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RESUMEN

En el presente trabajo se implementé la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta para la identificacién de
Anticuerpos Contra Islote de Pancreas (ICA's) en pacientes
Diabéticos tipo 1 y en sus familiares de primer grado.
Para lo cual se utilizé un sustrato convencional (Pancreas
de rata) y otro comercial (Pancreas de mono), ademas
de reactivos especificos incluyendo un control positivo
primario y un conjugado adsorbido especifico. La
comparacion de resultados fue importante para elegir el
sustrato mas conveniente ademas de evaluar sus ventajas
y desventajas. Conjuntamente, se correlacionaron los
resultados con datos clinicos de los pacientes obtenidos
mediante la Historias Clinicas concretas identificando
factores de riesgo de Diabetes Mellitus en individuos
genéticamente predispuestos.

Implementamos también la técnica de adsorcién de
anticuerpos antinucleares mediante la previa obtencion
de nucleos purificados en solucion para evitar su acciéon
como interferentes (pre analisis de ICA's), y a la vez una
técnica innocua mediante temperatura para la fijacion de
cortes histoldgicos a placas portaobjetos.

Utilizando pancreas de mono como sustrato, se obtuvo
mayor cantidad de resultados negativos y menor cantidad
de resultados positivos con respecto a los resultados
obtenidos utilizando pancreas de rata.
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ABSTRACT

Presently work was implemented the technique of
Immunofluorescence Indirect for the identification of
Antibodies Against Island of Pancreas (ICA's) in patients
Diabetic type 1 and in their relatives of first grade, for that
it was used a conventional sustrate (rats' pancreas) and
other commercial (monkeys' pancreas), it was also used
specific reagents, including a primary positive control and
a conjugated specific adsorbed. The comparison of the
results was important to choose the most sustrate
convenient and also to evaluate its advantages and
disadvantages.

The results were also correlated with the patients’ clinical
data obtained by means of the concrete clinical Histories
identifying factors of risk of Diabetes Mellitus in individuals
genetically predisposed.

We also implemented the technique of adsorption of
antinuclear antibodies by means of the previous obtained
of nuclei purified in solution to avoid their action like
interferences ICA's (previous analysis), and at the same
time an innocuous technique by means of temperature
for the fixation of courts histological to badges.
Using monkey's pancreas like substrate, they were
obtained bigger quantity of results negative and smaller
quantity of positive results with regard to the obtanied
results using rats pancreas®.
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INTRODUCCION

En el desarrollo de la diabetes, la aparicion de anticuerpos
contra células de los islotes y el subsecuente deterioro
progresivo en la liberacion de insulina como respuesta
a la glucosa, son considerados parametros importantes
para evidenciar e identificar a parientes de primer grado
con riesgo de desarrollar diabetes. La finalidad es intervenir
previniendo el desarrollo de esta enfermedad.(1-4)
Segun datos oficiales en Bolivia aproximadamente, 10
de cada 100 personas padecen diabetes de las cuales
el 15% a 20% corresponden a pacientes que desarrollan
Diabetes Mellitus Tipo 1 y entre el 80% a 85%
corresponden a pacientes que llegan a desarrollar
Diabetes Mellitus Tipo 2.(5)

En el 80 - 85% de los pacientes con Diabetes Mellitus
tipo 1 (DM1 autoinmune), se pueden detectar diferentes
marcadores serolégicos en forma de autoanticuerpos,
entre estos tenemos a los Anticuerpos Contra el Islote
Pancreatico (ICA), contra la Insulina (anticuerpos
antiinsulina o IAA), contra la descarboxilasa del acido
glutamico (anticuerpos anti-GAD) y contra la
tirosinfosfatasa (anticuerpos anti-lIA-2). (6)

Los Anticuerpos Contra Islote de Pancreas (ICA's) estan
presentes en el 70% a 80% de los diabéticos
diagnosticados recientemente. Varios autores coinciden
en que el 65% de las personas con ICA+ tienen el riesgo
de desarrollar la DM1 dentro de los 5 afios siguientes a
su deteccién. (7, 8,9)

Este trabajo constituye un estudio previo que pretende
contribuir y complementar a investigaciones anteriores
realizadas en el Instituto SELADIS(10) y principalmente,
aportar una alternativa para la prevencion de la diabetes
en nuestra sociedad, dado que en nuestro medio no
existen pruebas de laboratorio para el diagnéstico
preventivo de la DM1, y por consiguiente tampoco se
toman en cuenta los posibles interferentes para estas
pruebas.

