%) eran "sanos", 6 (2,3%)
con intolerancia a la sobrecarga oral de glucosa y 62 con
diabetes mellitus (59 con DMID y 3 con diabetes mellitus tipo

I1).

La edad media fué de 23,14 afos con una desviacidén

estandar de 14,95 afios.

En cuanto al sexo, 130 (50%) eran varones y 130 (50%)

mujeres (Fig. 6).

Cuatro familias (7,4%) eran miltiples.

En 84 casos (32,3%) se detecté HLA-DR3; 77 (29,6%) HLA-
DR4; 51 (19,6%) HLA-DR3, DR4 y en 48 sujetos (18,5%) HLA no DR3

no DR4. Por tanto el 81,5% de los sujetos tenian HLA-DR3 y/o DR4.

Los alelos HLA-DR3 y/o DR4 fueron mas frecuentes en los
pacientes con DMID que en sus parientes de primer grado no
diabéticos, p< 0,0001 (Fig. 7).
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Resultados.

1ISOG 6

5,5%
SANOS 99
91,7%
DMNID 3
2,8%
Poblacién Hermanoe Padres
general DMID sanoe sanoe
Némero 200 (] ] 99
Edad media £ DE (afioe) 23,14 £ 14,98 11,25 = 3,98 1191 £ 7,26 38,78 £ 6.48
Sexo: varones (%) 130 (30) 33 (88.9) 43 (46,2 80 (50,85)
mujeres (%) 130 (50) 28 (44,1) 50 (83,8) 49 (40.5)
Figura 6. Caracteristicas generales de la poblacién

seleccionada.
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75%|

50%|

25%|

0%
P. gen Sanos DMID

No DR3, NoDR4 ]| 185 | 23.4 | 3.4
DR3, DR4 B 196 | 13 | 42.4
DR4 296 | 292 | 271 | *
DR3 32.3 | 34.4 | 27.1

Figura 7. Distribucién de los alelos HLA en las diferentes
poblaciones. El porcentaje de pacientes con DMID
portadores de los alelos HLA-DR3 y/o DR4 fue superior
al de sus familares sanos (p<0.0001).
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Resultados.

Los ICA fueron detectados en 26 (10,1%) de 1los
individuos en la primera muestra, mientras que solo 10 de ellos
(38,46%) fueron CF-ICA positivos. Ademds dos casos que
inicialmente eran ICA negativos se positivizaron transitoriamente

a titulos bajos (5 unidades JDF) con posterior negativizacién.

De los 26 casos con ICA positivos, 16 (61,5%) lo eran
a titulo medio (20-40 unidades JDF), 6 (23,1%) a titulo alto (80
o mads unidades JDF) y 4 (15,4%) a titulo bajo (5-10 unidades

JDF).

Los ICA y CF-ICA se encontraron con mayor frecuencia
en los sujetos con DMID gque en sus parientes de primer grado no

diabéticos, p< 0,001 y p< 0,01 respectivamente, (Fig. 8).

Se encontrd asociacién entre la presencia de valores
de ICA iguales o mayores a 20 unidades JDF y la positividad de

los CF-ICA (p< 0,001).

Solo 4 individuos (2,02%) poseian anticuerpos
antiinsulina positivos y todos ellos tenian el test de 1la
sobrecarga oral de glucosa normal. Tres eran progenitores (2
madres y 1 padre) y uno era una hermana con ICA positivos
simultaneamente. Dos de los sujetos con AAI positivos pertenecian

a una misma familia y otro de ellos a una familia maltiple.
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Porcentaje

/ 35.6
o | | ...

- *p<6.01

30 ‘ ."_ ........................... EDMID*

} | 13.6 #p general
20" e M sanos*

1%
10 3.9

2.6 14
0 /M/
ICA + CFICA +

Figura 8. Prevalencia de anticuerpos anticélulas de los islotes
de Langerhans (ICA) y de ICA fijadores de
complemento (CF-ICA) en las diferentes poblaciones.
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Resultados.

Se detectaron anticuerpos antitiroideos en 36 sujetos
(15,9%), 31 (13,7%) eran antimicrosomales positivos y 12 (5,3%)
antitiroglobulina, con predominio en mujeres con respecto a

hombres (22,4% versus 9%) p< 0,01 (Fig. 9).

No se encontré diferencia significativa en 1la
prevalencia de los anticuerpos antitiroideos entre los pacientes
con DMID y sus familiares de primer grado no diabéticos, si bien,

fueron mds frecuentes en los primeros.

2. FAMILIARES DE PRIMER GRADO NO DIABETICOS.-

2.1. DESCRIPCION.

La poblacién no diabética estad formada por 198 sujetos,
excluyendose a efectos del andlisis estadistico 6 casos que
presentaban intolerancia a la sobrecarga oral de glucosa,
quedando constituida por 192 sujetos, con una edad media de 25,
91 afios y una desviacidén esté&ndar de 15,08 afios. De ellos 99

(51,6%) eran padres y 93 (48,4%) hermanos.

La distribucién por sexos fué de 93 varones (48,4%) y

99 mujeres (51,6%).

En 66 casos (34,4%) se detect6 el alelo HLA-DR3, en 56
(29,2%) HLA-DR4, en 25 (13%) HLA-DR3, DR4 y en 45 (23,4%) otros
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so|”
25"
20|
15|
T

...................................... 29.2
..................... 554
193-------
17.2
9
6.3
Sanos* P. general* DMID

.......

*p<0.01
P Mujeres

@ varones

Figura 9. Prevalencia de anticuerpos antitiroideos en las

distintas poblaciones.

La frecuencia de anticuerpos

antitiroideos fue mayor en mujeres que en varones
(poblacién general y familiares sanos p<0.01; DMID

p=0.31).
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alelos distintos a HLA-DR3 6 DR4. El1 76,6% fué HLA-DR3 y/o DR4

(Fig. 7).

Los ICA fueron positivos en S casos (2,6%) (Fig. 8).
Todos eran hermanos de los propdsitos con una edad media de 10,40
+ 3,84 afios, y de ellos 4 eran mujeres y 1 varon. Ninguno
pertenecia a familias miltiples. E1 80% (4 casos) fué HLA-DR3,
DR4 y el 20% (1 caso) HLA-DR4. No hubo ningin caso con ICA
positivo que no fuese HLA-DR3 y/o DR4. De los 5 sujetos, 3 (60%)
fueron ICA positivo a titulo medio, 1 (20%) a titulo bajo y 1
(20%) a titulo alto. S6lo uno (20%) fué simultaneamente AAI
positivo, coexistiendo con anticuerpos antimicrosomales también

positivos y 2 (40%) tenian también anticuerpos antimicrosomales

positivos. Los 3 casos eran portadores de HLA-DR3, DR4.

Dos casos (1,1%) fueron CF-ICA positivos (Fig. 8).

Los AAI fueron positivos en 4 casos (2,1%), de ellos
3 fueron progenitores y 1 hermano que ademas fué ICA positivo.
Los 4 casos son HLA-DR3 y/o DR4 (1 DR3, 2 DR4 y 1 DR3,DR4).
Ninguno de los hermanos ICA negativo fué AAI positivo. Dos
sujetos con AAI tuvieron simultaneamente anticuerpos
antitiroideos positivos (1 antimicrosomales y 1

antitiroglobulina).
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Resultados.

Los anticuerpos antitiroideos fueron positivos en 22
casos (13,2%), 20 (12%) eran antimicrosomales positivos y 7

(4,2%) antitiroglobulina.

2.2. CORRELACIONES DENTRO DE LA POBLACION NO DIABETICA.

Los sujetos sanos con ICA positivos tienen menor edad
que los ICA negativos (10,40 + 3,84 y 26,29 + 15,04 afios

respectivamente) p= 0,0001.

La edad de los sujetos con anticuerpos antitiroideos
positivos tiende a ser mayor que la de los negativos sin

alcanzar el grado de significacién.

La prevalencia de anticuerpos antitiroideos esté
aumentada en los familiares de primer grado no diabéticos del
sexo femenino con respecto al masculino (19,3% versus 6,3%) p<
0,01 (Fig. 9). Si consideramos por separado los distintos tipos
de anticuerpos, vemos que, dicha significacién se mantenia con
respecto a los anticuerpos antimicrosomales (p< 0,01), mientras
que, aungue existia un predominio de anticuerpos
antitiroglobulina en el sexo femenino, no alcanzaba el grado de

significacién.
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Resultados.

No se encontré relacién significativa entre 1la
positividad de 1los ICA y la de 1los AAI ni anticuerpos

antitiroideos.

Tampoco existidé relacidn entre la positividad de los
AAI y la de los anticuerpos antitiroideos, ni entre el tipo HLA
(DR3 y/o0 DR4 versus no DR3 no DR4) y la positividad de los ICaA,
AAI o anticuerpos antitiroideos. Sin embargo los 5 sujetos con

ICA positivos y los 4 con AAI positivos eran HLA-DR3 y/o DR4.

2.3. FUNCION PANCREATICA.

La glucemia basal y los promedios de glucosa en los
distintos puntos de la curva en el TTOG fueron mds elevados en
la poblacién no diabética con ICA positivos que en la ICA
negativos, llegando a ser estadisticamente significativo para la
glucemia basal (88 * 10,98 mg/dl versus 76,99 * 8,68 mg/dl) p=
0,0137 (Fig. 10). Resultados similares obtenemos si comparamos
estos parametros entre la poblacién de hermanos no diabéticos con
ICA positivos con los hermanos no diabéticos ICA negativos,
encontrando valores de glucemia basal y a los 90 minutos de la
sobrecarga oral de glucosa significativamente mas elevados en los
hermanos no diabéticos con ICA positivos (88 + 10,98 mg/dl
versus 75,50 + 8,44 mg/dl y 134,50 + 45,34 mg/dl versus 100,94

+ 26,89 mg/dl) p= 0,0055 y 0,0209 respectivamente (Fig. 11).
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* p<0.08
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Figura 10. Promedios (*desviacién estédndar) de glucosa,
insulina y péptido C en el TTOG de familiares de
primer grado no diabéticos.
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—Herm. ICA +
I pe
—~Herm. ICA -
* p<0.08

Figura 11. Promedios (*desviacién estédndar) de glucosa,
insulina y péptido C en el TTOG de hermanos no
diabéticos.
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Resultados.

