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RESUMEN

Se realizd un estudio transversal sobre la presencia de anticuerpos antiislotes
pancreaticos por el método de inmunofluorescencia indirecta con incubacién prolongada
en familiares de primer grado de nifios diabéticos insulino dependientes, de reciente
diagnéstico atendidos en el Policlinico de Especialidades Pediatricas de Camagliey, y a un
grupo control sin antecedentes de diabetes mellitus realizandole a todos una encuesta
previa. Se encontrd una alta frecuencia de anticuerpos antiislotes pancredticos en los
diabéticos tipo 1 de reciente diagnéstico (p<0, 001), en relacion con los familiares de
diabéticos insulino dependientes (FPG) y controles (80 % vs 5, 7 % y 0, 0 %,
respectivamente). Esta frecuencia fue también superior en los FPG en comparacién con
los controles (p = 0, 045). No se encontré diferencias al relacionar los ICA con el
parentesco, historia familiar de diabetes tipo 1 y 2, la edad y el sexo de los FPG.
Nuestros resultados indican que los anticuerpos antiislotes pancreaticos (ICA) son un
buen marcador del proceso de destruccidon de las células b pancreaticas en la diabetes
tipo 1 de reciente diagndstico y que la presencia de estos en los FPG pudiera identificar a
los familiares con una mayor probabilidad a desarrollar una diabetes tipo 1.

DeCS: DIABETES MELLITUS; INSULINODEPENDIENTE; ISLOTES DE LANGERHANS.
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ABSTRACT

A crosssectional study about the presence of antibodies anti-islets pancreatic by the
indirect inmunofluorescent method with prolonged incubation in families of first grade of
diabetic children type 1, of diabetic of recent prognosis assisted at pediatric Specialties
Polyclinic of Camagtiey, and to a control group withoud antecedentes of diabetes mellitus
was performed. They all were carried out aq previous survey. A high frequency of
pancreatic antiislets antibodies in diabetics type ! of recent prognosis (p< 0, 001), in
relation with parents of diabetics type 1 (FPG) and contol (80 % vs 5, 7 % and 0, 0 %
respectively) was found. This frequency was also superior in FPG in comparison to control
( p= 0, 045) there were not differences when relating ICA with the Kindred, family
history of diabetes, type 1 and 2, age and sex of FPG. Our results indicate that pacreatic
antiislet antibodies (ICA) is a good marker of the destruction process of pancreatic B cells
in diabetes type ! of recent diagnosis, and the presence of them in FPG may identify
families with a higher probabilty for developing diabetes type 1.

DeCS: DIABETES MELLITUS; INSULIN DEPENDENT; ISLOTES OF LANGERHANS.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) o tipo 1, se considera un sindrome
complejo, crénico de causa multifactorial que se inicia con la destruccidon de las células

beta del pancreas, secretoras de insulina.!

Segun los conocimientos actuales el desarrollo de la DMID puede ser considerado como
un proceso en cinco fases: la fase inicial o silente donde sélo existe la susceptibilidad
genética con la posible intervencion de un elemento desencadenante (factores
ambientales, infecciosos, dietéticos, téxicos y estrés) que da origen a la actividad
autoinmune contra las células beta,? la segunda fase o fase preclinica caracterizada por
alteraciones de la inmunidad mediada por una respuesta celular y humoral.>* La tercera
fase (insulinopénica) donde todavia no se observan alteraciones clinicas, y que puede ser
demostrada por la declinacion de la secrecion insulinica en respuesta a la administracion
intravenosa de glucosa. En la cuarta fase (fase de maxima insulinopenia) comienzan las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, aunque existe todavia una produccion

insulinica residual. Se plantea que en estos momentos estan vitales cerca del 10 % de
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todas las células Beta que se mantienen activas en la produccién de insulina.? Y la quinta
fase o fase de diabetes mellitus insulino dependiente tardia, con manifestaciones clinicas
asociadas al desarrollo progresivo de lesiones micro y macroangiopaticas, neuroldgicas y
otras, que se caracterizan por la destruccién de la totalidad de las células Beta y el
agravamiento del cuadro clinico.” La presencia de autoanticuerpos antiislotes (ICA) estd
fuertemente asociada al desarrollo de la DMID y se comienza a manifestar desde la etapa
preclinica, donde como parte de las alteraciones inmunitarias se produce aumento de
algunas subpoblaciones linfocitarias y la produccion de autoanticuerpos contra los
antigenos especificos de las células insulares y contra otros antigenos.