Actualmente sobresale la importancia que ha tomado la
presencia y deteccién de los Anticuerpos contra Islote
(ICA's) que deben ser investigados especialmente, en
familias donde hay antecedentes diabéticos, en los
jovenes que presenten sintomatologia diabética y en los
que presenten signos contundentes como por ejemplo
una glicemia por encima de 110 mg/dL, hecho comun en
aproximadamente el 10% de mujeres embarazadas.(11)

¥ '+ Vision CIENTIFICA

N° 2 Vol 1 Afo 2007

Identificacion de Anticuerpos Contra Islote de Pancreas por Inmunoflorescencia Indirecta

B2 13%

e

1 20% i

[ 167%

O Familiares sin riesgo
M Pacientes A
# Pacientes B

Figura 1. La Evaluacién clinica determinada por parametros,
(hiperglicemia, sobrepeso, sedentarismo y antecedentes patoldgicos
bien definidos) indica que los familiares sin riesgo representaron el
67%, los Pacientes A (previamente diagnosticados) el 20% y los
Pacientes B (con tres o mas factores de riesgo) el 13 % restante.

METODOS

* Poblacion

En cuanto a la poblacion en estudio, participaron
pacientes que cursaban Diabetes Mellitus tipo 1 y sus
familiares de primer y segundo grado de consanguinidad,
14 familias con un total de 40 personas, quienes
asistieron al servicio de Endocrinologia del Hospital
Obrero N°1 y se les realizé una historia clinica concreta
a partir de un examen fisico general. Ademas se les
tomo 5 mL de sangre venosa para la realizacion de las
pruebas de laboratorio. Se excluyeron del estudio a
pacientes con historia clinica incompleta o cuyos
familiares residian en el interior del pais y a quienes no
se tuvo acceso.

* Identificacion de los Factores de Riesgo.

Una vez identificados, los datos que nos ayudan a la
correlacion de resultados obtenidos con respecto a la
identificacion de ICA's. en una siguiente etapa.
Identificamos los Factores de Riesgo para DM1 mediante
la Historia Clinica concreta realizada inicialmente: Todos
los pacientes incluidos en el estudio presentaron
Antecedentes Patoldgicos Familiares de DM1. El grado
de actividad fisica o sedentarismo de cada paciente en
su rutina diaria, y la obesidad, que evaluamos mediante
el indice de Masa Corporal, son a la vez datos muy
relacionados. Otro factor importante es la Glicemia que
evaluamos posteriormente gracias a la prueba
laboratorial. (Kit enzimatico de cuantificacion de glucosa
TECO).



* Eliminacion de ANA's como interferentes:
Realizamos la titulacion de Anticuerpos Antinucleares
en las muestras mediante la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta utilizando como sustratos
células BHK-21 y utilizando controles secundarios y el
conjugado previamente titulado 1/400 (Globulina anti
IgG humanas marcada con Fluoresceina (cabra) (Bio
Mérieux. S. A.) Finalmente la adsorcién de ANA's de
las muestras de los pacientes se realiz6é incubando
cantidades proporcionales de las muestras con los
nucleos en suspension, obtenidos a partir de tejido
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hepéatico fresco de ternera mediante extraccién mecanica
con sacarosa y Cloruro de Calcio, a una concentracion
de 3 x 10 6 nucleos/mL.

¢ I[dentificacion de ICA's mediante un sustrato
convencional (pancreas de rata):
La obtencién de los cortes histologicos de pancreas de
rata se realizé6 mediante un Criostato (SHANDON MINI).
Su fijacion inocua a las placas portaobjetos se realizé
mediante temperatura. La identificacion de ICA's se
realizé utilizando; el sustrato ya antes descrito, controles

Ti(;ulo Inifial Titulo Fil’lal Frecuendia R Porcentaje

¢ ANA’s de ANA’s Acumulado

Menor a 1/40 Menor a 1/5 37 37

1/40 Menora 1/10 33 70

1180 Menor a 1/20 10 25 95

1/160 Menor a 1/40 5 100
TOTAL 40 100

Tabla 1. Frecuencia y porcentaje de muestras sometidas a adsorcion y el titulo final alcanzado.
El 100% de muestras presentaron un titulo de ANA's inferior a 1/40 (El 95% de las muestras
no presentaron interferencia y el 5% podrian presentar interferencia por su alta reactividad-

muestras cuyo titulo inicial fue de 1/160- ).

