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Marcadores inmunolégicos de diabetes
tipo 1: analisis de 4.164 perfiles en un
centro de salud de Chile
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Analysis of 4,164 type 1 diabetes antibody
profiles in a Chilean health centre

Background: Previous studies have assessed the role of Type 1 diabetes
(DM1) antibodies as predictors of the natural history of disease. Aim: To de-
termine the frequency and combinations of positivity for DM1 antibodies in
patients with DM 1 and the relationship between antibody positivity and the age
of the patient. To explore the relationship between history of insulin therapy or
diabetic ketoacidosis (DKA) at the onset of the disease with antibody positivity
in a subsample. Material and Methods: Data was gathered from every sample
processed for DM1 antibodies in our laboratory between January 2015 and
September 2019. Medical records from 84 patients who tested positive for at least
one antibody were revised to study the relationship between insulin therapy or
DKA at the onset of the disease with antibody positivity. Results: Forty percent
of DM1 antibody tests were positive. Among positive tests, 1, 2, 3 or 4 DM1
antibodies were detected in 48%, 33%, 17% and 3% of cases, respectively. The
likelihood of testing positive was inversely related with age for ICA, GAD, IA-2,
ZnT8 and directly proportional for IAA (B = -0,012; -0,013; -0,014; -0,009; 0,005
respectively). An association between DKA at the onset of the disease and IA-2
positivity was observed (Odds ratio (OR) 5.38 95% confidence intervals (CI)
1.79 - 16.16, P < 0.01). No association was found between IAA positivity and
history of insulin therapy (OR 2.25 95%CI 0.63 - 7.90, P = 0.2403). Conclu-
sions: The results obtained from this study represent a novel local profile of DM 1
antibody data, highlighting a relationship between antibody positivity and age.

(Rev Med Chile 2021; 149: 330-338)
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los mecanismos iniciales de destrucciéon de las

enfermedad autoinmune crénica que ocu-

rre en sujetos con susceptibilidad genética,
asociada a determinantes epigenéticos y desenca-
denada por factores ambientales"* La incidencia
de DM1 en la infancia continda incrementdndose
anualmente 3-4% a nivel mundial**. La insulitis
y autoinmunidad mediada por linfocitos T son

l a diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una
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células beta del pancreas®. Sin embargo, no todos
los pacientes con DM1 poseen estas caracteris-
ticas fisiopatoldgicas; llevando a la clasificacion
de DMla (autoinmune) que corresponde a un
70-90% de los casos y DM1b (idiopética) que
representa al resto y cuya patogénesis especifica
aun no estd clara®.
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En el contexto de DM1a, la deteccion de au-
toanticuerpos marcadores de DM1 se considera un
fendmeno asociado a la insulitis, describiéndose la
presencia de al menos 1 autoanticuerpo en > 95%
de pacientes con DM1 al momento de deteccién
de hiperglicemia®’. Entre los autoanticuerpos
asociados a DM1 se incluyen los antidecarboxilasa
del 4cido glutdmico (GAD), antiinsulina (IAA),
antitirosina fosfatasa IA-2 (IA-2), anticélula beta
(ICA) y antiisoforma 8 del transportador de zinc
(ZnT8). La seroconversiéon de autoanticuerpos
suele producirse en forma individual, en un plazo
de meses a afios®. Aparte de su sensibilidad diag-
nostica, los marcadores inmunolégicos de diabetes
han sido evaluados como predictores de historia
natural de la enfermedad. Es asi como algunos
estudios sugieren que pacientes diabéticos con
titulos elevados de GAD padecen una respuesta
autoinmune grave y mayor riesgo de requerir in-
sulinoterapia®!’. La presencia de mayor ndmero de
autoanticuerpos positivos se asociaria también con
pérdida de funcién de células beta y progresién
de enfermedad'’. Por otro lado, la frecuencia de
autoanticuerpos en DM1 varia con la edad de los
pacientes y la ubicacion geografica, no existiendo
datos descritos en Chile'

La presente investigacién corresponde a un
perfil descriptivo de 5 autoanticuerpos asociados
a DM1: GAD, TAA, TA-2 e ICA medidos entre
enero 2015 y septiembre 2019, y ZnT8, incor-
porado a nuestro laboratorio desde noviembre
de 2018. El objetivo principal de este estudio es
determinar la frecuencia y combinaciones de
positividad de los marcadores inmunolégicos de
DM1 al momento de su solicitud, y la relacién
de positividad de cada anticuerpo con la edad.
Ademds, de un total de 1.683 pacientes positivos
para los marcadores, se estudié una submuestra
de 84 pacientes para los cuales se tuvo acceso a
su historia clinica. En estos, se relaciond el an-
tecedente de insulinoterapia con la positividad
del anticuerpo IAA y se evalué la relacién de
cetoacidosis diabética (CAD) con la positividad
de los diferentes autoanticuerpos.

