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l. RESUMEN

La DM tipo l es una enfermedad autoinmune caracterizada por la destrucción

masiva de las células B pancreáticas. Durante la fase prodrómica se detectan

autoanticuerpos (marcadores) dirigidos contra una variedad de antígenos de las células

de los islotes (ICA). Estos autoanticuerpos, probablemente irrelevantes para el

desarrollo de la patogenia, han sido aislados constituyendo valiosas herramientas para el

diagnóstico precoz de la enfermedad. Si bien la lista de éstos marcadores parece ser

extensa, en la actualidad los trabajos en epidemiología y predicción de la DM tipo 1

incluyen: los autoanticuerpos anti-células del islote (ICA), anti-insulina (IAA),

glutamato decarboxilasa (GAD) y anti-proteína tirosina fosfatasa (IA-2 o ICAS12).

Algunos estudios determinan la existencia de dos marcadoresï anti-GAD y

ICA512, como los componentes mayoritarios que definen los ICA y en asociación

cubren la mayor parte de la reactividad detectada en el test de IFI. Además, éste último

resulta dificil de implementar en programas de predicción y prevención a gran escala

debido a las complicaciones que presenta.

Dada la reciente descripción de esta estrategia, aún no se ha investigado

exhaustivamente su posible utilidad en los programas prospectivos de la prediabetes

tipo l y tampoco ha sido explorada su aplicación en la detección de la Diabetes mediada

por autoinmunidad de los adultos.

Basados en esos datos se planteó la posibilidad de implementar una variante de

inmunoprecipitación combinada de dos antígenos recombinantes: 35S-GAD y

ICA512 en un único test, con el fin de evaluar las especificaciones de su aplicación y

verificar las reales ventajas económicas y logísticas de su implementación a gran escala.
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Esto se llevó a cabo de manera sistematizada para verificar si la detección

combinada de ambos marcadores serológicos de autoinmunidad en un único ensayo

exhibe o no la performance de los métodos ejecutados individualmente.

Para ello se realizó la detección individual y combinada de autoanticuerpos

GAD y anti-ICA512 mediante la técnica de radioinmunoprecipitación de las respectivas

proteínas humanas recombinantes, expresadas en un sistema de transcripción y

traducción in vitro (reticulocitos de conejo). Los resultados obtenidos de un grupo de 71

sueros de pacientes con reciente diagnóstico de DM tipo 1 y 28 controles provenientes

de sueros de individuos sanos sin antecedentes familiares de autoinmunidad fueron:

Ensayo Especzflcidad Prevalencia

Normales (n=28) DM tipol (n=7l)

(lOO%-%positividad) (% de positividad)

IP anti-GAD 100 A 74.7

IP anti-ICAS 12 100 66.2

IP combinada anti-GAD/ICAS 12 100 88.7

Otro estudio demostró que la combinación matemática de la prevalencia de los

marcadores (anti-GAD y anti-ICASlZ) es idéntica al valor de prevalencia obtenida en el

ensayo experimental combinando ambos marcadores en un único test.

Como conclusión de estos ensayos se puede decir que la variante implementada

de IP combinada sería una herramienta económicamente ventajosa además de consumir

menor tiempo, material y trabajo. Esto se debe a la ventaja de incluir dos marcadores

altamente sensibles a un costo menor que el de las técnicas de radioinmunoprecipitación

convencionales ejecutadas individualmente, resultando una alternativa analítica

sensible, específica y reproducible, factible de utilizar como método de screening en
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proyectos a gran escala de predicción y prevención para individuos con alto riesgo de

desarrollar DM tipo l.

Estos estudios fueron complementados con el ensayo de ICA por

inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre secciones frescas de páncreas humano, grupo

0, con el objeto de evaluar si el ensayo de inmunoprecipitación (IP) combinada puede

prescindir del test de ICA. De los 71 sueros de pacientes analizados, el test de ICA

detectó 65%, mientras que el ensayo de IP combinada presentó 88.7%; un 7% resultó

positivo exclusivamente por el test de ICA. Estos resultados sugieren que no se justifica

utilizar el test de ICA en programas de prevención a gran escala, debido a las

desventajas operativas de éste último y por presentar una prevalencia menor que el

ensayo de IP combinada.

Además, se incorporó la determinación de IAA por la técnica‘de unión a ligando

(RBA) y se estudió la complementación de éste al ensayo de IP combinada y de ICA,

con el fin de aumentar la prevalencia en el apoyo diagnóstico de estos pacientes. Los

resultados mostraron que el valor de prevalencia del ensayo de IP combinada (88.7%)

sólo aumenta a 90.1% con la inclusión del IAA.

Con el fin de evaluar la posibilidad de extender el ensayo de IP combinada en el

apoyo diagnóstico de otras formas de Diabetes, se estudiaron casos de Diabetes en

adultos, los cuales fueron preclasificados según los siguientes criterios clínicos: a) 42

pacientes que requirieron insulina antes de los dos años de diagnóstico (DMl),

homologables en principio a pacientes con LADA, b) 30 pacientes con DM tipo 2 que

requirieron tratamiento con insulina luego de más de diez años de su diagnóstico

(DMZI), homologables a fracaso secundario, y c) 64 pacientes con DM tipo 2 _(DM2),

clínicamente controlados. En estos pacientes se determinó Ala presencia de

autoanticuerpos anti-insulina, anti-GAD y anti-ICA512, según técnicas antes

mencionadas, en muestras de sangre antes de iniciar el tratamiento insulínico. El

porcentaje de respuesta inmune humoral en los distintos grupos fue: DM] (IAA 28.6%,
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anti-GAD 38.1% y anti-lCA512 7.1%); DMZI (IAA 10%, anti-GAD 10%, anti-ICASlZ

0%) y DM2 (IAA 6.3%, anti-GAD 9.4%, anti-[CAS 12 0%).

Los resultados muestran que el marcador con mayor prevalencia es anti-GAD y

el marcador anti-lCASlZ presenta baja o nula prevalencia en estos pacientes.

Por lo tanto, no es conveniente la utilización de la estrategia planteada (IP

combinada) en programas a gran escala de predicción y prevención de la DM en la

población de adultos, pero sí en los niños y adolescentes.
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2. INTRODUCCION

2.1. Generalidades sobre Diabetes Mellitus

En la actualidad, se describe como Diabetes Mellitus (DM) a un síndrome clínico

generalizado, caracterizado por una profiJnda alteración en el metabolismo intermedio

que afecta a proteínas, lípidos y carbohidratos (Bottazzo et al., 1986; Cook et al., 1990).

A los fines de una presentacion simplificada, se describe a la DM como un grupo

heterogéneo de enfermedades relacionadas entre sí, que está representada principalmente

por dos tipos: la DM tipo l y la DM tipo 2. Ambos, en sus formas típicas, resultan de

una susceptibilidad genética individual o familiar y de factores ambientales para el

desarrollo de la enfermedad (Martí M.L., 1994).

La primera, es una enfermedad causada por autoinmunidad órgano-específica

asociada a una base genética predisponente. Habitualmente aparece en la infancia o

juventud y por requerir terapia insulínica para su control se la ha denominado Diabetes

Mellitus Insulino-Dependiente (DMlD o DM tipo 1). Aunque menos frecuente, la DM

tipo 1 puede aparecer en cualquier edad, siendo denominada entre los 20 - 40 años

Diabetes tardía o latente (LADA) y en casos más aislados puede manifestarse luego de

los 40 años. La DM tipo 2, aparece típicamente en el adulto y se la denomina Diabetes

Mellitus No Insulino-Dependiente (DMNID o DM tipo 2), en general sin relación con la

autoinmunidad. Sin embargo, existen casos en los cúales los pacientes fracasan al

tratamiento con hipoglucemiantes orales (HGO) y dieta, tomándose insulinorequiriente.

Este subtipo se distingue de la DM tipo 2 verdadera, por la presencia de marcadores

inmunológicos (componente autoinmune) y por un patrón de HLA diferente al de la DM

tipo l. (Groop et al., 1986; Zavala et al., 1992).



2.2. Características clínicas de las distintas formas de DM

Las diferentes formas de DM pueden presentar complicaciones clínicas de

mediano y largo plazo. Las afecciones más frecuentes que presentan los pacientes

diabéticos son: una tasa de ceguera 25 veces mayor a la determinada en individuos

normales, de enfermedad renal 17 veces, de gangrena 5 veces y el doble de enfermedades

cardíacas (Martí M.L., 1994). Éstas causan daño, tanto a los pacientes a nivel personal,

como a la estructura económica-social (ausentismo laboral, seguro de salud, etc.) y

llegan a reducir la expectativa de vida hasta un tercio.

La magnitud de este problema depende en gran medida de la falta de diagnóstico

y tratamiento de la enfermedad en la población, en especial en los sectores de bajos

I'CCUI'SOSeconómicos.

La DM tipo l, representa aproximadamente el 10% de todos'los casos de DM.

Normalmente, aparece antes de los 20 años. Desafortunadamente, en la mayoría de los

pacientes, los síntomas clínicos se evidencian luego de la destrucción selectiva de la

mayor parte de las células B, proceso que puede llevar varios años, con la aparición de

hiperglucemia y cetosis. Aunque, la terapia con insulina permite a los estos pacientes

llevar una vida activa, revirtiendo la sintomatología clínica, no reestablece la homeostasis

metabólica normal, debido a que no es posible la eliminación de la patología (Traverso

M. y Ruiz M., 1994).

Los síntomas clínicos surgen en general en forma abrupta, entre los cuales se

observan: polidipsia (sed muy marcada), poliuria (orina abundante), polifagia (elevado

apetito) y adelgazamiento (Castaño y Eisenbarth, 1990; Atkinson y Ma’clares, 1994;

Stephanson y Fuller, 1994). En la gran mayoría de los casos no presentan antecedentes

familiares. Sin embargo, existen evidencias en las cuales dos o más miembros de una

misma familia presentan ese tipo de Diabetes (Traverso M. y Ruiz M., 1994).
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En cambio, la DM tipo 2 es la de mayor prevalencia, representando más del 90%

de todos los casos. Frecuentemente aparece en personas mayores de 40 años, con

sobrepeso y antecedentes familiares de la enfermedad. La probabilidad de volverse

diabético se duplica con cada década y con cada 20% de eXceso de peso corporal

(Traverso M. y Ruiz M., 1994).

Los síntomas clínicos, a diferencia de la DM tipo l, suelen ser moderados y para

evitar, o al menos disminuir los efectos dañinos a largo plazo, los pacientes en general se

deben controlar principalmente con una dieta adecuada. Sin embargo, algunos pacientes

requieren tratamientos con drogas (HGO). Cuando estos pacientes dejan de responder a

dichas drogas, se toman insulino requirientes como los de tipol, pero a pesar de eso no

se los denomina de esta manera (Groop et al., 1986; Zavala et al., 1992).

2.3. Etiopatogenia de la DM tipo l

La DM asociada a autoinmunidad, como se mencionó anteriormente, es una

enfermedad órgano-específica que comienza con un período asintomático (fase

prodrómica) en la cual se genera un infiltrado inflamatorio crónico de los islotes de

Langerhans, denominado insuliiis, con la consecuente destrucción en forma específica y

permanente de las células B pancreáticas. Este proceso genera la exposición de

autoantígenos, en una primera etapa confinados en compartimentos inaccesibles al

sistema inmunológico, generando como consecuencia de la respuesta inmune, una serie

de marcadores humorales en.circulación (Poskus E., 1994).

Siendo desconocido el agente causal que produce la pérdida del balance de la

tolerancia y de la autorreactividad, se especula que podrían estar involucradas regiones

de moléculas propias, como la glutamato decarboxilasa (GAD) u otras, miméticas a su

vez de estructuras virales, presentes en las células B de los islotes de Langerhans y de ese
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modo comenzaría a desarrollarse una autoagresión activa en aquellos individuos

genéticamente susceptibles (Maclaren er al.,1989).

Si bien hoy en día, el o los agentes descencadenantes de la DM tipo 1 son

desconocidos, se sabe que existe un componente genético. Por ejemplo, los individuos

que poseen por herencia ciertos alelos HLA de Clase II (moléculas presentadoras de

antígenos), constituyen un grupo de riesgo para dicha enfermedad. Si además, existe

concomitantemente exposición a determinados factores ambientales (como infecciones

virales de la niñez-adolescencia), se incrementa significativamente la probabilidad de

perder la tolerancia a algunos antígenos propios de las células [3(Bottazzo el al., 1986).

2.4. Detección precoz de la predíabetes y apoyo diagnóstico de la DM autoinmune

Inicialmente los tests inmunológicos con fines de investigación y apoyo

diagnóstico de la enfermedad, se realizaban por técnicas de inmunofluorescencia

indirecta sobre secciones frescas de páncreas humano (Bottazzo et al., 1974), Los

anticuerpos así detectados en los pacientes se denominaron ICA (Islet Cell Antibodies),

sin embargo se vio que estos anticuerpos no eran capaces de determinar si un individuo

susceptible desarrollaría inexorablemente la enfermedad.

Posteriormente, se vio que la detección de anticuerpos contra antígenos

pancreáticos específicos, junto con las pruebas fiincionales y los factores genéticos para

identificar los individuos con riesgo de adquirir la enfermedad, servirían para mejorar el

diagnóstico precoz de la misma (Hagopian et al., 1993; Verge et al., 1996).



2.5. Tratamientos preventivos de la DM tipo 1

La mayoría de los pacientes con DM tipo l requiere insulina, la excepción ocurre

temporariamente durante el período de remisión después del debut, y la disponibilidad de

insulina humana puede permitir una mejor terapia para aquellos pacientes que presentan

anticuerpos contra la insulina no humana (Poskus E., 1994; Hernandez R.E., 1994). El

trasplante de segmentos pancreáticos o de células de los islotes, puede ofrecer una forma

más fisiológica de insulina, sin embargo estos recursos aún no superan las fases

experimentales.

Hoy en día existen algunos programas de prueba sobre terapias inmunosupresoras

que intentan revertir el fenómeno autoinmune causante de la destrucción de los islotes

(Trials basados en insulina inyectable u oral). Otros programas se basan en la

administración de'terapias antioxidantes (nicotinamida) (Vague el al., 1987; Mendola el

al., 1989). Si bien todos estos recursos se hallan en etapa de investigación clínica, se

vislumbra que la demanda de análisis para la predicción de la DM autoinmune aumentará

como etapa necesaria a cualquier intervención que se instale.