ICA’s (Rata)
TOTAL
Negativo Positivo
ICA’s Negativo 23% 30% 53%
(Mono) Positivo 17% 30% 47%
TOTAL 40 % 60 % 100 %

Tabla 2. Comparacion porcentual entre los resultados obtenidos con ambos Sustratos,

convencional y comercial (Rata Vs. Mono).
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Figura 2. Titulo Anticuerpos Antinucleares en Pacientes y Familiares relacionados a
Diabetes. El 63% de la poblacion presenté reactividad 1/40, 1/80 y 1/160, el 37% restante

presenté un titulo menor a 1/40.

primarios titulados (Autoanticuerpos células islote
pancreatico Hu Control positive (Titulo 1/640) THE
BINDING SITE S.A.) y un conjugado titulado previamente
y adsorbido (FLUORESCEIN CONJUGATES Sheep
Anti - Human 1gG /FITC Monkey Adsorbed THE
BINDING SITE S.A.).

* Identificacion de ICA's mediante un sustrato
comercial (pancreas de mono)

Se realizo utilizando un sustrato comercial (placas
comerciales con cortes histoldgicos fijados de pancreas
de mono) y utilizamos los mismos controles primarios
y el conjugado, que en la etapa anterior.

cleares (control negativo) (20X)

SR BRI 0 %

Figura 3. Vistas al Microscopio de L.U.V. a) IFI - Anticuerpos Antinu-
b) IFI - Anticuerpos Antinucleares

(control positivo) (20X). c¢) IFI - Anticuerpos Contra Islote pancreéatico
en corte de pancreas de rata (control positivo) (20X) d) IFI - Anticuerpos
Contra Islote pancreatico en corte de pancreas de mono (control

positivo) (40X).
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RESULTADOS

o |dentificacion de Factores de Riesgo:
El 47 % de los pacientes tienen sobrepesoy en
ningun caso obesidad. La actividad fisica revela
una tendencia clara (56%) al sedentarismo. Se
observo un 13 % de pacientes con niveles altos
de Glicemia Basal en la poblacion de estudio.

La Evaluacion clinica determinada por los
parametros ya antes descritos, indica que los
familiares sin riesgo representaron el 67%, los
previamente diagnosticados el 20% y los
pacientes con tres o mas factores de riesgo el
13 % restante. Figura 1

o Eliminacién de ANA's como interferentes:
Mediante la técnica estandarizada se obtuvo
aproximadamente 10 mL de nucleos en
suspension en una concentraciéon de 3 x 10°
nucleos/mL, por cada 10 a 15 g de tejido hepatico
empleado.

Los titulos obtenidos de Anticuerpos Antinucleares
en los pacientes y sus familiares fueron: el 63%
de la poblacion presento reactividad desde 1/40
hasta 1/160 y el 37% restante presento un titulo
menor a 1/40. Tabla 1. Figura 2.

o |dentificacién de ICA's mediante el sustrato
convencional (pancreas de rata) y el sustrato
comercial (pancreas de mono). Comparacion de
resultados.

o  Para el procesamiento de muestras utilizando
pancreas de rata, fue muy importante la inocuidad
del método ahora estandarizado mediante
temperatura para la fijacion de los cortes
histoldgicos a las placas portaobjetos, ya que los
fijadores como el metanol o acetona originaban
mayor cantidad de falsos negativos. Comparando
entre ambos sustratos para la deteccién de ICA's
mediante IFIl, obtuvimos mayor cantidad de
resultados negativos y menor cantidad de
resultados positivos con respecto a los resultados
obtenidos utilizando pancreas de rata. Lo que
explica y hace referencia a la sensibilidad y
especificidad calculada. Tabla 2.
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DISCUSION

