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Association of inflammatory cytokines with
bone turnover markers in type 1 diabetes

Background: Diabetes mellitus (DM) adversely affects the
skeleton and the physiological mechanisms implicated have
not been explained sufficiently. Thus, the objective was to
identify inflammatory cytokines (IL-1, IL-6 and TNF-alpha) in
patients with T1DM and their association with markers of bone
formation (sPINP) and markers of bone resorption (sCTX).
Methods: We studied 62 patients of 18 years of age or more
with TIDM. We determined the values of HbA1c, vitamin D,
inflammatory cytokines, as well as those of markers of bone
formation and of markers of bone resorption.

Results: 49 patients were female with a mean age of 33.5
years. We found values of HbA1c > 7.5 in 83 %, vitamin D of
16 ng/mL. In patients with HbA1c >7.5 we found a positive cor-
relation between TNF-alpha and sCTX (r=0.43, p =0.05), IL-6
and sCTX (r = 0.48, p = 0.037). With a model of simple linear
regression between IL-6 and sCTX, it was found a beta coef-
ficient of 23.8 with a p =0.030 (95 % CI = 2-45.6), ie.: for every
unit increase in IL-6 there is a sSCTX increase of 23.8 pg/mL.
Conclusions: We found a positive association between TNF-
alpha and IL-6 with the marker of bone resorption (sCTX) in
the group of patients with HbA1c > 7.5. The loss of metabolic
control was associated with TNF-alpha and IL-6.
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Introduccion: la diabetes mellitus afecta de una manera
adversa al esqueleto y esos mecanismos fisiopatologicos
contindan sin entenderse completamente. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio es identificar citocinas inflamatorias
(IL-1, IL-6 y TNFa) en pacientes con DM1 y su asociacion con
marcadores de formacion (sPINP) y resorcion (sCTX) dseas.
Métodos: Se estudiaron 62 pacientes con DM1, mayores de
18 afnos. Se determinaron los valores de la HbA1c, la vitamina
D, las citocinas inflamatorias, asi como los de los marcadores
de formacion y resorcion éseas.

Resultados: 49 pacientes fueron del sexo femenino con una
edad media de 33.5 afios, HbA1c > 7.5 en 83%, vitamina D
16 ng/mL. En los pacientes con HbA1c > 7.5 hubo correlacion
positiva entre el TNFa. y sCTX (r=0.43, p = 0.05), IL-6 y sCTX
(r=0.48, p = 0.037). Posterior a un modelo de regresion lineal
simple entre el SCTX y la IL-6 se encontrdé un coeficiente beta
de 23.8, p = 0.030 (IC 2-45.6), es decir, por cada unidad de
elevacion de IL-6 hay un incremento de sCTX de 23.8 pg/mL.
Conclusiones: encontramos una asociacion positiva entre
TNF-alfa e IL-6 con el marcador de resorcion 6sea (sCTX) en
pacientes con HbA1c > 7.5 %. El descontrol metabdlico se aso-
ci6 con la elevacion de citocinas inflamatorias TNF-alfa e IL-6.
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a diabetes tipo 1 (DM1) es una enfermedad

autoinmune caracterizada por la destruccion

de las células beta del pancreas.! Su incidencia
se ha incrementado en forma global en aproximada-
mente 3 % por afio en nifilos menores de cinco afios
y representa el 10 % de todos los casos de diabetes.”
En México la incidencia de la DM1 en menores de 19
afios se ha incrementado de 3.6 a 6.2 por cada 100 000
derechohabientes.?

Con el advenimiento de la insulina en 1921-1922,
la reduccion de la mortalidad debido a las complicacio-
nes agudas como la cetoacidosis diabética se ha redu-
cido de una forma dramatica. Ademas con el avance en
los nuevos analogos de insulina, en las tecnologias de
monitoreo de la glucosa y en las bombas de infusion de
insulina, mas pacientes con DM1 son capaces de lograr
las metas de hemoglobina glucosilada (HbAlc). Esto
ha permitido reducir de una manera significativa las
complicaciones microvasculares y se ha incrementado
notablemente la esperanza de vida.*® Actualmente,
existe la necesidad de detectar otras complicaciones
relacionadas con la edad, incluidos los trastornos car-
diovasculares, la osteoporosis y la disfuncion cognitiva.