2.6. Factores genéticos y ambientales asociados a la DM tipo l

Al igual que en otras enfermedades autoinmunes, se han descripto factores

genéticos y ambientales involucrados en la patogénesis de la DM tipo l. Como se explicó

anteriormente, dentro de los factores genéticos, varias regiones cromosómicas muestran

asociación con esta enfermedad. Los genes codificantes para las moléculas del CMH

(Complejo Mayor de Histocompatibilidad) que en humanos corresponde al sistema HLA,

se localizan en el brazo corto del cromosoma 6p21 y constituyen el ligamiento genético

más importante asociado a la patología (Erlich et al., 1994). Además, el polimorfismo
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resultante de un número variable de repeticiones en tandem en la región 5’ del gen de la

insulina (cromosoma llplS) contribuye a la susceptibilidad genética de la enfermedad

(Bell et al., 1984; Spielman el al, 1993). Recientemente se han detectado 18 regiones

cromosómicas diferentes con evidencia positiva de ligamiento a la enfermedad (Davies et

al., 1994).

Por lo tanto, la herencia de la DM tipo l sería poligénica, siendo el locus

principal el correspondiente al CMH. Sin embargo, no todos los individuos están bajo

riesgo de adquirir la enfermedad, sino aquellos con ciertas variantes heredadas que están

involucradas en la regulación de la inmunidad.

Los productos del sistema HLA son los responsables de la síntesis de moléculas

específicas con funciones de control y modulación de la respuesta inmune. Éstos se han

agrupado en tres clases según su estructura, función y origen genético: las moléculas de

Clase I (HLA-A, HLA-B y HLA-C) reguladores de la función de los LTc; las de Clase II

(HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP) que están involucradas fundamentalmente en la

fiJnción presentadora de antígenos por los macrófagos y las de Clase III que no

pertenecen al sistema de HLA propiamente dicho. La asociación preferencial de ciertos

alelos del HLA con la enfermedad podría deberse a la capacidad de presentación del

antígeno diabetogénico (Puchqu el al., 1994).

La primera demostración de una asociación del HLA con la DM tipo 1, fiie con

los alelos codificantes para moléculas de Clase l: HLA-BIS y luego B8. Posteriormente,

se demostró que estas asociaciones se debían al desequilibrio de ligamiento con los alelos

HLA de Clase II, DR4 y DR3, comparado con el 50% de los controles sanos. Sin

embargo, los haplotipos DRZ, rara vez son detectados en estos pacientes, sugiriendo que

sus alelos brindarían protección a la enfermedad (Todd et al.,1987; Erlich et al.,1990;

Baisch et al.,l990; Carcassi el al., l 991),
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Finalmente se implicó al locus DQ y se propuso que la presencia de un único

aminoácido, el ácido aspártico en la posición 57 de la secuencia de la cadena B del

heterodímero, codificada por el gen DQBl, controlaría la susceptibilidad o la protección

de la DM tipo 1. La presencia de Asp 57 (sobre todo en homocigosis), confiere

protección (no asociado a DM tipo l), mientras que la presencia de residuos como

serina, valina o alanina en esa posición confiere susceptibilidad para la enfermedad,

indicando riesgo o desprotección (Todd et al., 1987). Además, la presencia de arginina

(Arg) en la posición 52 de la cadena 0L, codificada por el gen DQA, confiere

susceptibilidad en razas caucásicas (Khalil et al., 1990). En términos moleculares, la

presencia de [3 57 Asp' y a 52 Arg“ confieren susceptibilidad, expresable en riesgo

relativo de desarrollar DM tipo l. Se ha propuesto como hipótesis, que las posiciones

espaciales que ocupan los residuos DQBS7y Dro52 en el heterodímero DQ presentador

de fragmentos antigénicos, se encuentran en los bordes de la hendidura de la molécula de

Clase II, lo cual sugiere que la ausencia de ácido aspártico en la primera posición y

además la presencia de arginina en la segunda, permite mejorar el contacto de un

autoantígeno (aún desconocido) de las células B de los islotes con los LTh, facilitando de

ese modo su estimulación o deprimiendo la respuesta de las células supresoras (Todd et

al., 1987).

También se ha postulado que la carga y posición en las cadenas B 57 Asp' y or 52

Arg+ en la cavidad del heterodímero DQ podría ser crucial para conferir predisposición,

resistencia o neutralidad para la DM tipo l.

Las nuevas técnicas de genotipificación de ADN, involucraron cambios en la

nomenclatura de las moléculas de Clase ll, en particular en los haplotipos HLA-DR. En

consecuencia, para los genes DQ, los alelos que se denominaron DQBI '0201 (asociado a

DR3; Asp') y I)QB]*()302 (asociado a DR4; Asp'), respectivamente, son los asociados a

la DM tipo 1. Por otra parte, el alelo de protección ligado al haplotipo DR2, en el locus

DQB], pasó a denominarse DQB] *()602.
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La presencia del alelo 1.)Qb’1*0602 (Asp 57+), representaría una protección

dominante sobre la susceptibilidad codificada por los alelos DQBI de riesgo, aún en

heterocigosis y aunque el paciente presente marcadores humorales como los ICA, para la

población caucásica ( Pugliese el al., 1995, Auwera el al.,l995). Además existen

numerosas evidencias experimentales que demuestran que la condición homocigota de

los genes DQBI (Asp 57’) y la presencia de arginina (Arg52+) codificado por el gen

DQA, confiere susceptibilidad (asociada a DM tipo 1) en razas caucásicas (Khalil et al.,

1990). Actualmente, se ha demostrado que la condición, antes mencionada, homocigota

de los genes DQBl (Asp 57') (haplotipos HLA-DQZ, DQ8, o ambos), es necesaria, pero

no suficiente para el desarrollo de la enfermedad en el 90-95% de los individuos con DM

tipo 1 en razas caucásicas (Ronningen el al., 1989).

Debido a númerosas experiencias experimentales, es preciso destacar que la

presencia de alelos de riesgo, no indica per se que un individuo adquiera la condición de

diabético, sino que otros genes (más de 10, localizados fiJera de la. región del CMH)

contribuyen para conferir un grado de susceptibilidad. Se cree que la influencia del HLA

para antígenos de Clase II, aporta el 50% de la susceptibilidad heredada total en el riesgo

de adquirir DM tipo 1. El riesgo para parecer la DM tipo 1 recibe un aporte que proviene

de la sumatoria de los genes externos al CMH, algunos de ellos polimórficos, los cuales

influenciarían en la susceptibilidad de la enfermedad. Entre los loci HLA Clase I y Clase

II se encuentran numerosos genes, que funcionan de mediadores y amplificadores de las

respuestas inmunológicas según ocurre, por ejemplo, para el TNFicon polimorfismos

asociados a haplotipos particulares de susceptibilidad (Badenhoop et al., 1989). Además,

el riesgo de desarrollar la DM tipo 1, depende del grupo étnico y finalmente de la acción

gatillo de los factores ambientales.

Por otra parte, estudios en gemelos monocigotas muestran una concordancia para

la DM tipo 1 menor al 40%, lo que indicaría por un lado que los factores ambientales

juegan un rol importante en la patogénesis. Debe tenerse en cuenta que la condición de

gemelos homocigotas no implica necesariamente la identidad del repertorio de
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anticuerpos y receptores T implicados en el reconocimiento de los antígenos. En efecto,

el reordenamiento aleatorio de los genes que codifican para las regiones variables de los

receptores T de los linfocitos y de los anticuerpos (hecho que ocurre luego del

nacimiento), podría ser otra de las causas invocadas para explicar la discordancia entre

gemelos homocigotas.

Se ha demostrado que hay correlación estacional con la aparición de nuevos

casos de DM tipo l (picos en otoño e invierno), que las edades de máxima incidencia

coinciden con las etapas escolares y la exposición a las infecciones virales y que los

grupos étnicos de baja predisposición aumentan la incidencia al emigrar a países con

mayor prevalencia (Notkins el al., 1979).

Por lo expuesto, queda claro que la DM tipo 1 es una enfermedad multigénica,

pero la misma no puede ser solamente atribuida al componente genético, ni ambiental.

Actualmente se considera conjuntamente al valor predictivo de los factores genéticos y

ambientales, la existencia de marcadores inmunológicos humorales, para poder de ese

modo construir un perfil de riesgo potencial.

2.7. Reseña de los aspectos básicos de la inmunidad

Antes de profundizar en el tema sobre el análisis de los marcadores serológicos

de autoinmunidad relacionados con la DM mediada por autoinmunidad, es necesario

realizar una breve reseña del funcionamiento del sistema Inmune normal y las

alteraciones en la autoinmunidad (estos temas pueden ser consultados en textos de

Inmunología General como: Roitt y Margni, Editorial Panamericana; Inmunología

Celular y Molecular, Abbas el (11.,Editoral Interamericana-McGraw-Hill; etc).
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El sistema inmune está constituido por órganos y tejidos distribuidos ampliamente

en todo el organismo que presentan diversas estructuras y fimciones. Por un lado, los

órganos linfoides primarios tienen como función principal la maduración de los linfocitos.

Por otra parte, los órganos linfoides secundarios se ocupan principalmente de captar los

antígenos que se encuentran en tejidos o espacios vasculares y otorgarles un ambiente

adecuado para que la interacción de los linfocitos maduros con dichos antígenos sea

efectiva. Los vasos sanguíneos y el sistema linfático interconectan estos órganos a los

fines de constituir una estructura funcional integrada.

Las células del sistema inmune se encuentran distribuidas en estos órganos y

circulan a través de la sangre y los fluidos linfáticos. La célula principal del sistema

inmune es el linfocito, constituyendo el 25% de las células blancas. De una gran variedad

de células blancas que participan en la respuesta inmune, sólo los linfocitos poseen

atributos de diversidad, especificidad, memoria y reconocimiento de lo propio y lo no

propio. El resto de estas ce'lulas tienen como función contribuir a la activación

linfocitaria e incrementar la eficiencia en la depuración antigénica, ya sea por fagocitosis

o mediante la secreción de diversos factores (citoquinas).

Para que toda respuesta inmune sea efectiva, es necesario la participación de dos

tipos de células: los linfocitos y las células presentadoras de antígeno (CPA). El

esquema de la Figura l, representa el mecanismo múltiple para el reconocimiento de los

antígenos, el cual se puede resumir de la siguiente manera:

Los fragmentos antigénicos luego de su internalización y procesamiento, son

presentados por las células CPA (monocitos/macrófagos, linfocitos B, etc.) a los

linfocitos T colaboradores o helper (LTh o CD4), en el contexto de moléculas del CMH

de clase II. Los LTh reconocen al antígeno específico a través de su receptor (RT) y

otras moléculas favorecen la adhesión y colaboración intercelular.



IgM IgG IgA IgE

Anticuerpos

infectada

Figura 1

El esquema muestra los componentes celulares y humorales más importantes del

sistema inmune, principalmente los elementos involucrados

en su regulación.
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Las CPA producen la interleuquina 1 (IL-1) durante la presentación antigénica,

cuya función es estimular a los LTh que interactúan con dicha célula. A su vez, los LTh

activados secretan lL-2, la cual provoca la expansión clonal de su linaje celular, así como

también la de otros linfocitos. Esta vía es la que habitualmente participa en el

reconocimiento y eliminación de los antígenos extraños.

Cuando se trata de antígenos propios y virales que se introducen en la maquinaria

biosintética celular, éstos son procesados y presentados por las CPA a los linfocitos T

citotóxicos (LTc o CD8). Esta presentación se realiza en el contexto de moléculas del

CMH de Clase I, el cual interactúa con el LTc a través de sus receptores específicos

(RT). Si posteriormente, los linfocitos activados interaccionan con las células infectadas

(que exhiben antígenos virales asociados a moléculas de Clase I en su superficie) con el

mismo virus, se produce la lisis de estas células a través de linfoquinas del tipo de las

perforinas y de mecanismos de apoptosis. En condiciones normales, la vía descripta no es

agresiva para los antígenos propios y ello depende de varios factores regulatorios

celulares y humorales que configuran el tema central de la tolerancia inmunológica. Sin

embargo, muchos de los componentes de este complejo sistema aún no han sido

caracterizados y son motivo de intensas investigaciones.

Además, los linfocitos B (LB) pueden reconocer al antígeno en forma directa por

medio de receptores específicos en su membrana que son inmunoglobulinas (RB) de

superficie. Estas moléculas tienen la capacidad de reconocer a los antígenos intactos, sin

ningún procesamiento. Cada antígeno puede estimular una o varias líneas de LB

independientes, pero cada LB presenta especificidad en las inmunoglobulinas (Igs) de

superficie y en los anticuerpos que secretará, luego de diferenciarse a célula plasmática

(CP). La estimulación para la expansión clonal de LB, se efectúa a través de factores de

crecimiento y de diferenciación antes designados como BCGF y BCDF y hoy

reconocidos como IL-4, IL-5 e IL-ó.

16
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Un complejo mecanismo que incluye la recombinación de genes y el corte y

empalme del ARNm alternativo, logra que pocos genes codifiquen para numerosas

variantes de diferentes anticuerpos. Además, mediante la acción de ciertas citoquinas

puede producirse el cambio de isotipo de la inmunoglobulina secretada (IgG, IgA, etc.)

sin alterar su especificidad.

En resumen, las moléculas responsables del reconocimiento antigénico por parte

de las células del sistema inmune son: la lg de superficie como receptor (RB) del LB, el

receptor del LT (RT) y las moléculas del CMH de clases l y Il.

2.8. Diabetes e Inmunidad

El sistema inmunitario normalmente se encarga de vigilar la agresión de los

agentes patógenos externos y de controlar la identidad del organismo, este proceso

recibe el nombre de autotolerancia. En circunstancias particulares, las funciones del

sistema inmune se ven alteradas y en consecuencia se instala un fenómeno de

autoagresión hacia ciertos componentes del organismo, mecanismo que recibe el nombre

de autoinmunidad.

Para comprender el funcionamiento de la autotolerancia, se deben tener en cuenta

los siguientes conceptos:

l) La tolerancia frente a los antígenos propios es un proceso que se adquiere de forma

activa, o se aprende (no es una propiedad heredada), en la cual los linfocitos

potencialmente auto-reactivos adquieren la capacidad de no responder a los antígenos

propios, o se inactivan después de encontrarse con ellos.

2) Durante su maduración, todos los linfocitos pasan a través de estadios en los que el

encuentro con el antígeno provoca tolerancia en lugar de activación.
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3) Los principales mecanismos de tolerancia en los clones de linfocitos específicos para

el antígeno son la eliminación cional, por un proceso de muerte celular que es

dependiente de su activación, y la anergia cional.

