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I. RESUMEN

Titulo: Comparacién del indice neutréfilo/linfocito de acuerdo al grado de control
glucémico en pacientes con diabetes tipo 1y tipo 2.

Introduccidon: La evidencia bioldégica sugiere que tanto en la obesidad como en la
diabetes tipo 1 y 2, existe cierto grado de inflamacién cronica, y los estudios
epidemioldgicos han mostrado una asociacion entre la cuenta leucocitaria y un incremento
en el riesgo de desarrollar diabetes, sin embargo, los reportes encontrados en edad
pediatrica a este respecto son escasos, por lo que es de nuestro interés estudiar este
fendmeno en nuestra poblacion.

Material y Métodos: Disefio del estudio: Transversal, analitico, prolectivo, observacional.

El estudio se realiz6 en el servicio de endocrinologia pediatrica, previa aprobacién por el
Comité Local de Investigacion en Salud de la UMAE Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza”, CMN “La Raza” del IMSS. Se incluyeron todos los pacientes atendidos
en el Servicio de Endocrinologia Pediatrica de julio 2014 a junio de 2015, y que
cumplieron con los siguientes criterios de inclusion: ambos géneros, de 8 a 16 afios de
edad, con diabetes tipo 1 y 2 menor a 3 meses de diagndstico y que aceptaron firmar el
consentimiento tanto el tutor como el asentimiento del paciente. Se realiz6 examen fisico
gue incluyé medicion de peso, talla, tensioén arterial, asi como percentilar el indice de
masa corporal, los cuales se registraron en la hoja de recoleccion de datos.
Posteriormente previo ayuno de 12 horas con el paciente en sedestacion se tomo muestra
sanguinea de 10 ml mediante puncidn venosa periférica, la cual se repartié en dos tubos,
el primero un tubo seco, para determinar glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, creatinina
y el segundo tubo con anticoagulante EDTA para determinar biometria hematica completa
y hemoglobina glucosilada Alc.

Resultados: Se incluyeron 131 sujetos: 46 (35.1%) con diabetes tipo 2 (DT2), 49 (37.5%)
con diabetes tipo 1, y 36 controles (27.4%). La cuenta de leucocitos fue de 7.6+2.0 K/uL,
6.4+1.7 K/uL y 6.8+2.0 K/uL para DT2, DT1 y controles sanos respectivamente. Se
observaron diferencias entre los 3 grupos en cuenta de leucocitos, neutréfilos y
monocitos. Estas diferencias persistieron al comparar DT 2 y DT 1, junto con los linfocitos
(p = 0.049). EI INL fue similar entre los grupos: 1.58+0.61 en DT2 vs 1.55+1.07 en DT1y
1.53+1.04 en los controles. Al separar a los grupos segun el grado de control metabdlico,
el INL fue significativo en DT 2 y DT1 (p=0.045 y p=0.035 respectivamente).

Conclusiones: Existen diferencias en el INL, leucocitos, neutréfilos y monocitos cuando
se comparan DT1, DT2 y controles. Al comparar DT1 vs DT2 persiste la diferencia
estadistica entre INL y linfocitos. El INL correlacion6 con el grado de control glucémico y
permanecid significativo ain después de ajustar para las otras variables estudiadas en
poblacién pediatrica con DT1 y DT2 de reciente inicio.




Il. ANTECEDENTES

Introduccioén: La diabetes tipo 2 (DT2) es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en el mundo, su etiologia es multifactorial y se caracteriza por niveles elevados
de glucosa en plasma con alteracion en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas Y. Tanto la resistencia a la insulina como los defectos en la secrecién de la
misma han sido relacionados con la etiologia de la DT2 y obesidad ®, detectandose en
ambas un estado inflamatorio crénico de baja intensidad ®. Esto debido a una
desregulacion en la secrecion de adipocinas, que conduce a infiltracion de células del
sistema inmune al tejido adiposo e incremento en la produccion de citocinas
proinflamatorias (IL-6, TNF-alfa), con activacién de macrofagos y de esta manera, en el
desarrollo de un estado proinflamatorio crénico que a la larga induce resistencia a la
insulina y posteriormente DT2 ®?¥. La inflamacién por si misma puede afectar las vias de

sefializacién de la insulina y promover la destruccion de la célula beta ©®.

Estudios experimentales han demostrado una relacion entre la inflamacion crénica y la
resistencia a la insulina a través de mecanismos que involucran obesidad y aterosclerosis
@ Este estado de inflamacién crénica est4d asociado a un incremento en el riesgo
cardiometabdlico ®. En la aterosclerosis es bien sabido que estan involucrados
mecanismos inflamatorios, la leucocitosis esta directamente relacionada en la patogénesis
de la aterosclerosis, sindrome metabdlico y DT2 ©, asi como en la prevalencia de
complicaciones macrovasculares en DT2 “®. Como se ha observado en varios estudios,
la asociacion de DT2 e inflamacion cronica, puede contribuir a acelerar la microangiopatia

diabética y desarrollo de macroangiopatia .




