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Determinación de marcadores 
genéticos en pacientes con 
diabetes tipo I y población sana 

Fabiola Montoya, Claudia Isabel Bedoya, Martha Cecilia Restrepo, Alberto Villegas, 
Sonia C. Posada, Héctor Iván García, José Luis Vicario 

Se estudiaron 26 pacientes 
diabéticos insulino-
dependientes y 56 individuos 
sanos de la ciudad de 
Medellín. Se utilizaron 240 
antisueros para las clases I y 
II del complejo mayor de 
histocompatibilidad, 
utilizando la técnica de 
microlinfocitotoxicidad de 
Terasaki. Los antígenos HLA 
de la clase II también se 
analizaron siguiendo los 
protocolos del XI Taller 

Internacional de 
Histompatibilidad, 
amplificando el DNA por 
medio de la técnica de PCR y 
las hibridazaciones se 
hicieron con sondas de 
oligonucleótidos 
seleccionados para HLA-
DRB1, DQA1 y DQB1. En los 
antígenos de la clase I, el 
HLA B18 se identificó en 
46 % de los pacientes 
comparado con 12,5% de los 
controles; el riesgo relativo 
(RR) fue de 3.7. Lo contrario 
ocurrió con el B44, que se 
determinó en 7,6% de los 
enfermos y en 25% de los 
sanos. En cuanto a los 
antígenos de clase II, los 
alelos DRB1*0405 y *0301 se 
encontraron asociados a 
susceptibilidad, con un RR de 
61.3 y 6.6, respectivamente. 

Introducción 

Se ha calculado que la 
diabetes mellitus afec-
ta entre 2 y 4% de la 
población general (1). 
De este porcentaje, 10 

a 15% corresponde a la diabetes 
mellitus insulino-dependiente 
(DMID) o tipo I (2, 3). Hay evi-
dencias que relacionan la diabe-
tes insulino-dependiente con fe-
nómenos autoinmunes, factores 
hereditarios, sustancias tóxicas 
o infecciones virales (4-7). 
La asociación de DMID y 
antígenos del complejo mayor 
de histocompatiblidad (CMH) ha 
sido demostrada en diferentes 
estudios (8-10). La primera in-
formación publicada de esta aso-
ciación apareció entre 1973 y 
1975, estableciendo una relación 
con los antígenos de la clase I, 
HLA-B8 y B15 (10-11). Poste-
riormente se informó que existía 
una fuerte asociación con los 
antígenos de clase II, HLA-DR3 
y DR4. Por el contrario, el antí-
geno DR2 parece otorgar pro-
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tección contra el desarrollo de la 
enfermedad (12-15). 
Con las nuevas técnicas de bio-
logía molecular es posible am-
plificar el ADN por medio de la 
prueba de la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR), y así se 
ha podido demostrar qué molé-
culas de la clase II del HLA es-
tán relacionadas con la DMID. 
Algunos antígenos HLA-DQ que 
no tienen el ácido aspártico en la 
posición 57 de su cadena beta 
están asociados con una suscep-
tibilidad para la DMID (16-21). 
Estudios realizados en varios 
países con distintos grupos 
étnicos han demostrado diferen-
cias en los antígenos HLA de 
los individuos afectados por la 
enfermedad; es así como el 
HLA-DR7 y el DQA1 se obser-
van más frecuentemente en los 
diabéticos negros de origen ame-
ricano (22-23). En las poblacio-
nes japonesa y china se ha en-
contrado un aumento de los 
HLA-DR3, DR4 y DR9, rela-
cionado con una mayor suscep-
tibilidad para la diabetes (24); 
en la población japonesa tam-
bién se ha informado como mar-
cador de susceptibilidad el B61 
(25-28). 
En Colombia la asociación de 
HLA y DMID no ha sido descri-
ta hasta el momento. En el pre-
sente estudio se determinan las 
frecuencias antigénicas y génicas 
de los antígenos HLA en dos 
poblaciones diferentes: una con 
DMID y otra sin la enfermedad, 
buscando asociaciones de sus-
ceptibilidad o protección entre 
los marcadores genéticos y la 
diabetes. 