Los valores de insulinemia y péptido C basal, y 1los
promedios de insulina y péptido C en los distintos puntos de la
curva fueron mds bajos en la poblacién no diabética con ICA
positivos con respecto a la poblacién no diabética con ICA
negativos (a excepciédn del péptido C a los 180 minutos) sin

llegar al nivel de significacién (Fig. 10).

Sin embargo al comparar la insulinemia basal de los
hermanos no diabéticos con ICA positivos con los hermanos no
diabéticos ICA negativos se alcanza la significacién estadistica
(8,52 + 1,21 pu/ml versus 13,43 * 6,04 pu/ml) p= 0,0001 (Fig.

11).

No existe diferencia significativa cuando se compara
la poblacién de sujetos no diabéticos con ICA negativos e ICA
positivos entre el &rea bajo la curva de glucosa (5449,99 +
3277,08 versus 6210 * 3177,52), &rea bajo la curva de insulina
(8809,36 * 6084,52 versus 5669,62 + 2362,99) y &rea bajo la curva
del péptido C (657,83 + 411,12 versus 459,37 + 181,37). Sin
embargo, existe una tendencia a presentar valores mas elevados
del area bajo la curva de glucosa y mas bajos del &rea bajo la
curva de insulina y péptido C en la poblacién no diabética con

ICA positivos (Fig. 12).

Existe diferencia significativa entre los niveles de
glucemia basal y &reas bajo la curva de glucosa, insulina y

péptido C entre la poblacién no diabética de padres y 1la
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Figura 12. Areas bajo la curva de glucosa, insulina y péptido
C en el TTOG de familiares de primer grado no
diabéticos ICA + e ICA -.
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Resultados.

poblacién no diabética de hermanos con ICA negativos. De tal
forma que la poblacién no diabética de padres tiene cifras de
glucemia basal, &rea bajo la curva de glucosa, insulina y péptido
C més elevadas que la de hermanos con ICA negativos (78,31 + 8,75
mg/dl versus 75,5 * 8,44 mg/dl) p= 0,0370, (6036,53 + 3383, 26
versus 4870,44 * 3053,79) p= 0,0221, (10052,48 + 5919,82 versus
7513,52 + 6024,35) p= 0,0084 y (790,40 + 471,59 versus 526,69 +

280,46) p< 0,0001 respectivamente (Fig. 13).

Sin embargo, si comparamos la poblacién de hermanos no
diabéticos con ICA positivos con la de padres encontramos que los
niveles de glucemia basal son mas elevados (88 * 10,98 mg/dl
versus 78,31 % 8,75 mg/dl respectivamente) y la insulinemia basal
(8,52 * 1,21 pU/ml versus 12,88 + 4,74 nU/ml respectivamente) y
péptido C (1,62 * 0,35 ng/ml versus 2,16 * 1,27 ng/ml) mds bajos
en los hermanos no diabéticos con ICA positivos, estando en el
limite de 1la significacién estadistica 1las dos primeras
determinaciones. Del mismo modo, los valores del area bajo 1la
curva de glucosa fueron mayores y los del &rea bajo la curva de
insulina y péptido C menores en la poblacién no diabética de
hermanos con ICA positivos que en la de padres, estando préximo
a la significacidén estadistica en ésta Gltima determinacién (Fig.

13).

Cuando comparamos los hermanos no diabéticos con ICA
positivos con sus propios hermanos (correspondientes a las mismas

familias) con ICA negativos encontramos que la insulinemia basal
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Figura 13. Areas bajo la curva de glucosa, insulina y péptido
C en el TTOG de familiares de primer grado no
diabéticos.
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Resul tados.

(p= 0,0104) y el péptido C a los 60 minutos (p= 0,0325) y 120
minutos (p= 0,0367) estaban significativamente mas bajos en los
primeros, mientras que las &reas bajo la curva de insulina y
péptido C, aunque eran menores en los hermanos no diabéticos con
ICA positivos, no llegaban al nivel de significacién (Fig. 14 y

Fig. 15).

No se encontr6 diferencia significativa entre 1la
glucemia, insulina y péptido C basal ni entre las &reas bajo la
curva de glucosa, insulina y péptido C con respecto a 1la

positividad o negatividad de los AAI.

No se encontrdé diferencia significativa entre 1los
distintos tipos HLA y la glucemia, insulina y péptido C basal ni
con las reas bajo la curva de glucosa, insulina y péptido C. Sin
embargo dentro de la poblacién no diabética, los hermanos con ICA
negativos, de los propbésitos con DMID, portadores de HLA-DR3
tienen niveles de insulinemia basal mas elevados que los que
poseen HLA-DR3, DR4 (15,30 % 4,56 pU/ml versus 11,23 *+ 5,20

pU/ml) p=0,0267.

2.4. PROGRESION A DIABETES MELLITUS INSULINODEPENDIENTE.

De los 5 sujetos con ICA positivos, dos desarrollaron
DMID a lo largo de su seguimiento. Uno era varén y otro mujer,

de 15 y 9,9 anos de edad respectivamente. Los dos eran HLA-DR3,
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— Herm. ICA +
Ioe

* ~Herm. ICA -
* 5<0.08

Figura 14. Promedios (*desviacién esténdar) de glucosa, insulina
y péptido C en el TTOG de hermanos no diabéticos ICA+
e ICA- (correspondientes a las mismas familias).
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Figura 15. Areas bajo la curva de glucosa, insulina y péptido
C en el TTOG de hermanos no diabéticos ICA + e ICA -
de pacientes con DMID (correspondientes a las mismas
familias).

94



Resultados.

DR4 al igual que los propbésitos. Ambos tenian ICA positivos en
la primera determinacién a titulos de 40 y>»80 unidades JDF y los
dos presentaron CF-ICA positivos en la determinacién inicial a
titulo de 20 unidades JDF. El varén desarrollé DMID 4 meses
después de detectar la positividad de los ICA, negativizandose
éstos después de 3 afios y 7 meses desde el diagnbéstico. La nifia
desarrollé DMID 1 afio y 8 meses después de objetivarse los ICA,

negativizandose 1 afo y 8 meses tras el diagnéstico.

Los otros tres casos eran del sexo femenino con edades
de 5, 9,75 y 13 afios respectivamente. Uno de ellos tenia HLA-DR4
y los otros dos HLA-DR3, DR4. Todos respondian normalmente a la
sobrecarga oral de glucosa y los ICA fueron positivos a titulos
de 40, 10 y 40 unidades JDF respectivamente. Los tres fueron CF-
ICA negativos. En uno de los casos se negativizaron los ICA tras
1 afio y 10 meses de seguimiento con posterior positivizacion 4
meses después y desaparicién a los 2 afios y 3 meses. En otro de
los casos, que inicialmente era ICA negativo, se objetivdé su
aparicién 10 meses después. En el tercer caso, los ICA se
negativizaron al cabo de 1 afio y 4 meses, con posterior aparicién
a los 7 meses. Los dos Ultimos casos permanecen positivos tras
3 afios y 6 meses, y 1 afio y 10 meses de seguimiento desde su
altima aparicién (Fig. 16). Uno de los casos fué AAI positivo
inicialmente, negativizandose 10 meses mds tarde. Todos ellos

permanecen con perfiles glucémicos normales en el momento actual.
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Titulo ICA (Unidades JDF)

ﬂ DMID
M Caso 1
Ncaso 2
Ecasos
? caso 4
R Caso 5
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Figura 16. Niveles de anticuerpos anticélula de 1los islotes
(ICA), a lo largo del seguimiento, de 5 nifios no
diabéticos ICA + (hermanos de propésitos con DMID).
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3. POBLACION CON DIABETES MELLITUS INSULINODEPENDIENTE. -

3.1. DESCRIPCION.

La poblacién de sujetos con DMID estd constituida por

59 nifos, con una edad media de 11,25 + 3,98 afios (Fig. 6).

El tiempo medio de evolucién de la enfermedad fué de
37,30 + 34,05 meses. 33 (55,9%) eran varones y 26 (44,b1%)

mujeres.

25 casos (42,4%) tenian HLA-DR3, DR4, 16 (27,1%) eran
HLA-DR4, 16 (27,1%) DR3 y 2 (3,4%) no poseian ni HLA-DR3 ni DRA4.

El 96,6% fué HLA-DR3 y/o DR4 (Fig. 7).

54 (91,5%) eran prop6sitos vy 5 (8,5%) hermanos. No hubo

ningan progenitor con DMID.

21 casos (35,6%) eran ICA positivos y 8 (13,6%) CF-ICA

positivos (Fig. 8).

Los 8 casos con CF-ICA positivos se correspondian con
ICA positivos a titulos iguales o superiores a 20 unidades JDF.
Ningin sujeto con DMID y anticuerpos anticélula de los islotes
positivos a titulos menores a 20 unidades JDF fué CF-ICA

positivo.
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De los 18 sujetos con DMID con un tiempo de evolucién
de la enfermedad igual o menor de 12 meses, 12 (66,66%) eran ICA
positivos; mientras que de los 41 sujetos con DMID de mas de 12
meses de evolucién de la enfermedad s6lo 9 (21,95%) eran ICA

positivos (Fig. 17).

S6lo un sujeto fué ICA positivo tras un tiempo de
evolucién de la enfermedad superior a 60 meses y s6élo uno fué CF-

ICA positivo tras un tiempo de evolucién mayor de 24 meses.

Los 21 casos con ICA positivos tenian HLA-DR3 y/o0 DR4

(11 eran DR3, DR4, 5 DR3 y otros 5 DR4).

5 sujetos con ICA positivos tenian simultaneamente
anticuerpos antitiroideos positivos (antimicrosomales y/o
antitiroglobulina). De ellos, 4 pacientes con ICA positivos
tenian simultaneamente anticuerpos antimicrosomales positivos y

2 antitiroglobulina.

12 sujetos con DMID (22,6%) tenian anticuerpos
antitiroideos positivos (antimicrosomales y/oantitiroglobulina),
10 casos (18,9%) eran antimicrosomales positivos y 4 (7,5%)

antitiroglobulina.
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Figura 17. Prevalencia de anticuerpos anticélulas de los
islotes de Langerhans (ICA) segun el tiempo de
evolucién de la DMID.
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3.2. CORRELACIONES DENTRO DE LA POBLACION CON DMID.