Material y Método

Disefio general del estudio
Este estudio de tipo transversal estd compues-
to de dos fases: andlisis de resultados histdricos
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de laboratorio y andlisis de datos clinicos. Para
la primera fase, se recopilaron los resultados de
todas las muestras procesadas para marcadores
inmunoldgicos de diabetes en el Laboratorio de
Bioquimica del Centro Médico San Joaquin, Red
de Salud UC-CHRISTUS, entre enero de 2015y
septiembre de 2019, lo que se consideré como el
universo de estudio (n = 4.164). Las determina-
ciones de los distintos marcadores de diabetes se
realizaron mediante las siguientes metodologias:

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
GAD (punto de corte > 10 Ul/mL), IA-2 (punto
de corte>10 UI/mL) (EUROIMMUN, Alemania);
ZnT8 (punto de corte > 15 U/mL) (ElisaRSR™,
RSR Limited, UK) e IAA, (Isletest™-IAA, BIO-
MERICA, USA); Inmunofluorescencia indirecta
ICA, (positivo en dilucién 1:10) (EUROIMMUN,
Alemania). Los calibradores utilizados en los en-
sayos de ELISA para GAD e [A-2 se encuentran
estandarizados contra el material de referencia
c6digo 97/550 del National Institute for Biological
Standards and Control (NIBSC) de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) incluidos desde el afio
2000 en el Diabetes Antibody Standardization Pro-
gram (DASP) para asegurar la calidad de los méto-
dos'>™. Se calcularon frecuencias y proporciones
de positividad de los marcadores de diabetes, de
forma aislada y en combinaciones.

En la segunda fase se reviso la historia clinica
de 84 pacientes con al menos un marcador positi-
vo atendidos en la Red de Salud UC-CHRISTUS,
con el propésito de: (a) investigar el antecedente
de exposicién a insulina previa a la determina-
cién de los marcadores y la positividad de TAA;
(b) evaluar si el debut de DM1 con CAD se co-
rrelaciona con el ndmero y tipo de marcadores
positivos.

La relaciéon edad/frecuencia de positividad
se establecid a través de la regresion Poisson.
Para estudiar la magnitud de asociacién entre la
positividad del marcador TAA y el antecedente
de insulinoterapia, asi como entre el debut con
CAD vy la positividad de marcadores se calculd
una razon de probabilidades (Odds Ratio, OR). Se
realizé la prueba exacta de Fisher para establecer
significancia. Los gréficos y calculos se realizaron
con apoyo del software GraphPad Prism 8.3°.

El protocolo de recoleccion de datos y revision
de fichas clinicas fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Pontificia
Universidad Cat6lica de Chile.
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Resultados

Frecuencia y combinaciones de positividad de los
marcadores inmunolégicos de DM 1

La edad promedio del universo de estudio
(n = 4164) fue de 34,32 + 17,87 afios, sien-
do 2113/4164 individuos de sexo masculino
(50,74%). De los perfiles solicitados, 1.683/4.164
resultaron positivos (40,42%). En 47,83%,
32,50%, 17,17% y 2,50% de los casos positivos
se detectaron 1, 2, 3 o 4 marcadores, respecti-
vamente. Los 4 marcadores fueron detectados
simultdneamente en pacientes con edad prome-
dio de 23,44 + 16,97 anos (rango de edad de 0 a
73 afnos). El marcador de mayor prevalencia fue
GAD, presente en 73,74% de los perfiles positi-
vos, siendo, ademads, el tinico marcador detectado
en 24% de estos (Figura 1). La segunda frecuencia
de presentacion individual fue IAA, con 16,70%,
aumentando a 30,96% al incluir combinaciones.
De las combinaciones de anticuerpos, las mds
frecuentes correspondieron a GAD/IA-2 y GAD/
IA-2/ICA, con 22,58% y 11,94% de los casos,
respectivamente.