El estado de inflamacién crénica de bajo grado que se presenta en la DT2, junto con los
factores proinflamatorios, resultan en una elevacién constante de los granulocitos ©. Los
subtipos de leucocitos reflejan diferentes aspectos de inflamacién e infeccidn, de esta
manera la elevacion de los neutrofilos esta asociada a formacion de trombos, lesion
isquémica, inflamacion subclinica y tolerancia a la glucosa ©; la cuenta de linfocitos por su
parte a insulinosensibilidad y adiposidad; algunos estudios muestran que en la resistencia
a la insulina existe un decremento de los linfocitos T “?, en otros la elevacion de la cuenta
de leucocitos se ha asociado a la presencia de DT2 ©, como en el estudio realizado por
Gokulakrishnan en India 2009, donde se observa que los sujetos con diabetes y estados
prediabéticos presentan una cuenta leucocitaria mayor que los pacientes del grupo
control, de la misma manera aquellos con glucosa normal con resistencia a la insulina
presentan también elevacién de la cuenta leucocitaria . El mecanismo por el cual los
neutréfilos pueden mediar la resistencia a la insulina esta en relacién al incremento del
proceso inflamatorio. Recientemente la presencia de neutrofilia y linfopenia relativa han
mostrado ser un factor independiente como predictor de mortalidad en pacientes con

infarto agudo “Y.

La inflamacion sistémica puede ser medida usando una variedad de marcadores
bioquimicos y hematolégicos, muchos de los cuales requieren tiempo para su analisis y
tienen un costo elevado “. Existe una relacion directa entre la proteina C reactiva (PCR) y
la cuenta leucocitaria como indicadores de inflamacién 2. El indice neutréfilo linfocito
(INL) es el balance entre ambas y se le considera un nuevo marcador de inflamacion
sistémica subclinica e indicador pronéstico de alto riesgo para eventos cardiovasculares
(4.5)

y cancer ®. Los niveles elevados de neutréfilos, linfocitos y el INL han sido asociados

al sindrome metabdlico en pacientes sanos, con riesgo de presentar DT2.
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El INL puede ser utilizado como una forma importante de medir la inflamacién sistémica,
ya que es rentable por su accesible disponibilidad y puede ser calculado facimente ©.
Este indice representa la combinacién de dos marcadores: los neutréfilos, como el
mediador inflamatorio activo no especifico, encargados de iniciar la primera linea de
defensa; mientras que los linfocitos representan el regulador del componente protector de
la inflamacion. El INL es superior a otros parametros que involucran los diferentes
subtipos de leucocitos por si solos, debido a su estabilidad comparada con los otros
pardmetros que pueden ser modificados por varios factores, tanto fisiolégicos como

patolégicos @.

A pesar de que existe evidencia que relaciona la cuenta de leucocitos con la incidencia de
diabetes, los intentos de incluir a los leucocitos en los modelos de predicciéon de riesgo
han producido resultados mixtos, como en el estudio de Lorenzo et al 2014, donde se
reporta una correlacién débil entre los leucocitos totales y el recuento diferencial de
leucocitos con insulinorresistencia/sensibilidad e inflamacion subclinica sin encontrar
asociacion del INL con la progresion de la diabetes “?. En cambio se ha encontrado
asociacion positiva de los leucocitos con inflamacion, particularmente en enfermedades
cardiovasculares, como en el estudio realizado en China por Lou y cols., en pacientes con
diabetes tipo 2 de recién diagnostico. Se encontré un aumento significativo del INL (p
<0.001), triglicéridos y hemoglobina glucosilada Alc en el grupo de pacientes con
diabetes en relacién al grupo control y una correlacion positiva del INL con el HOMA-IR;
en cuanto al grupo de diabéticos con resistencia a la insulina se observé una importante
elevacion de los neutréfilos a la vez de un decremento linfocitario . Shiny y cols.,
reportaron que existe un incremento relevante del INL en diabetes tipo 2, en comparacion
con pacientes con tolerancia a la glucosa alterada y sujetos sanos, con un aumento lineal

entre mayor sea la gravedad de la intolerancia a la glucosa, y una correlacion positiva del
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INL con la hemoglobina glucosilada Alc, glucosa en ayuno y HOMA-IR ). Por otro lado,
Sefil F y cols en pacientes con diabetes tipo 2, compararon el control metabdlico de la
glucemia con el INL y encontraron que en el grupo de pacientes con hemoglobina
glucosilada Alc mayor a 7% existia un conteo de leucocitos, neutréfilos e INL mayores
en comparacion con los que tenian hemoglobina glucosilada menor a 7%, mostrando una

correlacién positiva (r=0.577; p <0.001) ©.

Los pacientes con diabetes tipo 2, donde la inflamacion crénica juega un papel clave en la
patogénesis de la enfermedad, tienden a tener un INL elevado. De ese modo se refleja el
papel del INL como un marcador de la inflamacion sistémica con actividad desmedida de
los neutréfilos y la disminucion de la actividad de las células T reguladoras ¥, siendo asi
de utilidad para evaluar el pronéstico en estos pacientes ©. Aunque hay pocas
publicaciones que relacionen este indice con la prevalencia de enfermedades crénicas y
su valor pronéstico en la resistencia a la insulina entre la poblacién en general ¥, si se ha
encontrado que un INL elevado es un potente predictor independiente de DT2 en
obesidad mérbida ®®. Ademéas, puede ser un marcador predictivo fiable de etapas

(1617 y retinopatia diabética *®*9. Sin embargo, Bahadir

tempranas de nefropatia diabética
A et al no demostraron que los leucaocitos fueran marcadores Utiles en pacientes sin

diabetes pero si con obesidad y sindrome metabélico ??.