Material y métodos 
Población 
Todas las personas estudiadas 
pertenecían al grupo étnico de-

nominado mixto (mezcla de ne-
gros, indios y blancos). El grupo 
de pacientes estuvo conformado 
por 26 personas que tenían el 
diagnóstico de diabetes mellitus 
insulino-dependiente de acuer-
do con los criterios establecidos 
por la OMS y que asistían a la 
consulta de la Corporación 
Antioqueña de Diabetes en Me-
dellín (3). Como grupo control 
se estudiaron 56 individuos no 
relacionados, trabajadores del 
área de la salud, que cumplieron 
con los siguientes criterios de 
inclusión: ser residentes de la ciu-
dad de Medellín, no tener antece-
dentes familiares de diabetes, no 
tener en el momento del examen 
características clínicas de diabe-
tes y tener las cifras de glicemia 
por debajo de 120 mg/dL. Cada 
una de las personas estudiadas 
firmaba su consentimiento es-
crito para ingresar al estudio. 

Determinación de la glicemia 
Para medir los niveles de glucosa 
en sangre se empleó la técnica 
del Haemo-Glucotest®. La mues-
tra de sangre se tomó en ayunas 
por punción de la yema del dedo. 
La gota de sangre se depositó en 
la tirilla reactiva (29) y la lectu-
ra se hizo en el aparato Reflolux 
S, considerando el límite supe-
rior en 120 mg/dL. 

Determinación de los antígenos 
de histocompatibilidad 
Por punción venosa se obtuvie-
ron 30 ml de sangre, 15 ml con 
heparina y 15 ml con EDTA. De 
la sangre heparinizada se obte-
nía el total de los linfocitos, se-
parando las células por 
gradientes de densidad según el 
método de Boyun (30). Por me-
dio de una columna de nylon se 
separaron las poblaciones de 
linfocitos T y B. En los linfocitos 

T se identificaron los antígenos 
de la clase I: HLA-A, B y CW 
por la técnica de microlin-
focitotoxicidad de Terasaki (31); 
con la misma técnica se proce-
saron los linfocitos B para los 
antígenos HLA de la clase II: 
DR y DQ. Se incluyeron 240 
antisueros preparados por One 
Lambda Inc. que identificaron 
los antígenos siguientes: 
HLA-A: Al, A2, A3, A4, A10, 
A11, A23, A24, A25, A26, A28, 
A29, A30, A31, A32, A33, A34, 
A36, A68, A69. 
HLA-B: B5, B7, B8, B13, B15, 
B16, B17, B18, B21, B27, B35, 
B37, B38, B40, B41, B42, B44, 
B45, B47, B48, B49, B50, B51, 
B53, B55, B57, B60, B61, B62, 
B63, B65, B67, B73. 
HLA-CW: CW1, CW2, CW3, 
CW4. CW5, CW6. CW7. CW8. 
CW9. 
Los antígenos HLA-DR y DQ 
fueron determinados en los 
linfocitos B y se identificaron 
los siguientes: 
HLA-DR: DR1, DR2. DR3. 
DR4, DR7, DR8, DR9. DR10. 
DR11, DR12, DR13, DR14, 
DR15, DR18. 
HLA-DQ: DQ1, DQ2, DQ3. 
DQ4, DQ5 y DQ6. 
Para completar la reacción se usó 
complemento de conejo de la 
misma marca y como colorante 
vital se empleó azul de tripano. 
La lectura se hizo en un micros-
copio invertido. 

Preparación del ADN 
El ADN genómico tanto de los 
individuos diabéticos como de 
los sanos se obtuvo de los 
leucocitos de la sangre periférica 
con EDTA como anticoagulante. 
Se empleó el método de extrac-
ción de fenol-cloroformo-alco-
hol isoamílico (32). Se amplifi-
caron los exones 2 de los ADN 
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correspondientes a los DRB1, 
DQA1 y DQB1 por la técnica de 
la PCR (33-35) usando Taq 
polimerasa (Boehringer Mann-
heim Germany R). Para la am-
plificación se emplearon 35 ci-
clos. Los precursores específicos 
fueron preparados en el laborato-
rio de J.L. Vicario en Madrid. 
La amplificación fue confirma-
da por electroforesis en geles de 
agarosa usando 5μl del produc-
to de ADN amplificado por la 
técnica de la PCR, luego se co-
loreó con bromuro de etidio. 
El ADN amplificado se desna-
turalizó y luego fue transferido 
a membranas de nitrocelulosa 
(Boehringer Mannheim), las cua-
les fueron hibridizadas con son-
das de oligonucleótidos selec-
cionados siguiendo los protoco-
los del XI International Histo-
compatibility Workshop (36-38). 
El revelado se hizo por la técni-
ca de quimioluminiscencia em-
pleando una película Kodak 
X-OMATXAR-5 y después se 
reveló con una máquina de ra-
yos X. 