Para 765 pacientes se estudid, ademas, la
frecuencia de marcadores tras agregar ZnT8 a la
bateria de prestaciones desde noviembre de 2018.
Se detectaron 339/765 pacientes con al menos un
marcador positivo (44,31%), 178/339 positivos
para ZnT8 (52,50%) y 18/339 pacientes positivos
solo para ZnT8 (5,31%). Se identificaron 15/339
casos con los 5 marcadores positivos (4,42%).

Relacién de positividad de los marcadores
inmunoldgicos de DM1 con la edad
al momento de deteccion

La probabilidad de positividad al momento
de determinacién fue inversa a la edad para ICA,
GAD, IA-2yZnTS8, reflejado por valores 3 negati-

vos de la regresion Poisson (-0,012; -0,013;-0,014;
-0,009, respectivamente) (Figura 2). Caso opuesto
fue el de IAA, con un [ positivo (0,005). Ademas,
la distribuciéon de edades con mayor probabilidad
de positividad a la determinacidn fue significativa-
mente mayor (p <0,0001) en el grupo de [AA en
comparacién a los demds marcadores. Asi mismo,
utilizando un punto de corte de 15 afos, se calculd
una asociacion entre la edad mayor a 15 afos y
la positividad para los distintos marcadores de
forma aislada o en combinacidn, encontrdndose
una relacién en este grupo etario para IAA posi-
tivo de forma aislada (OR 7,33 IC_, 4,49-11,97;
p < 0,0001), IAA positivo o mds marcadores (OR
3,46, IC,., 2,62-4,57; p < 0,0001) y GAD positi-
vo de forma aislada (OR 1,48, IC,,,, 1,14-1,92;
p = 0,0031), caso contrario donde el resto de los
marcadores y combinaciones se relacionan con
una edad menor o igual a 15 anos (Figura 3).

Andlisis de los antecedentes en ficha clinica para
una submuestra de 84 pacientes

La edad promedio de la muestra estudiada
(n=84) fue de 23,44 + 16,9 afos, correspondien-
do 54,76% a sexo masculino. Cuarenta y dos de
84 pacientes (50%) tenian el antecedente de uso
previo de insulina a la determinacién de marca-
dores y 33/84 (39,2%) debutaron con CAD. La
edad promedio del grupo de debut con CAD fue
14,64 + 13,61 afios y sin CAD 29,14 + 16,59 anos.

Los marcadores, de forma aislada o combina-
da, presentaron la siguiente tasa de positividad:
ICA 18/84 (21,42%); IAA 12/84 (14,28%); GAD
68/84 (80,95%); TA-2 54/84 (64,28%). Treinta y
cinco de 84 pacientes (41,66%) presentaron uno,
32/84 (38,09%) dos, 15/84 (17,85%) tres y 2/84
(2,38%) cuatro marcadores positivos de manera
concomitante. En el caso de ZnTS$, solo 25/84
pacientes de la muestra tenian realizada esta prue-

Total

n 281 201] 107 84| 73| 45| 42| 20 13] 12 12 6 3| 1683
% 16,7 1194] 636 499 434] 267] 25 119 077] 071 o071 o36] o018 100
GAD

1A2 +

1AA +

ICA | +

Figura 1. Frecuencia y combinaciones de positividad de los marcadores de DM1 al momento de su solicitud. “+" identifica
la deteccion de solo un tipo de anticuerpo. GAD: antidecarboxilasa del acido glutdmico, IAA: antiinsulina, 1A-2: antitirosina
fosfatasa, ICA: anticélula beta, ZnT8: antiisoforma 8 del transportador de zinc.
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Figura 3. Relacion entre positividad de marcadores (de forma aislada o en combinacién) y edad > 15 afos en el universo
de estudio. GAD: antidecarboxilasa del acido glutamico, IAA: antiinsulina, IA-2: antitirosina fosfatasa, ICA: anticélula beta.
****n < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,005; *p < 0,05; ns p > 0,05.
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Figura 4. Relacion entre debut con cetoacidosis diabética y nimero de marcadores positivos. DM 1: diabetes mellitus tipo 1,
CAD: cetoacidosis diabética. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,005; *p < 0,05; ns p > 0,05.

wal  —

ICA I—-—I—|
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41,17 % ns
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Figura 5. Relacion entre debut con cetoacidosis diabética y positividad (solo o en combinacion) de cada marcador. GAD:
antidecarboxilasa del acido glutdmico, IAA: antiinsulina, 1A-2: antitirosina fosfatasa, ICA: anticélula beta, CAD: cetoacidosis
diabética. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,005; *p < 0,05; ns p > 0,05).

ba, de las cuales 22/25 fueron positivas de forma
aislada o combinada (78,57%).