4) Los antígenos propios que no dependen de la célula T, como los polisacáridos y los

glucolípidos, deben inducir directamente la tolerancia de la célula B.

El proceso de agresión autoinmune, constituye un ejemplo de un fenómeno de

autoagresión, tal vez desencadenado por determinados factores ambientales, además de

la coparticipación de una constitución genética individual predisponente. En la

autoinmunidad conducente a DM tipo l, varios mecanismos pueden contribuir a la

destrucción de la célula B, incluída la lisis mediada por el LTc, la producción local de

citoquinas (IFN-y, TNF e IL-l) y los autoanticuerpos contra antígenos presentes en las

células de los islotes, resultando una destrucción progresiva y selectiva de las células

productoras de insulina Figura 2. Cuando esta producción es insuficiente para mantener

el papel homeostático de la hormona, aparecen los sintomas clínicos y luego de

transcurrido cierto periodo, las células B se pierden por completo. Ante la carencia de

esta hormona vital, se instala la DM tipo l, la cual afecta al 0.2-0.5% de la población

mundial.

Hoy en día, quedan muchos interrogantes acerca de los mecanismos que causan

la DM tipo 1 en el humano, sin embargo, se han mencionado una serie de factores

implicados en la destrucción de la célula [3 de los islotes pancreáticos, sin saber con

claridad cuál o cuáles de ellos tienen una implicancia real en la etiopatogenia. Estos

factores potenciales incluyen:

l) Dentro de las infecciones virales se han implicado a algunos virus B-citotrópicos,

como el de la rubeóla, el virus de la encefalomiocarditis y principalmente el virus

Coxsackie B4 (Atkinson el al, 1994), los cuales guardan una relación estrecha con cierta

variación estacional observada en el surgimiento de la enfermedad (Durruty et al., 1979).
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Figura 2

Destrucción selectiva de las células B pancreáticas en la DM mediada por

autoinmunidad (Tomado del Janeway, 1994).
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En general parecería que las infecciones virales actúan más bien para precipitar la

enfermedad que como iniciadoras del daño celular (Bottazo et al., 1986).

2) El estrés

3) Influencias ambientales, lo cual modularía una predisposición general dando lugar a un

gradiente de incidencia, que si bien no es constante, es frecuente (La Porte et al., 1985)

4) Las reacciones inmunitarias especificas mediadas por células que se detectan en sangre

periférica y autoanticuerpos dirigidos contra componentes de las células del islote, según

se mencionó.

A pesar de todos los posibles potenciales agentes causales, poco ha sido el

avance en la identificación de los virus u otros factores como agentes etiológicos de la

DM tipo l hasta el momento.

2.8.1. Inmunidad natural 0 específica

Los individuos sanos, se protegen a si mismos contra los microorganismos por

medio de diferentes mecanismos, estos incluyen las barreras fisicas (piel, mucosas), las

células fagocíticas y los eosinófilos de la sangre y de los tejidos, un tipo de linfocitos

llamados células agresoras naturales (NK), y varias moléculas transportadoras de la

sangre.

Todos estos mecanismos de defensa estan presentes antes de la exposición a

microorganismos infecciosos u otras macromoléculas extrañas, no aumentan por tales

exposiciones y no discriminan entre la mayor parte de las sustancias extrañas. Estos son

los componentes de la inmunidad natural. Otros mecanismos constituyen la denominada

inmunidad específica (Tabla l). El sistema inmunitario específico ha retenido muchos

de los mecanismos de la inmunidad natural, y ha adquirido dos propiedades importantes

que son: a) el sistema inmunitario específico recuerda cada encuentro con un

20



NATURAL ESPECIFICA

BARRERAS Piel, mucosas Sistemas inmunitarios

FISICOQUIMICAS cutáneos y mucosos;

anticuerpos en las

secreciones mucosas

MOLECULAS Complemento Anticuerpos

CIRCULANTES

CELULAS Fagocitos (macrófagos, Linfocitos

neutrófilos) células

agresoras naturales

MEDIADORES Citokinas derivadas de Citokinas derivadas de

SOLUBLES macrófagos, es decir, linfocitos, como el

ACTIVOS EN OTRAS interfcrones a y B, factor interferón 'y

CELULAS de necrosis tumoral

Tabla l

Características de la inmunidad natural y específica (adquirida).
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organismo o antígeno extraño, de forma que encuentros posteriores estimulan

mecanismos de defensa cada vez más eficientes y b) la respuesta inmunitaria específica

ampliflca los mecanismos protectores de la inmunidad natural, dirige o centra estos

mecanismos a los lugares de entrada del antígeno, y de esa forma los capacita mejor para

eliminar los antígenos extraños.

Las respuestas inmunitarias específicas se clasifican en dos tipos: inmunidad

celular e inmunidad humoral, en función de los componentes del sistema inmunitario que

medien las respuestas.

Según se ha planteado, la DM tipo 1 produce por un lado una respuesta celular

autoagresiva dirigida a las células B pancreáticas, y por otro lado, una respuesta inmune

humoral específica, dirigida contra distintos antígenos localizados en el citoplasma de

dicha célula.

2.8.1.21.lnmunidad celular en la DM tipo l

El componente específico del sistema inmunitario, está mediado por células

llamadas linfocitos T. Al estudiar los procesos inmunes mediados por estas células,

involucrados en la destrucción autoinmune de la células B, se vio que existe una

variedad de comportamientos de dificil integración y muchos de los resultados

divulgados han sido contradictorios. Entre los resultados más relevantes, se puede

enunciar que en la DM tipo 1 existe una reducción de los linfocitos Th circulantes del

orden del 2-20% (Jackson P., 1982). Esto no ocurre con los linajes celulares de linfocitos

citotóxicos (LTc), al menos es lo que se demuestra en ciertos estudios (De Berardinis et

aL, 1988). Se demostró que los antígenos pancreáticos producen sensibilización de las

células en el test de inhibición de la migración leucocitaria (LMIT) y se comprobó in
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vitro el fenómeno de citotoxicidad hacia las celulas B de los islotes pancreáticos (Irvine

W.J., 1980).

En algunos casos, donde se han podido examinar las lesiones pancreáticas en los

primeros estadios de la enfermedad, se ha detectado la presencia mayoritariamente de

linfocitos T en los islotes (Bottazzo et al., 1985; Roep y De Vries, 1992; Huang et al.,

1995). En cuanto al subgrupo de células T presentes, las células predominantes

observadas en los infiltrados de células mononucleares fiJeron LT CD8+ y macrófagos,

seguidas de LT CD4+ y LB,

También se observó una hiperexpresión de moléculas del CMH de Clase l, lo cual

sugiere que los LT CD8+ podrían reconocer autoantígenos asociados a estas moléculas

hiperexpresadas. Sin embargo, estos hechos podrían ser secundarios y no reflejar los

eventos más tempranos desencadenantes de la enfermedad (Itoh et al., 1993). En otro

estudio, se demostró que clones de células T CD4+ aislados de sangre periférica de

pacientes con DM tipo l, lisaron específicamente a macrófagos presentadores de

antígenos de las células B (Roep el al., 1992).

Otro conocimiento citable de la inmunología general, es que existen dos fenotipos

de LTh: los Th] (secretan interleukina l e interferón y, y están principalmente asociados

a la inmunidad celular) y los Th2 (secretan interleukinas 4, 5, 6 y 10, que están

principalmente involucrados en la inmunidad humoral). Algunos inmunólogos sugieren

que las células efectoras en la DM tipo l son los LT de fenotipo Thl, basados en que

dichas células son suficientes para transmitir la enfermedad a receptores permisivos.

Estas células liberarían citoquinas citotóxicas como el interferón y, interleukina l, factor

de necrosis tumoral ot y además reclutarían otras células, como los macrófagos, para

producir daño tisular. Las CD8+ sólo cumplirían funciones accesorias, como promover la

actividad citotóxica asociada (Peterson y Haskin., 1996). Actualmente existe consenso

en aceptar que la DM tipo 1 podría ser consecuencia de un desbalance entre las células

auxiliares Thl y Th2 (Carnaud C., 1994). Además, la interleuquina 4 parece ser esencial
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en la protección de los islotes, influyendo en el balance del sistema inmune hacia un

aumento de la fimción Th2 (Gladsotone y Nepom, 1995).

A pesar de los esfuerzos realizados en el tema, no se ha aclarado el rol de los

diferentes fenotipos Th en la patogénesis de la DM tipo l en humanos.

Otros tipos de células también pueden estar involucradas en el proceso de

insulitis. Por ejemplo, los linfocitos CD4- CDS- son más abundantes en ratas BB que en

ratas no susceptibles a la enfermedad (Hosszufalusi et al., 1992), así como macrófagos

que podrían actuar tempranamente en la presentación antigénica a las células T y luego

en el proceso de destrucción de las células B pancreáticas.

2.8.2.b. Respuesta inmune humoral en la DM tipo l

La respuesta inmune humoral está mediada por moléculas de anticuerpos que se

encuentran en circulación, las cuales son responsables del reconocimiento específico y de

la eliminación de antígenos o autoantígenos.

La respuesta inmune humoral, involucrada en el proceso de destrucción de las

células B, produce durante el período de autoagresión, autoanticuerpos específicos para

diversos antígenos. Se generan así, una serie de marcadores humorales en circulación

como son los autoanticuerpos dirigidos contra antígenos de las células de los islotes

(ICA), los autoanticuerpos anti-insulina (IAA), los autoanticuerpos anti-glutamato

decarboxilasa (GAD), los autoanticuerpos anti-tirosina fosfatasa (IA-2 o ICA512), etc,

los cuales pueden persistir después de desencadenarse la enfermedad (Bottazzo et al.,

1974; Palmer et al., 1984; Baékkeskov et al., 1982; Baékkeskov et al., 1990). En la

Figura 3 se resumen esquemáticamente los principales sucesos de origen autoinmune

que conducen a la lisis de la célula B, y ala producción de ciertos autoanticuerpos, que
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Figura 3

Panel superior izquierdo: esquema ampliado de la adhesión celular

CPA/LTh, mostrando las posiciones DQaSZ y DQB57, críticas para conferir

predisposición o resistencia a la DM tipo 1. En el panel inferior izquierdo, se

esquematizan los principales componentes celulares y humorales del Sistema

Inmune, que participan en el cuadro de insulitis. En el centro se presentan los

autoantígenos más destacados, participantes de la autoagresión o más frecuentes,

como inductores secundarios de los autoanticuerpos marcadores de la DM tipo l.

A la derecha se presentan los correspondientes marcadores que se determinan

actualmente.

25



MGM

podrían estar involucrados en la agresión o ser consecuencia de un epifenómeno de la

misma.

Como resultado de la respuesta inmune humoral, en la cual se producen distintos

autoanticuerpos, es importante destacar el valor de los mismos para la predicción de la

enfermedad, debido a la existencia de una relación entre la cantidad de individuos de una

detemiinada población que presentan el marcador (autoanticuerpo) positivo y la cantidad

de ellos que desarrollan la enfermedad en un momento determinado.

Estos autoanticuerpos, probablemente irrelevantes para el desarrollo de la

patogenia de la diabetes, son valiosas herramientas para el diagnóstico precoz de la

enfermedad, dado que son los testigos del proceso autoinmune silencioso que precede a

la sintomatología clínica con muchos años de antelación (Bingley et al., 1997; Verge et

al., 1996). Si bien la lista de estos marcadores parece ser extensa, en la actualidad los

trabajos en epidemiología y predicción incluyen un número restringido de los mismos

para la predicción de la DM:

l) Autoanticuerpos anti citoplasma de la célula del islote pancreático 0 ICA.

Este marcador ha sido descripto por primera vez por Bottazzo et al (1974), y aún hoy es

muy usado como marcador serológico clásico para el diagnóstico y predicción de DM

tipo l humana. Preceden en años a la aparición de los síntomas clínicos y desaparecen

paulatinamente una vez instalada la enfermedad. Se determinan por el método de

inmunoflourescencia indirecta (IFI) sobre secciones de páncreas humano fresco (Bingley

et al., 1996). Esta metodología fue empleada, antes de haberse identificado los antígenos

hacia los cuales están dirigidos los ICA, encontrándose presentes en aproximadamente el

80% de los sueros de pacientes con reciente diagnóstico de DM tipo l. Se puede

observar en la Figura 4, el patrón de inmunoflourescencia que presentan aquellos

pacientes que resultaron positivos para este ensayo.



Figura 4

Se presenta el patrón de inmunofluorescencia obtenido de individuos que resultan

positivos para el test de ICA.
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A pesar de los esfuerzos realizados para imejorar la estandarización y

cuantificación de esta técnica, no fue posible evitar los problemas inherentes a los tests

histoquímicos (Bonifacio el al., 1990; Lernmark et al., 1991). Así, este ensayo resulta

poco preciso y reproducible, con sensibilidad variable entre diferentes laboratorios y con

límite de detección que oscila en varios órdenes de magnitud, dependiendo del tejido

pancreático utilizado. Además, el ensayo posee una limitante que es la disponibilidad de

páncreas humano de individuos del grupo sanguíneo 0 en buen estado y los resultados

dependen de la subjetividad del operador, el cual debe estar entrenado para la

interpretación de los mismos (Marner et al., 1986; Landin-Olsson et al., 1986). Debido

a los inconvenientes planteados y a lo laborioso de la técnica, su aplicación se hace

dificultosa en programas que involucren grandes poblaciones de pacientes. Asimismo, el

desarrollo de ensayos definidos y cuantitativos para ICA se ve dificultado por la

composición heterogénea de los antígenos reconocidos por estos marcadores en los

islotes (Atkinson el al., 1993; Bingley et al., 1990). Los principales componentes

constitutivos de este sistema antigénico son la GAD65 (Richter et al., 1993; Bingley et

al., 1990), el Glicolípido GT3 (Riley et al., 1990), el ICA512 (Baékkeskov et al., 1990),

la Carboxypeptidasa H (Bingley el al., 1997), etc. Algunos estudios determinan la

existencia de 2 marcadores que representan mayoritariamente los resultados obtenidos

por IFI en las secciones de páncreas humanos (ICA): anti-GAD65 y anti-[AZ

(IA2/ICA512) (Bottazzo el al 1974; Richter el al 1992).

A pesar de las dificultades técnicas mencionadas anteriormente con la detección

de los ICA, la mayon’a de los modelos corrientes para evaluar el riesgo de desarrollar la

DM tipo I se basan en este método. Se ha descripto que la prevalencia del mismo en

pacientes con diagnóstico reciente de la enfermedad es del 75% (Riley et 'al., 1990).

