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Objectives: To determine the serological levels of inflammatory markers and autoimmunity in pa-
tients with TID compared with controls, and determined its relation to the duration of diabetes. Me-
thods: We selected 139 patients with T1D without chronic complications of diabetes, and 110 control
subjects without family history of diabetes. Serological ultrasensitive C-reactive protein levels (us-
CRP), interleukin- 6 and adhesion protein VCAM through ELISA assay were determined. Autoimmune
profile was also analyzed through GADGS5, IA-2 and ZnT8 autoantibodies. Results: Increased levels
of usCRP 1.74 (0.10 to 13.6) vs 1.08 (0.40 to 3.70) ng/ml (p < 0.03), VCAM 236.0 (122.2 to 693.5)
vs 185.4 (101.3 to 421.3) ng/ml, p < 0.02 and IL-6 1.73 (0.40 to 9.10) vs 1.28 (0.30 to 4.60) ng/ml,
p < 0.05 was found in the group of T1D patients compared with the control group. When analyzing
inflammatory markers according to age groups (0-10 years and > 10 years), the values of usCRP were
higher in the second group. There was no significant association between patients with DM1 and
autoimmune positive profile with a higher frequency of markers of inflammation. Conclusions: These
results suggest the presence of pro-inflammatory state is considerably more frequent in patients with
T1D. The increased level of usCRP and IL -6 and according to age of the patients could indicate a
possible role of adiposity and weight gain during the adolescence in the higher frequency of inflam-
matory markers in T1D patients.
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Introduccion

dirigido a las B-células en el pancreas resultante de un

proceso autoinmune mediado por células T'. Corres-
ponde a una de las enfermedades pediatricas mas complejas
desde la perspectiva epidemioldgica y genética’?. Muchos
estudios y recientes revisiones han demostrado que la mayo-
ria de los paises muestra un incremento progresivo y sosteni-
do de la DM1 en los tltimos afios*. La explosion epidemiolo-
gica de nuevos casos ha centrado la atencion en los multiples
factores de riesgo involucrados tales como: la predisposicion
genética, la dieta, la estacionalidad, los agentes virales, la
geografia, la autoinmunidad y la higiene ambiental>®. Des-
de el punto de vista inmunologico, la presencia de auto-
anticuerpos contra epitopes pancreaticos como anticuerpos

l a diabetes tipo 1 (DMI1) es un trastorno autoinmune

anti-insulina (AIA), la isoforma 65 kDa de la decarboxilasa
del acido glutdmico, auto-anticuerpos (GAD®65), y los anti-
cuerpos asociados a insulinoma (IA-2), son indicadores alta-
mente predictivos del riesgo para desarrollar DM1 cuando se
presentan con titulos altos’. Se postula que la seroconversion
podria ocurrir a edades tempranas (< 10 afios de edad), sin
embargo, se ha demostrado que la autoinmunidad puede ocu-
rrir a cualquier edad'®!!,

Dentro de las complicaciones clinicas de la DMI las
anormalidades vasculares han sido poco descritas tanto en
nifios como en adolescentes; sin embargo ciertas alteraciones
ligadas a aspectos funcionales y estructurales del endotelio
pueden presentarse en estos pacientes incluso antes de las
manifestaciones clinicas de angiopatia.

Los mecanismos inflamatorios que se pueden presentar
en las fases tempranas de la diabetes determinan un incre-



mento en los niveles séricos de distintas citoquinas como la
interleuquina-6 (IL-6), y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), que por via portal se trasladan al higado promo-
viendo la sintesis de proteinas de fase aguda tales como la
proteina C reactiva (PCR). La PCR estimula la expresion en-
dotelial de moléculas de adhesion como E-selectina (E-S),
VCAM-1 y molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1),
favoreciendo asi el desarrollo acelerado de otras alteracio-
nes!>!3. La participacion de la inflamacion en el proceso de
ateroesclerosis ha llevado a la utilizaciéon de indicadores
inflamatorios en la prediccion de riesgo cardiovascular. La
proteina C reactiva es uno de los biomarcadores mas acep-
tado porque refleja apropiadamente el proceso inflamato-
rio subyacente y se correlaciona con otras moléculas como
VCAM-1 e, IL-6'. También la PCR ultrasensible (usPCR) es
considerada un predictor de mortalidad cardiovascular. Este
estudio se propuso evaluar el perfil inflamatorio de pacientes
con DM1 y analizar su posible asociaciéon con autoinmuni-
dad y estatus metabdlico.