Análisis estadístico 
En los grupos de pacientes y con-
troles se determinaron las fre-
cuencias antigénicas y génicas, 
estas últimas a través de la fór-
mula de Haldane (39). Para la 
comparación entre enfermos y 
controles sanos se utilizaron las 
tablas de 2 x 2 para cada uno de 
los antígenos. La fuerza de la 
asociación existente entre cada 
marcador y la DMID se estable-
ció a través del riesgo relativo 
(RR) tanto de manera puntual 
como en forma de intervalos de 
confianza exactos, mediante la 
fórmula de Mehta y cols (40). 
Como prueba de significancia 
estadística de la asociación se 
empleó la prueba de Chi cuadra-

do con la corrección de Yates o 
la prueba de exactitud de Fisher 
cuando el valor esperado de una 
de las celdas de la tabla de 2 x 2 
fuera menor de 5. 
El nivel del valor de P se esta-
bleció en 1% y este valor fue 
corregido (Pc) multiplicándolo 
por el número de observaciones 
realizadas, tal como lo sugiere 
Svejgaard (41). 
Para los marcadores genéticos 
asociados estadísticamente con 
la enfermedad se calculó la frac-
ción etiológica cuando el RR fue-
ra mayor que 1 y la fracción 
prevenible cuando el RR fuera 
menor de 1. 

Resultados 
El grupo de DMID estuvo con-
formado por 26 individuos de 
los cuales 54% fueron mujeres. 
En el grupo control de 56 perso-
nas, 63% correspondió al sexo 
femenino. La edad de los enfer-
mos y de los controles osciló 
entre 6 y 70 años. La clasifica-
ción étnica tanto para los enfer-
mos como para los sanos corres-
pondió al grupo mixto. 
Los antígenos de la clase I 
(HLA-A. B y CW) más frecuen-
temente encontrados en las dos 
poblaciones estudiadas fueron: 
HLA-A2, A24, Al y A69 (Ta-
bla 1). 

El HLA-A1 se encontró en 
34.6% de los enfermos y en la 
población sana en 16%. El HLA 
A69 se identificó en 26.9% de 
los pacientes y en 16% de los 
sanos. 
Se encontraron las siguientes fre-
cuencias génicas en los pacien-
tes: 0.24 para el A2; 0.22 para el 
A24; 0.14 para el A69 y 0.19 
para el A1. 
Los alelos HLA-A31, A32 y A34 
no se detectaron ni en los enfer-
mos ni en los sanos. 

T a b l a 1. Frecuencias y asociaciones para antígenos 
HLA-A y HLA-CW en diabetes. Medellín. 
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Tabla 2. Frecuencias y asociaciones para antígenos HLA-B 
en diabetes. Medellín. 

En el locus HLA-CW, los alelos 
CW5 y CW7 fueron los más fre-
cuentes en los dos grupos estu-
diados: el CW7 se encontró en 
más de 40% de los enfermos y de 
los sanos y el CW5 en 42.3% y 
17.9% respectivamente (Tabla 1). 
La frecuencia génica de estos 
dos alelos fue de 0.24 en los 
pacientes. Se puede observar que 
el CW6 y el CW9 no se encon-
traron en los pacientes diabéti-
cos y en los individuos sanos su 
frecuencia fue muy baja. 
La distribución de los antígenos 
HLA-B se muestra en la Tabla 
2. Se observa que el HLA-B 18 
fue más común en los pacientes, 
46% versus 12.5% de los sanos. 
El HLA B44 sólo estuvo pre-
sente en 7.7% de los diabéticos, 
en contraste con el grupo de sa-
nos en el que fue positivo en 
25%. Algo similar se observó 
con el B35 que tuvo una fre-
cuencia de 11.5% en los enfer-
mos y de 33.9% en la población 
control. Los antígenos HLA-
B16, B45, B47, B57, B63 y B73 
no se encontraron en los dos gru-
pos estudiados; otros alelos 
como el B15, B27, B37, B38, 
B41, B55, B61, B62 y B63 sólo 
se observaron en el grupo con-
trol y con una frecuencia muy 
baja. La frecuencia génica en los 
diabéticos fue de 0.26 para el 
B18, 0.06 para el B35 y 0.04 
para el B44. 
Ninguno de los antígenos de cla-
se I se encontró asociado de ma-
nera estadísticamente significa-
tiva (P< 0,01 y Pc < 0.01) como 
marcador genético de suscepti-
bilidad o de protección para la 
DMID. Sin embargo, el RR para 
el HLA-B 18 fue de 3.7 y para el 
B44 de 0.29; esto sugiere que el 
primero es un marcador de sus-
ceptibilidad y el segundo de re-
sistencia. 