Estudios en grupos de familiares de pacientes, muestran que la mayoría de los casos

futuros de Diabetes están concentrados en los subgrupos de individuos que presentan

ICA (Bingley et al., 1997).
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2) Autoanticuerpos específicos hacia la insulina (IAA) o hacia su precursor,

proinsulina (PAA). La presencia de IAA fue descripta inicialmente en aproximadamente

el 20% de los pacientes diabéticos recientemente diagnosticados (Palmer el al., 1984).

Estos marcadores se producen en respuesta a la insulina, que es la proteína

cuantitativamente mayoritaria en el páncreas (Palmer et al., 1984) y hacia sus

precursores prepro- y proinsulina, los cuales inducirían una inmunización secundaria.

Con respecto a los autoanticuerpos anti-proinsulina (PAA), cuyo antígeno específico

corresponde al precursor inmediato de la insulina, se ha indicado que estarían más

asociados a la DM tipo l que los lAA (Bohmer et al., 1991), dado que la proinsulina

sería el inmunógeno inductor de los autoanticuerpos definibles como PAA e IAA.

Ambos forman parte de los marcadores para la predicción de la enfermedad, aumentando

(junto con otros marcadores), el poder predictivo. A partir de ellos, se pudo detectar

entre el 70% y el 90% de los casos evolutivos a DMID con varios años de antelación

(Groop et al., 1988). Estos marcadores se detectan por el ensayo de radioligando

(RBA), aplicando trazadores homogéneos de insulina de alta estabilidad (A-14),

expresándose los resultados en % de unión (8%). Debido a que los IAA son

indistinguibles de los autoanticuerpos inducidos por la insulina inyectada (IA), es

importante para la aplicación del test de IAA que el paciente no haya recibido insulina

terapéuticamente.

3) Autoanticuerpos dirigidos hacia la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) del

sistema GABAérgico. Estos autoanticueros, denominados GADA, están dirigidos

principalmente contra una de las isoformas de la enzima que cataliza la síntesis del ácido

y-aminobutírico (GABA), presente en los islotes (Baékkeskov et al., 1990; Kim et al.,

1994). Inicialmente se evidenció la presencia de estos autoanticuerpos en el suero de

pacientes con DM tipo 1 ya cue inmunoprecipitaban una proteína de 64KDa proveniente

de un lisado de células de islotes. La mayoría de los pacientes DM tipo 1 presentan en el

suero anticuerpos contra esa proteína de 64Kda, hoy reconocidos universalmente como

GADA. Los GADA aparecen con varios años de antelación a la sintomatología clínica,
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siendo el marcador predictivo más confiable y temprano de la DM tipo 1 en humanos

(Baékkeskov et al., 1982; Christie et al., 1990).

Este marcador puede ser detectado hasta diez años antes de la aparición de los

síntomas clínicos y puede persistir varios años después de haberse desencadenado la

enfermedad, brindando una herramienta aún más poderosa que el test de ICA. (Kawasaki

el al., 1994; Zanone et al., 1994).

4) Autoanticuerpos dirigidos hacia la proteína tirosina fosfatasa (lA-2 o su

fragmento ICA512). Esta macromolécula fue identificada en 1992 como una proteína

de transmembrana (IA-2), expresada en células de los islotes. En trabajos posteriores se

la identificó como un antígeno a partir de un inmunoprecipitado de fragmentos trípticos

del islote y el marcador se designó como anti 37/4OKDa. Finalmente se encontró una

relación entre los fragmentos de 37/4OKDa y el fragmento de ICA512 con la proteína

tirosina fosfatasa IA-2 (Christie et al., 1990; Passini et al., 1995; Payron et al., 1995). Se

ha descripto la presencia de ARNm codificante para ICA512 tanto en cerebro como en

páncreas. Entre los pacientes con reciente diagnóstico de DM tipo 1 sólo el 40-50%

presenta autoanticuerpos, pero sólo en el 9% de estos pacientes con más de un mes de

diagnóstico y son altamente predictivos del desarrollo de la Diabetes en los grupos de

parientes de riesgo (Cristie et al., 1994; Myers et al., 1995).

Algunos estudios determinan la existencia de dos marcadores anti-GAD y

ICA512, como los componentes mayoritarios que definen los ICA y en combinación

cubren la mayor parte de la reactividad detectada en el test de IFI (Myers et al., 1995;

Bottazzo et al 1974; Richter et al 1992). Recientemente, se han efectuado estudios

validando la elección de esos marcadores (Verge et al., 1996). Actualmente se acepta

que la detección conjunta de los marcadores anti-GAD y anti-ICA512, seria adecuada

para reemplazar al test histoquímico de ICA (Bingley et al., 1997; Bonifacio et al.,

1995). Dada la reciente descripción de esta estrategia, aún no se ha investigado

exhaustivamente su posible utilidad en los programas prospectivos de la prediabetes tipo
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l y tampoco ha sido explorada su aplicación en la detección de la Diabetes mediada por

autoinmunidad de los adultos. Lo que sí se sabe, es que esas variantes de DM en adultos

cursan con un patrón inmunológico y genético diferente (Zavala et al.,l992; Lohmann et

al., 1997).

2.9. Características generales de los sistemas antigénicos correspondientes a los

marcadores anti-CAD y anti-lCASlZ

2.9.1. GLUTAMATO DECARBOXILASA

Según se mencionó, la glutamato decarboxilasa o GAD, es la enzima que sintetiza

el neurotransmisor GABA en neuronas y en células B pancreáticas a partir del ácido

glutámico. Esta enzima presenta dos isoformas: GAD65 y GAD67, con masas

moleculares de 65 y 67 KDa, respectivamente (Karlsen et al., 1991). Ambas proteínas,

han sido clonadas de diferentes mamíferos y al comparar sus secuencias, se evidenció una

gran conservación de la GADÁPor ejemplo, la GAD65 humana presenta más del 95% de

homología con la secuencia GAD65 porcina, y de rata' (Suzuki et aL, 1995). Por otro

lado, se observa un 70% de homología al comparar las secuencias de GAD65 y GAD67

humanas. La mayor diferencia entre las dos isoformas, se encuentra en los primeros 100

residuos de la región N-terminal, donde sólo comparten 20 aminoácidos. El resto de la

secuencia aminoacídica es muy similar, presentando sólo un 22% de cambios entre

ambas. Esto podría explicar por qué a pesar de que los GADA son considerados

marcadores inmunológicos de elevado valor predictivo para la enfermedad, éstos están

principalmente dirigidos hacia la isoforma de la GAD65 pancreática (Hagopian et al.,

1993; Baékkeskov et al., 1982; Baekkeskov el al., 1990).
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Es importante recordar, que estas isoformas presentan secuencias de gran

similitud con el virus Coxsackie B4 y podrían jugar un rol en un proceso de mimetismo

molecular en la patogenia de DM tipo l.

Las proteínas GAD65 y GAD67, están codificadas por genes localizados en

diferentes cromosomas. En el humano, GAD65 se encuentra codificada en la región

p11.2-p12 del cromosoma lO, mientras y que la isoforma GAD67 se localiza en la

región q31 del cromosoma 2 (Bu el al., 1992; Edelhofl‘ et al., 1993). La GAD65 se

expresa como un transcripto de 5,7 kb, mientras que la GAD67 lo hace como un

transcripto de 3,7 kb. Un caso particular se evidenció en ciertos tejidos celulares del

cerebro en desarrollo de rata, donde el ARNm de la isoforma GAD67 sufre un corte y

empalme del ARNrn alternativo, originando un ARNm bicistrónico a partir del cual se

expresan dos proteínas: la GAD25 (inactiva) y la GAD44 (Szabo er al., 1994). Estudios

posteriores, demostraron que el evento de corte y empalme descripto, está restringido a

embriones y no está presente en cerebros de adultos.

La GAD65 y GAD67, difieren en sus propiedades bioquímicas y en su

localización intracelular. Ambas isoformas contienen un sitio de unión para el fosfato de

pyridoxal (PLP), cofactor necesario para la actividad enzimática, localizado en la región

C-terminal cuya secuencia consenso presenta: Asn-Pro-His-Lys (en la GAD65, esta

secuencia se localiza entre los aminoácidos 390-403). Si bien la GAD67 se encuentra

fiaertemente asociada a la coenzima PLP como holoenzima, una fracción importante de la

GAD65 es encuentra como apoenzima y su actividad puede ser inducida por adición de

PLP. Esto sugiere, que las isoformas serían reguladas in vivo en forma diferente. Se ha

sugerido, que ambas isoformas forman un sistema dual para la regulación de la síntesis de

GABA en las terminales nerviosas. La GAD67 sería la responsable de la producción

constitutiva de GABA, mientras que la GAD65 puede ser regulada de acuerdo a los

niveles de PLP presentes y sería la responsable de generar GABA en aquellas situaciones

donde se demande un improvisto aumento de GABA (Martin et al., 1991).
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Además de la regulación mediada por el cofactor PLP, la actividad enzimática de

GAD, se ve afectada por la fosforilación en presencia de ATP. Hay evidencias de que la

proteína kinasa A y la calcineurina (principal proteína dependiente de calcio en cerebro)

serían las responsables de la fosforilación y desfosforilación de la GAD, respectivamente

(Bao et al., 1995).

Localización tisular, celular y subcelular: la GAD se localiza principalmente en el

sistema nervioso y páncreas (y en menor medida en testículo y ovario).

a) sistema nervioso: la GAD65 predomina en el sistema nervioso central, mientras

que la GAD67 se encuentra en los nervios periféricos. Ambas isoformas están presentes

en las neuronas GABAérgicas del cerebro y se almacenan en pequeñas vesículas

sinápticas.

b) páncreas: en los islotes humanos, se observa la expresión sólo de la isoforma

GAD65. Sin embargo, se ha detectado la presencia de ARNm de GAD67 (no de

proteína) y a su vez en proporción 200 veces menor que el ARNm de GAD65 (Cram el

al., 1995). La GAD65 se expresa principalmente en células B, aunque en menor medida

también en algunas células et y 8 del islote pancreático (Vives-Pi et al., 1993; Petersen et

al., 1993).

Tanto en páncreas como en sistema nervioso, ambas isoformas de la GAD son

sintetizadas en el citoplasma como moléculas hidrofilicas y solubles. Sin embargo,

mientras que la GAD67 permanece en esas condiciones, aproximadamente el 60% de la

GAD65 es modificada post-traduccionalmente y en consecuencia se encuentra anclada a

la membrana de pequeñas microvellosidades de las vesículas (Christgau et al., 1991 y

1992). Se vio que la modificación post-traduccional que sufre esta proteína es un

proceso que consta de dos etapas: la primera, la convierte en una molécula hidrofóbica

que permanece en el citosol (proceso irreversible) y la segunda etapa, da como resultado

el anclaje de la proteína a la membrana (proceso reversible) (Christgau et al., 1991).
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Dentro de los 95 aa de la región N-terminal, en que se diferencian ambas

proteínas, existe un sitio de palmitoilación presente sólo en la isoforma GAD65,

sugiriendo que este ácido graso está involucrado en su posible anclaje a membrana

(Christgau et al., 1992). Estudios posteriores confirmaron que en el dominio N-terminal

de la proteína (cisteínas 30 y 45), ocurre la modificación lipídica de la GAD65 (Christgau

et al., 1992). Posteriormente, numerosos ensayos demostraron la presencia de GAD65

anclada a membrana, aún en los casos donde los aminoácidos ide las cisteínas eran

sustituidos por alaninas, confirmando que la palmitoilación no posee el rol principal en el

anclaje. Sin embargo, se encontró una secuencia adyacente a este sitio, la cual

comprende los residuos aminoacídícos 24 al 31, siendo éstos esenciales para que ocurra

el anclaje de la GAD65 a la membrana.

Los GADA son dirigidos principalmente contra epitopes conformacionales y no

son reactivos frente a la GAD65 desnaturalizada (Ritcher et al., 1993; Tuomi et al.,

1994; Daw et al., 1995, Falorni er al., 1996 y Papouchado et al., 1996). Por eso es

conveniente recordar que la integridad conformacional de esta molécula es esencial para

la detección de los GADA. El ensayo que brinda datos más confiables es el de

inmunoprecipitación o ensayo de radioligando (RBA). La GAD recombinante utilizada

en los ensayos se obtiene in vitro a partir de un sistema de expresión eucarionte (Grubin

et al., 1994; Petersen et al., 1994b; Falorni etal., 1995).

2.9.2 PROTEÍNA TIROSINA FOSFATASA

Como se mencionó anteriormente, del estudio de inmunoprecipitados de

extractos de islotes con sueros de pacientes con reciente diagnóstico de DM tipo 1, se

han identificado principalmente tres fragmentos trípticos de masas relativas de 50, 40 y

37 KDa. Los pacientes diabéticos que poseen autoanticuerpos hacia el fragmento de 50
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KDa, también inmunoprecipitan la GAD. Sin embargo, no reaccionan contra los otros

dos fragmentos (Christie el al., ¡993).

Recientemente, se han identificado a los fragmentos trípticos de 40 KDa como

parte de una proteína transmembrana relacionada con la tirosina fosfatasa de las células

T(CD45). Este fragmento fiie posteriormente denominado ICA512 (Passini et al., 1995;

Payton et all, 1995; Lan el al., 1994; Rabin et al., 1994). Por otraiparte, los fragmentos

trípticos de 37 KDa costituyen el dominio intracelular de una proteína que presenta

homología estructural con lA-2 (Figura 5). Esta proteína se denomina fogrina y posee

relación con las proteínas tirosina fosfatasa, aislada de gránulos secretores de insulina.

Los fragmentos de 37/40KDa presentan una homología del 88% en su secuencia

aminoacídica (Kawasaki el al., 1996).

Del screening de una biblioteca de insulinoma humano, se obtuvo el cADN

correspondiente a la proteína tirosina fosfatasa (lA-2) (Goto et al., 1992). La secuencia

del cADN, presentó un tamaño de 3,613 pb, con 73 pb en la región 5’ no codificante y

600 pb en la 3’ no codificante, incluyendo a la señal de poliadenilación en la posición

3584 (Lan et al., 1994).

El ARNm presenta diferentes sitios de iniciación de la traducción, pero el codón

de iniciación (ATG) localizado en la posición 74 es el dominante. La proteína IA-2 se

expresa como un transcripto de 2,937 pb (979aa) con una masa molecular de 106 KDa

(Lan et al., 1994).