Existe una correlacién significativa entre el tiempo
de evolucién de la DMID y la presencia o ausencia de ICA (p=
0,0002). De tal forma que los pacientes con DMID con ICA
positivos tienen menor tiempo de evolucién que los ICA negativos

(18,55 + 18,32 meses y 47,17 * 36,38 meses respectivamente).

No se encontr6 diferencia significativa entre 1la
positividad o negatividad de los ICA y la edad de los sujetos con
DMID, ni tampoco entre 1la positividad o negatividad de 1los
anticuerpos antitiroideos y la edad de los pacientes con DMID o
con el tiempo de evolucién de la enfermedad. Tampoco existid
relacién significativa entre la positividad de los ICA y la

positividad de los anticuerpos antitiroideos.

No existidé relacién entre el tipo HLA y la persistencia
de los ICA, ni entre los distintos tipos HLA y el tiempo medio

de evolucién de los ICA desde el diagndstico de DMID.

No se encontrd relacién entre los distintos tipos HLA
(DR3 y/o0 DR4 versus no DR3 no DR4) y la positividad de los ICA,
sin embargo todos los sujetos con ICA positivos eran HLA-DR3 y/o

DR4.
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La prevalencia de anticuerpos antitiroideos, aunque
mayor en mujeres que en varones (29,2% versus 17,2%), no fué

estadisticamente significativa (Fig. 9).

Existib6 diferencia significativa (p< 0,05) entre
el tipo HLA (DR3 y/o DR4 versus no DR3 no DR4) y la positividad
de los anticuerpos antitiroideos. Es decir, los pacientes n
DMID y con anticuerpos antitiroideos positivos (antimicrosomaleg
y/o antitiroglobulina) esté&n asociados a HLA no DR3 no DR4, no
encontrandose significacién cuando consideramos por separado lhs
distintos tipos de anticuerpos antitiroideos. Los dos casos on
DMID y anticuerpos antitiroideos positivos eran portadores je

HLA-DRw6 /DRw52, DQwl.

4. TRANSMISION DE LOS ALELOS DIABETOGENICOS HLA.-

La herencia de los alelos DR3 o DR4 pudo ser analizaia
en 48 familias. 24 padres y 17 madres tenian uno y s6lo un aleop

DR3 y 13 padres y 23 madres tenian uno y s6lo un alelo DR4.

La transmisién de los alelos DR3 (Tabla III) de lis
padres a los nifios diabéticos fué significativamente més ala
cuando se comparaba con la esperada del 50% (a versus 50%) o cn
los descendientes no diabéticos (a versus c). Sin embargo, no e
encontré diferencia significativa cuando se compararon estsg

ultimos con la esperada del 50% (c versus 50%).
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La transmisién de los alelos DR3 de las madres a los
nifnos diabéticos fué del 72,22%, no encontrandose diferencia
significativa cuando se comparaba con la esperada del 50% (b
versus 50%) o con los descendientes no diabéticos (b versus 4d).
Del mismo modo, no se encontrdé diférencia significativa al
comparar los descendientes no diabéticos con la esperada del 50%

(d versus 50%).

Los alelos DR3 paternos o maternos no fueron
transmitidos preferentemente a los descendientes diabéticos y/o

no diabéticos (a versus b, ¢ versus d, e versus f).

La transmisién de los alelos DR4 viene expresada en la
Tabla IV. Los nifios diabéticos recibieron de sus padres o madres
este alelo con una frecuencia mas alta que la esperada del 50%
(a versus 50%, b versus 50% respectivamente), y también mas alta
cuando se comparaba con los hermanos no diabéticos (a versus c,
b versus d respectivamente), la cual no diferia

significativamente de la esperada del 50% (c y d versus 50%).
Asimismo, los alelos DR4 paternos o maternos no fueron

transmitidos preferentemente a los descendientes diabéticos y/o

no diabéticos (a versus b, ¢ versus d, e versus f).
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V. DISCUSION



Discusibn.

Es bien conocida la asociacién existente entre ciertas
enfermedades y determinados alelos o haplotipos del sistema HLA.
En el caso de la DMID diversos autores han investigado 1la

asociacién con HLA en familias y en la poblacién general®?-28%-286,

El 96,6% de nuestros pacientes con DMID expresan los
alelos de histocompatibilidad DR3 y/o DR4 mientras que sus
familiares de primer grado no diabéticos lo expresan en el 76, 6%
de los casos. Porcentajes similares son descritos por otros
autores‘®-®., Asi el 95% de los diabéticos tipo 1 son portadores
de los alelos DR3 y/o DR4%-83-8%.87 an comparacién con el 40-50% de

la poblacién general caucasiana.

Como podemos observar, la evidencia indica que HLA-DR3
y DR4 (o genes estrechamente ligados a ellos) estan implicados

en la susceptibilidad a la DMID.

La base de la asociacién entre los antigenos HLA y la
DMID es desconocida. Puede ser posible que la presencia de
ciertos antigenos HLA hagan a las células de los islotes mas
susceptibles a la infeccidén viral o mas propensas al dano o

muerte celular que en presencia de otros antigenos?¥.

La posesi6tn de ambos antigenos DR3 y DR4 confiere una
mayor predisposicién genética a la DMID que la posesidén de uno

solo de ellos®°.
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Discusioén.

La presencia de los alelos DR3 o DR4 confiere un riesgo
de padecer la enfermedad entre tres y cinco veces superior al de
la poblacién general, siendo veinte veces en heterocigotos
DR3/DR4. Los homocigotos DR3/DR3 o DR4/DR4 no tienen mayor riesgo

que los heterocigotos DR3/X o DR4/X5%-8¢,

Aunque la asociacién de la DMID con los antigenos HLA-
DR3 y DR4 existe®, esto sélo no es suficiente para explicar todo

el componente genético de la enfermedadl??-106.117.118.120.125.288

El modo de herencia de esta enfermedad no se ha
clarificado y se ha postulado una transmisidén preferente de estos

alelos hacia su descendencia’*!.

Vadheim et al!*‘. sefialan que en familias diabéticas el
HLA-DR4 paterno y ambos DR3 paternos y maternos son transmitidos
preferentemente a los descendientes con DMID y no diabéticos,
proponiendo que los haplotipos que contienen DR3 y DR4 pueden por
si mismos contener ventajas en la fertilizacién y/o supervivencia

del huevo.

Nuestros resultados no apoyan la existencia de una
distorsién en la transmisién encontrada por estos autores!'*‘. Los
alelos DR3 y DR4 paternos o maternos no fueron transmitidos

preferentemente a los descendientes diabéticos y/o no diabéticos.
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Los alelos DR3 o DR4 paternos y DR4 maternos estan
significativamente aumentados en los descendientes con DMID. Sin
embargo, el alelo HLA-DR3 materno, aunque fué transmitido a sus
descendientes con DMID con mayor frecuencia (72,22%) de 1la

esperada del 50%, no llegb a ser estadisticamente significativa.

Estas conclusiones parecen obvias, asumiendo que DR3
y DR4 son genes diabetogénicos por si mismo y las familias fueron
elegidas por su fenotipo diabético. No obstante, no es
habitualmente posible identificar personas de alto riesgo en la
poblacién general tipificando HLA-DR, ya que s6lo un pequeiio
porcentaje DR3 o DR4 positivo llegan a ser diabéticos. Esto
sugiere que DR3 y DR4 estdn en desequilibrio de ligamiento con
genes diabetogénicos. De otra manera, genes no ligados a HLA y/o
factores ambientales podrian ser requeridos para obtener la

expresién del fenotipo diabético.

En nuestro estudio, los descendientes no diabéticos de
padres y madres DR3 o0 DR4 recibieron estos alelos con una

frecuencia similar a la esperada del 50%.

La frecuencia de los alelos DR podria ser esperada
idéntica en padres y madres de nifios diabéticos. Sin embargo, DR3
fué més prevalente entre los padres, constituyendo el 50% de los
padres y solo el 31,2% de las madres, mientras que esta

proporcién se invertia en cuanto al sexo de los progenitores
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cuando se consideraba DR4, el cual estaba presente en el 27% de

los padres y 47,91% de las madres.

En nuestra serie, 24 padres y 17 madres tenian uno y
s6lo un alelo DR3 y 13 padres y 23 madres tenian uno y sélo un

alelo DRA4.

La frecuencia de nifios que heredaron el alelo DR3 de
sus padres fué significativamente mds alta que la esperada del
50% (p< 0,05), al contrario que los nifios que heredaron el alelo
DR3 de sus madres, en 1los cuales no existié diferencia

significativa con respecto a la esperada del 50%.

No existidé tampoco diferencia significativa entre 1la

herencia de los alelos DR3 derivados de padres y madres.

La frecuencia de nifios que heredan el alelo DR4 de sus
madres fué significativamente mas alta que la esperada del 50%
(p< 0,01), al contrario que los nifios que heredaron el alelo DR4
de sus padres, en los cuales no existidé diferencia significativa

con respecto a la esperada del 50%.

Tampoco existi6 diferencia significativa entre 1la

herencia de los alelos DR4 derivados de padres y madres.

La transmisién selectiva de genes a los descendientes

habia sido descrita en animales y humanos. Los modelos animales,
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tal como el del locus Tt en el ratén, demostraron que 1los

haplotipos completos pueden ser transmitidos preferentemente

desde padres varones a sus descendientes?®,

Diversos autores sefialaron una posible distorsién de
la transmisién de alelos o haplotipos en familias con DMID. Un
aumento en la herencia de HLA-B8 (y presumiblemente DR3) fué

sefialado en madres y padres con HLA-B8%%°,

Warram et al'®®. habian sugerido que la herencia de la
DMID puede ser influenciada por el sexo de los padres afectados,
de tal modo que existe una mayor incidencia de DMID entre los
descendientes de hombres con la enfermedad que entre aquellos de

mujeres diabéticas.