En estos momentos existen tres marcadores estudiados, los que presentan un alto valor
predictivo para el desarrollo de la enfermedad: altos titulos de ICA, autoanticuerpos
antiinsulina (AAI), y la disminucién de la primera fase de liberacién de insulina en la

poblacién normal durante la prueba de tolerancia intravenosa a la glucosa.* ©

Con la combinaciéon de estos marcadores parece ser posible la prediccion del desarrollo
de una DMID, lo que traeria como resultado la implementacion de medidas mucho mas

especificas para la prevencion de esta enfermedad.’

Teniendo en consideracion que en la provincia de Camagliey todos los nifnos diabéticos
estan agrupados en consulta decidimos realizar esta investigacién con el objetivo de
determinar la frecuencia de los ICA en los familiares de primer grado de diabéticos tipo 1
(FPG) para de esta forma identificar a los sujetos con mayor probabilidades de
desarrollar una DMID.

METODO

Se realizé un estudio de casos y controles de tipo transversal sobre la frecuencia de
anticuerpos antiislotes pancreaticos (ICA) en la consulta de diabetes mellitus del
Policlinico de Especialidades Pediatricas de Camagley en el periodo comprendido entre
noviembre de 1998 y abril de 1999 en la que se atendid el total de nifios diabéticos de
esta provincia que iniciaron la enfermedad durante este periodo y de familiares de primer

grado (FPG) de los nifos diabéticos, los que constituyeron el universo de este trabajo.

A los nifios diabéticos de reciente diagndstico se le realizé una encuesta donde se

precisan las siguientes variables: edad, sexo, raza, y antecedentes patoldgicos familiares
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de diabetes mellitus. A los FPG se les realiz6 determinacion de anticuerpos antiislotes
pancreaticos y glicemia en ayuna, asi como una encuesta donde se obtuvieron elementos
de interés como edad, grado de parentesco, sexo, raza e historia familiar de diabetes

mellitus. Todos ellos conformaron el grupo de casos.

Se tomd ademdas un numero de personas como grupo control, a las cuales se les

determind la presencia de ICA.

Las encuestas fueron llenadas por los autores, se realizaron controles periddicos en las
mismas para garantizar la calidad del dato primario y una vez llenas se convirtieron en el

registro primario y definitivo de los datos.
Los complementarios realizados:
Glicemia en ayuna por método de glucosa oxidasa a los FPG.®

Anticuerpos contra las células de los islotes en pancreas humano (ICA) por el método de
inmunofluorescencia indirecta con incubacién prolongada (18 h) a 4° C, en presencia de
un inhibidor de proteasas (inhprot 1) utilizandose secciones de pancreas humanos sobre
ldminas previamente gelatinizadas. Las muestras de sueros fueron diluidas
seriadamente en PBSinhprot! (PBS1, PH 7.4). Para el relevado se utilizé antilgG humana
(Fab 2) de cabra marcada con fluoresceina a una proporcion 1: 64 10

Los titulos de ICA se expresaron en unidades JDF comparando la dilucién final de cada
suero positivo con una curva estandar de dilucidon de un suero de referencia suministrado
por el taller internacional de inmunologia de la diabetes. Los titulos de ICA iguales o
mayores de 10 unidades JDF fueron considerados positivos.!!

Técnica para la determinacién de los ICA:

Se prepararon portaobjetos gelatinizados, para lo cual se calentd la gelatina en un bafio
a 60 °C, sumergiendo los portaobjetos en la misma durante 7 segundos y secandolo a
temperatura ambiente por 24 horas.

El pancreas se corté en fragmentos de 4 a 5 mm3 y se guardaron a 70° C. De estos
fragmentos se realizaron cortes criostaticos de 5 micras de espesor a -30° C y se
colocaron sobre los objetos gelatinizados, esperando 20 min. a temperatura ambiente

para luego almacenarlos nuevamente a -70° C hasta su posterior uso. Las laminas con
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los cortes de tejidos se secaron durante 15 min a temperatura ambiente y se colocaron
en camara humeda. A cada corte de tejido pancreatico se la afiadié 40 pl del suero de los
sujetos, asi como un suero control positivo y uno negativo, diluidos (1:2) en PBS pH 7.4
con el inhibidor de proteasas, incubandose durante 18 horas a 4° C. Se decantd el
exceso de suero y se lavo en buffer fosfato salino (PBS), por 15 min en agitacién. Se
secaron las portas con papel filtro, se le afadid 40 pl del conjugado antilgG humano
diluido (1:64) y se incubd durante 30 min en cdmara hiumeda y oscura a temperatura
ambiente. Se decantd y se lavd durante 15 min en PBS. Se secaron los portas y se
anadié una gota del glicerolPBS (9:1) sobre cada corte de tejido, colocandose luego el
cubreobjeto.