Por otro lado, son escasos los estudios en pacientes con diabetes tipol (DT1) en relacion
al indice neutrdfilo linfocito. Harsunen MH y cols encontraron que existe alteracién en la
homeostasis de leucocitos previa al inicio de la enfermedad, sugiriendo su involucro en la
patogénesis de diabetes tipol Y. Battaglia M, sugiere que los neutréfilos, ademas de
macréfagos, células dendriticas y linfocitos pueden tener un papel en la inmunopatologia

de diabetes tipo 1 ®* ),
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Ayhan H y cols, estudiaron pacientes con diabetes tipo 1 a los que se les realizé
ecocardiografia y encontraron correlacién negativa entre INL y los marcadores de rigidez
aodrtica e inflamacion. Proponen que un INL elevado puede ser una medicién util para

determinar el riesgo cardiovascular en pacientes con diabetes tipo 1 2.

Bulum y cols, sugieren que la disminucion de monocitos en suero, sumado a
concentraciones elevadas de neutrofilos, puede ser un marcador importante de

resistencia a la insulina en la diabetes tipo 1 ?¥.

Es poco lo referido en la edad pediatrica, se ha mencionado la presencia de neutropenia
periférica leve pero significativa que precede y acompania la aparicion de la diabetes tipo
1. En un analisis retrospectivo realizado en pacientes pediatricos de 4 a 17 afios con
diagnéstico reciente de diabetes tipo 1 se demostr6 que los neutréfilos circulantes
(2.6K/uL vs 3.4K/uL p< 0.0001) y las plaquetas (241K/uL vs 259K/uL p< 0.0046) fueron

significativamente menores que los niveles encontrados en los sujetos control 2.

Azab y cols, por su parte sugieren que existen diferencias raciales en la respuesta
inflamatoria y que los diferentes puntos de corte del INL deben definirse de acuerdo con la
raza, de esta manera encontraron que los participantes negros no hispanos tuvieron
valores medios del INL significativamente menores en comparacion con hispanos y a su
vez con los blancos no hispanos (1.76 vs 2.08 vs 2.24 p< 0.0001), reportando resultados
similares en nifios de 2 a 18 afios, con valores medios ligeramente mayores en nifios
hispanos vs nifios blancos y negros (1.63 vs 1.58 vs 1.26). Asociando Unicamente la

enfermedad cardiaca preexistente con un INL elevado en poblacién hispana .
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Aunque es conocida la asociacion entre el INL como indicador de la inflamacién sistémica
en pacientes con diabetes, a la fecha existen pocos estudios en adultos y escasa
informacién en poblacién pediatrica que evalle éste indice. Por lo tanto, es nuestro
objetivo determinar el INL en pacientes pediatricos con diabetes tipo 1 y tipo 2, de
acuerdo al grado de control metabdlico, en comparacion con nifios sanos. Se postula que
existe una diferencia en el INL de acuerdo con el grado de control glucémico en pacientes

con diabetes tipo 1y tipo 2.
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lll. MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio transversal, analitico, prolectivo y observacional en el servicio de
Endocrinologia Pediatrica del Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”, Centro
Médico Nacional “La Raza” del IMSS, previa aprobacién por el Comité Local de
Investigacion en Salud 2015 de la UMAE Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez

Garza”, CMN “La Raza” del IMSS, con No. R-2015-3502-121.

Se incluyeron a todos los pacientes del género masculino y femenino atendidos en el
Servicio de Endocrinologia Pediatrica de julio 2014 a junio de 2015, con edad de 8 a 16
afos, con diabetes tipo 1 y 2 menor a 3 meses de diagndstico de acuerdo a los criterios
de la ADA ®®y un grupo de control sano. Se obtuvo la firma del consentimiento informado
por el padre o tutor y del asentimiento por parte del nifio mayor de 8 afios (ver anexos).
Se excluyeron a los pacientes con enfermedades concomitantes que pudieran elevar la
cuenta leucocitaria, cualquier enfermedad aguda o infeccién en los Gltimos 3 meses y uso

de medicamentos que pudieran alterar el metabolismo de la glucosa y/o lipidos.

Se realiz6 examen fisico que incluyé medicién de peso en una bascula marca Braunger
calibrada en kilogramos y gramos, con ropa ligera. Talla con un estadimetro calibrado en
metros y centimetros. La Tension arterial se midié con un esfigmomandémetro aneroide
(marca Medistar) previo reposo de 10 minutos del paciente ®”. Se calculé el indice de
masa corporal con la expresion matematica: peso en kilogramos entre talla en metros
cuadrados (kg/m?). Finalmente se percentilaron ®® los datos de peso, talla y presién
arterial de acuerdo a género y talla, y los datos fueron registrados en la hoja de

recoleccién de datos.
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Posteriormente, previo ayuno de 12 horas y antes de la administracion de la dosis
matutina de insulina en los sujetos con diabetes tipo 1, con el paciente en sedestacion se
tomd muestra sanguinea de 10 ml mediante puncidén venosa periférica, la cual se repartid
en dos tubos, el primero un tubo seco, previa centrifugacion para determinar glucosa,
mediante espectrofotometria por el método enzimatico-colorimétrico con glucosa oxidasa
y p-aminofenazona (GOD-PAP), por medio del modulador PP de Roche/Hitachi
912/MODULAR: ACN 525. Para los triglicéridos, colesterol total y colesterol-HDL se
utilizé el analizador Roche/Hitachi 912/MODULAR: ACN 78. Creatinina por Cromatografia
Gaseosa (GC) acoplada a Espectrofotometria de Masa por Dilucién Isotdpica (IDMS)®,
por el analizador Roche modular ISE 900, p800. En el segundo tubo con anticoagulante
EDTA, se determiné biometria hematica completa mediante el analizador automatizado
Sysmex/XE-2100. La hemoglobina glucosilada Alc, mediante electroforesis de proteinas
de acuerdo al National Glycohemoglobin Standardization Program, por el analizador
Roche modular ISE 900, p800. El punto de corte para determinar el control metabdlico fue
de 7.5%, de acuerdo con las recomendaciones de la ADA ©®. Todas las muestras se
procesaron en el laboratorio de 50 piso de la UMAE Hospital General “Dr. Gaudencio

Gonzalez Garza”, CMN La Raza.

