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BIOMARCADORES DE INFLAMACION SUBCLINICA EN PACIENTES
INFANTO-JUVENILES CON DIABETES TIPO 1

SUBCLINICAL INFLAMMATION BIOMARKERS IN CHILDREN
AND ADOLESCENTS WITH TYPE 1 DIABETES

Adela Victoria Abregl', Teresita del Rosario Carrizo?, Elba Irma Diaz?, Maria Cristina Fonio®,

Maria Cristina Bazan®

RESUMEN

La diabetes tipo 1 (DT1) se asocia a un riesgo incrementado
de complicaciones vasculares. Las citoquinas proinflamatorias
Il:6, MCP-1 y TNF-a han sido implicadas en el desarrollo de
estas complicaciones.

El objetivo de este trabajo fue determinar los niveles plasmati-
cos de I1:6, MCP-1, TNFa, PCRus vy fibrindgeno (Fg) en pacientes
infanto-juveniles con DT1 y su asociacion con el grado de control
glucémico y tiempo de evolucién de la enfermedad.

Se estudiaron 45 pacientes con DT1 (24 M/21 F), edad 11,2+1,8
anos, con tiempo de evolucion de la enfermedad de 3,1+3,0
anos, sin complicaciones vasculares, que se compararon con 20
sujetos sanos. Se determinaron los niveles plasmaticos de IL-6,
MCP-1 y TNFa, Fg, PCRus, recuento de leucocitos, glucemia en
ayunas y HbA1c. Se descart6 la presencia de retinopatia y ne-
fropatia. Los datos fueron analizados con el programa SPSS 15
paraWindows. Los nifos diabéticos presentaron niveles mayores
de I1:6 (1,10+0,74 vs 0,68+0,19 pg/ml; p=0,005), MCP-1 (130+49
vs 95+18 pg/ml; p=0,02), PCRus (1,02+1,07 vs 0,43+026 mg/l;
p=0,007), Fg (299+59 vs 246+18 mg/dl, p=0,0001), respecto
de los controles. No se observaron diferencias significativas de
TNF-a entre ambos grupos. Al agrupar a los diabéticos segun el
grado de control glucémico (HbATc <8% y >8%) y el tiempo de
evolucion de la enfermedad (<3 y >3 anos), no se encontraron
diferencias significativas en las moléculas estudiadas. En los dia-
béticos la HbA1c se correlaciond con 116, MCP-1 y PCRus.
Estos resultados reflejan un estado proinflamatorio en la pobla-
cion diabética estudiada.

Palabras clave: diabetes, inflamacion subclinica, citoquinas
proinflamatorias, PCRus.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is associated with an increased risk of
vascular complications. Proinflammatory cytokines 11-6, MCP-1
and TNFa, have been implicated in the development of these
complications.

The aim of this study was to determine the plasma levels of
Il-6, MCP-1, TNFa., hsPCR and fibrinogen (Fg) in patients with
infant-juvenile DT1 and its association with the glycemic control
degree and time to progression of disease.

Forty-five DT1 patients (24 m/21 w), age 11,2+1,8 years, with
a time to progression of disease of 3,1+3,0 years, without
vascular complications, were studied and compared with 20
healthy subjects. Plasma levels of Il-:6, MCP-1 and TNFa., Fg,
hsPCR, leukocyte count, fasting blood glucose and HbATc
were determined. The presence of retinopathy and nephropathy
was rule out. Data were analyzed with the Windows software
SPSS 15. Diabetic children had higher levels of -6 (1,10+0, 74
vs 0,68+0,19 pg/ml; p=0,005), MCP-1 (130+49 vs 95+18 pg/
ml, p=0,02), hsPCR (1,02+1,07 vs 0,43 +026 mg/I; p=0,007) Fg
(299+59 vs 246+18 mg/dl, p=0,0001) with respect to controls.
No significant difference of TNFa. between both groups were
observed. When diabetic patients were grouped according to
glycemic control degree (HbA1c <8% and >8%) and time to
progression of DT1 (<3 and >3 years), no significant differen-
ces were found in the molecules studied. In diabetic patients,
HbATc was correlated with 11-6, MCP-1 and hsPCR.