En los tltimos afios, una serie de estudios epide-
miologicos mostraron que hay un incremento en la
incidencia de osteopenia, osteoporosis ¢ incremento
del riesgo de fractura en pacientes con DM1.° La dia-
betes mellitus afecta de una manera adversa al esque-
leto y los mecanismos fisiopatoldgicos continfian sin
entenderse completamente. La DM1 est4 asociada con
una reduccion de la densidad mineral 6sea (DMO),
mientras que la DM2 tiene incremento en la DMO,;
sin embargo, ambas presentan un mayor riesgo de
fractura. Los pacientes con DM1 tienen de uno a dos
veces mayor riesgo de fractura en cualquier sitio del
esqueleto y hasta en 6.9 veces el riesgo de fractura
de cadera.” Los pacientes diabéticos presentan menor
calidad 6sea con respecto a los no diabéticos.®

El proceso de remodelacion 6sea depende de un
equilibrio preciso entre la formacion llevada a cabo por
los osteoblastos y la resorcién causada por los osteo-
clastos. Este equilibrio est4 regulado mediante diversas
vias de sefializacién molecular, con la participacion de
factores sistémicos y locales; la interrupcion en cual-
quiera de estas vias altera el recambio dseo y la calidad
del hueso.5’

En la DM1, se han descrito diversos mecanismos
que afectan la diferenciacion y la actividad de los osteo-
blastos, favorecen la diferenciacion de los osteoclastos,
modifican la calidad del hueso, inciden en una mayor
pérdida 6sea y en el incremento del riesgo de fractura.
Esos mecanismos incluyen la falta de insulina, el depo-
sito de productos finales de la glucosilacién avanzada
(AGEs) en la colagena, la reduccion de los niveles séri-
cos de la IGF-1 (factor de crecimiento insulinoide tipo

1), la hipercalciuria, deficiencia de vitamina D, la afec-
cion renal, la microangiopatia y el estado inflamatorio
mediado por las interleucinas inflamatorias IL-1, IL-6,
y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa).3°

Otras enfermedades autoinmunes que pueden
coexistir con la DM1, como el hipo o hipertiroidismo,
el hipogonadismo, la enfermedad celiaca y la misma
deficiencia de la insulina, evitan que los pacientes
con DM1 logren una masa 6sea maxima en la edad
adulta.®%-10

Los marcadores de resorcion y formacion dsea nos
permiten valorar el proceso de remodelacion o6sea. La
IOF (International Osteoporosis Fundation) y la IFCC
(International Federacion of Clinical Chemistgry and
Laboratory of Medicine) recomiendan el propéptido
N-terminal del colageno tipo I en suero (sPINP), como
marcador de formacion, y el telopéptido C-terminal
del colageno tipo I en suero (sCTX), como marcado-
res de resorcion; segiin ambas instituciones, ambos
son los marcadores de recambio 6seo mas sensibles
aplicables a la clinica.!!

El objetivo de este estudio es identificar el tipo y la
concentracion de las citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6
y TNF-alfa) en pacientes con DM1 y su asociacion con
los marcadores de recambio ¢seo sPINP y sCTX.

Métodos

El hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI cuenta en su Clinica de Diabetes
Mellitus tipo 1 con aproximadamente 350 pacientes,
los cuales tienen un seguimiento con evaluaciones cli-
nicas y bioquimicas en forma periddica. El protocolo
fue aprobado por el Comité de Etica de este hospital.
Se incluyeron en este estudio 62 pacientes con diag-
noéstico de DM 1 mayores de 18 afios con seguimiento
regular (por lo menos tres visitas por afio) en la Cli-
nica de Diabetes Mellitus tipo 1 de este centro. Los
pacientes firmaron previamente su carta de consenti-
miento informado. Se excluyeron del estudio pacien-
tes con insuficiencia renal (KDQI 3), enfermedades
inflamatorias como artritis reumatoide, lupus eritema-
toso sistémico (LES), tratamiento con glucorticoides,
hipertioidismo, menopausia y pacientes con evalua-
ciones clinicas incompletas.