Los datos obtenidos fueron capturados en una base de datos en Excel. Se sometieron a
analisis estadistico con el programa SPSS V.17.0. Se realiz0 estadistica descriptiva,
medidas de tendencia central y de dispersiéon de acuerdo al nivel de cada una de las
variables, se realizé prueba de ANOVA o Kruskal Wallis para evaluar las diferencias entre
los 3 grupos de pacientes con diabetes tipol vs diabetes tipo 2 y controles sanos y para
evaluar las diferencias de acuerdo al nivel de HbA1c entre 2 grupos con “t” de Student o U

de Mann Whitney y para las variables nominales X>.
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IV. RESULTADOS

Se incluyeron 131 sujetos: 46 (35.1%) con diabetes tipo 2 (DT2), 49 (37.5%) con diabetes
tipo 1 (DT1), y 36 controles (27.4%). Fueron 69 mujeres (52.7%) y 62 hombres (47.3%).
En el grupo de DT2 fueron 26 (19.8%) mujeres y 20 (15.3%) varones con edades de
12.7+1.7 afos; en el grupo de DT1 22 (16.8%) mujeres y 27 (20.6%) hombres con edades
de 11.6+2.1 afos, y del grupo control 21 (16%) correspondieron al género femenino y 15

(11.5%) al género masculino con edad de 12.6+1.7 afios.

30 1

25 A

B hombres

i mujeres

10 +

DT2 DT1 Sanos

En cuanto al peso e IMC estos se encontraron en promedio méas elevados en los
pacientes con DT2 (66.3+15.2kg y 26.8+6kg/m?), en comparacion con los pacientes con
DT1 (peso de 41.6x13.1kg e IMC de 19.0+3.5kg/m?) y los controles sanos (peso de

47.0+15.9kg e IMC de 19.4+4.3kg/m?).

Las caracteristicas antropométricas de la poblacién en estudio se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y metabdlicas de la poblacion estudiada.

Sexo (F/M)

26/20

22/27

21/15

0.382

0.869

Edad (afios) 12.7+£1.7 11.6£2.1 12.6£1.7 0.016 0.768 0.035 0.011
IMC (kg/m2) 26.8+6.1 19.0+3.5 19.4+4.3 <0.001 <0.001 0.679 <0.001
Peso (kg) 66.3+15.2 41.6+13.1 47.0+15.9 <0.001 <0.001 0.086 <0.001
Talla (cm) 151.1+25.8  142.7424.6 153.9+12.2 0.003 0.760 0.008 0.002
TAS (mmHg) 104.8+8.8 93.949.3 93.7+7.8 <0.001 <0.001 0.908 <0.001
TAD (mmHg) 65.148.1 60.84+6.7 61.44+8.3 0.051 0.116 0.541 0.014
HbAlc (%) 8.1+2.4 8.8+2.6 5.3+0.84 <0.001 <0.001 <0.001 0.159
Glucosa 115.4+33.9** 107.6x47.5 87.3+7.3 <0.001 <0.001 0.033 0.048
(mg/dl)

Urea (mg/dl) 27.049.3 27.8+7.7 26.249.2 0.725 0.707 0.408 0.567
Creatinina 0.51+0.13 0.53+0.15 0.63+0.17 0.003 0.001 0.007 0.721
(mg/dl)

Colesterol 160.0+£38.8  161.2+35.2 153.9+28.9 0.614 0.438 0.315 0.872
(mg/dl)

C-LDL (mg/dl) 92.6+36.9**  128.4+38.8 135.9+26.6 <0.001 <0.001 0.320 <0.001
C-HDL (mg/dl) 41.1+£12.7* 53.0+14.1 50.5+10.6 <0.001 0.001 0.384 <0.001
Trigliceridos 133.7+£75.9 86.8+58.7 90.0+39.7 <0.001 0.001 0.237 <0.001

(mg/dl)
Se realizé Kruskal-Wallis*; U de Mann-Whitney**; Significancia estadistica p < 0.05 (en

negrita).

Como era de esperar, hubo diferencias significativas entre los tres grupos en todos los
parametros excepto el sexo, la presion arterial diastélica, urea y colesterol total. La
tension arterial sistolica y diastdlica se encontr6 més elevada en el grupo de DT2 en
comparacion con DT1 (104.848.8/65.1+8.1mmHg vs 93.949.3/60.8+6.7mmHg). Sin
embargo, al comparar la DT1 frente a la DT2, los Unicos pardmetros sin significancia

estadistica fueron: el sexo, la HbAlc, urea, creatinina y el colesterol total.

El recuento leucocitario diferencial y el INL se muestran en la Tabla 2. La cuenta de
leucocitos fue de 7.6£2.0 K/uL, 6.4£1.7 K/uL y 6.8+2.0 K/puL para DT2, DT1 y controles

sanos respectivamente. Se observaron diferencias entre los 3 grupos en cuenta de
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leucocitos, neutréfilos y monocitos. Estas diferencias persistieron al comparar DT 2 y DT
1, junto con los linfocitos (p = 0.049). Sin embargo, el INL fue similar entre los grupos:

1.58+0.61 en DT2 vs 1.55+1.07 en DT1 y 1.53+1.04 en los controles.