These results reflect a proinflammatory state in the diabetic po-
pulation studied.

Key words: diabetes, subclinic inflammation, proinflammatory
cytokines, hsPCR.
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INTRODUCCION

La incidencia de diabetes tipo 1 (DT1) esta in-
crementandose progresivamente en todo el mun-
do y este aumento no puede explicarse soélo por
los factores genéticos’. Si bien los mecanismos
que desencadenan la DT1 son multiples y no del
todo conocidos, actualmente se acepta que es un
desorden inmunoinflamatorio crénico.

Larespuesta autoinmune que conduce alaDT1
se asocia estrechamente con sobreproduccion de
citoquinas por los linfocitos T helper1 que activan
en los macréfagos la produccion de mediadores
proinflamatorios como la interleuquina 6 (IL=6), la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1)
y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que
promueven la sintesis hepatica de proteinas de
fase aguda tales como la proteina C reactiva (PCR)
y el fibrindgeno (Fg)?3.

La Il-6 es una citoquina pleiotropica producida
por adipocitos, fibroblastos, células endoteliales y
leucocitos activados. Es la principal reguladora de
la respuesta inflamatoria aguda y tiene un papel
critico en la inflamacion crénica*®. En adultos con
DT1 se han encontrado tanto niveles bajos como
elevados de Il-6 respecto de personas sanas®’.
Ademads algunos estudios sugieren que la I-6 par
ticipa en la iniciacion y aceleracion del proceso de
la inflamacion crénica y podria contribuir al desa-
rrollo de complicaciones micro y macrovasculares
en pacientes diabéticos®®.

La MCP-1 (del inglés monocyte chemoattrac-
tant protein-1) estéa involucrada en el reclutamien-
to y activacion de monocitos contribuyendo al
proceso inflamatorio. Niveles elevados de MCP-1
se han asociado a ateroesclerosis y a las compli-
caciones vasculares de la diabetes tipo 2'°". Ade-
mas, un aumento en la expresién de MCP-1 se ha
detectado en los macréfagos, células endoteliales
y células del musculo liso vascular en la placa de
ateroma. La activacion de macréfagos por la MCP-
1 también parece estar implicada en la vulnerabi-
lidad de la placa'.

El TNF-a es otra citoquina proinflamatoria pro-
ducida por tejido adiposo, macréfagos y células en-
doteliales que ejerce un efecto deletéreo sobre la
homeostasis vascular por diferentes mecanismos,
como la disminucion de la vasodilatacion por me-
nor biodisponibilidad del NO, estimulaciéon de la ex
presion de moléculas de adhesion y aumento de la
apoptosis celular’™™. Sin embargo, los resultados de
la asociacion del TNFa con la DT1 son divergentes.

La PCR es sintetizada principalmente en el hi-
gado en respuesta a la I:6, Il-1 y TNFa, regulando
la intensidad y extension de la reaccion inflamato-
ria aguda. En estudios experimentales se ha de-
tectado la presencia de PCR en arterias con lesio-
nes ateroscleréticas. También se ha demostrado
qgue la PCR induce la produccién de otras células
inflamatorias y disminuye la expresion de la NO
sintetasa en las células endoteliales, participando
activamente en el proceso aterogénico. La PCR
también promueve la captacién de las LDL por
los macroéfagos vy facilita la adhesion y transmigra-
cion de los leucocitos al estimular la expresion de
moléculas de adhesion y la secrecién de MCP-1®,
La determinacion de PCR por métodos ultrasensi-
bles (PCRus) permite detectar la inflamacion sub-
clinica y evaluar niveles de riesgo cardiovascular
en individuos aparentemente sanos'®.

El Fg es una glicoproteina de fase aguda que
por accién de estimulos proinflamatorios de las
-1 e |6 puede incrementar de dos a 20 veces
su valor normal. Tiene una actividad importante en
el proceso de inflamacién, aterosclerosis y trom-
bogénesis, aumentando el riesgo cardiovascular.
El Fg también modula la disfuncién endotelial y
promueve migracion y proliferacion de las células
del musculo liso™.