La explicacién para esta observacién no es clara. Se
ha postulado, que una mayor frecuencia de recombinacién entre
ligamientos de locus en la mujer que en el hombre, durante la
gametogénesis, podria "proteger" a los descendientes de las
mujeres diabéticas en el caso de que la susceptibilidad a la DMID
sea dependiente de la combinacién de varios alelos en la regibén
HLAM!-142  Es posible que, 1los padres diabéticos, puedan
transmitir haplotipos de alto riesgo a sus descendientes y las

madres diabéticas, haplotipos de bajo riesgo®:!.
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Otra posibilidad del efecto "protector" en los nifios
de madres diabéticas es que el concepto de susceptibilidad puede
ser selectivamente perdido a través de la muerte perinatal,
fracasos de implantacidén o abortos esponténeos, tal vez por

mecanismos inmunolégicos o metabélicos!®.

La DMID es una enfermedad autoinmune progresiva y en
la mayoria de los pacientes con diabetes tipo I recién
diagnosticados los ICA estan presentes®® y pueden ser detectados
afios antes del comienzo clinico de la diabetes'’-%°-92-292, g}
seguimiento de personas sanas con ICA positivos ha demostrado que
muchas de ellas pueden 1llegar a ser diabéticas!’®'%. En

contraste, en alguno de los casos estos anticuerpos pueden

desaparecer.

La prevalencia de ICA en nuestra poblacién con DMID fué
del 35,6%, demostrandose una relacién significativa entre el
tiempo de evolucién de la enfermedad y la positividad o
negatividad de los ICA (p< 0,01). Asi, los sujetos con DMID de
un afio, o menos, de evolucién, tienen una prevalencia del 66, 66%,
descendiendo ésta al 21,95% en aquellos pacientes con un tiempo

de evolucién de la enfermedad superior a un ailo.

Estos resultados son concordantes con los de otros
autores?®’-164.171.172.293 gqye encuentran una prevalencia de ICA al
comienzo de la DMID tan alta como del 55-85%%%4%¢ con

disminucién gradual a medida que progresa la enfermedad!’!-226-297,
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Notsu et al®*®. encuentran una prevalencia de ICA en la poblacién
japonesa de 0,5%, 0,4% y 32% en adultos no diabéticos, nifios
escolares normales, y en pacientes con DMID respectivamente. La
mayoria de los sujetos con ICA positivos con DMID tenian una
corta duracién de la enfermedad y ningin paciente con mas de diez
aflos desde el comienzo tenia anticuerpos anticélulas de 1los

islotes.

Nuestros pacientes con DMID e ICA positivos tenian un
menor tiempo de evolucidén de la enfermedad que los ICA negativos

(p= 0,0002).

De nuestros resultados, al igual que de los descritos
en la literatura?®?-#%%3% podemos deducir que la prevalencia de

ICA depende de la duracién de la diabetes.

Los CF-ICA estuvieron presentes en el 13,6% de 1la
poblacién con DMID y en el 1,1% de los familiares de primer grado
no diabéticos, porcentaje éste_ﬁltimo algo inferior al de Tarn
et al?®?, quienes encontraron un 3,3% de CF-ICA positivos en
familiares de primer grado de nifios diabéticos y al de Gorsuch
et al'’. (2% en padres y 4% en hermanos) y Spencer et al?"°,
(2,9%). Otros autores como Bottazzo et al!®*. evidencian que 1la
mayoria de los pacientes con DMID (77%) tenian ICA-IgG en el
momento del diagnéstico y el 20% de éstos persisten después de

afios de evolucién. En cuanto a los CF-ICA, éstos eran positivos
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en el 78% de los pacientes con ICA positivos al comienzo de la

enfermedad, disminuyendo progresivamente a lo largo del tiempo.

S6lo uno de nuestros pacientes con DMID fué ICA
positivo tras un tiempo de evoluciédn de la enfermedad superior
a 60 meses y s6lo uno persistié con CF-ICA positivo tras un

tiempo mayor de 24 meses de duracién de la enfermedad.

Se detectd ICA positivos en el 2,6% de los familiares
de primer grado no diabéticos, resultados similares a 1los
descritos por Neufeld et al®., Winter y McLaren?? y Thivolet et
al®*®', Otros estudios confirman este aumento de frecuencia de ICA
en los familiares de primer grado, encontrando porcentajes muy
diversos que oscilan entre el 0,9-21%47-164.173-176.293.302,303 &gp
respecto a la poblacién general®’-171.172.178.197.20¢  pgtag variaciones
en la prevalencia de ICA, pueden ser explicadas, al menos en
parte, por diferencias en la sensibilidad del método utilizado

en su deteccién?®®-297,

Recientemente Bonifacio et al!'®®. detectaron ICA en el
3,3% de los familiares en comparacién con el 2,2% de 1los
controles. Segin Montafia et al'’”®>. la prevalencia de ICA fué
similar entre padres (7,99%), hermanos (6,29%) y descendientes

(9,86%) y entre varones (9,40%) y mujeres (6,27%).

Diversos estudios muestran que al menos un cuarto de

los individuos con ICA positivos inicialmente no diabéticos
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desarrollaron DMID a los seis afios del reconocimiento inicial.
Los ICA pueden estar presentes meses o0 aiflos antes del

diagnésticon'so‘ 164,174,292,304

Los dos casos que desarrollaron DMID, a los cuatro y
veinte meses respectivamente de detectarse los ICA, éstos eran
a titulo medio-alto (40 y»>80 unidades JDF) y CF-ICA positivos en
la determinacién inicial a titulo de 20 unidades JDF. Los tres
casos con ICA positivos que permanecen sanos actualmente, tras
5 afios de seguimiento, fueron CF-ICA negativos y el titulo
inicial de ICA fue medio-bajo (40, 40 y 10 unidades JDF

respectivamente).

De nuestros resultados y en concordancia con estudios
previos'’-%°-1¢¢ podemos concluir que los ICA pueden preceder en
meses e incluso en afios el inicio de la enfermedad y que los CF-
ICA estan mas frecuentemente relacionados con el comienzo clinico
de 1la enfermedad que 1los ICA convencionales y tienden a

desaparecer mas rapidamente.

En los diabéticos de inicio se ha demostrado que
aquellos que presentan CF-ICA y a titulo alto, pierden més

deprisa su reserva insulinica?®*.

En nuestro estudio la presencia de ICA y mas
concretamente de CF-ICA en hermanos de probandos con DMID se han

comportado como factores pronésticos para el desarrollo de DMID.
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Un titulo de ICA de 40 unidades JDF o mayor se asocié con un alto

riesgo de desarrollar DMID.

La combinacién de CF-ICA positivos junto con HLA
idéntico al hermano diabético parecen conferir un muy alto riesgo
de desarrollar diabetes tipo I, si bien el riesgo combinado no

puede ser cuantificado con seguridad*’-%2.

Riley et al!®®. identificaron una serie de factores
independientes que contribuian a aumentar el riesgo de DMID, tal
como edad (primeras dos décadas de la vida), tener titulos

elevados de ICA y ser miembro de familias miltiples.

En nuestro estudio no hemos podido demostrar que el ser
miembro de familia maltiple aumentase el riesgo de desarrollar
DMID, sin embargo, observamos que todos nuestros sujetos "sanos"
con ICA positivos eran hermanos de probandos con DMID, con edad
media de 10,4 + 3,84 afios, y los dos que desarrollaron DMID
presentaban titulos elevados de ICA y positividad para los CF-
ICA, 1lo que estd en concordancia con el excelente valor

predictivo para desarrollar DMID de los CF-ICAS-92.200

Nosotros concluimos que la determinacié4n de ICA en
parientes de probandos con DMID puede contribuir a identificar
a aquellos con riesgo aumentado de desarrollar DMID. El riesgo
depende del titulo de ICA y mads concretamente de la presencia de

CF-ICA, asi como ser hermano compartiendo haploidentidad con el
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probando con DMID, mientras que 1los sujetos sin estos
autoanticuerpos es poco probable que desarrollen DMID en el

futuro.

En los 5 afios de seguimiento dos de los cinco sujetos
no diabéticos con ICA positivos llegaron a ser diabéticos
insulindependientes, mientras que ninguho de los ICA negativos
progres6 a DMID a lo largo de nuestra observacién, resultados
similares a los obtenidos por Riley et al®’., entretanto que
otros autores!’3-#%2.3%1 gdetectaron sujetos sin ICA que progresaron

a diabetes durante el tiempo de seguimiento.

En el estudio familiar del hospital St. Bartholomew's?%
durante un seguimiento de ocho afios, un 54% de los sujetos con
CF-ICA desarrollaron diabetes, sugiriendo al analizar las tablas
de vida que un 76% de los individuos positivos se convertiran en

diabéticos.

Bonifacio et al'®®. encuentran ICA positivos en el 3, 3%
de los familiares de primer grado de pacientes diagnosticados de
diabetes, y tras diez afios de seguimiento, encuentran que el
valor predictivo para diabetes oscildé entre el 40% (4 unidades
JDF) y el 100% (80 unidades JDF) y, la sensibilidad, entre el 31%
(80 unidades JDF) y el 88% (4 unidades JDF). Sin embargo, para
Landin-Olsson et al®®., la sensibilidad de un test ICA positivo
es del 81%, la especificidad del 98% y, el valor predictivo

podria ser s6lo del 5%. En este estudio siete de los nueve
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controles ICA positivos inicialmente se volvieron ICA negativos
sin desarrollar diabetes. Los otros dos, desarrollaron diabetes
a los ocho y veinticinco meses después de entrar como grupo; uno
de los nifios tenia un padre con diabetes tipo I mientras el otro

no tenia ningin miembro de la familia con la enfermedad.

Existen datos sugerentes de que 1los CF-ICA son
marcadores de mayor prediccidén que los ICA convencionales de la

destruccién progresiva de las células B antes del diagnéstico®% %%

y en la diabetes manifiesta3®-3%7,

El estudio prospectivo de grupos de alto riesgo ha
demostrado la existencia de una larga fase prodrémica con
manifestaciones inmunolégicas que preceden al comienzo clinico
de la DMID. La cuantificacién de los ICA y CF-ICA en las muestras
de seguimiento demuestra que la monitorizacién de los niveles de
ICA y CF-ICA a lo largo del tiempo pueden contribuir a predecir

el inicio de la DMID.