Se observé como ICA positivo la fluorescencia citoplasmatica de los islotes de
Langerhans al leerse el tejido en un microscopio de luz ultravioleta a 20x y 40x.

Todas las muestras ICA positivas fueron expresadas en unidades JDF comparando la
dilucién final de cada suero con una curva estandar de dilucion usando el suero
internacional de referencia (80 ulDF) del taller internacional de mejoramiento de ICA.
Los sueros con ICA 3 10 ulDF fueron considerados como positivos en este trabajo.

Existen autores que toman como referencia valores 3 20 uJDF.!?

Los datos fueron procesados de forma computadorizada aplicando el sistema MICROSTAT
para la determinacion de la prueba de ji cuadrado y la prueba exacta de Fisher's para
comparar las frecuencias entre los grupos estudiados. Se consideré el resultado
estadisticamente significativo cuando p<0, 05.

RESULTADOS

En este estudio no se encontré presencia de ICA en el grupo control (sin historia familiar
previa de diabetes mellitus) para una p<0, 0001. Un 5, 7 % de ICA positivos fue
encontrado en los FPG de los nifios diabéticos insulinodependiente y en el 80 % de los

nifos diabéticos de reciente diagnéstico como aparece reflejado a continuacion.
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Tabla 1. Frecuencia de ICA

en los casos estudiados

Sujetos N ICA+ %
Controles (a) 100 - 0
FPG 70 - 5,7
Diabetes Tipo I 15 12 80

Fuente: Encuesta

En tabla 2 se demuestra que a pesar de no existir una diferencia significativa entre la
positividad del ICA y la historia familiar de DMID, no insulinodependiente (DMNID), estos
son mas frecuentes en personas con un antecedente familiar de DMID que sin
antecedentes de ella.

Tabla 2. Relacidn entre la frecuencia de ICA y la historia
familiar de diabetes mellitus (DMID y/o DMNID)
en familiares de primer grado de nifios diabéticos

" No Casos No. De ica %
Caracteristicas

DMID
Simple 59 4 6,9
Multiple 11 - 0
DMNID
Simple 16 -
Multiple 3 -
Ninguna 51 = 7.7

Fuente: Encuesta

Simple: La persona estudiada sélo tiene un familiar diabético.
Mdltiple: El familiar estudiado tiene mas de un diabético en la familia

En este estudio se encontré que los FPG (hermanos) presentaron el 7, 7 % de ICA
positivo, asi como los padres el 5, 4 %, no encontrandose relacién entre el grado de
parentesco y la positividad del ICA.
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Tabla 3. Presencia de ICA en
FPG y grado de parentesco

Parentesco No.de Casos ICA %
Hermanos 13 1 47
Padres 20 1 5,0
Madres 37 2 5,4

Fuente: Encuesta

Por otra parte, la presencia de ICA en los FPG puede encontrarse en cualquier edad,
como se aprecia en la tabla 4, se presentd en tres pacientes mayores de 30 afios

(6, 1 %) y en un caso menor de 10 anos (5, 5 %).

Tabla 4. Relacién entre la presencia de ICA y
la edad del familiar de primer grado de nifios diabéticos

Edad No. Casos ICAa %
<10 10 1 5,5
10-19 3 -
20 - 29 12 -
2 30 45 3 6,1

Fuente: Encuesta

Al evaluar la frecuencia de los ICA con respecto al sexo, la raza y la historia familiar

(tabla 5) se comprobé que la misma es baja.

Tabla 5. Relacion entre la presencia de ICA y el sexo

del familiar de primer grado de nifios diabéticos

Edad Media Sexo Raza Blanca H. Familiar Ica
+ Ds F/M N(%) N (%) N(%)
9,4+2,9 7/8 12(80) 3(20) 12(80)

Fuente: Encuesta

Este mismo resultado se obtuvo al compararse la frecuencia de anticuerpos en diabéticos
de reciente diagndstico en esta provincia con respecto a un grupo de paises desarrollados

y Cuba en general, no se encontro diferencia significativa al respecto.
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DISCUSION

Los hallazgos de una ausencia de ICA en el grupo control y el bajo porcentaje de
positividad encontrado en los FPG de diabéticos tipo 1 en este estudio coinciden con los
resultados que aparecen en la literatura revisada.**?