En ninos y adolescentes con diabetes se han
evidenciado anormalidades vasculares precoces,
como disfuncién endotelial, niveles elevados de
moléculas de adhesién, incremento del espesor de
la intima-media de la arteria carétida. Sin embargo,
las investigaciones de estas citoquinas en pacien-
tes infanto-juveniles con DT1 son escasas'®?.

El objetivo de este trabajo fue determinar los
niveles plasmaticos de -6, MCP-1, TNFa, PCRus
y Fg como marcadores de inflamacién subclinica
en pacientes infanto-juveniles con DT1 y su aso-
ciacion con el grado de control glucémico vy el
tiempo de evolucion de la enfermedad.

PACIENTESY METODOS

Se realizé un estudio observacional, analitico y de
corte transversal en pacientes infanto-juveniles con
DT1, sin evidencia clinica de enfermedad vascular.

Se incluyeron 45 pacientes con diagnéstico de
DT1 (24 M/21 F), edad 11,2+1,8 anos y un tiempo
de evolucién de la enfermedad de 3,1+3,0 anos,
gue concurrieron a los consultorios externos del
Servicio de Endocrinologia del Hospital del Nifo
JesUs de San Miguel de Tucumaén. Los pacientes

Abreg( AV y col. Biomarcadores de inflamacién subclinica en pacientes infanto-juveniles con diabetes tipo 1/ Trabajo original 45



Revista de la Sociedad Argentina de Diabetes Vol. 49 N° 2 Junio de 2015: 44-49 ISSN 0325-5247

fueron comparados con un grupo control consti-
tuido por 20 sujetos de edades, sexo e indice de
masa corporal (IMC) semejantes, sin anteceden-
tes familiares de diabetes.

Los criterios de exclusion de pacientes para
este estudio fueron: presencia de otras endocri-
nopatias asociadas, enfermedades cardiovascula-
res, hepéaticas, renales, procesos inflamatorios y/o
infecciosos agudos y crénicos. Una PCR sérica
convencional, con una sensibilidad de 6 mg/l, se
utilizd para excluir inflamacion aguda. Se descar
t6 la patologia cardiovascular mediante estudio
clinico y de registro cardiogréafico. La ausencia de
retinopatia se confirmé mediante examen de fon-
do de ojo y de nefropatia incipiente mediante la
determinacién de microalbuminuria (Sistema DCA
2000, Siemens).

A los pacientes se les confeccioné una historia
clinica detallada consignando los siguientes datos:
edad cronoldgica, peso, talla, IMC, estadio de Tan-
ner, tiempo de evolucién de la diabetes, presion
arterial y antecedentes familiares de diabetes.

En ambos grupos se tomaron muestras de
sangre previo ayuno de 12 horas, las que se cen-
trifugaron y se separd suero/plasma, conservan-
dolas a -20°C hasta su procesamiento.

El grado de control glucémico se evalué me-
diante la determinacion de glucemia en ayunas
(Mét. Enzimatico, Wiener Lab) y hemoglobina gli-
cosilada (HbA1c, Sistema DCA 2000, Siemens).

La presencia de un estado inflamatorio subclini-
co se investigo a través de la determinacion de los
niveles plasmaticos de las citoquinas IL-6, MCP-1
y TNF-a. empleando técnicas de ELISA (R&D Sys-
tems). También se midieron las concentraciones
de PCRus (Met. ECLIA, Siemens) y Fg plasmético
(Met. coagulométrico de Clauss, Stago).

Se compararon los pacientes de acuerdo al
tiempo de evolucion de la diabetes; el punto de cor
te se fijo en tres anos porque corresponde al valor
promedio de la antigliedad de los nifnos estudiados.