En nuestro estudio los familiares con titulo medio-alto
de ICA y presencia de CF-ICA se manifestaron como individuos de

alto riesgo para desarrollar la enfermedad.

En uno de nuestros casos se observdé negativizacién de
los ICA sin aparecer la enfermedad, 1lo cual puede estar en
relacién con el caracter transitorio®®®. Asi Spencer et al?°.

sefialan que los ICA son a menudo transitorios, mientras que para
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Riley y Maclaren!’? éstos lo son raramente ya que no observaron
ninguna recurrencia de ICA en pacientes con DMID después de su

desaparicién del suero.

En dos de los tres sujetos ICA positivos que permanecen
con perfiles glucémicos normales en la actualidad se observéd
nueva aparicién de los ICA tras su negativizacién, hecho que no
se observé en 1los dos pacientes inicialmente "sanos" que
evolucionaron a DMID, 1los cuales se negativizaron tras el

diagnéstico de DMID.

La naturaleza transitoria de los ICA citoplasmaticos
parece ser debida probablemente a una pérdida gradual del
estimulo antigénico a medida que progresa la destruccién de los

islotes hasta la ausencia total de las células B83%19-399,

Una posibilidad a considerar seria el fendémeno
denominado cominmente prozona, por el cual, sueros ICA negativos
en una determinacién inicial con suero no diluido pueden dar
positivos a altas diluciones, sugiriéndose, que podria ser

consecuencia de la presencia de un exceso de anticuerpos3'°.

La asociacién encontrada entre ICA y CF-ICA apoya la
teoria que sustenta que los CF-ICA indican més la presencia de

altos titulos de ICA?*! que un nuevo tipo de anticuerpos!®.
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El papel de los ICA es todavia cuestionado ya que la
destruccién de las células de los islotes puede estar ya iniciada
en el momento en que los anticuerpos son detectados y éstos ser
el resultado de tal destruccién y no su causa?’?; sin embargo, es
indudable su valor como marcador de individuos con alto riesgo

de desarrollar diabetes.

Todos nuestros sujetos inicialmente "sanos" con ICA
positivos fueron portadores de HLA-DR3 y/o DR4, eran hermanos de
los propésitos con DMID con una edad media de 10,4 *+ 3,84 aifios
y existia un predominio del sexo femenino. Otros autores!’® habian
sefialado que los sujetos positivos suelen ser portadores de HLA-
DR3 y/o DR4 o tener historia familiar u otra enfermedad
autoinmune organoespecifica®!. Sin embargo, no hemos encontrado
relacidén entre los distintos tipos HLA y la positividad de los
ICA, al igual que otros autores*t-164-17¢.28¢  confirmando nuestros

estudios preliminares3!?,

Se ha descrito que la persistencia prolongada de ICA
parece correlacionarse con HLA-B8 y/o DR3%%6-293.313  aynque estos

hallazgos no fueron confirmados por otros autores3°?-314.31%,

Nosotros no encontramos relacién entre el tipo HLA y
la persistencia de los ICA, ni entre los distintos tipos HLA y
el tiempo medio de evolucién de los ICA desde el diagnéstico de
la DMID, como tampoco hemos encontrado diferencia significativa

entre la positividad o negatividad de los ICA y la edad de los
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sujetos con DMID, si bien todos nuestros pacientes habian sido

diagnosticados antes de los 15 afios de edad.

Si los genes HLA y la autoinmunidad son factores de
riesgo para DMID, el sexo varén puede ser un factor de riesgo
para DMID®*®, En este sentido, mientras en nuestra poblacién
general estudiada el 50% son varones y el 50% mujeres, en la
poblacién con DMID existe un discreto predominio del sexo
masculino (55,9%), distribuyéndose por igual el sexo de nuestros
dos casos con ICA positivos que progresaron a DMID. No obstante,
el uUnico varén familiar de primer grado con ICA positivos
progres6 a DMID, mientras que s6lo una mujer entre cuatro

familiares de primer grado con ICA positivos progresé a DMID.

Se ha descrito la presencia de AAI en el 18-38% de los
diabéticos tipo I en el momento del diagndéstico, antes de

iniciarse el tratamiento con insuling!46-165-166.188.189.192

LAIBB' 194-196

relacionandose con diferentes tipos H e inversamente con

la edad de comienzo de la enfermedad®!-!88-1%3,

Los anticuerpos antiinsulina fueron detectados en el
2,1% de nuestra poblacién "sana", de ellos, tres eran
progenitores y uno, era una hermana portadora a su vez de ICA,
porcentajes superiores a los descritos por Montafia et all’®. en
la poblacién mediterranea (0,53%) y Bergua et al®®*. en 1la

poblacién escolar espafiola (0.3%).
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Nuestros cuatro casos con AAI positivos eran HLA-DR3
y/0 DR4 y la mitad de ellos estaban asociados a HLA-DR4,
resultados concordantes con los hallazgos de Scherthaner et all!®t.
y Hoogwerf et al!®®. quienes encuentran una correlacién entre HLA-
DR4 y titulos elevados de AAI, datos no demostrados por McCEvoy

et al!¥’.

Arslanian et all*®. encontraron una correlacién negativa
entre los AAI y la edad (71% de los pacientes con DMID que tenian
AAI al diagnéstico estaban por debajo de los ocho afios de edad,
comparado con solo el 21% que estaba por encima de los ocho
anos), no pudiendo demostrar una diferencia significativa en los
antigenos HLA-DR, ICA y funcién residual de las células B8 entre

los pacientes con y sin AAI.

En nuestro estudio no hemos encontrado relacién
significativa entre 1la presencia de ICA y la de AAI ni
anticuerpos antitiroideos, al igual que entre el tipo HLA y la
presencia de ICA, AAI o anticuerpos antitiroideos en 1los
familiares de primer grado "sanos" de nifios con DMID. Sin
embargo, los cinco sujetos ICA positivos y los cuatro con AAI

positivos eran HLA-DR3 y/o DR4.

La posibilidad de asociaci6én entre AAI e ICA es
controvertida'®-3'’, mientras hay autores que encuentran dicha
asociacifn!®®-191.192.318.319 otros estudios fracasan en

demostrarlal‘s' 165,188, 204
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Los AAI pueden aparecer antes del comienzo de la DMID
y su presencia podria sugerir un marcador adicional para
individuos de riesgo de desarrollar diabetes!®-191-318.319 = npjentras

165.320  jndican que su

que los resultados de otros estudios
presencia es mas compatible con la susceptibilidad genética
individual (marcador genotipico) que con el establecimiento de

la enfermedad.

Nuestros hallazgos no permiten extraer conclusiones
dado el escaso numero de casos, de todas formas, la presencia de
HLA-DR4 y/o DR3 en todos nuestros sujetos con AAI positivos (1la
mitad de ellos asociados a DR4) mientras que s6lo uno de ellos
se asoci® a ICA positivos, asi como la normalidad de la reserva
pancreatica, podria contribuir a apoyar la hipétesis de 1la
heterogeneidad genética de la DMID y servir como un indicador
asociado a HLA mas que como un marcador de la destrucciédn

autoinmune de las células B.

Los AAI, especialmente en presencia de ICA, fueron mas
predictivos de DMID antes de la pubertad!, si bien el verdadero
significado como marcadores del desarrollo de diabetes tipo I
sigue siendo oscuro®’. Los resultados de Wilkin et all®®. sugieren
que los AAI no se asocian invariablemente a la diabetes clinica,
ya que se encontraron en gemelos indemnes de diabéticos de larga
evolucién, que tienen pocas posibilidades de desarrollar
diabetes®. Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de

que los AAI sean marcadores de una lesién de 1las células
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insulares que no ha progresado a DMID. La frecuencia similar de
AAI en gemelos no afectos de diabéticos de corta y larga
evolucién es compatible con un marcador de susceptibilidad

genética mas que de enfermedad establecidal®®-3%,

Atkinson et all®, encontraron AAI en el 1,4% de los
controles normales, 4% de parientes de primer grado de pacientes
con DMID y en el 37% de pacientes récién diagnosticados de DMID.
Los AAI positivos de parientes de primer grado de pacientes con
DMID, asi como de la poblacién general, se asociaron con HLA-DR3
y/o DR4, sugiriendo que los AAI estén restringidos a personas
genéticamente susceptibles a DMID, aumentando la probabilidad de
disfuncién de células B8 en individuos no diabéticos ICA
positivos. Asi, tras la estimulacién con glucosa intravenosa, la
insulinopenia (medida por la alteracién de la primera fase de
secrecién de insulina en respuesta a la glucosa intravenosa)
estuvo presente en el 70% de individuos con ICA y AAI positivos,
en contraste con s6lo el 23% de personas con ICA positivos y AAI
negativos. Estos datos documentan una asociacién significativa
entre los AAI e ICA y apoyan el que tanto los AAI como los ICA

son marcadores de destruccién progresiva de las células B!%°,
Por el contrario, otros autores observaron AAI en

individuos independientemente del grado de funcién de las células

B319
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Al igual que en los ICA, también se han descrito
fluctuaciones de anticuerpos antiinsulina y antitiroideos, por
lo que puede ser simplemente un reflejo de las oscilaciones de

la autoinmunidad®s-270-322

En 1la DMID se encuentran otros _autoant:lcuerpos
organoespecificos no pancreaticos con mas frecuencia que en la

poblacién generallst-323-324

Este aumento en 1la produccién de anticuerpos puede
formar parte de un defecto general en 1la inmunorregulacién
asociado a HLA-DR3, antigeno muy prevalente en familias
diabéticas, lo que se traduce en una disminucién de la funcién

supresora de las células T e hiperactividad de 1las células

B325.326

El aumento de frecuencia de anticuerpos
antimicrosomales tiroideos en pacientes con DMID fué uno de los
hallazgos que apoyan una etiologia autoinmune para la DMID. Riley
et al®*°. encontraron una frecuencia aumentada de anticuerpos
antimicrosomales tiroideos (17,6%), predominando en blancos
(20,1%) sobre negros (5,5%), pero no de anticuerpos
antitiroglobulina en pacientes blancos con DMID, con una razén
mujer/varén de 2/1. En 1los pacientes con anticuerpos
antimicrosomales tiroideos fué més frecuente la presencia de
anticuerpos anticélulas ©parietales (géastricas (16,8%) Yy

antiadrenales (5,1%).
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El 22,6% de nuestra poblacién con DMID tenia
anticuerpos antitiroideos positivos (18,9% antimicrosomales y el
7,5% antitiroglobulina), encontréandose asociados a HLA no DR3 no
DR4, mientras dicha significacién se perdia si consideramos por
separado los distintos tipos de anticuerpos antitiroideos. Otros
autores habian sefialado que estos anticuerpos ocurrian
independiéntemente de la suscéptibilidad a la diabetes ligada a
HLA??8-327  agociéndose en varones la produccién de anticuerpos
antimicrosomales a HLA-DR5%®. Yamaguchi et al!’®., al igual que
Kida et al®¥®®,, encuentran que los pacientes japoneses con DMID
y anticuerpos antitiroideos positivos tienen una mayor frecuencia

de HLA-DRw9 que los sujetos control.