El estudio de hidrofobicidad permitió evidenciar que dicha secuencia

aminoacídica posee tres dominios hidrofóbicas principales (Kyte and Doolittle., 1982;

Klein et al., 1985). Estos son descriptos en la Figura 6. Además, en esta figura se

representa esquemáticamente la proteína lA-2 e ICA512, la cual fue inicialmente

descripta por Rabin et al., (1994) como una proteína incluida dentro de la secuencia ya

descripta para la molécula de lA-2 por Lan el al., (1994).
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Figura 5

El esquema muestra la localización celular de la proteína tirosina fosfatasa

(IA-2) y dela fogrina, destacando la región intracelular correspondientea los

fragmentos de 40 y 30KDa respectivamente.
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posición 3585.
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Figura 6

Secuencia de la tirosina fosfatasa (IA-2), indicando la localización del péptido señal

(PS), el dominio transmembrana (TM) y la región de homología con la familia de

proteínas tirosina fosfatasa. Además, se representa la secuencia de ICA512, la cual

posee sitios de unión para autoanticuerpos.
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En el esquema de la Figura 6, se puede observar dentro del dominio intracelular

(601-979aa), una región altamente conservada, la cual presenta homología con el

dominio catalítico encontrado en los miembros de la familia de proteínas tirosina

fosfatasa (PTP) (Solimena et al., 1996; Lan et al., 1994; Charbonneau et al., 1989 y

Payton et al 1995) y en particular con CD45. Además, el patrón de expresión, sugiere

que dicha proteína tendría un papel en la modulación de la señal endócrina.

Localización tisular, celular y subcelular: Basado en datos de secuenciación y

expresión de dicha proteína, esta parece ser un nuevo miembro de la familia de

receptores de tirosina fosfatasa expresada en todas las células del linaje neuroendrócrino

(páncreas y cerebro) (Myers et al., 1995; Lan et al., 1994).

Otros estudios demostraron que es una proteína intrínseca de membrana de

gránulos secretores, expresada en células B pancreáticas productoras de insulina, así

como también en otras células endócrinas secretoras de péptidos y en

neuronas neuroendócrinas, todas ellas conteniendo gránulos neurosecretores (Lan et al.,

1994). Estos autores sugieren que un subset de autoanticuerpos presentes en pacientes

con DM tipo l, está dirigido contra el dominio intracelular de dicha proteína.

Finalmente, Kawasaki et al., (1996), implementando una construcción que incluía

el dominio intracelular de la proteína, que denominó lCASledc demostró la presencia

de autoanticuerpos dirigidos contra la enzima IA-2. Estos autoanticuerpos también

tienen la capacidad de reconocer a la proteína ICA512bdc, confirmando lo antes

mencionado.

Otros estudios han demostrado que el fragmento ICA512 conserva el dominio

enzimático de PTPasa. Se vio que la fosforilación del mismo co-localiza con los gránulos

secretores. Esto sugiere que ICA512 probablemente juegue un rol importante en el ciclo

de vida de estos gránulos (Lan er al., 1994). En un estudio posterior se demostró que el

dominio PTPasa de esta enzima contiene un residuo aminoacídico de Asp en lugar de Ala
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en la posición 911, dicho cambio inhibe la actividad de PTPasa (Zhang et al., 1994; Lu et

al., 1994; Lan et al., 1994 c). Por lo tanto, todavía queda por resolver si la IA-2 es

inactiva como tirosina fosfatasa, debido a este cambio, o si posee un sustrato

estrictamente específico aún desconocido. (Payton et al., 1995)

El fragmento ICA512 recombinante utilizado en los ensayos se obtiene in vitro a

partir de un sistema de expresión eucarionte (Grubin et al., 1994; Petersen et al., 1994;

Falorni et al., 1995),

2.10. Importancia de la utilización de ensayos adecuados para la detección de

marcadores serológicosde autoinmunidad

Para la detección de los marcadores serológicos descriptos en la sección. l.8.2.b.

(menos para el ensayo de ICA), se pueden emplear, al menos en teoría, diferentes

principios inmunoanaliticos. Es así que estos marcadores pueden detectarse tanto por un

ensayo en fase líquida llamado radiobinding assay RBA (Kurtz et al., 1988) o mediante

un ensayo en fase sólida como el enzyme linked inmunosorbent assay ELISA (Wilkin et

al., 1985; Nell et al., 1985 y Koch et al., 1986). A continuación se analizará en especial

el RBA, debido a que este ensayo se utiliza en el presente trabajo.

2.10.1. Principios metodológicos del RBA

Influencia de la afinidad en los anticuerpos a detectar

Si se utiliza el RBA como herramienta de detección, se emplea como trazador

insulina marcada con '25! o GAD65 y ICA512 marcadas con 35S-metionina
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respectivamente (Palmer el al., 1984). Dicho ensayo está regido por la ley de acción de

masas, por lo cual la concentración del ligando marcado al ser pequeña, determina que la

cantidad de éste unido al anticuerpo dependa fuertemente de la constante de afinidad y

de la concentración. Es por ello que los anticuerpos detectados eficientemente en este

tipo de ensayos son los de alta afinidad. Por otra parte, esta metodología permite la

exposición libre de los epitopes del trazador en solución, posibilitando de esta manera el

acceso de los mismos para la unión adecuada con sus anticuerpos específicos.

2.11. Factores que influencian el valor predictivo de un marcador

Debido a que cada laboratorio posee sus propios índices de especificidad y

sensibilidad, el valor de poder predictivo del marcador se verá afectado. Estas

fluctuaciones pueden explicar las discrepancias encontradas en estudios de prevalencia.

En diversos trabajos, para analizar el valor predictivo de cada uno de los

autoanticuerpos por separado o en su conjunto, se ha empleado una fórmula derivada del

Teorema de Bayes sobre probabilidades condicionales. En éste se relaciona el valor

predictivo, la cantidad de individuos de una determinada población que presentan el

marcador positivo y que desarrollan diabetes en un momento determinado, con la

sensibilidad y la especificidad del marcador empleado y con la prevalencia de la

enfermedad en la población analizada. Es importante destacar que dicha prevalencia varía

según el grupo etario, étnico y según la región. Por otra parte, los parámetros de

sensibilidad (los resultados positivos en los pacientes enfermos) y la especificidad (lOO

menos resultados negativos en individuos sanos), varían de acuerdo a un conjunto de

factores como: la incidencia real de ese marcador en la población de enfermos y sanos, la

performance del método empleado, y el título de corte o cut-off establecido para dicho

ensayo. El cut-off, indica a partir de qué valores de unidades una muestra será

considerada como positiva, éste se determina como el resultado de la media más dos o
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tres desvíos estándar de una población normal. Probablemente se establezca un valor

mayor de nivel de corte si el interés es tener una alta especificidad en el método de

detección que se emplea, evitando así los falsos positivos, con la consecuente

disminución de la sensibilidad y, por ende, un incremento de falsos negativos (Stumpo et

al., 1994).
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3. OBJETIVOS

Dada la alta prevalencia de la DM a nivel mundial (5%) y el alto impacto social

y económico de sus complicaciones, se están efectuando importantes esfuerzos en

diversas áreas, como las del diagnóstico y del seguimiento de control. Para las variantes

de DM autoinmune en particular, los principales objetivos perseguidos son los de

predicción y prevención. Los avances logrados en predicción se basan principalmente

en la detección de múltiples autoanticuerpos (marcadores), lo cual implica complejidad

operativa y altos costos. Actualmente se considera la capacidad predictiva de esos

marcadores de daño inmunológico, junto con otros marcadores accesorios, con los

factores genéticos (genotipificación HLA) y con las pruebas funcionales pancreáticas,

para identificar individuos con riesgo de padecer DM tipo 1 yï prevenir en ellos el

desarrollo de la enfermedad. En los programas de predicción y prevención de la DM

tipo 1 se tiene como propósito la detección precoz de la etapa prodrómica en individuos

susceptibles, a través de marcadores serológicos de autoinmunidad, y de esa manera

brindar apoyo racional para que los tratamientos preventivos logren su efectividad y

sean aplicados antes del agotamiento total de las células B pancreáticas. Por lo tanto, es

necesario contar con metodologías económicamente ventajosas, simples y de baja

complejidad, que permita la detección de los marcadores serólogicos de alto valor

predictivo y además es deseable que esos test sean aplicables en laboratorios de

bioquímica clínica general (mediana complejidad).

Con las miras anteriormente expuestas, el objetivo general del presente trabajo

de Tesis de Licenciatura consistió en la implementación de una técnica analítica

alternativa y ventajosa para la determinación sistematizada de los marcadores

serológicos de autoinmunidad anti-GAD y anti-ICASIZ, aplicable a la detección precoz

de la DM tipo 1 y de la DM mediada por autoinmunidad en los adultos.

Siguiendo esos principios, se encaró un programa de trabajo con las siguientes

etapas (objetivos específicos):
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3.1. DIABETES MELLITUS TIPO l

3.1.1. Verificar si el ensayo de ll’ combinada en un único ensayo, exhibe o no la

perfarmance de los dos métodos ejecutados individualmente

Para este ensayo se realizó la implementación de una técnica radiométrica

basada en la inmunoprecipitación combinada de inmunobiológicos recombinantes

obtenidos por transcripción y traducción in vitro en un sistema de células eucariotas

lisadas. Los trazadores obtenidos por esta vía son: 35S-GAD y 35S-ICA512. Con esos

trazadores se implementó la técnica de inmunoprecipitación individual y combinada de

dos autoanticuerpos: anti-glutamato decarboxilasa (GADA) y anti-ICA512. La elección

de estos marcadores, se basó en estudios previos de otros laboratorios y confirmados

por nuestro grupo de investigación, indicativos que la enzima GAD65 y la proteína

tirosina fosfatasa IA2/ICA512 constituyen el par óptimo de antígenos para predecir la

autoinmunidad específica en la DM tipo 1. Esto se llevó a cabo de manera sistematizada

para verificar si la detección combinada de ambos marcadores serológicos de

autoinmunidad en un ensayo único, exhibe o no la performance de los métodos

ejecutados individualmente. Con los resultados obtenidos a partir de la seroteca de

pacientes con reciente diagnóstico de DM tipo 1, verificar si la variante combinada es

en efecto económicamente ventajosa, además de consumir menos tiempo, material y

trabajo.

3.1.2. Probar si el ensayo de IP combinada en un único test resulta más eficaz que

el test de ICA utilizado actualmente

Como se mencionó en la introducción, la detección de los ICA ha sido el método

de elección, en todos los programas epidemiológicos y predictivos de la DM tipo 1.
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Dados los inconvenientes que presenta esta determinación, se evaluó la posibilidad de

reemplazar este ensayo por el de IP combinada, considerando especialmente su

aplicación en la prospección de la DM tipo 1.

Además de la determinación de los ICA, el trabajo se complementó con ensayos

de otros marcadores serológicos de autoinmunidad, como son los autoanticuerpos

insulina (IAA). De este modo se espera reforzar las pruebas sobre la existencia de la

respuesta inmune humoral anti-islote y, de acuerdo a los resultados, ver si el estudio de

la variante combinada puede reemplazar el test convencional de ICA.
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3.2. DIABETES MELLITUS MEDIADA POR AUTOINMUNIDAD EN EL

ADULTO

3.2.1. Evaluar la posibilidad de extender el ensayo de 1P combinada en el

diagnóstico de diferentes formas de Diabetes

Evaluar la posibilidad de extender dicha metodología en el apoyo diagnóstico de

diferentes formas de Diabetes: Además de pacientes con DM tipo l (niños) (según los

objetivos 1 y 2), se estudiaron casos de LADA, pacientes con fracaso secundario a los

HGO y pacientes con DM tipo 2 (adultos).

Como el reclutamiento de individuos representativos de casos variantes no es

idealmente viable, se realizó un estudio de sueros provenientes de individuos

preclasificados según los siguientes criterios clínicos: a) pacientes que requirieron

insulina antes de los dos años del diagnóstico (DMl), homologables a pacientes con

LADA, b) pacientes con DM tipo 2 que requirieron tratamiento con insulina luego de

más de diez años de su diagnóstico (DMZI), homologables a fracaso secundario, y c)

pacientes con DM tipo 2 (DM2), clínicamente controlados.

Por último, se planteó el procesamiento e interpretación de los resultados

obtenidos en diferentes subgrupos etarios de un grupo étnico representativo de

Argentina con el fin de proponer las estrategias analíticas apropiadas para la predicción

de la DM autoinmune en sus distintas variantes, para su consideración médica y para la

eventual intervención terapeútica de los individuos evolutivos a diabetes clínica. Esta

última propuesta representa un enfoque original, hasta donde nos consta no

implementado en programas o "trials" a nivel internacional. Este trabajo servirá de base

para la participación formal del Laboratorio de Inmunoendocrinología (LIE) FFyB,

UBA, donde se ejecutará este plan, en un programa multiprofesional de Predicción y

Prevención de la DM tipo 1.avalado por la Sociedad Argentina de Diabetes (SADAC).

45



Objetivos

Además, un subsidio bianual acordado especialmente para este programa por la

ANPCYT dará soporte financiero al proyecto.

La perspectiva de efectuar un aporte tecnológico, economicamente factible, para

cubrir ese plan significará un ensayo piloto para explorar el impacto de estos análisis en

la Medicina Diabetológíca actual y futura.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Pacientes. Obtención de sueros

Para los análisis inmunológicos se utilizaron sueros provenientes de la seroteca

establecida en el LIE juntamente con el Servicio de Nutrición del Hospital de Pediatría

Juan P. Garrahan, Argentina. Dicha seroteca incluye muestras de pacientes debutantes

con DM tipo l y de los grupos familiares bajo riesgo seleccionados por las Dras:

Andrea Krochik y Carmen Mazza (Directora de la sección Diabetes). Los diagnósticos

fiJeron hechos en el Hospital de Niños Juan P. Garrahan, Buenos Aires, Argentina, de

acuerdo al criterio del National Diabetes Data Group (1979). Las muestras se

recolectaron hasta dos días después del diagnóstico de DM tipo l.

Se analizaron 71 sueros de dicha seroteca (divididos equitativamente en sexo y

en un rango de edad de 1-17 años). Los controles normales incluyeron sueros de 30

individuos sanos (dentro del mismo patrón de sexo y rango de edades), sin historia

familiar de DM tipo 1, libres de enfermedades autoinmunes, ninguno de los cuales

poseía antecedentes de insulinoterapia o experimentado episodios de hiperglucemia.