En relacion con las determinaciones bioquimicas,
los estudios de laboratorio fueron obtenidos mediante
una muestra de 6 mL mediante BD vacutainer (BD,
Flanklin Lakes, NJ, USA) y se centrifugé a 3150 x g
durante 15 minutos, y el suero se dividi6 en dos ali-
cuotas. Analizamos, glucosa, colesterol total, c-HDL
y triglicéridos con un kit disponible en forma comer-
cial (COBAS 2010 Roche Diagnostics, Indianapolis,
USA) utilizando fotocolorimetria con espectrofoto-

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2016;54 Supl 2:5191-5



Molina-Ayala M et al. Citocinas inflamatorias y recambio éseo en DMI1

metro Roche Modular P800 (2010 Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA). Las muestras de C-HDL fueron
tratadas con enzimas modificadas con polietilenglicol
y sulfato de dextran y se analizaron con la misma téc-
nica fotocolorimétrica. La hemoglobina glucosilada
(HbAlc) fue evaluada por inmunoanalisis turbidimé-
trico (COBAS 2010 Roche Diagnostics, Indianapolis,
USA). El colesterol de las lipoproteinas de baja den-
sidad (C-LDL) se calcul6 si los triglicéridos fueron
<400 mg/dL,'"! con la formula de Friedewald:

C-LDL (mg/dL) = CT mg/dL — (C-HDL mg/dL +
triglicéridos mg/dL/5)

En cuanto a la determinacion de citocinas, la inter-
leucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6), la interleu-
cina-10 (IL-10) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa) fueron analizados mediante BD cytometric
Bead Array (CBA) usando un kit de inflamacion por
citometria de flujo (BD FACSAria, BD Biosciences,
USA). El coeficiente de variacion (CV) de la IL-1 fue
de 4-7 %, el de la IL-6 fue de 8-10 %, el de la IL-10 fue
de 8-11 % y el del TNF-alfa fue de 8-15 %. El limite
de deteccion para cada ensayo fue de 1.7 pg/mL para la
1L-1, 1.5 pg/mL para la IL-6, 2.3 pg/mL parala IL-10 y
de 2.7 pg/mL para el TNF-alfa.

En relacion con los marcadores de recambio 6seo,
el marcador de formacion 6sea propéptido N-terminal
del colageno tipo I (sPINP) y el marcador de resor-
cion osea telopéptido C-terminal del colageno tipo I

(sCTX) se analizaron en suero mediante la técnica de
ELISA, con el kit IDS-iSYS intac PINP (IDS, USA),
con un limite de deteccion < 1 ng/mL, CV 2.6-3 %,
y el Human C-telopeptiden of type collagen, ICTP
ELISA kit (MyBiosource, USA), con limite de detec-
cion de 0.033 ng/mL, CV 2.1-4.9 %.

A proposito del analisis estadistico, los datos fue-
ron analizados con STATA, version 11. Para estable-
cer la normalidad en la distribucion de las variables
cuantitativas se utilizo la prueba de Shapiro Wilks.
Para hacer las asociaciones entre variables se utilizd
para las variables cuantitativas la prueba de chi cua-
drada, U de Mann Whitney o prueba de ¢. Los resul-
tados se expresaron en media y desviacion estandar
o mediana y rango intercuartilico (RI). Para estable-
cer las correlaciones entre las variables se utilizo la
prueba de Pearson o la de Spearman. Para evaluar los
factores asociados con los marcadores de resorcion
osea se utilizo un modelo de regresion logistica. Una
p <0.05 se considerd estadisticamente significativa.