Tabla 2. Recuento leucocitario diferencial e INL.

Leucocitos 7.6x2.0
(K/uL)

Neutrofilos 41+1.4 3.3+1.7 3.6+£1.8 0.002 0.006 0.575 0.001
(K/uL)

Linfocitos 2.7+£0.8 2.4+0.7 2.5+£0.6 0.122 0.302 0.361 0.049
(K/uL)

\lelgleleliers | 0.54+0.17 0.42+0.13 0.48+0.21 0.003 0.179 0.080 <0.001
(K/uL)

=eplenilesi ] 0.18+0.12 0.19+0.16 0.17+0.16 0.537 0.256 0.519 0.636
(K/uL)

Basofilos 0.02+0.01 0.03+0.01 0.02+0.01 0.870 0.677 0.949 0.630
(K/uL)

=iieleliers | 5.18+0.4 5.16+0.71 5.16+0.41 0.115 0.740 0.653 0.421
(M/uL)

Hb (g/dL) 15.1+1.1 14.7+1.3 15.0+1.1 0.195 0.515 0.303 0.083
Hct (%) 43.5+2.9 43.6+£3.7 44.2+3.5 0.555 0.283 0.402 0.885
MCV (fL) 84.0+4.2 86.1+4.0 85.9+3.7 0.013 0.017 0.975 0.008
MCH (pg) 29.5+2.1 29.0+1.4 29.1+1.6 0.438 0.389 0.843 0.236
MCHC 34.7+1.3 33.7¢1.1 33.9+1.2 <0.001 0.005 0.375 <0.001
(g/dL)

HEGEEEE T 269.5479. 271.8458. 267.7+57. 0.961 0.913 0.752 0.871
(K/uL) 4 3 3

INL 1.58+0.61 1.55+1.07 1.53+1.04 0.124 0.057 0.817 0.101

Se realiz6 Kruskal-Wallis*; U de Mann-Whitney**; Significancia estadistica p < 0.05 (en
negrita).

Hb=Hemoglobina; Hct=Hematocrito; MCV=Volumen Corpuscular Medio;
MCH=Hemoglobina Corpuscular Media; MCHC=Concentracion Media de Hemoglobina
Corpuscular; INL= Indice Neutréfilos/Linfocitos.

6.4+1.7

6.8+2.0 0.009

La Tabla 3 muestra las caracteristicas antropométricas y metabdlicas de los pacientes con

diabetes tipo 1y tipo 2, de acuerdo con el control metabdlico valorado por HbAlc. En los
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pacientes con DT2, sélo la HbAlc mostré diferencias de acuerdo con el control
metabdlico, aunque sorprendentemente ningln otro parametro fue estadisticamente
significativo. Sin embargo, en la DT1, la HbAlc como era de esperarse, el colesterol total
y HDL tuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001, p=0.008 y p=0.003

respectivamente).

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y metabdlicas de los pacientes con

diabetes tipo 1y tipo 2, de acuerdo con grado de control metabdlico.

<7.5% n=22 27.5% n=24 <7.5% n=16 27.5% n=33
Edad (afios) 12.7+1.6 12.6+1.8 0.852 11.8+1.9 11.5+2.3 0.720
IMC(kg/m?) 26.4+7.6 27.2+4.5 0.688 19.8+2.8 18.7+3.7 0.295
Peso (kg) 68.0+14.7 64.9+15.9 0.519 44.5+12.3 40.3+13.5 0.307
Talla (cm) 148.0+37.0 153.6+10.2 0.362 138.0+39.6 144.8+13.7 0.252
TAS (mmHg) 104.4+8.9 105.248.9 0.689 91.3+7.4 95.1+9.9 0.276
TAD (mmHg) 63.1+6.7 66.71+9.0 0.190 59.345.9 61.5+7.1 0.322
HbAlc (%) 6.22+0.63 9.98+2.13 <0.001 6.03+0.98 10.02+2.16 <0.001
Glucosa 105.1+19.2 124.8441.5 0.082 93.6+22.7 114.44#54.7  0.522
(mg/dl)

Urea (mg/dl) 29.049.7 25.14+8.6 0.158 27.446.2 27.9+8.4 0.816
Creatinina 0.51+0.12 0.53+0.13 0.947 0.57+0.16 0.52+0.15 0.272
(mg/dl)

Colesterol 157.9+439.8 161.9+385 0.728  142.3+33.8 170.3+32.6  0.008
(mg/dl)

C-LDL 88.2+37.2 96.6+36.9 0.447  124.7+33.2 130.2+41.6 0.643
(mg/dl)

C-HDL 43.1+14.7 39.3+10.4 0.310 44.7+11.9 57.0+13.4 0.003
(mg/dl)

dlellseieleler - 133.8+68.5  133.7+83.7  0.783 73.6+29.6 93.2+68.0 0.558
(mg/dl)

Se realiz6 U de Mann-Whitney; Significancia estadistica p < 0.05 (en negrita).

El recuento leucocitario diferencial y el INL de los pacientes segun el grado de control

metabodlico se muestran en la Tabla 4. Como habiamos planteado en la hipoétesis, al
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separar a los grupos segun el grado de control metabélico, el INL fue significativo en DT 2

y DT1 (p=0.045 y p=0.035 respectivamente).

Tabla 4. Recuento leucocitario diferencial e INL de los pacientes segun el grado de

control metabdlico.