Nuestros dos casos con DMID portadores de HLA no DR3
no DR4 y con anticuerpos antitiroideos positivos poseian HLA-

DRw6/DRw52, DQwl.

En cuanto a los parientes de primer grado "sanos" de
probandos con DMID, éstos presentaron anticuerpos antitiroideos
en el 13,2% (12% antimicrosomales y 4,2% antitiroglobulina). La
edad fué mayor en los familiares con anticuerpos antitiroideos
positivos que la de los negativos, sin alcanzar el grado de

significacién, al igual que sucedidé en los nifios con DMID.

No encontramos diferencia entre 1la presencia de
anticuerpos antitiroideos y el tiempo de evolucién de 1la

enfermedad, aunque se ha descrito un declinar de los anticuerpos
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antimicrosomales tiroideos (desde el 23,4% de los pacientes con
DMID con menos de seis meses de evolucién al 10,3% después de dos
afios) con el paso del tiempo de evolucién de la DMID?**’, a pesar

de que estos anticuerpos parecen aumentar con la edad!®*.

Segin Neufeld et al®’. cerca del 25% de pacientes con
DMID tienen autoanticuerpos tiroideos microsomales y/o
anticélulas parietales géastricas (autoinmunidad tirogéstrica).
Dichos anticuerpos esté&n habitualmente presentes al diagnéstico,
desapareciendo sélo si el proceso autoinmune ha destruido 1la
glandula diana??’. Estos anticuerpos son mas frecuentes en la
poblacién control a medida que aumenta la edad, afectando a méas

de un tercio de las mujeres caucasianas después de los 60 afios??.

Riley et al®*°. encuentran anticuerpos antimicrosomales
tiroideos en el 17,6% de los pacientes menores de 30 afios con
DMID, con mayor prevalencia en las mujeres que en los hombres.
Sin embargo, los anticuerpos antitiroideos y gastricos fueron méas
comunes entre pacientes con edades mads tardias de comienzo de la

DMID?%8,

La prevalencia de anticuerpos antimicrosomales en
nuestro estudio fué del 18,9% en los pacientes con DMID frente
al 12% de sus parientes de primer grado no diabéticos,
distribuyéndose con mayor frecuencia entre las mujeres en ambas
poblaciones, aunque s6lo se objetiv6 una diferencia significativa

a favor del sexo femenino en los familiares de primer grado no
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diabéticos, mientras que dicha significacién se perdia en los

sujetos con DMID.

Otros autores®#? han constatado porcentajes
diferentes de pacientes diabéticos portadores de anticuerpos
antitiroideos, oscilando entre un 8% de pacientes asintométicos
(comparado con el‘0,5% de los controles) y un 44%, la mitad de

los cuales presentaba sintomas.

En el estudio familiar realizado por Bottazzo et al??¥.
se demostrdé que los anticuerpos tiroideos o gastricos eran més
prevalentes en los sujetos con CF-ICA persistentes que en

aquellos que perdian esta subespecie de anticuerpos.

Nosotros no pudimos demostrar relacidén entre la
positividad de los ICA y la de los anticuerpos antitiroideos,
tanto en los sujetos con DMID como en sus parientes de primer

grado no diabéticos.

Tampoco se encontrd® relacién entre la positividad de
los AAI y la de los anticuerpos antitiroideos en los parientes

de primer grado de probandos con DMID.

Estos resultados est&n de acuerdo con los de Lendrum
et al®*¥®, quienes tampoco encuentran diferencias en la prevalencia
de anticuerpos antitiroideos o gastricos en pacientes con ICA y

sin ellos (20%).
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Todos estos autoanticuerpos pueden estar presentes
antes de desarrollar la enfermedad‘’-3!®, lo cual ayuda a demostrar
que la DMID es la manifestacién final de una agresién autoinmune

de larga duracién.

La deteccién de las alteraciones de 1la inmunidad
humoral ha sido estudiada en familiares de pacientes con DMID con
el objetivo de poder predecir la enfermedad, sin embargo, estas
alteraciones también se han observado en familiares que no sélo
no han contraido la enfermedad, siné que incluso llegaban a

negativizarse los anticuerpos sin desarrollarla’®®.

De todo ello podemos deducir que los marcadores
existentes de inmunidad humoral son importantes pero
insuficientes, sugiriendo que otros factores deben influir en el

mecanismo de agresién de las células B.

La afectaciodn de la funcién de las células B se inicia
muchos meses o0 afios antes del comienzo clinico de 1la

diabetes!’¢-33%,

Hermanos de probandos con DMID que con posterioridad
desarrollaran DMID tienen a menudo alteracién de la tolerancia
a la glucosa varios afios antes de desarrollar las manifestaciones
clinicas de DMID**?, y algunos de los parientes de primer grado
con ICA positivos de pacientes con DMID, tienen un test de

tolerancia oral a la glucosa anormall’ o disminucién de 1la
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primera fase de secrecién de insulina utilizando test de
tolerancia a la glucosa intravenosa!’®, confirmando observaciones

previas de estudios en gemelos y trillizos®°-52.

Nuestros hallazgos sugieren que la presencia de ICA
puede ser un factor importante en determinar anormalidades en la
tolerancia a la glucosa. Asi, los parientes de primer grado ICA
positivos de pacientes con DMID tenian niveles de glucemia basal
y promedios de glucosa en los distintos puntos de la curva del
test de tolerancia oral mas elevados que aquellos sin ICA, sin
llegar al nivel de significacién estadistica, probablemente

debido al escaso nimero de casos, excepto para la glucemia basal.

Los valores de insulinemia basal y péptido C basal y
los promedios de insulina y péptido C en los distintos puntos de
la curva tras el test de tolerancia oral a la glucosa fueron
también mas bajos en la poblacidén "sana" con ICA positivos,
alcanzandose la significacién para la insulinemia basal cuando
comparébamos 1los hermanos ICA positivos de probandos con DMID con

los negativos.

Asimismo, fueron mayores las &areas bajo la curva de
glucosa, y menores las de insulina y péptido C, en los parientes

de primer grado "sanos" ICA positivos que en los negativos.

Los valores de glucemia basal, area bajo la curva de

glucosa, insulina, y péptido C, fueron estadisticamente mas
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elevados en los padres "sanos" de pacientes con DMID que en los

hermanos "sanos" con ICA negativos.

Cuando comparamos los hermanos no diabéticos con ICA
positivos de sujetos con DMID con los padres, se observa que los
niveles de glucemia basal son mas elevados y la insulinemia basal
y péptido C mads bajos en los hermanos no diabéticos con ICA
positivos, estando préximos a la significacién en las dos

primeras determinaciones.

También se demostré que la insulinemia basal y el
péptido C a los 60 minutos y 120 minutos eran significativamente
mas bajos en los hermanos "sanos" ICA positivos de pacientes con
DMID que en sus propios hermanos (correspondientes a las mismas
familias) ICA negativos. Mientras que las &reas bajo la curva de
insulina y péptido C, aunque eran menores en los hermanos "sanos"

ICA positivos, no llegaban al nivel de significacién.

En este sentido, para Ginsberg-Fellner et al'’®., 1la
presencia de ICA no parece ser un factor primario en determinar
anormalidades en la tolerancia a la glucosa y/o secrecién de
insulina, no encontrando diferencias significativas entre los
grupos de hermanos estratificados de acuerdo a la relacién HLA
con el probando con DMID. Sin embargo, la identidad HLA con el
probando se asocia con diferencias significativas en 1la
tolerancia a la glucosa. Estos autores encuentran una disminucién

de la respuesta a la insulina tras el test de tolerancia oral a
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la glucosa en hermanos HLA idénticos. Del mismo modo, Orchard et
al®*®., no encontraron relacién entre la presencia de ICA y la
tolerancia a la glucosa oral, mientras que los hermanos HLA
idénticos de diabéticos tipo I, particularmente varones, tienen
peor tolerancia a la glucosa (mayores areas de glucosa) que sus

hermanos haploidénticos y HLA no idénticos.

Sin embargo, Srikanta et al®®-®?, encuentran una fuerte
asociacién entre ICA y la disminucidén de la primera fase de la
insulina en respuesta a la glucosa intravenosa para predecir el

desarrollo de diabetes tipo I en trillizos y gemelos monocigotos.

Barbosa et al®*?., al contrario que Ginsberg-Fellner et
all’®,, encuentran niveles medios de glucosa e insulina méas
elevados en hermanos HLA idénticos de pacientes con DMID que en
los controles durante el test de tolerancia oral a la glucosa.
Del mismo modo, Hollander et al®*., refieren un aumento de la
primera fase de secrecién de insulina en respuesta a la arginina
Yy glucosa intravenosa en hermanos de diabéticos tipo I
haploidénticos, sugiriendo que una leve resistencia periférica
a la insulina, y un resultante aumento de la sensibilidad de las
células 8 en hermanos HLA idénticos contribuyen al aumento de la

respuesta insulinica inducida por la glucosa.