Se determiné una asociacidn entre debut con
CAD vy tener dos marcadores DM1 positivos de
manera concomitante, resultando un OR de 2,9
(IC%% 1,04-8,52; p = 0,044) en comparacion a te-
ner solo un marcador positivo, aumentando a 3,23
(IC,,,, 1,22-8,57; p = 0,0215) con 2-3 marcadores
positivos y 3,51 (IC%% 1,33-9,25, p = 0,0126) con
2-4 marcadores positivos (Figura 4).

En el caso de la asociacion entre la positividad
de cada marcador y el debut con CAD (Figura5),
se encontré una relacion con IA-2, obteniéndose
un OR de 5,38 (IC%% 1,79-16,16; p = 0,0022) no
siendo asi para los demds marcadores: GAD, OR
1,54 (IC,,,, 0,48-4,9; p = 0,464); IAA, OR (IC
0,20-2,69; p = 0,756); ICA, OR 2,33 (IC
6,70; p =0,17).

95%

0,81-

95%
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No se observo relacion entre la positividad del
marcador IAA y el antecedente de uso previo de
insulina (OR 2,25 IC__, 0,63-7,90, p = 0,2403).

95%

Discusiéon

Estudios epidemiolégicos realizados en Chile
han evidenciado un incremento en la incidencia
de DM1 en los ultimos afios'®. En este contexto,
el estudio de autoanticuerpos es un elemento de
apoyo diagndstico, clasificacién y prediccion de
enfermedad.

El alto porcentaje de positividad de los perfiles
evaluados (40,42%) sugiere que la solicitud de
estos marcadores se realiza con elevada sospecha
clinica. La mitad de los perfiles presentaba mads
de 1 anticuerpo positivo, siendo conocido que

Rev Med Chile 2021; 149: 330-338
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el nimero de marcadores detectados es el mayor
predictor de progresiéon a DM1'®". En pacientes
con diagnéstico reciente de DM, se ha visto que
hasta 98% presenta al menos 1 anticuerpo y mas
del 75% al menos 2 anticuerpos, siendo GAD el
mads frecuente'®". Los autoanticuerpos tienden a
positivar secuencialmente en vez de simultdnea-
mente, primero para GAD o TAA y luego IA-2.
Entre aquellos que expresan mds de 1 marcador,
2/3 expresan GAD primeroy 1/3 seroconvierte pri-
mero para JAA*. Concordantemente, en nuestro
estudio, GAD es el anticuerpo de mayor frecuencia
y en segundo lugar IAA.

Inicialmente se describi6 que la administracién
de insulina ex6gena era capaz de inducir la pro-
duccién de IAA*. Sin embargo, estudios ya han
demostrado la deteccién de IAA en pacientes con
DMI previo a la insulinoterapia e incluso anos
antes del diagndstico de diabetes, siendo concor-
dante con la ausencia de relacién entre el uso de
insulina exdgena y la positividad de TAA descrita
en nuestros resultados?®*. TAA se ha detectado
en hasta 70% de pacientes con sospecha de DM1,
considerdndose mejor predictor de enfermedad en
nifios que en adultos*. Estudios prospectivos ba-
sados en seguimiento desde el nacimiento (DiPP,
DAISY, BABYDIAB y TEDDY) sugieren que [AA
es el primer autoanticuerpo detectado antes de los
4 anos, con picos descritos incluso alrededor del
afio de edad®>.

Debido a la variaciéon interlaboratorio inicial,
el Diabetes Autoantibody Standardization Program
(DASP) ha liderado talleres de estandarizacién
metodoldgica. Los ELISAs para GAD e IA-2 han
alcanzado rendimiento comparable a los radioin-
munoensayos'®. Sin embargo, el ELISA para I[AA
persiste con baja sensibilidad®, sin alcanzar estan-
dares DASP aceptables®. Esto explicaria la menor
deteccién de IAA en nuestra poblacién comparada
con cohortes previas estudiadas con radioinmu-
noensayos. Entonces, si bien en la literatura GAD/
IAA es la combinacién de autoanticuerpos mds
sensible para el diagndstico de DM1 autoinmune
en adultos’, su deteccién en solo 5% de nuestros
pacientes con marcadores positivos puede ser
efecto de una baja sensibilidad analitica del ELISA
IAA. Por este mismo motivo, nuestra poblacién
presentaria un mayor porcentaje de pacientes con
GAD aislado o GAD/IA-2.