También se compararon aquellos pacientes
que se encontraban con buen y mal control me-
tabdlico, para lo cual se establecié un punto de
corte de HbA1c por encima y por debajo del 8%
respectivamente. Si bien las distintas organiza-
ciones de estudio de la diabetes aconsejan para
ninos y adolescentes con DT1 como valor éptimo
de control glucémico una HbA1c <75%, en la
poblacion diabética analizada en este trabajo, nin-
guno de los ninos presentaba un valor de HbA1c

menor al sugerido. Ademas, se considero el valor
de corte <8% por el riesgo de hipoglucemia en
estos pacientes.

Los datos fueron analizados con el programa
SPSS 15 para Windows vy los resultados se expre-
saron como la media + desviacion estandar. El
coeficiente de Pearson se utilizé para investigar
las correlaciones entre las variables estudiadas.
Un valor de p<0,05 se considero significativo.

Para la realizacion de este proyecto, de acuer
do a las disposiciones de la ANMAT 5330/97 e
internacionales, se contd con la aprobacion del
Comité de Docencia e Investigacion del Hospital
de Pediatria, asi como los consentimientos infor
mados firmados por los padres y/o tutores de los
pacientes y un testigo.

RESULTADOS

La Tabla 1T muestra las caracteristicas clinicas
y el estado glucémico de los dos grupos estudia-
dos, observandose que entre diabéticos y contro-
les no hubo diferencias significativas respecto de
la edad e IMC. La distribucion de los estadios de
Tanner en ambos grupos esta representada en el
Gréafico 1, observandose que la frecuencia de pre-
puberes (Tanner 1) fue de 36 y 30% en obesos y
controles respectivamente, mientras que en los
puberes (Tanner 2-5) fue de 64y 70%.

DT1 Controles P
n 45 (24/21) 20 (10/10) | ———--
(varones/
mujeres)
Edad 11,8+1,8 10,4+1,6 NS
(anos)
IMC (Kg/ 19,5+4,3 19,5+2,4 NS
m?)
Evolucion 3,1«30 | - |
diabetes
(anos)
Glucemia 214+108 77«10 0,0001
en ayunas
(mg/dl)
HbA1c 9,7+2,8 5,8+0,5 0,0001
(%)

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.
NS: no significativo valor de p significativo < 0,05.

Tabla 1: Caracteristicas de las poblaciones estudiadas y
estado glucémico de las mismas.
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Grafico 1: Estadios de Tanner en ambos grupos.

La poblacion infanto-juvenil con DT1 presenté
niveles mayores de 11-:6, MCP-1, PCRus y Fg con
respecto a los controles. Sin embargo, no se ob-
servaron diferencias significativas en los valores
de TNF-a (Tabla 2). Entre varones y mujeres no
hubo diferencias en las moléculas estudiadas.

Cuando se agruparon los pacientes diabéticos
segun el grado de control glucémico en diabéticos
con buen control (DBC; HbA1c <8%) y diabéticos
con pobre control (DPC; HbA1c >8%), no hubo
diferencias significativas en los niveles de IL-6,
MCP-1 TNF-a, PCRus ni Fg (datos no mostrados).
Cabe destacar que el 76% (n=34) de los diabéti-
cos presentd un pobre control glucémico.

Cuando se separaron los pacientes segun el
tiempo de evolucién de la enfermedad (<3y >de 3
anos), no se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos.

Finalmente en los diabéticos se observé que
la HbA1c se correlaciond positivamente con |l-
6, MCP-1 y PCRus (Tabla 3) y también la IL:6 con
PCRus (r=0,47; p=0,001).

DT1 Controles P
Leucocitos | 7029+1730 | 6680+1860 NS
(x pl)
IL-6 (pg/ 1,10+0,74 0,68+0,19 0,005
ml)
MCP-1 130+49 95+18 0,02
(pg/ml)
TNF-o (pg/ | 14,55+5,27 | 12,82+2,03 NS
ml)
PCRus 1,02+1,07 0,43+0,26 0,007
(mg/l)
Fg (mg/dl) 299+59 246+18 0,0001

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.
NS: no significativo.