Resultados

Se incluyeron 62 pacientes, con una mediana de edad
de 33.5 afios (24-46 ailos); 49 pacientes fueron del sexo
femenino. La HbAlc fue de 8.5 % (7.7-10 %) en 83 %
de los pacientes con HbAlc > 7.5 %. La depuracion
de creatinina fue de 69.5 mL/min (61.2-89.5). La tota-
lidad de los pacientes mostraron rangos de deficiencia

Cuadro | Caracteristicas basales de los 62 pacientes con diabetes mellitus 1

Parametro Resultado
n %

Mujeres 49 79
Hombres 13 21

Mediana RI
Edad (en afios) 335 24-46
HbA1c (en %)* 8.5 7.2-10
Depuracion de creatinina (en mL/min) 69.5 61.2-89.5
Calcio (en mg/dL) 9.4 9-9.7
Fésforo (en mg/dL) 3.8 3.5-4.3
Vitamina D (en ng/mL) 16 12.5-21.2
ALP (en U/L) 82 69.5-98.5
Colesterol total (en mg/dL) 188.5 159-223.5
C-HDL (en mg/dL) 53 43.2-65.5
C-LDL (en mg/dL) 104 85.5-136
Triglicéridos en (mg/dL) 106 74.5-172.2

RI = rango intercuartilico; HbA1c = hemoglobina glucosilada A1c; ALP = fosfatasa alcalina; C-HDL = colesterol aso-
ciado a proteinas de alta densidad; C-LDL = colesterol asociado a proteinas de baja densidad
*Un 17 % tuvo valores de HbA1c < 7.5 % y el restante 83 %, valores > 7.5
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Cuadro Il Marcadores de recambio 6seo e interleucinas de los 62 pacientes

con DM1

Parédmetro Mediana RI

IL-1 (en pg/mL) 74 6.2-17.5
IL-6 (en pg/mL) 5.65 2.8-9.4
IL-10 (en pg/mL) 5.20 2.3-8.5
TNF-alfa (en pg/mL) 5.50 2.7-11.4*
PINP (en ng/mL) 963.5 680.3-1990.4
CTX (en pg/mL) 401.72 296.7-709.4*

RI = rango intercuartilico; IL = interleucina; TNF = factor de necrosis tumoral;
PINP = propéptido N-terminal del colageno tipo | en suero; CTX = telopéptido
C-terminal del colageno tipo | en suero

* Los pacientes con HbA1c > 7.5 mostraron una correlacion positiva de TNF-
alfa frente a CTX, r = 0.43, p = 0.05, asi como IL-6 frente a CTX: r = 0.48,

p=0.037
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(< 20 ng/mL) o insuficiencia (de 20 a 29.9 ng/mL)
de vitamina D, con una mediana de 16 ng/mL (12.5-
21.2). Ningln paciente mostr6 datos de suficiencia de
vitamina D (> 30 ng/mL).!? La fosfatasa alcalina fue
de 82 U/L (69.5-98.5), el calcio de 9.4 mg/dL (9-9.7) y
el fosforo de 3.8 mg/dL (3.5-4.3). Las concentraciones
de colesterol se muestran en el cuadro 1. Se encontr6
correlacion positiva entre el TNF-alfa y el sCTX en
el grupo de pacientes con un HbAlc > 7.5 (r = 0.43,
p = 0.05); también se encontr6 correlacion positiva
entre la IL-6 y el sCTX (r = 0.48, p = 0.037) (cua-
dro II). Después de aplicar un modelo de regresion
lineal simple entre el sSCTX y la IL-6 se encontr6é un
coeficiente beta de 23.8, con una p = 0.030 (intervalo
de confianza [IC] al 95 % 2-45.6), lo que significa que
por cada unidad de elevacion de la IL-6 hay un incre-
mento del CTX en aproximadamente 23.8 pg/mL, que
debe ser un incremento en la resorcion dsea.

Discusioén

Tanto en DM1 como en DM2 se ha encontrado un
riesgo incrementado de fractura, con una repercusion
mas severa en los pacientes con DM1. La prevalen-
cia de la DM1 se ha incrementado en todo el mundo
y se asocia con un aumento del riesgo de fractura de
columna y cadera, esta ultima en un intervalo que va
de 6.4 a 6.9 veces en comparacion con individuos sin
diabetes.”!3 Con el incremento de la esperanza de vida
de los pacientes con DM, se espera en el futuro un
incremento adicional del nimero de fracturas.'*

La fisiopatologia contintia en la actualidad sin acla-
rarse. La remodelacion dsea es un proceso dinamico
en el que participan las células formadoras de hueso,
los osteoblastos y las células que resorben hueso: los
osteoclastos. Multiples vias de sefializacion mantie-

nen un equilibrio preciso de este proceso con la parti-
cipacion de factores humorales sistémicos y locales.