También se incluyeron en el estudio sueros provenientes de individuos adultos

preclasificados según los siguientes criterios clínicos: a) 42 pacientes que requirieron

insulina antes de los dos años del diagnóstico (DMl), b) 30 pacientes con DM Tipo 2

que requirieron tratamiento con insulina luego de más de diez años del diagnóstico

(DMZI) y c) 64 pacientes con DM tipo 2 (DMZ); también para estos grupos se utilizaron

sueros de control como se describió anteriormente. Los sueros de los pacientes de los

subgrupos a, b y c, provinieron del Centro de Endocrinología Experimental Aplicada

(CENEXA, UALP-CONICET) a través de una vinculación establecida con el Dr.

Norberto Cédola, responsable de la convocatoria de pacientesiadultos para este
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programa. También se utilizaron sueros de control como se describió anteriormente,

pero salvaguardando las condiciones de sexo y edad para esos ensayo.

4.2. Determinación de autoanticuerpos anti-células de los islotes (ICA) por la

técnica de [FI

Para el ensayo, se aplicó la técnica convencional de inmunofluorescencia

indirecta (IFI) sobre cortes de páncreas humano proveniente de un donante normal del

grupo sanguíneo 0.

Esta técnica fue aplicada tal como fue desarrollada inicialmente por Bottazzo et

al. (1974) en su variante cualitativa y con la actualización de la variante denominada

cuantitativa. La variante cuantitativa se aplicó sobre aquellas muestras que resultaron

positivas en el screening y sus resultados se expresaron en unidades JDF (de Juvenile

Diabetes Fundation, entidad proveedora de los sueros patrones) (Bonifacio et al., 1990;

Bonifacio et al., 1990 b)r

4.3. Determinación de los autoanticuerpos anti-insulina (IAA) por RBA empleando

125’I-Insulina

Obtención del trazador. El marcador IAA se determinó mediante la técnica de Unión

de Radioligando (RBA), con un trazador monoiododerivado de insulina humana

marcada con ml. La insulina humana monoiodada homogéneamente (125I-Insulina), se

obtuvo a partir de la preparación semisintética libre de excipientes (Laboratorios Beta).

Las técnicas de incorporación y purificación se realizaron según lo descripto por Linde

et al., (1981) y Jergensen y Larsen (1980), respectivamente.
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Procedimiento del RBA. El ensayo de RBA se llevó a cabo según lo descripto por

Kurtz et al. (1988), de la siguiente manera: se incubaron alícuotas de suero normal y

problema, por duplicado, con el trazador (125I-A14-Insulina). Para cada muestra de suero

se preparó una serie adicional de tubos por duplicado con exceso de insulina humana no

marcada para evaluar la unión inespecífica. Luego de la incubación, la fracción de

insulina unida fue precipitada y separada utilizando polietilenglicol. La fracción

recolectada de cada tubo, fiie leída en un contador gamma. Los resultados se expresaron

como porcentajes de unión específica (Be %) de insulina (Be % = B %p,e¡nmbadosólocme¡

nando; - B % premcubadoconmw, de ¡"sumafría ). Los resultados obtenidos con los sueros

normales se utilizaron para calcular el límite de inespecificidad/positividad (cut ofl) del

ensayo, expresado como la media más tres desvíos estándar. Aquellos valores de las

muestras problemas situados por encima del cut ofl se consideraron positivos (Stumpo

et al., 1994).

4.4. Determinación de autoanticuerpos anti-glutamato decarboxilasa (anti-CAD)

por RBA empleando 35S-GADóShumana recombinante producida in vitr'o

Obtención del trazador. El marcador anti-GAD se determinó según el método RBA de

referencia descripto por Grubin et al. (1994) (Figura 7). La ¿SS-GAD65 humana

recombinante fiie producida en un sistema eucariota de expresión de proteínas

recombinantes, con alto grado de pureza. Para ello, l pg del cADN codificante para la

GAD65 humana (cedido gentilmente por el Dr. A. Lemmark y clonado en el vector

pEX9), fue transcripto y traducido in vitro empleando 25 ul de un sistema de lisado de

reticulocitos de conejo (Promega, Madison, WI, USA) en presencia de 40 uCi de

metionina (actividad específica 1175 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA,

USA) durante 2 hs a 30°C (Figura 8). Los productos de traducción se diluyeron en

buffer RBA (Tris-HCL 20 mM, NaCL 0.15 M, Tween 20 0.15%, aprotinina 0.1%, BSA

0.1%, pH 7.4) y se sembraron en una columna PDIO (Sephadex G25, Pharmacia-LKB
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35
t S-MetGAD

Figura 7

En el esquema se representa el test de referencia para anti-GAD. Un test similar se

utiliza para la detección del marcador anti-ICASIZ.
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Biosíntesis de35S-Met-GAD
(trazador para el test de antiGAD)

Lisado de
reticulocitos

Sistema de transcripción de ca"9110

y traduccmn m Vitro IRNApoumerasal

Aminoácidos
Ó 358-Met

Templado Plásmido pEx9

®
358-Met-GAD

(4.8 Kb:GA065

Figura 8

El esquema muestra la biosíntesis in vitro del antígeno recombinante GAD

marcado. El fragmento de la proteína tirosina fosfatasa, ICA512 se obtuvo de

forma similar a partir del vector respectivo.
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Biotechnology INC, Uppsala, Suecia) de exclusión molecular, previamente equilibrada

en buffer RBA para remover [3SS]-metionina libre.

Procedimiento del RBA. Las proteína marcadas radiactivamente‘(3SS-GAD65) fueron

utilizadas para la formación de los inmunocomplejos con los autoanticuerpos

específicos presentes en los sueros. Aproximadamente 20000 cpm del trazador se

incubaron con alícuotas de 2.5 ul de sueros humanos (en un volumen final de 60 ul en

buffer RBA) durante toda la noche a 4 °C. A continuación, a cada muestra se le agregó

SO ul de proteína A-Sepharose 4B FF 50 % (Sigma, St. Luis, MO, USA) equilibrada en

buffer RBA y las mezclas se incubaron durante 2 hs. con agitación a temperatura

ambiente. Las muestras fiieron centrifugadas y los precipitados conteniendo los

inmunocomplejos se lavaron dos veces con 400 ul de buffer RBA y un tercer lavado

con buffer RBA conteniendo NaCL 0.35 M. Luego, los precipitados se resuspendieron

en 100 ul de SDS 1 %, tras agitación en vortex, se dejaron el tiempo necesario (unos

minutos) para que la proteína A-Sepharose precipitara. Los sobrenadantes fueron

transferidos a viales para ser contados en un contador automático de centelleo líquido

(Liquid Scintillation Analyzer Model 1600TR, Packard, Canberra, Australia). Los

resultados se expresaron como GAD index (Grubin et al, 1994), utilizando como patrón

un suero estándar internacional con GAD index igual a uno. Simultaneamente, fiJeron

procesados 28 sueros normales para calcular el cut ofl como la media más tres desvíos

estándar.

GAD index = cpm de suero analizado - cpm media de los controles negativos

cpm de suero de referencia - cpm media de los controles negativos

Cabe mencionar, que con esa metodología en el LIE ya se evaluaron, a ciegas,

los sueros (n=24) provistos por el Tercer GADA65 Proficiency Test (Chairman: Dr. N.

Maclaren, IDW, University of Florida, USA, 1997), obteniéndose los siguientes

resultados: 100% de sensibilidad, 100% de especificidad, 100% de consistencia y 100%
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de validez. A diferencia de la definición habitual, en este caso particular el término

sensibilidad se refiere a la concordancia porcentual de los datos positivos del LIE con

los sueros positivos de referencia/número total de sueros de referencia positivos.

especificidad = número de sueros negativos de referencia

número total de muestras por duplicado

validez = número de resultados correctos

número de resultados posibles

4.5. Determinación de autoanticuerpos anti-ICA512 por RBA empleando

ICA512 humana recombinante producida in vitro

Obtención del trazador. La determinación se realizó a través de un ensayo de

inmunoprecipitación RBA (descripto en el punto 4.4.), pero utilizando como trazador

35S-ICA512, generado de la misma forma. El vector utilizado en este caso, fije

gentilmente cedido por el Dr. Geroge S. Eisenbarth, Barbara Davis Center for

Childhhod Diabetes. University of Colorado. Health Sciences Center 4200 E 9E Av.

Denver. Luego de la purificación (pasado por columna PDlO) de 35S-ICA512 para

eliminar la [3581-metioninalibre, el trazador se hizo reaccionar con los autoanticuerpos

específicos presente en los sueros de los pacientes.

Procedimiento del RBA. La formación de los inmunocomplejos, aislados con proteína

A-Sepharose, también file determinada por centelleo líquido (de la misma manera que

en el punto anterior). Los resultados se expresaron como porcentajes de unión con

respecto a las cuentas totales agregadas en el ensayo. Se procesaron simultáneamente 28

sueros normales para calcular el cut (¿ficomo la media más tres desvíos estándar.
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Con esta metodología previamente fueron evaluados (como mencionamos

anteriormente), a ciegas, los sueros (n=24) provistos por el Segundo IA2 Proficiency

Test (Chairman: Dr. N. Maclaren, IDW, University of Florida, USA, 1997),

obteniéndose los siguientes resultados: 86% de sensibilidad, 100% de especificidad,

100% de consistencia y 92% de validez.

4.6. Determinación combinada de autoanticuerpos anti-GAD y anti-ICA512 por

RBA empleando conjuntamente 35s-cmmss y 35s-1CA512 recombinantes

producidas in vitro

Obtención del trazador. Los trazadores recombinantes empleados (3SS-GAD65y

ICAS12) fueron producidos y purificados según lo descripto anteriormente.

Procedimiento del RBA. Ambos trazadores obtenidos se utilizaron en forma conjunta

para la formación de los inmunocomplejos con los autoanticuerpos específicos

presentes en los sueros según se describió anteriormente, con la única modificación en

la cantidad de cuentas aportadas por cada marcador. Se colocaron 10000 cpm del

trazador 35S-GAD65 y ZSOOOcpmde 35S-ICASIZ conjuntamente (actividades que se

ajustaron según un test de optimización previo) y luego se incubaron con 2.5 ul de

sueros humanos (en un volumen final de 60 ul en buffer RBA) según la descripción del

punto 4.4. Los inmunocomplejos formados, fueron aislados con proteína A-Sepharose y

se determinaron por conteo en centelleo líquido. Los resultados se expresaron como

porcentajes de unión con respecto a las cuentas totales agregadas en el ensayo. Se

procesaron simultáneamente 28 sueros normales para calcular el cut off como la media

más tres desvíos estándar.
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4.7. Estadística

Para obtener los niveles de corte de los RBA (ver ensayos 4.3-4.6), primero se

evaluó la distribución de los datos correspondientes a los individuos normales

(controles), Para ello, se realizó el Test de la Normalidad de Martinez e Iglewicz

empleando el programa de computación SOLO v2.0 (BNHDPStatical Sofiware, Inc.

Versión 2.0 8/88). El análisis de la normalidad de los datos fije gentilmente realizado

por la Dra. D. Garrido, Cátedra de Bioestadística, Facultad de Farmacia y Bioquímica,

Universidad de Buenos Aires y la Dra. A. Pérez, Cátedra de Biometría, Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

El criterio elegido para calcular el cutt oflfiie el valor de la media + 3 DE de los

sueros de pacientes controles.

Para analizar la existencia de correlación de marcadores serológicos de

autoinmunidad en fiinción del sexo, se determinó el coeficiente r de correlación y su p

de significancia mediante el Test de Gauss para diferencias de proporciones (Sokal y

Rohlf, 1981). La comparación entre diferentes valores de prevalencia para cada

marcador entre sexos, file realizado con la aplicación del programa de computación

Statitica (EXCEL 97), el cual se utilizó con la colaboración de la Dra. A. Pérez, Cátedra

de Biometría, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
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5. RESULTADOS

5.1. DIABETES MELLITUS TIPO l

5.1.1. “En busca del diamante”: Implementación y especificaciones de aplicación

del ensayo de inmunoprecipitación combinada GADA/ICA512 como herramienta

predictiva de la DM tipo l

Debido a los inconvenientes planteados para la implementación a gran escala de

la técnica de lFI para el ensayo de ICA y dado que hoy en día se acepta la existencia de

dos marcadores principales, anti-GAD (o GADA) y anti-ICA512, sustitutivos del

ensayo de ICA, se planteó una estrategia analítica optimizada para la predicción de la

DM tipo 1 y de otras formas de Diabetes autoinmune en adultos.

Se analizaron los resultados de ensayos de inmunoprecipitación (IP) individual y

combinada, en un grupo de 71 sueros de pacientes con reciente diagnóstico de DM tipo

1, con el fin de evaluar la peljforniance relativa de esas variantes.

La Tabla 2, muestra los resultados obtenidos con las técnicas de IP individual,

implementada para la detección de autoanticuerpos anti-GAD y anti-ICA512 en

determinaciones separadas y la IP combinada de ambos marcadores en un único ensayo.

Para analizar la expresión de los falsos positivos en el ensayo, se calculó la

especificidad, definida como 100% menos el porcentaje de resultados positivos

obtenidos en 28 sueros provenientes de individuos normales. El valor de especificidad

obtenida (100%), evidencia la ausencia de resultados falsos positivos para las tres

metodologías empleadas.
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Ensayo i Especificidad Prevalencia

Normales (n=28) DM tipol (n=71)

(100%-%positividad) (% de positividad)

IP anti-GAD 100 74.7

IP anti-ICAS 12 100 66.2

IP combinada anti- 100 88.7

GAD/ICAS l2

Tabla 2

Especificidad y prevalencia obtenidas para las determinaciones de autoanticuerpos

anti-GAD e ICA512, en forma individual y mediante IP combinada.



Resultados

La sensibilidad (prevalencia), se calculó según el porcentaje de pacientes

diabéticos detectados como positivos. Sobre un total de 71 sueros de pacientes

analizados, 53 (74.7%) resultaron positivos para el marcador anti-GAD, 47 (66.2%)

para anti-ICA512 y 63 para (88.7%) el ensayo de IP combinada. En la Tabla 2, se

integran los datos de especificidad y prevalencia, con el fin de facilitar las

comparaciones entre los tres tests.

La primera observación de esos datos, permite confirmar lo hallado en la

literatura respecto del beneficio de analizar dos marcadores, en lugar de uno sólo

GAD o anti-ICA512).

Con el intento de evaluar si el ensayo de IP combinada en un‘mismo test puede

reemplazar a los ensayos de IP individuales con su expresión combinatoria, en la

Figura 9 se representó en el recuadro superior la combinatoria de las determinaciones

individuales y en el recuadro inferior se graficaron directamente los datos positivos del

ensayo de IP combinada (anti-GAD + lCAS12) y los correspondientes negativos.