Tabla 2: Niveles plasmaticos de moléculas marcadoras de
inflamacion en diabéticos y controles.

r P
IL- 6 0,36 0,01
MCP-1 0,32 0,03
TNF-a 0,39 0,01

r se calculd con el Coeficiente de Pearson.

Tabla 3: Correlacion entre niveles de HbA1c y concentra-
cion sérica de citoquinas proinflamatorias.

DISCUSION

El papel de la inflamacion cronica de bajo grado
como un vinculo entre la diabetes y sus conse-
cuencias cardiovasculares se ha estudiado amplia-
mente en los Ultimos anos?'?2,

En este trabajo se investigaron biomarcadores
de inflamacion subclinica en una poblacién infan-
tojuvenil con DT1, encontrandose niveles plas-
maticos elevados de II-:6, MCP-1, PCRus y Fg. En
concordancia, Fawaz et al. hallaron valores aumen-
tados de Il-6 y PCRus y una correlacion entre estas
moléculas y la HbA1c, pero en contraste, al com-
parar ninos con buen y mal control glucémico infor-
maron significativos aumentos en estos Ultimos?3.
Resultados de otros investigadores confirmaron
niveles elevados de PCRus e Il:6 en DT1%4%. Este
aumento puede estar relacionado a la activacion de
macréfagos, incremento del estrés oxidativo, hi-
perglucemia, formaciéon de productos de glicacion
avanzados (AGEs) y a disfuncion endotelial, ya que
hay evidencia de que estos mecanismos contribu-
yen a la etiopatogenia de la DT1.

La relacion entre MCP-1 e hiperglucemia ha
sido estudiada en trabajos experimentales y cli-
nicos. De este modo, se ha demostrado que las
altas concentraciones de glucosa aumentan la
expresion MCP-1 en cultivos de células humanas
mesangiales. Ademas, elevados niveles de gluco-
sa en sangre favorecen una mayor generacion de
los AGEs, lo cual estimula la secrecién de MCP-1
en células mesangiales??’,

Se han informado niveles elevados de MCP-1
en adultos con diabetes tipo 2 con y sin compli-
caciones vasculares"?®, Recientemente Verrijn
Stuart et al. examinaron los niveles plasméaticos
de 24 adipoquinas y su relacién con el tejido adi-
poso de nifios con DT1. El perfil de adipoquinas
mostré un aumento de varias citoquinas, incluida
la MCP-1, que sugieren la participacion del tejido
adiposo en la inflamacion de bajo grado asociada a
DT1, aun en pacientes pediatricos?®. Concordando
con nuestro trabajo, otros autores también infor
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maron niveles elevados de MCP-1 en nifos con
DT1 comparados con sujetos controles®.

Coincidiendo con nuestros resultados, Roma-
no et al. no encontraron diferencias en los niveles
séricos de TNF-a entre los grupos de ninos contro-
les y diabéticos con un tiempo de evolucién ma-
yor a un aho. Sin embargo estos autores obser
varon que los diabéticos de reciente diagnéstico
(<1 ano) tuvieron mayor TNF-a comparados con
aquellos de mas de un ano de evolucién. Estos
niveles elevados de TNF-a, limitados a los casos
de reciente diagndstico, indican la activacién de
una respuesta inflamatoria en la primera etapa de
la enfermedad?®.

Nuestros datos demostraron que la PCRus vy
el Fg estan aumentados en ninos y adolescen-
tes con DT. Estos hallazgos son consistentes con
varios trabajos previos que detectaron un estado
inflamatorio en nifos y adolescentes con DT1%2%4,

CONCLUSIONES

Los niveles plasmaticos aumentados de |16,
MCP-1, PCRus y Fg en nifos y adolescentes con
DT1, sin complicaciones vasculares, sugieren la
presencia de un estado de inflamacién subclinica
en la poblacion estudiada.

La deteccion temprana de estas moléculas con-
tribuiria a la prevencioén y/o retardo de las manifes-
taciones vasculares en la diabetes, mejorando la
calidad de vida y el bienestar de estos pacientes.
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