En la DM1, mediante estudios en animales y en
humanos, se ha encontrado un severo deterioro de la
formacion 6sea con una reduccion de la diferencia-
cion y funcion de los osteoblastos, principalmente en
pacientes con descontrol metabdlico.”?

Factores no bien especificados en la DM1 produ-
cen una reduccion de las vias de senalizacion osteo-
blastogénica Runx-2 y un incremento en la secrecion
de la esclerostina (por los osteocitos). La esclerostina
es un regulador negativo de la via osteoblastogénica
Whnt y su incremento produce un mayor deterioro de
la formacion 6sea.’

Ademas de tener un efecto directo sobre las células
involucradas en la remodelacion d6sea, la DM1 tam-
bién afecta la matriz dsea, alterando de esta manera la
calidad del hueso. Estos efectos son mediados por la
formacion de los productos finales de la glucosilacion
avanzada (AGE), los cuales se producen debido a la
glucosilacion no enzimatica de proteinas o lipidos y
estan implicados en multiples complicaciones de la
diabetes, incluida la fragilidad 6sea."”

Algunas comorbilidades que incrementan el
riesgo de osteoporosis son mas frecuentes en pacien-
tes con DM1 (por ejemplo, el hipogonadismo, cier-
tos trastornos de mala absorcion intestinal, como
la enfermedad celiaca, y el hipertiroidismo). Esas
comorbilidades se deben detectar y tratar en forma
temprana para evitar un mayor deterioro de la
microarquitectura 6sea.”?

La vitamina D tiene un amplio papel en la salud: su
efecto en el metabolismo 6seo es fundamental; tam-
bién actaa en el sistema cardiovascular, en la inmu-
nomodulacion, en el desarrollo neuroldgico y en la
proliferacion celular. La deficiencia de vitamina D
produce raquitismo en el nifio y osteomalacia en el
adulto. También disminuye la funcion de los osteo-
blastos, induce la osteoclastogénesis mediada por el
RANKL y genera un incremento en la pérdida osea;
clasicamente la hipovitaminosis D impide la mine-
ralizacion normal del osteoide. En nuestro estudio la
totalidad de los pacientes mostraron concentraciones
deficientes e insuficientes de vitamina D.!?

La DM se asocia con un incremento de las enfer-
medades cardiovasculares, independientemente del
control glucémico. El estado inflamatorio podria
estar involucrado tanto en la enfermedad cardiovas-
cular como en las alteraciones del metabolismo 6seo.
La IL-6 y el TNF-alfa promueven la expresion del
RANKL, la osteoclastogénesis y la mayor resorcion
Osea. Nuestros resultados muestran una asociacion
positiva de los marcadores de resorcion 6sea con las
concentraciones de IL-6 y TNF-alfa en pacientes des-
controlados con DM1 (HbAlc > 7.5).
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Conclusiones

En nuestro trabajo encontramos una asociacion posi-
tiva entre las citosinas proinflamatorias TNF-alfa e
IL-6 con el marcador de resorcion Osea en el grupo
de pacientes con una HbAlc > 7.5. El descontrol
metabolico se asocié a mayores concentraciones de
citosinas inflamatorias TNF-alfa e IL-6 con un incre-
mento en la resorcion 6sea. Asimismo, encontramos
una correlacion o asociacion positiva entre la IL-6
con el marcador de resorcion 6sea sCTX (el incre-
mento de una unidad en la IL-6 aument6 23.8 pg/mL
de sCTX). La DM1 se asocia con un incremento en la
fragilidad dsea. La convergencia de muchos factores,

entre estos el estado inflamatorio y la deficiencia de
vitamina D, conduce a una mala calidad del hueso
con un incremento en el riesgo de fracturas, especial-
mente la de cadera. Estos factores pueden ser modifi-
cados; sin embargo, se requiere mayor investigacion
de este problema para lograr mejores herramientas
para la evaluacion y el tratamiento de otros factores
asociados a la mala calidad d6sea en estos pacientes.
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