Schober et al3*. describen un aumento en la respuesta
a la insulina (calculada como el &rea bajo la curva) tras el test

de tolerancia oral a la glucosa en hermanos HLA idénticos de
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nifilos con DMID comparada con los controles y hermanos HLA no
idénticos. Esta hiperreactividad de las células B puede ser una
temprana intolerancia a los carbohidratos®¥-**® o un aumento en el
metabolismo de las células B genéticamente determinado®®,
asociado a HLA-DR4*¥’, 1o cual puede predisponer a su destruccién

por factores ambientales u otros agentes3®*-3%,

Lindgren et al*%®,, no observaron diferencias
significativas entre hermanos de pacientes con diabetes mellitus
tipo I, HLA idénticos, HLA haploidénticos, y HLA no idénticos en
la respuesta insulinica utilizando test de infusién de glucosa
intravenosa ni en la sensibilidad a la insulina estimada por el
test de infusién de glucosa-insulina-somatostatina. Al contrario
de los hallazgos de Raghu et al**®. que habian descrito una
disminucién de la sensibilidad de la insulina en hermanos HLA
idénticos de pacientes diabéticos tipo I comparado con sujetos
control no relacionados. Un importante hallazgo de los estudios
de Lindgren et al®*®,, fué la demostracién de una significativa
correlacién inversa con la edad para la respuesta a la insulina

y sensibilidad a la insulina en los hermanos jévenes estudiados.

Por otro lado, Radder et al3°. encuentran que los
diabéticos insulindependientes con ICA positivos tienen un mayor
requerimiento de insulina que 1los sujetos con anticuerpos
negativos, confirmando que la presencia de anticuerpos
anticélulas de 1los islotes indican destruccié4n aumentada de

células 8.

132



Discusién.

La diabetes mellitus tipo I va precedida de una
prolongada fase prediabética de disfuncién progresiva de las

células 8 con anormalidades inmunoldégicas asociadas.

Estudios realizados en gemelos monocigotos®?
demostraron que durante la "fase prediabética" la presencia de
anticuerpos anticélulas de 1los isiotes estaba temporalmente
asociada con un progresivo declinar en la primera fase de la
insulina en respuesta a la glucosa intravenosa. Elevaciones en
la glucosa sanguinea en ayunas y anormalidades en los test de
tolerancia oral a la glucosa, aparecieron solo mas tarde durante
el curso de la enfermedad. La mids temprana anormalidad bioquimica
demostrada fué una disminucién en el pico inicial de la insulina
(suma de los valores del minuto 1 y minuto 3) en respuesta a la

glucosa intravenosa®.

Nosotros hemos podido constatar la existencia de
anormalidades en los test de tolerancia oral a 1la glucosa,
valorando los promedios de glucosa, insulina y péptido C, asi
como las areas bajo la curva de glucosa, insulina y péptido C,
en sujetos con ICA positivos hermanos de pacientes con DMID en

fase prediabética.

El estudio norteamericano del Joslin Diabetic Center,
mostrd que los niveles de AAI no conllevaban una relacién con
el grado de respuesta de la primera fase de la insulina a la

glucosa intravenosa en un grupo de pacientes con "alto riesgo”
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de diabetes®?. En este estudio, 1la posesién de AAI e ICA
simulté&neamente parecia conferir un riesgo elevado de progresién
a diabetes, puesto que 7 de 12 individuos se convirtieron en
insulinodependientes. Estos resultados contrastan con 1los
hallazgos europeos en los gemelos monocigotos de diabéticos; de
58 gemelos estudiados por el grupo europeo, los 7 positivos tanto
para ICA como para AAI no habian progresado a

insulinodependencial®®.

Nuestro dGnico caso que fué simultédneamente ICA y AAI
positivos permanece con glucemias normales tras cinco afios de

seguimiento y tras la negativizacién de los AAI.

En un estudio progresivo de funcién de células B8 en
individuos no diabéticos ICA positivos, la presencia adicional
de AAI aumentaba la probabilidad de disfuncién de células B'%%,
Sin embargo, Ludvigsson et al!'®?. no fueron capaces de demostrar
una mé&s rapida pérdida de funcidén de las células B en pacientes

con ambos autoanticuerpos al diagnéstico.

Para Madsbad et al®!. la prevalencia de anticuerpos
anticélulas de los islotes fué independiente de 1la funcién
residual de las células 8 medido por el péptido C sérico y edad
de comienzo, sugiriendo que los ICA no tienen papel directo en
la destruccién de las células B. Sin embargo, Marner et al?®.
observan que los valores medios de péptido C, entre los pacientes

con DMID ICA positivos persistentemente, disminuyeron méas
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rdpidamente a lo largo del tiempo comparados con los pacientes
ICA negativos, postulando que la presencia de altos titulos de
ICA al diagnéstico o en los tres primeros meses de terapia
insulinica puede ser una ayuda como predictor de una mas réapida

pérdida de la funcién endbégena de las células 8.

La posible relacién entre los antigenos HLA y la
funcién residual de las células B en la diabetes tipo I es

controvertida3‘?.

Se ha descrito!®®?* que los pacientes con HLA-DR4
tienen una mejor preservacién de la funcidén de las células B que
los HLA-DR4 negativos, ain en los casos de comienzo mias precoz.
Estos datos parecen en contradiccién con 1los hallazgos de
Eberhardt et al®‘. para quienes los pacientes con HLA-DR4 se
presentan con un cuadro clinico mas severo y mayor frecuencia de
anticuerpos frente al virus coxsackie B y los de Ludvigsson et
al*®., que encuentran que HLA-DR3 estd asociado con una forma mas
lentamente progresiva de DMID, mientras que otros estudios habian
fracasado en demostrar cualquier correlacidén entre determinantes

HLA y concentraciones del péptido C circulante3*.

La frecuencia de intolerancia a 1la glucosa esté
aumentada en parientes de primer grado de diabéticos
insulindependientes (especialmente hermanos de pacientes) con

HLA-B8 y Bwl5 y Cw3 y no portadores de B7°.
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Discusién.

Nosotros no hemos encontrado diferencia significativa
entre los distintos tipos HLA y la reserva pancredtica dentro de
la poblacibén "sana". Sin embargo, vimos que los hermanos ICA
negativos de los propésitos con DMID portadores de HLA-DR3 tienen
valores de insulinemia basal significativamente mas elevados que

los que poseen HLA-DR3, DR4.

Las observaciones de Knip et al®*®. sugieren que los
heterocigotos Dw3/Dw4 estéan, al menos en nifios, asociados con una
forma distinta de diabetes tipo I caracterizada por una réapida
destrucciétn de 1las células B, una remisién clinica de corta

duracién, y un pobre control metabdélico.

El caréacter lentamente progresivo de la destruccién de
las células B previo a la aparicidén de la diabetes manifiesta
hace preveer que la diabetes pueda convertirse en una enfermedad

previsible en un futuro préximo3®.

Los marcadores genéticos son poco especificos para
definir el riesgo, y los ICA, aunque Utiles, no proporcionan un
marcador suficientemente preciso, si bien los CF-ICA o 1la
presencia de ICA a titulos elevados han demostrado tener una alta

especificidad en la prediccién de la enfermedad.

Un avance importante ha sido la identificacién de
anormalidades en la secrecién de insulina en el periodo

prediabético. E1 mds destacado de estos cambios es el trastorno

136



Discusién.

en la primera fase de la respuesta de la insulina a la glucosa

intravenosal’?-347,

El test de tolerancia a la sobrecarga oral de glucosa
identifica un subgrupo de sujetos con riesgo aumentado para
desarrollar DMID. La latencia prolongada en el desarrollo de DMID
después de la deteccién de la tolerancia a la glucosa anormal
sugiere que esta enfermedad puede ya ser crbénica en el momento

del comienzo clinico de la DMID.

Nuestros estudios indican que una combinacién de la
identidad HLA, con los test inmunolégicos, y la valoracién de la
reserva pancreatica, puede permitir identificar a personas que
tienen alto riesgo para diabetes tipo I y nos puede ayudar a

predecir el comienzo de la diabetes manifiesta.
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Conclusiones.

Del andlisis detallado de nuestros resultados y tras
una exhaustiva revisién de la literatura podemos extraer 1las

siguientes conclusiones:

l1.- Los alelos HLA-DR3 y/o DR4 (o gehes estrechamente ligados
a ellos) estan implicados en la susceptibilidad genética a

la DMID.

El 96, 6% de nuestros pacientes con DMID expresaron los
alelos ‘de histocompatibilidad DR3 y/o DR4 frente al
76,6% de sus familiares de primer grado no diabéticos

(p< 0,0001).

2.- No existe distorsién en la transmisién de los alelos HLA-

DR3 6 DR4 desde los padres a sus descendientes.

Los alelos DR3 paternos o maternos, no fueron
transmitidos preferentemente a 1los descendientes
diabéticos y/o no diabéticos. Del mismo modo, 1los
alelos DR4 paternos o maternos, no fueron transmitidos
preferentemente a los descendientes diabéticos y/o0 no

diabéticos.
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Conclusiones.

3.- La prevalencia de ICA en 1la poblacién con DMID esta
aumentada con respecto a la poblacién no diabética (35,6%

versus 2,6%) p< 0,001.

La frecuencia de ICA al comienzo de la DMID, con un
tiempo de evolucién de la enfermedad igual o menor de
12 meses, fué del 66,66%, con una disminucién gradual

a medida que progresa la enfermedad.

La prevalencia de CF-ICA en los sujetos con DMID fué
mayor que en sus familiares de primer grado no

diabéticos (13,6% versus 1,1%) p< 0,01l.

Existe una asociacién significativa entre la presencia
de titulos de ICA iguales o mayores a 20 unidades JDF

y la positividad de los CF-ICA (p< 0,001).
Existe una relacién significativa entre el tiempo de

evolucién de la DMID y la presencia o no de ICA

(p=0,0002).
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4.-

Conclusiones.

La determinacién de ICA en parientes de probandos con DMID
contribuye a identificar a aquellos con riesgo aumentado de

desarrollar DMID.

El riesgo depende del titulo de ICA y mas
especificaﬁente de CF-ICA, asi como ser hermano
compartiendo haploidentidad con el probando diabético.
Un titulo de ICA igual o mayor de 40 unidades JDF se

asocié con un alto riesgo de desarrollar DMID.

Los ICA pueden preceder en meses e incluso afios el

inicio de la enfermedad.

Los CF-ICA estdn mas relacionados con el comienzo
clinico de la DMID que 1los ICA convencionales y

- tienden a desaparecer mas rapidamente.