Se observa que los valores de prevalencia 14.l%+52.1%+22.5%=88.7,

obtenidos en los ensayos individuales (recuadro superior), se correlacionan con el valor

de prevalencia 88.7%, resultante del ensayo de IP combinada.

De los datos de la Tabla 2 y el Figura 9, se deduce que la utilización de la

técnica de IP combinada en un mismo ensayo, mantiene la performance de los métodos

ejecutados individualmente. Se logra por lo tanto, un ensayo que sin disminuir la

especificidad ni la sensibilidad combinada, mejora notablemente la operatividad y los

costos de ejecución.

En otras palabras, la combinatoria matemática o experimental rindieron

idénticos resultados, siendo más ventajosa esta última, al menos para la Diabetes tipo 1.
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Figura 9

Comparación dela prevalencia entre ensayos de 1P individuales y combinado en

un único test, aplicados a sueros de pacientes debutantes con DM tipo l.
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Resultados

5.1.2. Análisis de la aparición de marcadores de inmunidad humoral según el sexo

Como un estudio complementario, se decidió evaluar si existía o no correlación

entre los marcadores serológicos de autoinmunidad y el sexo de los pacientes.

En la Tabla 3, se representan para los 71 pacientes (34 femeninos y 37

masculinos) con DM tipo 1, las prevalencias para cada marcador según el sexo.

Se aplicó el Test de Gauss para diferencias de proporciones, el cual permitió

confirmar la ausencia de diferencias significativas de marcadores entre .sexos.

5.1.3. Detección complementaria de marcadores de autoinmunidad en pacientes

debutantes con DM tipo l

Se realizó paralelamente un estudio complementario, en el cual se incorporaron

las determinaciones de otros marcadores de autoinmunidad, ICA e IAA, con el fin de

hallar las mejores herramientas de screening en la población de riesgo y sobre todo para

tener una referencia propia sobre la máxima sensibilidad combinada posible a partir de

ensayos individuales con cuatro marcadores específicos de DM tipo 1.

La Figura lO esquematiza, los datos de prevalencia (calculados de la misma

forma que en la Tabla 3) obtenidos con diversos marcadores serológicos de

autoinmunidad: ICA, IAA, anti-GAD y anti-ICA512 e IP combinada. Sobre los mismos

71 sueros de pacientes diabéticos analizados, 46 (64.8%) resultaron positivos para ICA

y 26 (36.6%) para IAA (los datos de los marcadores para anti-GAD, anti-ICASIZ y el

test combinado corresponden a los análisis ya informados, los cuales vuelven a

representarse aquí a los fines comparativos).
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Marcadores

Prevalencia de diferentes marcadores según el sexo.

Sexo N°Pacientes anti-GAD anti-ICAS 12 IP combinada l ICA IAA

Femenino 34 79‘4 % 67.6 % 91.2 % » 67.6 % 26.5%

Masculino 37 70.3 % 64.9 % 86.5 % 62.3 % 46 %

Tabla 3



Figura 10

Se presenta el porcentaje de prevalencia para diferentes marcadores serológicosde

autoinmunidad ensayados sobre sueros de pacientes debutantes con DM tipo l.
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Resultados

Los resultados obtenidos, indican que si hay que optar por una estrategia basada

en un único test, el ensayo de IP combinada presenta el mayor porcentaje de prevalencia

dentro del grupo de pacientes con DM tipo l. Esto sugiere, a priori, la posible

utilización de la lP combinada como método único de screening, para evaluar el riesgo

de padecer la enfermedad, debido a que constituye un ensayo con alta prevalencia y alta

especificidad. Además, al compararla con los demás ensayos, demuestra ser una

alternativa potencialmente ventajosa, eficiente y relativamente económica.

5.1.4. Evaluación de la performance del test de IP combinada frente al test de ICA

Como se comentó anteriormente, la detección de los ICA es dificil de

estandarizar y muchos laboratorios no pueden detectar bajos niveles de éstos en forma

reproducible. Además, el analisis de ICA a gran escala requiere del uso de corte de

páncreas humano conservado en congelador, lo cual se asocia inevitablemente con

variaciones en la sensibilidad, y complicando la estandarización del mismo.

Debido a los inconvenientes planteados para el test de ICA, se planteó la

posibilidad de que dicho Itest (utilizado sistemáticamente en todos los lrials) se

reemplazara por el ensayo de IP combinada, al menos para el screening de grandes

programas epidemiológicos y/o de predicción-prevención que se apliquen en el futuro.

Con el propósito de evaluar si el ensayo de IP combinada puede prescindir del

test complementario de ICA, como estrategia para mejorar la predicción de la DM tipo

1, se analizó la prevalencia detectada en forma individual y complementaria para ambos

ensayos. En la Figura ll, se muestran los resultados de prevalencia obtenidos para ICA

(IFI) y para el ensayo de IP combinada. Sobre el grupo de 71 sueros de pacientes con

reciente diagnóstico de DM tipo l, 5 (7%) resultaron positivos sólo para el test de ICA

(negativos para el ensayo de IP combinado anti-GAD e anti-ICA512), 22 (31%) fueron
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IICA + IP Combinada sólo ICAIsólo IP Combinada Inegativo

Figura ll

Prevalencia obtenida con las determinaciones de ICA e IP combinada.
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139M

positivos sólo para el ensayo de IP combinada (ICA'), 41 (58%) fueron positivos para

ambos ensayos y 3 (4%) resultaron negativos (para los marcadores considerados).

Los valores de prevalencia detectados en ambos ensayos, revelan que al

aplicarse únicamente el test de lCA se detecta 58%+7%=65% de pacientes con DM tipo

l, perdiéndose la detección del 31% aportada por el ensayo de IP combinada. Por otra

parte, si se aplicara solamente el ensayo de IP combinada se detectaría

aproximadamente un 89% de pacientes con DM tipo l, quedando sólo un 7% sin

detectar y aportado por el test de ICA. Esto sugiere que el ensayo de IP combinada

podría sustituir el test de ICA con poca pérdida en la sensibilidad de la detección.

5.1.5. Análisis sobre la incorporación del marcador IAA en la detección de la DM

tipo 1

En esta etapa se planteó la posibilidad de incrementar la prevalencia con la

incorporación del marcador IAA, complementado con el test de IP combinada o con el

ICA; esta alternativa ya había sido propuesta por Hagopian et al. (1995).

En la Figura 12, se representa la prevalencia detectada para cada marcador, en

forma individual y conjunta. Del análisis de los 71 sueros de pacientes diabéticos

estudiados, se observa en el primer recuadro, que el 88.7%+] .4%=90. 1% son detectados

por el ensayo de IP combinada conjuntamente con el IAA. En el segundo recuadro se

observa que el 64.8%+5.6%=70.4% de los pacientes diabéticos se detectan por el test de

ICA conjuntamente con el IAA. La utilización de éste último par deja 21 pacientes

(29.6%) sin detectar, contra 7 (9.9%) del ensayo conjunto de IAA e IP combinada.

Al comparar ambos recuadros, se concluye que el par IP combinada/IAA

reemplaza ventajosamente el par ICA/IAA. Este último presenta una prevalencia

conjunta del 70.4% contra el 90.1% detectado por el ensayo de IP combinada e IAA.
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+|CA IICAIIAA¡negativo

Figura 12

Prevalencia de marcadores incorporando los IAA: en el primer recuadro se

representan los IAA e IP combinada y el segundo recuadro se representan los

marcadores IAA e ICA.



Resultados

Además, en el primer recuadro se observa que el incremento aportado por el

ensayo de IAA al valor de prevalencia conjunta resulta ser insignificante. Estos

resultados indican que la prevalencia lograda con el ensayo único de IP combinada no

puede ser superada por la utilización de dos marcadores (IAA e ICA) y que tampoco se

elcva apreciablemente el valor de prevalencia al incorporar el marcador complementario

de IAA.



Resultados

5.2. DIABETES MELLITUS MEDLADA POR AUTOlNMUNlDAD EN EL

ADULTO

5.2.1. Evaluación del ensayo de [P combinada en el apoyo diagnóstico de Diabetes

Mellitus mediada por autoinmunidad en los adultos

Debido a los resultados obtenidos en el grupo de pacientes con reciente

diagnóstico de DM tipo 1, nos preguntamos si era factible aplicar el ensayo de IP

combinada como estrategia Idescreening también en la población de adultos (pacientes

con Diabetes tardía -LADA-, pacientes con DM tipo 2, que evolucionan con fracaso

secundario a los HGO y, en general, pacientes con DM presuntivamente tipo 2).

Para ello, primero file necesario analizar la aparición de los diferentes

marcadores serológicos de autoinmunidad en forma individual en grupos

representativos de esas variantes, como se realizó con la DM tipo 1.

Se realizó un análisis de prevalencia sobre sueros provenientes de 136

individuos, los cuales fueron preclasificados según los siguientes criterios clínicos

(tiempo de evolución en el requerimiento de insulina): a) 42 pacientes adultos que

requirieron insulina antes de los dos años de haberse diagnosticado su Diabetes (DMl),

homologable a pacientes LADA, b) 30 pacientes con DM Tipo 2 que requirieron

tratamiento con insulina luego de más de diez años de producido el diagnóstico (DMZI),

homologables a pacientes con DM tipo 2 que evolucionaron con fracaso secundario a

los HGO y c) 64 pacientes con DM tipo 2 (DM2).

En la Figura 13 se representan, en forma comparativa, los resultados de

prevalencia obtenidos con una serie de marcadores serológicos de autoinmunidad.

Sobre 42 pacientes DM] estudiados, 16 (38.1%) resultaron positivos para el marcador

68



Figura 13

Prevalencia de diferentes marcadores serológicosde autoinmnnidad en distintas

formas de Diabetes.
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Resultados

anti-GAD, 3 (7.1%) para anti-ICASIZ y 12 (28.6%) para IAA, resultando negativos 20

(47.1%). De los 30 pacientes clasificados DMZI, 3 (10%) resultaron positivos para el

marcador anti-GAD, no se detectaron casos positivos para el marcador anti-ICASIZ y

3 (10%) fiieron positivos para IAA. En este grupo se observaron un 27 (90%) pacientes

negativos. De los 64 pacientes que no presentaron requerimiento de insulina hasta su

reclutamiento (DMZ), 6 (9.4%) resultaron positivos para el marcador anti-GAD,

tampoco se detectó anti-ICA512 y 4 (6.3%) resultaron positivos para IAA. En este

grupo 55 (86.6%) pacientes fiieron negativos para estos marcadores.

Los valores de prevalencia obtenidos para estos marcadores demuestran que no

se justifica utilizar el ensayo de IP combinada en estos grupos de pacientes, debido a la

negatividad del marcador anti-ICASIZ en esta población. Además, el ensayo IP

individual sirve para ver que en general los adultos no presentan anticuerpos

ICA512 y sí son positivos para anti-GAD.

Los resultadOs muestran, en general para los tres grupos, que el marcador

GAD presenta la mayor prevalencia.

5.2.2. Utilización de dos marcadores o más, para mejorar el apoyo diagnóstico en

las diferentes formas de Diabetes

Los resultados anteriores nos condujeron a efectuar un análisis integrativo de

todas las posibilidades, escalonando la presentación de uno, dos y tres marcadores,

preservando en todas ellas el ensayo de mayor prevalencia (anti-GAD) e incorporando

los ensayos anti-ICA512 e IAA.

La Figura 14, muestra en tres ejes los valores de prevalencia obtenidos para el

marcador anti-GAD, con la incorporación progresiva de los marcadores anti-ICA512 e

IAA. El grupo de 42 pacientes DMl (LADA), presentó una prevalencia de 38.1% para
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Figura 14

Prevalencia de uno, dos y tres marcadores serológicosde autoinmunidad en

pacientes con diferentes formas de diabetes.

71



Resultados

el marcador anti-GAD, detectándose sólo un aporte del 0.2% por el marcador

ICA512 y elevando la prevalencia al 53% con la incorporación de IAA. Para el grupo

de pacientes DMZI (con fracaso secundario), el valor de prevalencia aportado por el

marcador anti-GAD ll%, no se vio afectado por la incorporación del marcador

ICA512, ni por IAA.

Algo similar ocurrió con el grupo de pacientes DM2, donde la prevalencia para

el marcador anti-GAD del 9%, no varió con la incorporación del ensayo de ICA512. La

incorporación del test IAA logró-aumentar un poco la prevalencia, llevándola al valor

del 13.4%.

En la Figura 14 se ve claramente que los sueros provenientes de los pacientes

DMZI y DM2, no presentaron variación de la prevalencia con la complementación de

más marcadores al test de anti-GAD. En cambio en los pacientes con DM] la

incorporación del marcador IAA incrementa casi al 40% el valor predictivo.



DISCUSION



6. DISCUSION

La DM, en especial la DM tipo 1 que es la principal forma de Diabetes mediada

por autoinmunidad, es una enfermedad considerada como uno de los desórdenes

metabólicos más serios y comunes por producir importantes consecuencias fisicas,

psicológicas y sociales negativas. Hasta hace poco tiempo, la detección de la misma por

especialistas, se evidenciaba a través de la sintomatología y por algunos tests de

bioquímica clínica. Desde hace varias décadas, los pacientes con DM tipo l reciben

tratamiento con insulina, aunque el proceso autoinmune de destrucción de las células B

del páncreas puede no revertirse, se logra mantener un control metabólico adecuado del

paciente.

Sin embargo, gracias a los avances en la investigación sobre diagnóstico y

seguimiento de control, se pudo mejorar el panorama de esta enfermedad: l) los

marcadores serológicos de autoinmunidad, producto de la destrucción selectiva de las

células del islote, son elementos valiosos que permiten predecir la DM tipo 1, debido a

que preceden la sintomatología clínica con muchos años de antelación (Bingley et al.,

1997; Verge et al., 1996), 2) los factores genéticos permiten identificar los familiares en

primer grado de pacientes con DM tipo 1 con mayor probabilidad de desarrollar la

enfermedad y 3) los programas con terapias aplicadas en modelos animales y humanos

para prevenir o retardar el comienzo de la enfermedad, son cada vez más alentadores.

Por lo tanto, existe por primera vez, la esperanza de detectar a los individuos bajo riesgo

de contraer la enfermedad y mediante la aplicación de terapias preventivas, protegerlos

o al menos disminuir los efectos contraproducentes de la DM tipo 1.

En los programas de predicción y prevención de la DM tipo 1 se tiene como

propósito la detección precoz de la etapa prodrómica en individuos susceptibles,

mediante la detección de marcadores serológicos de autoinmunidad. De esa manera se

brinda apoyo racional para que los tratamientos preventivos logren su efectividad y sean

aplicados antes del agotamiento total de las células B pancreáticas.