Nuestros datos reflejan una relacién inversa
entre la positividad de GAD, ICA eIA-2 yla edad,

Rev Med Chile 2021; 149: 330-338

es decir, a menor edad mayor fue el porcentaje
de positividad para estos anticuerpos y el caso
opuesto se observé para IAA, donde el porcentaje
de positividad fue mayor a mayor edad. Dado el
corte transversal de nuestro estudio, estos resul-
tados no pueden ser comparados con estudios
prospectivos previos. Ademds, encontramos 4
marcadores de forma simultdnea en pacientes
con un rango de edad de 1 a 73 afos, hallazgos
descritos en estudios de adultos mayores”. Se debe
recordar que la deteccién de autoanticuerpos no
equivale necesariamente al diagnéstico de DM1,
ya que en grandes cohortes, estos marcadores han
sido detectados en hasta 9,7% de sujetos inicial-
mente clasificados como DM2% considerados por
algunos grupos como latent autoimmune diabetes
in adult (LADA)®.

El debut de DM1 con CAD es mds comudn en
poblaciéon pedidtrica, especialmente en el rango
de 0 a4 anos***. En la muestra estudiada, la edad
del grupo con debut CAD es significativamente
menor comparado con aquellos sin CAD, siendo
concordante con la literatura®, si bien existen
otras variables de cardcter no bioldgico que estdn
relacionadas con el debut con CAD**2,

Mas del 60% de los pacientes adultos con DM
con tendencia a CAD carecen de evidencia de
autoinmunidad®**. Es conocido que los sueros de
pacientes con anti-IA-2 (IA-2 e IA-23) reaccionan
con su dominio intracelular’ y los constructos
usados en los ensayos de las pruebas de rutinas
solo incluyen este dominio y no el extracelular
(IA-2EC)*. Ha sido reportado que el 1% de los
pacientes con DM1 son positivos solo para el
anticuerpo IA-2EC y 4,7% con DM2°7*, En una
cohorte de pacientes (n = 288) con tendencia a
CAD negativos para los marcadores, se identifi-
caron 3,5% pacientes positivos para el IA-2-EC®.
Aunque la CAD fue la primera manifestaciéon
de DM para algunos pacientes, muchos habian
tenido diabetes durante tiempos variables antes
de su primer episodio de CAD, la medicién de
IA-2-EC podria proporcionar datos utiles para
clasificar y manejar pacientes con tendenciaa CAD
y su presencia podria predecir el requerimiento de
insulina a largo plazo.

Al agregar ZnT8 a la bateria solicitada, 52,50%
de los perfiles positivos presentaba este marcador.
Para 5,31% de los casos, ZnT8 fue el tnico mar-
cador detectado, aumentando con estos casos la
sensibilidad global de la bateria. Ademas, convirtié
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a pacientes con un unico marcador en “multiple
positivo”, lo cual se asocia en la literatura a un
aumento en el riesgo de DM 1%.

Debido al corte transversal de este estudio,
el sesgo de memoria podria explicar la falta de
asociacién entre el uso de insulina e IAA, ya que
no todos los pacientes podrian recordar su uso
aislado, en conjunto con limitacién metodoldgica
(la falta de estindares DASP aceptables) para su
determinacion®. A esto se suma la falta de an-
tecedentes (diagnostico, indicacién de solicitud
de los marcadores y patologia asociada) del uni-
verso analizado. En cuanto al poder estadistico,
es necesario destacar que la muestra clinica (84
pacientes) fue elegida por conveniencia, sujeta
a la disponibilidad de fichas clinicas, restindole
representatividad respecto al universo de estudio.

A pesar de sus limitaciones, este estudio corres-
ponde al primer analisis de marcadores inmuno-
l6gicos de DM1 en Chile, e invita a la comunidad
cientifica a continuar explorando asociaciones
entre la positividad de estos marcadores y las ca-
racteristicas clinicas de personas con DM1.
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