Los familiares de primer grado sin ICA no parecen tener un
riesgo aumentado de desarrollar DMID en el futuro. Durante
los 5 afios de seguimiento ninguno de estos individuos

desarrollé la enfermedad.
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Conclusiones.

Los anticuerpos antitiroideos (antimicrosomales y/0
antitiroglobulina) ocurren independientemente de los genes
de susceptibilidad a 1la DMID, estando aumentada su

incidencia en el sexo femenino y en los pacientes con DMID.

Los anticuerpos antitiroideos fueron més frecuentes en
las mujeres que en los varones, tanto en la poblacién
general (22,4% versus 9%, p< 0,01), como en 1los
familiares de primer grado no diabéticos (19, 3% versus
6,3%, p< 0,01) y en pacientes con DMID (29,2% versus
17,2%), si bien, en este ultimo grupo, no fué

estadisticamente significativo.

Los anticuerpos antitiroideos tuvieron mayor
prevalencia en la poblacién de pacientes con DMID que
entre sus familiares de primer grado no diabéticos
(22,6% versus 13,2%), sin 1llegar al nivel de
significacidén estadistica. No existi6 diferencia
significativa entre la edad de los pacientes con DMID
o0 de sus familiares no diabéticos y 1la presencia o

ausencia de anticuerpos antitiroideos.

La prevalencia de anticuerpos antimicrosomales fué del
18,9% en pacientes con DMID frente al 12% de sus
familiares de primer grado no diabéticos, sin alcanzar

el grado de significacidn.
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Conclusiones.

En los pacientes con DMID, la positividad de los
anticuerpos antitiroideos se asoci®é a HLA no DR3 no

DR4 (p< 0,05).

No existib relacibén entre la presencia de anticuerpos
antitiroideos y el tiempo de evolucién de la DMID o la

presencia de ICA.

La prevalencia de AAI en los familiares de primer grado de
pacientes con DMID fué del 2,1% y todos ellos eran HLA-DR3

y/0 DR4, con predominio en progenitores.

Los AAI parecen actuar como un indicador determinado
genéticamente asociado a HLA mas que como marcador de 1la

destruccién autoinmune de las células 8.

No se demostré alteraciédn de la reserva pancredtica en

los sujetos no diabéticos con AAI.
No se encontrd relacién significativa entre 1la

presencia de AAI y 1la de ICA, ni anticuerpos

antitiroideos, en la poblacién no diabética.
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Conclusiones.

La afectacién de la funcién de las células B comienza meses
o anos antes del diagnéstico clinico de 1la DMID. Los
parientes de primer grado ICA positivos de paclentes con
DMID tienen a menudo alteracién de la tolerancia a 1la
glucosa antes de desarrollar las manifestaciones clinicas

de DMID.

Existe alteracion de la reserva pancreatica en sujetos
no diabéticos ICA positivos con respecto a 1los
negativos, detectadndose elevaciones de 1la glucemia
basal, promedios de glucosa en los distintos puntos de
la curva y area bajo la curva de glucosa, asi como
disminucién de la insulina, péptido C basal, promedios
de insulina y péptido C en los distintos puntos de la
curva (a excepcién del péptido C a los 180 minutos)
asi como del area bajo la curva de insulina y péptido

C en los sujetos no diabéticos ICA positivos.

La insulinemia basal y el péptido C a los 60 minutos
y 120 minutos fueron significativamente méas bajos en
los hermanos no diabéticos ICA positivos que en sus

propios hermanos (correspondientes a las mismas
familias) ICA negativos. Asimismo, las &reas bajo 1la
curva de insulina y péptido C eran menores en los ICA

positivos aunque sin llegar al nivel de significacién.

144



Conclusiones.

10.- No se encontré diferencia significativa entre los distintos

11.-

tipos HLA y la reserva pancreatica dentro de la poblacién
no diabética, a excepciétn de la insulinemia basal que fué

significativamente mds elevada en 1los hermanos ICA

 negativos portadores de HLA-DR3 (15,30 t 4,56 pU/ml) que en

los que poseen HLA~-DR3, DR4 (11,23 + 5,20 pu/ml), p=0,0267.

La determinacién del tipo HLA y de 1los anticuerpos
anticélulas de los islotes, junto con el estudio de 1la
reserva pancreatica, en familiares de primer grado de
sujetos con DMID, puede predecir el comienzo de la DMID en

personas de alto riesgo.
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Resumen.

Se estudiaron 260 individuos pertenecientes a 54
familias que tenian al menos un hijo con DMID diagnosticada antes
de los 15 afios de edad. Se trataba de 59 nifios con DMID y 201
familiares de primer grado, de ellos 108 eran padres y 93

hermanos.

A todos se les practic6 tipificacién HLA-A, B, C, Bw4,
Bw6, DR, DQ, determinacién de ICA, CF-ICA y anticuerpos
antitiroideos (antimicrosomales y antitiroglobulina). A 1los
parientes de primer grado se les realiz6 ademés determinacién de
anticuerpos antiinsulina y en aquellos que no se conocian
diabéticos una sobrecarga oral de glucosa con determinaciones de

glucosa, insulina y péptido C.

Se hizo un seguimiento durante 5-6 afios, con controles
a 1intervalos de 6-12 meses, extrayéndoles sangre para

determinacién de ICA.

A los sujetos ICA positivos se 1les realizaron
evaluaciones perid6dicas mas estrictas con determinaciones de

perfiles glucémicos.

Se encontré HLA-DR3 y/o DR4 en el 96,6% de los nifos
con DMID y en el 76,6% de sus familiares de primer grado no

diabéticos (p< 0,0001).

147



Resumen.

No existid distorsiétn en la transmisién de los alelos

HLA-DR3 6 DR4 desde los progenitores a sus descendientes.

La prevalencia de ICA en DMID fué del 35,6% frente al

2,6% de sus familiares de primer grado no diabéticos (p< 0,001).

Se encontr6 una relacién significativa entre el tiempo
de evolucién de la DMID y la presencia o no de ICA (p= 0,0002).
En los sujetos con DMID con un tiempo igual o menor de 12 meses
de evolucién de la enfermedad la prevalencia de ICA fué del

66,66%.

Los CF-ICA estuvieron presentes en el 13,6% de 1los
nifios con DMID frente al 1,1% en sus familiares de primer grado

no diabéticos (p< 0,01).

Existi6é una asociacién significativa entre los titulos
de ICA iguales o mayores a 20 unidades JDF y la positividad de

los CF-ICA (p< 0,001).
La edad media de los familiares no diabéticos ICA
positivos fué menor que la de los ICA negativos (10,40 + 3,84

afios versus 26,29 + 15,04 afios) p= 0,0001.

Los AAI estuvieron presentes en el 2,1% de 1los

familiares de primer grado no diabéticos.
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Resumen.

Los anticuerpos antitiroideos fueron méds prevalentes
en la poblacién de sujetos con DMID (22,6%) que en sus familiares
no diabéticos (13,2%), predominando en el sexo femenino (p< 0,01
en los familiares de primer grado no diabéticos), y presenténdose
asociados a HLA no DR3 no DR4 (p< 0,05) en los pacientes con

DMID.

Se demostrd una alteracién de la reserva pancreatica
en los familiares de primer grado no diabéticos ICA positivos con

respecto a los negativos.

La glucemia basal y los promedios de glucosa en 1los
distintos puntos de la curva en el TTOG fueron maés elevados en
la poblacién no diabética con ICA positivos que en 1la ICA
negativos, llegando a ser estadisticamente significativos para
la glucemia basal (p= 0,0137). Resultados similares se obtuvieron
al comparar estos parametros entre la poblacién de hermanos no
diabéticos con ICA positivos con los hermanos no diabéticos ICA
negativos, encontrando valores de glucemia basal y a los 90
minutos de la sobrecarga oral de glucosa significativamente més
elevados en los hermanos no diabéticos con ICA positivos (p=

0,0055 y 00,0209 respectivamente).

Los valores de insulinemia basal y péptido C basal, y
los promedios de insulina y péptido C en los distintos puntos de

la curva fueron mas bajos en la poblaciédn no diabética con ICA
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Resumen.

positivos con respecto a la poblacién no diabética con ICA
negativos (a excepcién del péptido C a los 180 minutos) sin
llegar al nivel de significacién. Sin embargo, al comparar la
insulinemia basal de los hermanos no diabéticos con ICA positivos
con los hermanos no diabéticos ICA negativos se alcanzé la

significacién estadistica (p= 0,0001).

Del mismo modo, existi®6 una tendencia a presentar
valores mas elevados del area bajo la curva de glucosa y méas
bajos del &area bajo la curva de insulina y péptido C en 1la

poblacién no diabética con ICA positivos.

La insulinemia basal y el péptido C a los 60 minutos
y 120 minutos fueron significativamente m&s bajos en los hermanos
no diabéticos ICA positivos que en sus propios hermanos
(correspondientes a las mismas familias) ICA negativos (p=

00,0104, p= 0,0325 y p= 0,0367 respectivamente).

Por otro lado, la insulinemia basal fué
significativamente mas elevada en los hermanos no diabéticos ICA
negativos portadores de HLA-DR3 que en los que poseen HLA-DR3,

DR4 (p= 0,0267).

No existid relacibébn entre el tipo HLA y la presencia
de ICA, AAI o anticuerpos antitiroideos en los familiares no
diabéticos, sin embargo, los 5 sujetos con ICA positivos y los

4 con AAI fueron portadores de HLA-DR3 y/o DR4.
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En los nifios con DMID no se encontrd relacién entre el
tipo HLA y la positividad o persistencia de los ICA, ni entre la
positividad o negatividad de los ICA y 1la positividad o

negatividad de 1los anticuerpos antitiroideos.

A lo largo del seguimiento dos hermanos no diabéticos
ICA positivos desarrollaron DMID, a los cuatro meses y veinte
meses respectivamente, después de detectarse la existencia de
ICA. Los dos eran HLA-DR3, DR4 al igual que los propdsitos, ambos
eran ICA positivos a titulo de 40 vy >80 wunidades JDF
respectivamente, y los dos, presentaron CF-ICA positivos a titulo

de 20 unidades JDF en la determinacién inicial.
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