El riesgo a desarrollar DMID es 10 veces mayor en los FPG de diabéticos tipo 1 con
relacion a la poblacion sin antecedentes familiares de diabetes mellitus. Aunque la
frecuencia de los autoanticuerpos es detectada en un bajo por ciento de los FPG, el valor
predictivo y la posterior intervencién para modificar la aparicion de la enfermedad hace

necesaria la pesquisa en este grupo de pacientes.

Estos marcadores inmunoldgicos son muy utilizados en la prediccién de la DMID, aunque
se reconoce que uno de los grandes problemas de esta prevencion es, sobre todo, el alto
costo, la inconsistente especificidad de los mismos para la pesquisa de futuros diabéticos

0 ambas.

Los resultados expuestos en la tabla 2 también coinciden con otros autores;!?

aunque
encontramos algunos estudios donde la presencia de ICA positivo en los FPG donde

existia una historia familiar multiple de DMID fue mayor.

La predisposicion genética a la DMID se basa en su transmision familiar relativamente
elevada, el riesgo de ser diabético es de un 6 % para los hijos, de un 7 % para los
hermanos, la correlacién de la enfermedad en gemelos es de un 3540 %.%'* Estos
estudios indican que la DMID es una enfermedad poligénica que dentro de su etiologia la
autoinmunidad juega un papel importante, lo cual es reflejado por la produccién de
autoanticuerpos antiislotes pancreaticos (ICA, antiGAD65 y antilA2), células T,
transferencia de la enfermedad por células T y sensibilidad del cuadro a la terapia

inmunosupresora.

Mella Guerra y Garcia Bruce reportan que el ICA estd presente en el 3, .3 % de los
familiares de primer grado, los estudios realizados en gemelos idénticos y los arboles
genealdgicos demuestran que la presencia de ICA pueden anticiparse en meses a afios a

la aparicion de los sintomas de DM tipo I.*

En nuestro trabajo, no obstante, no se encontrd relacion entre el grado de parentesco y
la positividad del ICA. Tampoco este estudio demostré una relacidén significativa del ICA
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con respecto al sexo, pero la raza exhibié un 80 % de predominio en los pacientes

blancos, lo que puede deberse a que esta raza es la mas frecuente en nuestra provincia.

En cuanto a la historia familiar se observd que el mayor porcentaje de los diabéticos
estudiados no tenian antecedentes de la enfermedad en la familia, lo que da al traste con
la teoria hereditaria de produccién de la enfermedad.

Al analizar la frecuencia de ICA en los familiares de primer grado de nifios diabéticos tipo
1 en Cuba, con un 2.8 % y paises desarrollados como Alemania, Estados Unidos e Italia
que muestran cifras de 3 % aproximadamente, la de Francia, Israel, Espafia, Inglaterra,
y la de Finlandia entre un 5 y un 8 %, todos con una frecuencia baja. Camagley reporta
un 5, 7 % con una muestra pequefia, pero con cifras similares a las reportadas en Cuba

y en otras naciones.

No obstante, los ICA estan presentes en un 80 % de los diabéticos recién diagnosticados,
asi como en la fase preclinica de la enfermedad. Sperling sefiala que entre un 80 y 90 %
se obtiene ICA en pacientes de reciente diagndstico, como se conoce estos anticuerpos

disminuyen conforme aumenta la duracién de la enfermedad.?®
CONCLUSIONES

La frecuencia de ICA entre los FPG de pacientes diabéticos tipo 1 en Camagliey es
semejante a la observada en Cuba y en otros estudios internacionales, sin estar
relacionada con el grado de parentesco, la edad, el sexo ni la historia familiar de la
enfermedad. Por ello, la determinacién de los mismos, es un buen marcador del proceso
de destruccién de las células b pancredticas en la diabetes tipo 1 de reciente diagndstico
y pudiera utilizarse en la identificacién de los familiares con una mayor probabilidad a
desarrollar una diabetes tipo 1.

La especificidad de la prueba de inmunofluorescencia indirecta en nuestro estudio se
debe a la ausencia de ICA en el grupo control sin historia familiar de diabetes mellitus.
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