<7.5% 27.5% <7.5% 27.5%

n=22 n=24 n=16 n=33
Leucocitos 7.2+2.0 8.0+1.9 0.189 6.1+1.0 6.5+2.0 0.495
(K/uL)
Neutroéfilos 3.7+1.3 45+15 0.059 3.4+1.3 3.3+1.8 0.254
(K/uL)
Linfocitos 2.7+0.7 2.7+0.8 0.764 2.1+0.6 2.5+0.7 0.055
(K/uL)
Monocitos 0.50+0.15 0.58+0.18 0.735 0.40+0.13 0.43+0.13 0.472
(K/uL)
Eosinéfilos 0.20+0.13 0.18+0.11 0.652 0.19+0.14 0.20+0.17 0.991
(K/uL)
Basofilos 0.03+0.01 0.03+0.01 0.325 0.03+0.01 0.03+0.02 0.670
(K/uL)
Eritrocitos 5.1+0.3 5.2+0.4 0.834 5.2+0.4 5.1+0.8 0.136
(M/uL)
Hb (g/dL) 14.9+1.0 15.3+1.2 0.303 15.1+1.5 14.5+1.1 0.144
Hct (%) 429425 44.0+3.3 0.239 44.2+4.0 43.2+3.6 0.387
MCV (fL) 83.0+4.2 84.8+4.2 0.135 8.2+4.0 87.1+£3.7 0.037
MCH (pg) 28.9+1.6 30.0+2.3 0.070 28.7+1.7 29.2+1.2 0.298
MCHC 34.6+1.3 34.9+1.2 0.417 34.1+1.2 33.5+£1.0 0.063
(g/dL)
Plaguetas 300.5+71.8 241.0+76.5 0.009 269.2462.2 273.0#57.3 0.833
(K/uL)
INL 1.35+0.34 1.80+0.73 0.045 1.83+0.99 1.42+1.1 0.035

Se realiz6 U de Mann-Whitney; Significancia estadistica p < 0.05 (en negrita).

El INL correlacion6 con neutrofilos, linfocitos y leucocitos (p<0.001), monocitos (p=0.001),
c-HDL (p=0.006), triglicéridos (p=0.047) y percentil de IMC (p<0.001). En DT2 el INL fue
mayor en aquellos con pobre control metabdlico (HbAlc = 7.5%) (p=0.045), mientras que

en DT1 el INL fue mayor en los pacientes con buen control metabdlico (HbAlc <7.5%)
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(p=0.035). El INL mostré una correlacion positiva con HbAlc entre los dos tipos de
diabetes (r=0.837, p<0.001). Para disecar el efecto de las variables confusoras (INL,
percentil de IMC, triglicéridos, colesterol HDL y edad) y determinar la asociacion entre el
grado de control metabdlico se realiz6 analisis de regresion logistica, en la cual solo el INL

permanecio significativo (OR 3.093, 95% CIl 1.194-8.12, p=0.020) (Tabla 5).

Tabla 5. Anadlisis de regresién logistica de factores independientes de acuerdo al

grado de control metabdlico (HbA1c 2 7.5%).

INL 1.194-8.12
Edad -0.239 0.788 0.603-1.029 0.080
IMC (percentil) 0.624 1.866 0.596-5.838 0.284
Colesterol-HDL 0.253 1.288 0.446-3.719 0.253

Triglicéridos 0.241-3.138
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V. DISCUSION

Nuestros hallazgos apoyan que existe una relacion entre el grado de control metabdlico
de acuerdo a HbAlc y el INL como marcador de aterosclerosis subclinica desde las
etapas iniciales de la enfermedad en pacientes pediatricos con DT1 y DT2. El INL mostré
significancia estadistica de acuerdo al grado de control metabdlico cuando se comparé en

los dos tipos de diabetes, aun ajustado para confusores.

El presente estudio apoya lo reportado por otros autores ya que los pacientes con DT2
presentan una cuenta leucocitaria mayor que los controles sanos &9 adultos con
obesidad moérbida y DT2 ™, en DT1 ®? y al igual que en nifios con DT1 ®Y. En las
diferentes publicaciones se han mostrado también a los leucocitos como marcadores de
inflamacién asociados a insulino-resistencia ® y su contribucion en el riesgo de desarrollar

DT2 9,

Se observaron también diferencias entre los 3 grupos en la cuenta de neutréfilos, cabe
mencionar que Lou et al encontraron incremento en el numero de neutréfilos en DT2
cuando se evalud con resistencia a la insulina de acuerdo al HOMA >2.0 @, En nuestro
estudio en pacientes con DT1 y DT2 persistieron elevados los neutréfilos y linfocitos, a
diferencia de Gkrania-Klotsas y cols quienes solo encontraron a los linfocitos asociados
con DT2 @. En otro estudio se encontré disminucion de los linfocitos asociados al grado
de hiperglucemia y DT1 . Es importante mencionar que en nuestro estudio tuvimos
diferencias significativas (p=0.049) al comparar los linfocitos de pacientes con DT1 y DT2
(30)

. Al respecto se refiere que existe un involucro del sistema inmune innato en la

patogénesis de la DT1, relacionado a la homeostasis de los leucocitos ya que en nifios
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con historia familiar de DT1 que presentaron autoanticuerpos positivos se han encontrado

disminuidos los leucocitos, neutréfilos y linfocitos en comparacion con controles sanos V.