Pacientes y Metodologia

El estudio fue realizado en Santiago, Chile con pacien-
tes diabéticos tipo 1 diagnosticados a través de métodos es-
tandarizados (WHO Dia Mond Project) durante el periodo
comprendido entre marzo de 2011 y diciembre de 2013. Se
incluyeron 139 casos diagnosticados durante este periodo
(edad promedio 9,5 + 4,2 afios, rango de edad 4 a 17 afios)
y 110 controles, sin diabetes, ni antecedentes de patologias
autoinmunes (edad promedio 14,8 + 3,2 afios, rango de edad
10 a 19 afos). Las muestras de sangre pertenecientes a los
pacientes diabéticos fueron obtenidas dentro de un periodo
de tiempo cercano al debut (10-40 dias). Todos los pacientes,
controles y sus padres firmaron un consentimiento informado
para participar en esta investigacion. Este estudio fue apro-
bado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina e
IDIMI de la Universidad de Chile.

Analisis de autoinmunidad

Los anticuerpos anti-GADG65, anti-IA2 y anti-ZnT8 fue-
ron determinados mediante inmunoensayo enzimatico (ELI-
SA) con el uso de kits comerciales (Medizym® Diagnostic,
Berlin, Alemania). La deteccion de anticuerpos se llevé a
cabo de manera semi-cuantitativa tomando como referencia
de positividad el valor de 5 Ul/mL para GAD65 y 10 Ul/
mL para IA2 y ZnT8. Aquellas muestras con un titulo mayor
o igual a dicho valor fueron consideradas muestras positi-
vas. Se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 92,3%,
98,6% para anti-GAD 65,85% y 98% para anti-IA-2y 94% y
98,2% para anti-ZnT8. Todas las muestras fueron tratadas en
duplicado y los valores detectados se encontraron dentro de
los rangos esperados para un ELISA de acuerdo al programa
DASP, Diabetes Antibody Standardization Program!'®.

Analisis de marcadores de inflamacion
Las muestras se recolectaron en un tubo de separacion
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de 1,5 ml de suero y se les permitié coagular durante 1 h a
temperatura ambiente. Después se centrifugaron durante 10
min a 4° Cy el suero se dividio6 en alicuotas y se almacenaron
a -80° C para su uso posterior.

La Proteina C reactiva ultra sensibilidad (usCRP) y los
niveles de IL-6 y vCAM se midieron mediante un kit comer-
cial de diagnostico BioVendor y R & D, respectivamente, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El inmunoensa-
yo Quantikine Human IL-6 y vCAM corresponde a un ELI-
SA en fase solida disefiado para medir ambas proteinas en
suero y plasma. El coeficiente intra-ensayo fue de 2,6%
y 2,1%, y el coeficiente inter-ensayo fue del 3,8% y 4,2%
respectivamente. Para la determinacion de usPCR se utilizo
un ELISA competitivo alta sensibilidad. Este es un ELISA de
tipo sandwich con un limite de deteccion de 0,02 ug/ml. El
intraensayo intra fue del 4,4% y la inter-ensayo fue de 5,7%.

Anaélisis estadistico

Las comparaciones de las variables continuas del estudio
se realizaron mediante prueba t de Student y la comparacion
del perfil de anticuerpos se realiz6 a través de analisis de
proporciones. Un valor de p menor de 0,05 fue considerado
como estadisticamente significativo.

Resultados

La Tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas y antro-
pométricas de los pacientes con DM1 y controles desde el
punto de vista de su edad, edad de diagndstico, IMC y por-
centaje de autoanticuerpos. No se observaron diferencias
significativas al comparar ambos grupos. El titulo positivo
de auto-anticuerpos alcanzé al 75,7% entre los pacientes con
DM1 y fue negativo en el grupo control.

La Tabla 2 presenta la informacion relacionada al per-
fil inflamatorio y estatus metabdlico en pacientes con DM 1
y controles. Al respecto, el perfil de marcadores de infla-
macion fue significativamente mayor en los pacientes con
DM1 versus los controles: VCAM mostr6 una mediana de
236,0 en pacientes y 185,4 en controles (p < 0,02). La IL-6
alcanz6 una mediana de 1,73 en pacientes con DM1 versus
1,28 en controles (p < 0,05) y finalmente la usPCR mostro
una mediana de 1,74 en pacientes versus 1,08 en controles

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antropométricas de ambos

grupos
Grupo
Control
139 110
Edad (afos) 9,5+4,2 14,8 + 3,2
Edad Diagnéstico (afios) 10,5+ 7,5 -
IMC (kg/m?) 23914 25,6 + 3,4
Autoanticuerpos positivos (%) 75,7 0,0
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Tabla 2. Distribucion de biomarcadores de inflamacion y estatus metabélico en pacientes con DM1 y controles

Biomarcadores Casos DM1
(n=139)

vCAM (ng/ml) 236,0 (122,2-693,5)

usPCR (ng/ml) 1,74 (0,1-13,6)

HbA1c (%) 10,6 (7,3-15,1)

Péptido C (ng/ml) 0,29 +0,18

IL-6 (ng/ml) 1,73 (0,4-9,1)

Cetoacidosis (%) 66,3

Glicemia al debut (mmol/L) 29,9+ 13,4

Controles p-value
(n =110)

185,4 (101,3-421,3) < 0,02
1,08 (0,4-3,7) <0,03
4,9 (4,1-5,5) < 0,001
1,56 +0,13 < 0,001
1,28 (0,3-4,6) < 0,05

(p < 0,03). La frecuencia de este marcador alterado (usP-
CR > 3) fue del 10% en pacientes con DM1 y del 2% en
controles. Los pacientes positivos para el perfil inflamatorio
elevado correspondieron mayoritariamente a pacientes con
DM1 mayores de 10 afios. No se encontr6 ninguna asocia-
cion estadisticamente relevante entre el perfil inflamatorio
elevado con: autoinmunidad positiva, cetoacidosis, IMC o
glicemia al debut.