En la clase II observamos que 
los antígenos DR4 y DR3 estu-
vieron aumentados en los suje-
tos con DMID: 53% y 50% fren-
te a 30.3% y 12.5% de los sanos. 
El HLA DR1 se presentó en 
35.7% de los controles versus 
3.8% de los enfermos (Tabla 3). 
Al analizar los subtipos del 
DRB 1*04 se observa que el 
*0405 se identificó en 34.6% de 
los diabéticos, pero no se pre-
sentó en la población control; el 
RR fue de 61.3. Los otros sub-
tipos del DR4 se determinaron 
con una frecuencia más o menos 
similar en los dos grupos. Las 
frecuencias génicas de estos 
alelos en los diabéticos fueron: 
0.29 para el DRB 1*0301 y 0.19 
para el DRB 1*0405. 
Los alelos DRB 1 *0405 y *0301 
se encontraron asociados con 
susceptibilidad a la enfermedad 
con un RR de 61.3 y 6.0 respec-
tivamente (Pc= 0.0013; Pc= 
0.072). El *1301 se definió como 
un alelo de protección con un 
RR de 0.01 (P= 0.002). 
Los HLA-DQA1*0101, *03 y 
*0501 fueron los marcadores 
más frecuentes en estas pobla-
ciones; el *0103 no se observó 
en los pacientes con DMID, 
pero en las personas sanas estu-
vo en 19.6%. El RR para este 
alelo fue de 0.07 (P <0.01) (Ta-
bla 3). 
En el DQB1 se observa que el 
*0201, *0301 y *0302 fueron 
los más frecuentes. El *0101 no 
se observó en estas poblaciones. 
El DQB 1*0402 y *0603 no se 
encontraron en los pacientes, 
pero sí en la población sana. El 
DQB 1*0501 que se presentó en 
42.8% de los sanos, sólo se en-
contró en 3.8% de los diabéticos 
y el RR fue 0.09 por lo cual se 
considera como un marcador de 
resistencia a la enfermedad. 
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El haplotipo DRB 1*0405-
DQA1 *03-DQB 1 *0302 se obser-
vó en 53.8% de los diabéticos, 
pero no en la población control. 
El RR fue de 61.3 (P < 0.001). El 
DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*0201 estuvo en 38.46% 
de los enfermos versus 8.9% de 
los sanos, con un RR de 6.0 (Ta-
bla 4). El haplotipo DRB1*1301-
DQA1*0103-DQB1 *0603 es-
tuvo presente en 3.8% de los 
enfermos y en 19.6% de los 
sanos. 

Discusión 
Los estudios de diferentes auto-
res (7-14) han llevado a la con-
clusión que genes de varios loci 
pueden estar comprometidos en 
la predisposición genética a la 
diabetes mellitus. 
Nerup y cols (10) en Dinamarca 
y Cudworth y Woodrow (11) en 
Gran Bretaña evaluaron los 
antígenos HLA y mostraron una 
alta frecuencia de los genes B8 
y B15 en diabéticos. Posterior-
mente se encontró en la diabetes 
una mayor asociación con los 
antígenos de la clase II, espe-
cialmente el DR3/DR4. En este 
grupo los genes del HLA-B es-
tán en un desequilibrio de unión 
con los DR. 

En caucásicos se ha podido de-
mostrar la asociación entre la 
diabetes y los antígenos HLA-
B8, B15, B18 y CW3 (9,15,16) 
y se ha encontrado que las com-
binaciones de B8 y B15 o B8 y 
B18 están relacionadas con la 
susceptibilidad a la enfermedad. 
También la DMID se halla es-
trechamente asociada con los 
antígenos de la clase II DR3 y 
DR4 (10-16); en contraste, la fre-
cuencia de DR2 está disminuida 
o ausente en los casos de DMID. 
Estudios en la población de 
mexicanos-americanos informan 

T a b l a 3. Frecuencias y asociaciones para antígenos 
HLA-B, DRB1, DQA1 y DQB1 en diabetes. Medellín. 