En relacién a los niveles de monocitos encontramos diferencia al comparar entre los tres

grupos y entre DT1 y DT2 a diferencia de otros estudios realizados en adultos 7.

El INL entre los grupos (1.58+0.61 en DT2 vs 1.55+1.07 en DT1 y 1.53%£1.04 en los
controles sanos) fue similar a lo referido por Azab en cuanto a poblacion pediatrica
hispana sana (1.63, IC 95% 1.57-1.69) ®. Ya que el INL es un parametro dindmico que al
parecer posee un valor predictivo mayor que solo la cuenta leucocitaria ). Diversos
autores han mostrado que existe asociacion entre el INL como predictores de riesgo en
complicaciones micro y macrovasculares en pacientes con intolerancia a la glucosa y

diabetes tipo 2 ("415:18),

En relacién a las medidas antropométricas y bioquimicas, al comparar entre los tres
grupos se observo significancia estadistica al igual que otros autores en cuanto a TAS ),

HbAlc @"y triglicéridos .

Se encontrd diferencia al dividir los pacientes con DT1 y DT2 de acuerdo al grado de
control metabdlico (< 7.5% vs > 7.5%). En DT1 con el colesterol total y el C-HDL y en los
2 grupos para INL. De esta manera como habiamos planteado en la hipétesis, al igual que
Sefil y cols, el INL fue significativo en DT2 ® y DT1 . Por tanto nuestros hallazgos
apoyan la relacion que existe entre el porcentaje de HbAlc con el INL como marcador de

inflamacién subclinica en diabetes tipo 1y tipo 2.
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VI. CONCLUSIONES

Existen diferencias en el INL, leucocitos, neutrofilos y monocitos cuando se comparan

DT1, DT2y controles.

Al comparar DT1 vs DT2 persiste la diferencia estadistica entre INL y linfocitos.

El INL correlacion6 con el grado de control glucémico y permanecié significativo aun

después de ajustar para las otras variables estudiadas en poblacion pediatrica con DT1 y

DT2 de reciente inicio.
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VIIl. ANEXOS
ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION DE
PROTOCOLQOS DE INVESTIGACION CLINICA

Lugar: Fecha:

Por medio de la presente acepto que mi hijo (a) participe en el protocolo de investigacion
titulado:

Comparacion del indice neutrofilo/linfocito de acuerdo al grado de control
glucémico en pacientes con diabetes tipo 1, 2 y controles sanos.
Donde el objetivo es: Comparar el indice neutréfilo/linfocito de acuerdo al grado de control
metabdlico en pacientes con diabetes tipo 1 tipo 2 y controles sanos.

Registrado ante el Comité Local de Investigacién con el nimero
Se me ha explicado que la participacion consistird en: Una visita en donde se
realizard una historia clinica completa, que incluira la medicion de peso, talla, tension
arterial, donar y autorizar la toma de una muestra de sangre. Previo ayuno de 12 horas se
tomara la muestra de sangre mediante puncion venosa periférica, la cual se repartira en
dos tubos, el primero un tubo seco, para determinar glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL,
creatinina y el segundo tubo con anticoagulante EDTA para determinar biometria
hematica completa y hemoglobina glucosilada Alc. En ningln caso la cantidad de sangre
obtenida sera mayor de 10-15 ml para cada participante.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio,
gue son los siguientes: las molestias de la venopuncion, o un “moretén”. El investigador
principal y el equipo médico, se ha comprometido a darme informacion oportunaa miy a
mi médico tratante, sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser
ventajoso para mi tratamiento; asi como responder a cualquier pregunta y aclarar
cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran al cabo, los
riesgos y beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion. Ademas, de
informarme los resultados de la investigacion. Entiendo que conservo el derecho de
retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que con
ello afecte la atencién médica que recibo del instituto. El investigador principal me ha dado
seguridades de que no se me identificard en las presentaciones o publicaciones que
deriven del estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en
forma confidencial a través de un cddigo alfanumérico que sélo conoce el investigador
principal. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que
se obtenga durante el estudio, aunque esto pudiera hacerme cambiar de opinién respecto
de mi permanencia en el estudio. Para el estudio: por favor marque con una X una de las
opciones que se presentan abajo (Unicamente debe indicar la opcién que corresponda).

[__] No autorizo que se tome la muestra para las pruebas

[ ] Siautorizo que se tome la muestra para las pruebas de este estudio y su empleo para
estudios futuros.
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Declaro que se me ha informado ampliamente acerca de los riesgos y/o inconvenientes,
derivados de la participacion de mi hijo (a) en el estudio, los cuales se originan del tiempo
gue se ocupe para el interrogatorio, de la recoleccion de datos clinicos. Los resultados de
laboratorio que se analizaran serdn los que se obtengan de los examenes solicitados
como parte del estudio habitual de mi hijo (a).

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador responsable: Dra. Lorena Lizarraga Paulin al teléfono 57245900 ext. 23499
Colaboradores: Dra. Rita Angélica Gomez Diaz y Dra. Xalin Zucell Antonio Rosas al
teléfono 57245900 ext. 23499.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56 27 69 00 extensibn 21230, Correo electronico:
comision.etica@imss.gob.mx.

Nombre y firma del padre o tutor

Nombre y firma Nombre y firma
ler Testigo 2° Testigo
Dra. Lorena Lizarraga Paulin Dra. Xalin Zucell Antonio Rosas
Investigador principal Investigador asociado
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ANEXO 2. ASENTIMIENTO PARA SUJETOS PEDIATRICOS — CASOS-

Hola (nombre del nifio-a-), estamos invitando a nifios con diabetes tipo 1 como td a
participar en un estudio para tratar de entender un poco mas, acerca de cémo influye el
grado de control metabolico de la enfermedad sobre tus 6rganos del cuerpo.