Discusion

El Péptido C, en personas sanas se encuentra circulan-
do en concentraciones del orden de los nanogramos, pero,
en pacientes diabéticos se encuentra ausente o severamente
disminuido'. Esto se condice con lo observado en este estu-
dio, donde los niveles de Péptido C fueron significativamente
menores en pacientes con DM1 en comparacion con los con-
troles. Existe evidencia de que esta molécula tiene actividad
bioldgica importante preventiva de dafio vascular; previene
la muerte celular inducida, por ejemplo, por altos niveles de
glucosa sanguineos, tiene efectos citoprotectores mediante la
disminucion plasmatica de citoquinas pro-inflamatorias (IL-
1 e IL-6), y disminuye la expresion de ICAM-1, VCAM-1 y
Selectina P'.

La usPCR, ademads de ser un sensible marcador de infla-
macion, es considerada un factor de riesgo de ateroesclerosis
y mortalidad cardiovascular. Se han referido niveles eleva-
dos de usPCR en pacientes con DM2, diabetes gestacional,
sindrome metabolico y obesidad. También se han observado
resultados similares en adultos con DM1.

Los resultados del presente trabajo mostraron que la
usPCR esta aumentada en nifios y adolescentes con DM1,
coincidiendo con los encontrados por otros investigadores's.
Ademas, Juonola y col.!® observaron que niveles elevados de
usPCR estaban asociados al desarrollo de ateroesclerosis en
individuos jovenes, sugiriendo que este marcador colabora
en la apreciacion del riesgo cardiovascular en la infancia. Por
lo tanto, seria importante la realizacion de estudios prospec-
tivos que permitan confirmar la utilidad de la usPCR como
marcador de riesgo cardiovascular en nifios con DM1.

La disfuncion endotelial es una de las primeras etapas

en el proceso de ateroesclerosis. Las moléculas de adhesion
como las selectinas, ICAM-1 y VCAM-1, secretadas como
consecuencia de la activacion de las células endoteliales, son
consideradas, en la actualidad, como marcadores emergentes
de ateroesclerosis.

Coincidiendo con otros autores, este estudio muestra que
los niveles de VCAM-1 en una poblacion infanto-juvenil con
DM1 se encuentran significativamente aumentados respecto
al grupo control. Del mismo modo Katakami y col.'” obtu-
vieron resultados similares estudiando adultos jovenes con
DMI sin complicaciones vasculares. Estos resultados indi-
can que la activacion endotelial podria presentarse en nifios
con DM1 en etapas muy precoces antes del proceso ateros-
clerético propiamente tal.

Algunos estudios han encontrado correlacion positi-
va entre los niveles de usPCR y las moléculas de adhesion
VCAM-1. Al respecto, Schram y col.' describen este feno-
meno en pacientes adultos con DM1.

La inflamacion juega un importante rol en el proceso ar-
teriosclerdtico y los marcadores de inflamacion, tales como
la usPCR y la IL-6, se han correlacionado con el grado de
ateriosclerosis en adultos y adolescentes con diabetes. Snell-
Bergeon y cols.!”” determinaron que en individuos con DM 1
existe una correlacion positiva entre los niveles de usPCR y
fibrinégeno, colesterol total, colesterol LDL y apoB, mien-
tras que existe una correlacion negativa entre IL-6 y los ni-
veles de colesterol HDL; por lo tanto, mayores niveles de
usPCR e IL-6 implicarian un mayor riesgo aterosclerotico a
través de este mecanismo.

Niveles aumentados de usPCR también han sido asocia-
dos a la presencia de ciertas complicaciones de la diabetes,
como la cetoacidosis, la cual, ocurre generalmente en pacien-
tes con un bajo control de la enfermedad o que han sido re-
cientemente diagnosticados'®. Posteriormente, los niveles de
usPCR pueden ser comparables a los sujetos sin diabetes, y
finalmente elevarse en relacion a los procesos inflamatorios
que conllevan a las complicaciones cronicas. En este estudio
no se observd asociacion significativa entre marcadores de
inflamacion (usPCR, IL-6 o VCAM) y mayor frecuencia de
cetoacidosis. De forma similar, no hubo asociacion entre es-
tos marcadores y una mayor frecuencia de autoanticuerpos.
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