T a b l a 4. Frecuencias y asociaciones para antígenos HLA-DRB1, DQA1 
y DQB1 en diabetes. Medellín. 
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una mayor frecuencia del DR3 y 
DR4 en diabéticos. Aproxima-
damente 50% de los haplotipos 
incluían el DR4, por ejemplo: 
B35/DR4, B44/DR4. Además se 
observó una asociación signifi-
cativa entre HLA-B18 y DR3 
(7, 42). 
Se estudiaron los antígenos HLA 
en dos grupos de población de la 
ciudad de Medellín. Los datos 
presentados en este estudio con-
firman las observaciones previas 
de una asociación con la clase I 
en relación con el HLA B18, 
que se encontró en 46.1% de los 
enfermos; esto es similar a lo 
informado en la población 
caucásica. En la clase II los 
antígenos HLA DR4 y DR3 es-
tuvieron aumentados en el gru-
po de enfermos, con 53% y 50% 
respectivamente como ocurre 
con otros grupos de población 
que padecen esta enfermedad. 
Los HLA-DQA1*0301 y *0501 
se encontraron frecuentemente, 
tanto en los diabéticos como en 
la población control. El DQA 
*0501 se demostró en 61.5% de 
los enfermos y en la población 
sana en 30.4%. El DQB1*0302 
se ha encontrado asociado con 
susceptibilidad a la diabetes en 
las poblaciones negra, oriental y 
caucásica (28). Por el contrario, 
el HLA-DQB1 *0501 (con un RR 
< 0.08) se considera como un 
marcador que determina resis-
tencia a la DMID en la pobla-
ción colombiana estudiada. 
Nuestros hallazgos son simila-
res a los realizados en otras po-
blaciones (43-45), donde se en-
cuentra una asociación de sus-
ceptibilidad a la enfermedad con 
los haplotipos DRB1 *03-
DQA1*0501-DQB 1*0201 y 
D R B 1 * 0 4 - D Q A 1 * 0 3 -
DQB1*0302; estos mismos 
haplotipos han sido encontrados 

en caucásicos y en las poblacio-
nes venezolana y mexicana, lo 
cual demuestra la relación con 
la raza blanca. 

Conclusión 
1. Hasta el momento no se han 
encontrado en la literatura mé-
dica colombiana publicaciones 
acerca de la asociación del com-
plejo mayor de histocompatibi-
lidad y la diabetes. 
2. Se lograron determinar las fre-
cuencias de los diferentes 
antígenos HLA clase I y clase II 
en diabéticos y en una población 
sana de la ciudad de Medellín. 
3. Se determinaron asociaciones 
entre antígenos que podrían con-
ferir susceptibilidad a la enfer-
medad, iguales a las encontra-
das por otros autores y se halla-
ron nuevos antígenos relaciona-
dos con susceptibilidad y resis-
tencia a la enfermedad. 
4. Como en nuestra población se 
encuentran distintos grupos étni-
cos, se sugiere ampliar el estudio 
hacia otras comunidades, para 
poder determinar los distintos 
marcadores de susceptibilidad o 
resistencia a la enfermedad. 

Summary 
Twenty six insulin-dependent 
diabetic patients, as well as 56 
healthy controls were studied in 
the city of Medellin. Both class 
I and II of the major histocom-
patibility complex were deter-
mined with 240 antisera using 
the microlymphotoxicity techni-
que of Terasaki. Class II HLA 
antigens were also analyzed 
following the protocols of the 
XI International Histocompa-
tibility Workshop, using PCR for 
DNA amplification while 
hybridizations were performed 
with selected oligonucleotide 
probes for HLA-DRB1, DQA1 

and BQB1. Among class I 
antigens, HLA B1 was found to 
be increased in 46% of patients 
versus 12.5% of the control 
group, with a relative risk (RR) 
of 5,7; the opposite ocurred with 
the antigen B44, which was 
found in 7.6% of the diabetic 
group versus 25% of the control 
group. In class II, alleles 
DRB 1*0405 and *0301 were 
found to be correlated with 
susceptibility to the disease, with 
a RR of 61.3 and 6.6, respec-
tively. 
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