Los anticuerpos contra los islotes se detectan antes de
desarrollar la enfermedad ya que éstos estan en mayor
concentracion 5 a 10 afios antes de manifestarse la
sintomatologia. Lo cual estaria en relacién con los
resultados ya que en ninguno de los pacientes con DM1
diagnosticados y con tratamiento, se detect6 la presencia
de ICA’s mediante el uso de pancreas de mono (Kit
Comercial - Binding site). Si consideramos como titulo
ICA+ (positivo) a partir del titulo 1/2; un 60 % resulto
positivo siendo el 85% de estos pacientes nifios familiares
de pacientes ya diagnosticados con DM1, lo cual es muy
significativo por existir una relacion con la aparicion
temprana de un titulo alto de ICA’s. Es por eso que el
desarrollo técnico y tedrico del presente trabajo,
constituyen un gran avance dentro de los estudios
preliminares en cuanto a estudios acerca de Diabetes
en lo que a nuestro medio se refiere.

Ambos sustratos sirven para la deteccién de ICA's, pero
la eleccién del pancreas de mono como sustrato “ideal”
se debe a las desventajas que presenta el sustrato
convencional; entre las cuales estan el tiempo en el
desarrollo de la técnica, y ademas a la presencia de
hemaglutininas en las células acinares del pancreas de
rata, las cuales también producen fluorescencia
inespecifica, por este motivo, distintos autores sugieren
utilizar cortes histolégicos de pancreas humano o de
mono, pero de tipo O, lo cual explicaria el mayor numero
de falsos positivos al utilizar este sustrato.

La estimacion de la Sensibilidad y Especificidad, sefiala
una clara diferencia entre ambos sustratos siendo el
sustrato mas sensible y especifico el de pancreas de
mono (Binding Site).

. Sustrato convencional: pancreas de rata i S=
38,5% E=29,6 %

. Sustrato comercial: pancreas de mono i S= 69,2%
E=63,0%

La deteccion de anticuerpos antinucleares es
imprescindible debido a que éstos muestran ser
interferentes para la técnica de IFI en la deteccion de
ICA's por dos razones:
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1. Los anticuerpos antinucleares se pueden producir
en nuestro organismo, debido a procesos
infecciosos agudos hasta procesos autoinmunes
(autoanticuerpos), pero también son considerados
como anticuerpos naturales ya que estan en
titulos relativamente altos en pacientes sanos
(titulo normal: 1/40). Siendo que a este titulo es
superior al titulo considerado como significativo
para ICA's (1/2), se originaba cerca del 90%
falsos positivos en pruebas preliminares.

2. El conjugado utilizado para la deteccién de
anticuerpos contra islote consiste en anticuerpos
anti Inmunoglobulina G humana marcados con
fluoresceina, que pueden reaccionar con
anticuerpos antinucleares de tipo IgG (existen
también de tipo IgM) y dado su alto titulo en las
muestra de pacientes normales, la probabilidad
de una reaccién cruzada es alta.

Por lo tanto se debe hacer una adsorcién previa de
Anticuerpos Antinucleares en todas las muestras, siendo
una muy buena alternativa la técnica estandarizada y
desarrollada en el presente trabajo, mediante nucleos
purificados en suspensién obtenidos previamente.

La evaluacion fisica realizada mediante los parametros
descritos para la identificacion de factores de riesgo
incluyendo a las pruebas de rutina indicadoras de diabetes,
estuvieron en relacion con la presencia de ICA's tanto
en pacientes como en sus familiares genéticamente
predispuestos.

El presente trabajo es considerado valido ya que el
tamano de la muestra calculado para una Presicion del
5%, un Riesgo correspondiente al 5% y una prevalencia
de 0,15% de Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) en nuestro
medio, es de 18 pacientes. En nuestro caso incluimos
14 familias con un total de 40 personas todas con un
antecedente familiar marcado de DM1.

La importancia clinica en detectar uno o mas auto
anticuerpos caracteristicos de la DM1, permite identificar
con mayor probabilidad a personas con riesgo para
diabetes tipo 1, dando opcion al paciente de adoptar
medidas generales de prevencion como la adquisicidon
de habitos dietéticos y de ejercicios fisicos, iniciandose
asi la educacién en salud y eventualmente retardar la
enfermedad.
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