Seria importante que participaras, pero no es obligatorio, tu participacion consiste en
contestar unas preguntas en conjunto con tus padres, pesarte, medirte, tomarte la presion
arterial y tomar una muestra de sangre como en el laboratorio de andlisis clinicos, que
puede causar dolor y dejar un moreton, que son pasajeros.

¢ Estas de acuerdo en participar?
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ANEXO 3. ASENTIMIENTO PARA SUJETOS PEDIATRICOS — CASOS-

Hola (nombre del nifio-a-), estamos invitando a nifios con diabetes tipo 2 como td a
participar en un estudio para tratar de entender un poco mas, acerca de cémo influye el
grado de control metabolico de la enfermedad sobre tus 6rganos del cuerpo.

Seria importante que participaras, pero no es obligatorio, tu participacion consiste en
contestar unas preguntas en conjunto con tus padres, pesarte, medirte, tomarte la presion
arterial y tomar una muestra de sangre como en el laboratorio de analisis clinicos, que
puede causar dolor y dejar un moreton, que son pasajeros.

¢ Estas de acuerdo en participar?
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ANEXO 4. ASENTIMIENTO PARA SUJETOS PEDIATRICOS — CONTROLES-

Hola (nombre del nifio-a-), estamos invitando nifios que son sanos a participar en un
estudio para comparar y/o tratar de entender un poco mas acerca de cémo influye el
grado de control metabdlico de la enfermedad sobre los 6rganos del cuerpo en algunos
nifos con diabetes tipo 1y tipo 2.

Seria importante que participaras, pero no es obligatorio, tu participacion consiste en
contestar unas preguntas en conjunto con tus padres, pesarte, medirte, tomarte la presion
arterial y en tomar una muestra de sangre como en el laboratorio de analisis clinicos, que
puede causar dolor y dejar un moretdn, que son pasajeros.

¢ Estas de acuerdo en participar?
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ANEXO 5. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

ENDOCRINOLOGIA PEDIATRICA

Fecha: /]

Nombre:

Teléfono:

NSS: Edad: Sexo: M

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Diabetes tipo 1: (SI) (NO) Fechade diagnéstico:__ / /

Diabetes tipo 2: (SI) (NO) Fechadediagnéstico:___ / /

Toma algtn medicamento: (SI) (NO) Cudles:

Inflamacién y/o infeccion aguda (menor a 15 dias): (SI) (NO)

Cual:

Otras:

SOMATOMETRIA
Peso Talla IMC
PP PT P IMC
TA
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LABORATORIO

Colesterol

LEUCOS

LINFOS
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ANEXO 6. IMC SEGUN EDAD, SEXO FEMENINO

2 a 20 afios: Nifias Mombre :
Percentiles del indice de Masa Corporal por edad # da Archivo
Fecha | Edad | Peso | Estawra |  IMC* Comentarios
IMC—
35_
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—— 31 —
- 30—
*Para calcular ol IMC: Paso (kgs) + Estetura fom] + Estahus fomi € 10000
@ Feso (bs) + Esatur (puigadas) + Esalan (puigacdas) x 703 — 25—
—IMC P - 28—
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=27 27 —
- =t
= 28 85 26—
i — 'a'! .E"EJ
— 25 - a = s 25 —
7 = = B
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— 24 7 = ~ 3 24—
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— 22 SZES==S=ass — 122
— 2 AT = =5 21
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— 18 SE =1 = A - 18—
] = = = L-u__|.=
— 1B S 'FE'?F = = = — - 18—
: = . = ====n
— 17 _E[_ - q,p —— - _.-_.--l'-'- 17—
= = = =F
— 18—k LA = 16—
15 = = = 15—
_5 _T T i .
— 14— g%‘-" 14—
13 13—
— 12 12—
kgs/m” EDAD (ANOS) kgs/m'

2 3 4 5 & T & 8% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Pusbbizacio ol 39 ce maya el 2000 (modificado ol 16 de oclutes del 2000] oy =,
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ANEXO 7. IMC SEGUN EDAD, SEXO MASCULINO.

2 a 20 afios: Nifios Mombre :
Percentiles del Indice de Masa Corporal por edad # da Archivo
Facha Edad Peso Eslziura IhAC* Camentanos
IMC—
3_5_
34_
33_
32—
31—
r 3{!—
*Para calCular ol IMC: Pass (kgs) + Estawra (om) + EStEnms [om] x 10,000 H52
o Peso (bs) + EMANT (pUigacas) & ESansm {puigadas) © 703 — 26—
=t
—IMC P — 28—
a0
— 27 o AT a7
d
— 26 x - JE.EI'“ 26—
- 25 - = - 25 —
- =
— 24 - 'E-ﬁ B 24—
23 == = F 23 |
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18NS : = == - ;P;F 18
= =T - P
L 17 — == 17 —
= — t — = T ==
— 18 === i : = = 16—
— 15 = — -h_ —+ 15—
= =
14 14—
— 13 13—
— 12 12—
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2 3 4 &5 6 FT 8 8 10 11 12 13 14 15 16 1F 18 19 20
Prablzacio al 30 che mays ceel 2000 h L L1 ] cal 2K i, "
FUENTE: Dissarroitacio por ol Cortro Nacimal de Extacisticss e Salud en colsborain con o (D
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