Disguma

Por lo tanto, es necesario contar con metodologías económicamentes ventajosas,

sensibles y de baja complejidad, que permitan la detección de los marcadores

serológicos de alto valor predictivo y además que sean aplicables en labóratorios

clínicos y accesibles a toda la población.

6.1. DIABETES MELLITUS TIPO l

6.1.1. Implementación de una técnica analítica alternativa y ventajosa para la

determinación sistematizada de los marcadores serológicos de autoinmunidad,

aplicable a la detección precoz de la DM tipo l

6.1.1.1. Detección de marcadores serológicos de autoinmunidad mediante el ensayo

de IP combinada

Ante la necesidad de contar con un ensayo económicamente ventajoso para ser

aplicado a programas a gran escala de predicción y prevención, se- implementó la

variante analítica de inmunoprecipitación combinada para la detección conjunta en un

único ensayo, de los marcadores serológicos de autoinmunidad: anti-GAD y

ICA512.

Con el fin de verificar si la detección combinada de ambos marcadores exhibe o

no la performance de los dos métodos ejecutados individualmente, se llevó a cabo el

análisis mediante ensayos de inmunoprecipitación individuales y combinada en un

único test, para evaluar las reales ventajas económicas y logísticas de su

implementación.
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Discusión

Los resultados obtenidos de la Tabla 2 y Gráfico 9, evidencian que el ensayo de

IP combinada con una prevalencia de 88.7%, posee una total correlación con los

métodos ejecutados individualmente, obteniéndose resultado positivo cuando uno o

ambos marcadores resultaron positivos por las técnicas individuales, y resultado

negativo cuando ambos resultaron negativos por dichas metodologías.

La interpretación de estos resultados, sugiere que la utilización del método de IP

combinada, además de mantener la performance de los métodos ejecutados

individualmente, sería una herramienta económicamente ventajosa además de consumir

menor tiempo, material y trabajo. Por lo tanto, resultaría de gran importancia su

inclusión como método de screening en proyectos de predicción y prevención como

apoyo diagnóstico para individuos con alto riesgo de desarrollar DM tipo 1.

6.1.1.2. Marcadores de inmunidad humoral según el sexo

El estudio complementario, donde se evaluó la existencia o no de correlación de

los marcadores de autoinmunidad dependiendo del sexo en un grupo de individuos con

reciente diagnóstico de DM tipo 1 representativo de Argentina, confirmó los resultados

descriptos en otros trabajos con grupos étnicos diferentes, los cuales describen la

ausencia de dependencia de los mismos en fiJnsión del sexo (Verge et al., 1996).

Este resultado sugiere que el grupo en estudio se comportaría similarmente a los

diferentes grupos étnicos, respecto de la aparición de marcadores con el sexo. Como

consecuencia de estos resultados los sucesivos ensayos se llevaron a cabo

independientemente del sexo de los pacientes.
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Discusión

6.1.1.3. Detección complementaria de marcadores de autoinmunidad en pacientes

debutantes con DM tipo l

Con el fin de tener una referencia propia sobre la máxima prevalencia detectada

por cada marcador individual y el ensayo combinado, se comparó esta variante con la

detección de otros marcadores serológicos de autoinmunidad. Los resultados dejan ver

que la metodología de IP combinada implementada, presenta el mayor porcentaje de

prevalencia (88.7%) entre el grupo de pacientes diabéticos evaluados.

Este resultado sugiere a priori, la posible utilización del ensayo de IP combinada

como único método de screening, para evaluar el riesgo de desarrollar la enfermedad,

Además, comparado con los otros ensayos, resulta ser una alternativa potencialmente

ventajosa, sensible y relativamente económica.

Para fundamentar su posible utilización como método de screening, se comparó

el valor de prevalencia obtenido para el ensayo de IP combinada frente al valor de los

otros marcadores serológicos de autoinmunidad con los resultados obtenidos por Dittler

et al., (1997) y Bonifacio et al., (1995). Estos autores presentan al ensayo de IP

combinada con el mayor valor de prevalencia, en comparación con los test individuales.

6.1.2. Análisis del ensayo de lP combinada en un único test para reemplazar al

ensayo de ICA y la incorporación del marcador IAA en el apoyo diagnóstico de la

DM tipo l

6.1.2.1. Evaluación de la performance del test de IP combinada frente al test de

ICA
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La mayoría de los programas epidemiológicos y predictivos para evaluar el

riesgo de desarrollar DM tipo 1 se basan en la detección de autoanticuerpos dirigidos

contra antígenos de las células de los islotes pancreáticos por el método de IFI, dado el

importante valor diagnóstico/pronóstico que posee.

Esta metodología fue empleada antes de haberse identificado los antígenos hacia

los cuales están dirigidos los ICA. A pesar de los esfuerzos realizados para mejorar la

estandarización y cuantificación de esta técnica, no fue posible evitar los problemas

inherentes a los test histoquímicos (Bonifacio et al., 1990; Lernmark et al., 1991).

Existe consenso respecto de que el test de ICA resulta poco preciso reproducible, con

sensibilidad variable entre laboratorios y con la limitación de disponibilidad de

páncreas humano fresco de individuos con grupo sanguíneo 0.

Estudios posteriores caracterizaron a los componentes de este sistema

antigénico, determinando la existencia de dos marcadores: anti-GAD y anti-ICASIZ,

que son los componentes mayoritarios que definen los ICA y en combinación cubren la

mayor parte de la reactividad detectada en el test de IFI (Myers et al., 1995). Estos

marcadores se evalúan a través de técnicas de inmunoprecipitación, las cuales resultan

ser más precisas, reproducibles y fácilmente cuantificables. Además, actualmente se

acepta que la detección conjunta de estos marcadores en un único test, sería adecuada

para reemplazar al test histoquímico de ICA (Bingley et‘al, 1997).

Se ha descripto que la prevalencia del test de ICA en pacientes con reciente

diagnóstico de la enfermedad es del 75% (Riley et al., 1990). Estudios en grupos

familiares de pacientes muestran que la mayoría de los casos futuros de Diabetes están

concentrados en los subgrupos de individuos que presentan ICA (Bingley et al., 1997).

Los datos antes citados muestran un valor de prevalencia elevado para el test de

ICA y además la existencia de correlación entre este marcador y los pacientes que

desarrollan Diabetes, por lo cual se hace dificil la sustitución del ensayo.
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Los resultados de nuestro estudio mostraron que el ensayo de IP combinada en

un único test con una prevalencia del 88.7%, incrementa su valor a 88.7%+7%=95.7%

con la complementación del test de ICA. Estos resultados fueron comparados con el

ensayo de IP combinada obtenidos por Seissler et al (1996), mostrando una prevalencia

del 87.9% y un incremento del 12.1% aportado por el test de ICA. Otro estudio muestra

que el valor de prevalencia 91% detectado por el ensayo de IP combinada, es

aumentado a 93% con la incorporación del test de ICA (Wiest-Lademburger et al.,

1996)

Estos resultados indican que el ensayo de IP combinada podría sustituir al test de

ICA, ofreciendo un mejor método de screening para evaluar el riesgo de padecer la

enfermedad en individuos de primer grado, de los cuales sólo el 5% de estos resultan

positivos. Esto plantea que no es justificable la utilización del test de ICA para la

detección de prediabetes en esta población, debido a las desventajas mencionadas

anteriormente y en especial por su relativa complejidad. Por lo tanto, se deduce que el

ensayo de IP combinada promete ser la mejor estrategia de screening a ser aplicada

como apoyo diagnóstico en' programas a gran escala para individuos con alto riesgo de

desarrollar DM tipo 1.

6.1.2.2. Análisis sobre la incorporación del marcador IAA en la detección de la DM

tipo l

Con el objeto de analizar si la incorporación del marcador IAA (alternativa ya

propuesta por Hagopian et al., 1995 en ensayos individuales) puede incrementar la

prevalencia obtenida por los ensayos de ICA y el ensayo de IP combinada, se analizó su

prevalencia formando pares con cada uno de estos marcadores.

Al comparar los resultados de cada par de marcadores (IAA/ICA e IAA/IP

combinada), se concluye que el último par con una prevalencia del 90.1% reemplaza
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ventajosamente al par IAA/ICA, el cual presenta una prevalencia del 70.4%. Además, se

observa que el incremento aportado por el ensayo de IAA al valor de prevalencia

conjunta con ICA e lP combinada resulta ser insignificante.

Estos datos indican que la prevalencia lograda con el ensayo único de IP

combinada no puede ser superada por la utilización de los dos marcadores IAA e ICA y

además, el valor de prevalencia no se eleva apreciablemente al incorporar el marcador

complementario de IAA.

Los resultados hasta ahora analizados muestran que la variante por nosotros

estudiada, constituye el método más sensible, específico, reproducible, económicamente

ventajoso, y además factible de implementar como herramienta de screening en

programas a gran escala de predicción y prevención de la DM tipo l.

Nuestros resultados son similares a los valores de prevalencia obtenidos por

Dittler et aL, (1997) 92% y al valor de prevalencia de 88% detectada por el grupo de

Bonifacio et al., (1995).
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6.2. DIABETES MELLITUS MEDIADA POR AUTOINMUNIDAD EN EL

ADULTO

6.2.1. Valoración de la utilidad del ensayo de lP combinada en el apoyo diagnóstico

de diferentes formas de Diabetes en el adulto

6.2.1.1. Evaluación del ensayo de IP combinada

La DM tipo 2 es la de mayor prevalencia representando el 90% de todos los

casos; aparece típicamente en el adulto y en general sin relación con la autoinmunidad.

Sin embargo, existen casos donde los pacientes evolucionan con fracaso secundario a

los HGO y se tornan insulino requirientes (con perfil autoinmne). La DM tipo l, aunque

en casos aislados, puede manifestarse a cualquier edad, denominándose entre los 20-40

años, LADA y siendo su aparición menos frecuente después de los 40 años.

Frente a la existencia de diferentes formas de Diabetes, se decidió evaluar la

posibilidad de implementar también el ensayo de IP combinada como estrategia de

screening para la población de adultos.

El estudio de la aparición de los diferentes marcadores serológicos de

autoinmunidad en ensayos realizados individualmente, demostró que en todos los

grupos de pacientes analizados, el marcador de mayor prevalencia era el anti-GAD.

Estos resultados concuerdan con los ya descriptos por Hatziagelaki et al (1996) y por

Kasuka et al (1996). Estos autores plantean la utilización de este marcador como

herramienta de screening en la población de adultos.
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Por otra parte, el estudio de aparición del marcador anti-ICASIZ, mostró una

detección selectiva en aquellos individuos DMl (homologables en principio a los

LADA) y resultó nula en los demás pacientes.

Los resultados demuestran que para la población de adultos no sería conveniente

asociar los marcadores anti-GAD y anti-ICA512 en un mismo ensayo primero, porque

el valor de prevalencia aportado por este último en los pacientes DM] es bajo con

relación al aportado por el marcador anti-GAD y segundo, porque la evidencia de

resultados negativos para el marcador anti-ICAS12 apoya la inclusión de estos pacientes

en el grupo de DMZI/DMZ.

Por lo tanto, los resultados sugirieren que la implementación del ensayo de IP

combinada, no estaría indicado como herramienta de screening de autoinmunidad en la

población de diabéticos adultos.

6.2.1.2. Utilización de dos marcadores o más para mejorar el apoyo diagnóstico en

las diferentes formas de Diabetes

Con motivo de incrementar el valor de prevalencia, el marcador anti-GAD se

analizó conjuntamente con otros marcadores serológicos de autoinmunidad.

El valor de prevalencia en el grupo de pacientes DM] no se incrementó

apreciablemente con la incorporación del marcador anti-ICA512 (38.1% para anti-GAD

y 38.3% para anti-GAD más anti-ICA512). Por el contrario al incorporar el marcador

IAA, la prevalencia se elevó al 53%.

En los otros dos grupos de pacientes estudiados (DMZI y DM2), ni la

incorporación del marcador anti-ICASIZ ni la del marcador IAA,‘pudieron modificar

significativamente la prevalencia obtenida con el marcador anti-GAD.
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Estos resultados confirman lo antes mencionado, donde la incorporación del

marcador anti-ICA512 al marcador anti-GAD, no mejoraría la sensibilidad conjunta.

Además, el aumento en el valor de prevalencia al utilizar anti-GAD conjuntamente con

IAA, reforzaría las evidencias a favor de complicaciones autoinmunes más importantes

en el grupo de pacientes DMl que en el resto de los pacientes. Esto sugiere que el

análisis conjunto de estos marcadores podría ser utilizado en la práctica como apoyo

diagnóstico para identificar pacientes con aparente DM2 que a corto plazo requerirán

insulina y de ese modo obtener un adecuado control clínico-metabólico de su

enfermedad.

Como apreciación final podemos sugerir que la aplicación del marcador

GAD como herramienta de screening en la población de individuos adultos con

diferentes formas de Diabetes, la cual debería estar acompañada del ensayo anti-ICAS 12

en forma individual y de ser posible con el ensayo de un marcador más, en especial

IAA, para diferenciar aquellos pacientes que requerirán insulina a corto plazo. Para un

mejor apoyo diagnóstico, el panel de test bioquímicos además deberá estar sustentado

genéticamente con la tipificación de alelos HLA y por las pruebas fimcionales sobre

reserva pancreática.



6.3. Conclusiones

El ensayo de IP combinada como estrategia analítica de screening, resulta

apropiado para evaluar la predicción y prevención de la DM tipo 1 en el grupo de

riesgo, no siendo conveniente su utilización en el estudio de la DM en la población de

individuos adultos

Esta última propuesta se halla en consideración dentro de un programa local de

Predicción y Prevención de la DM tipol. La metodología combinada será implementada

por primera vez en forma sistemática dentro de un "trial" y, hasta donde nos consta, no

tiene precedentes a nivel internacional. Este trabajo servirá de base para la participación

formal del Laboratorio de lnmunoendocrinología (LIE) FFyB, UBA, en dicho programa

el cual se encuentra avalado por la Sociedad Argentina de Diabetes (SADAC).

La implementación de la técnica de IP combinada para la determinación

sistemática del marcador anti-GAD y/o anti-ICA512, sumada a los otros análisis ya

incorporados por nuestro grupo, se proyecta entonces como una contribución

tecnológica palpable. Las proyecciones de este estudio al factibilizar la implementación

sistemática de tests prospectivos con menores costos, tendrán seguramente un

apreciable impacto en la Medicina Diabetológica fiitura.
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