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Abreviaturas
AC: Anticuerpo

Actividad clinica: En este trabajo se refiere a la calificacion obtenida en un indice
denominado DAS28 (Disease Activity Score de 28 articulaciones)

ADP: Adenosin difosfato

Ag: Antigeno

ATPIII: Panel de tratamiento para el adulto 11l
AR: Artritis Reumatoide

BH: Biometria Hematica

DAS28: Calificacion que mide en 28 articulaciones el numero de articulaciones
inflamadas, numero de articulaciones dolorosas, velocidad de sedimentacién globular
(VSG)

CD40-L: Ligando CD40

DM: Diabetes Mellitus

EDTA: Acido Etilen Dlamino Tetracético

EGO: Examen general de orina

ELISA: Enzyme Linked Inmunoabsorbent assay
EVA: Escala Visual analoga

FvW: Factor de von Willebrand

GIMC: Grosor intima- media carotidea

HAQ: Health Assessment Questionnaire

HDL: Lipoproteina de alta densidad

HOMA IR: Homeostasis model assesment (Determina Resistencia a insulina)
IDARE: Inventario ansiedad rasgo- estado

IDF: Federacion internacional de diabetes
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IFP: Interfalangico proximal

IL-1: Interleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

KDa: Kilodaltons

LDL: Lipoproteina de baja densidad

MCF: Metacarpofalangica

MTF: Metatarsofalangica

MTX: Metotrexato

OMS: Organizacion mundial de la salud

ON: Oxido Nitrico

PAI-1: Inhibidor del activador tisular del plasminogeno tipo 1
PCR: Proteina C reactiva

QS: Quimica sanguinea

TA: Tension arterial

TNFa: Factor de necrosis tumoral alpha

t PA: Activador tisular del plasminégeno

u PA: Activador del plasmindgeno tipo urokinasa

VSG: Velocidad de sedimentacion globular
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BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
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RESUMEN

BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE (AR) Y SU RELACION CON ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y
SINDROME METABOLICO.

Entre las principales causas de morbimortalidad en AR se encuentra la enfermedad
cardiovascular. Se postula una relacién entre inflamacién y disfuncién endotelial.

El objetivo del presente estudio fue medir por ultrasonido el grosor de la intima-media
carotidea en pacientes con AR y evaluar su correlacion con actividad inflamatoria,
biomarcadores de disfuncién endotelial y sindrome metabdlico en comparacion con un
grupo control.

PACIENTES Y METODOS: Incluimos 37 pacientes con AR y 37 controles pareados por
edad (+ 3 afos) y género. Se analizaron 50 variables clinicas y 33 de laboratorio, entre
ellas las demograficas, las antropométricas, los factores de riesgo cardiovascular, las
relacionadas con la enfermedad, las metabdlicas (lipidos, glucosa, insulina, HOMA), las
funcionales (HAQ), las de actividad clinica (DAS-28), las emocionales (IDARE), el grosor
intima- media carotidea (GIMC) por ultrasonido y la prueba clinica de disfuncién endotelial
por medio de vasodilatacion mediada por flujo. Andlisis estadistico: Comparacion entre
casos y controles de las diferentes variables con estadistica no paramétrica (chi
cuadrada, exacta de Fisher, U de Mann-Whitney, correlacion de Spearman). La
significancia estadistica se estableci6é con un nivel de alfa de 0.05.

RESULTADOS: A pesar de no encontrar diferencia entre pacientes y controles en

factores de riesgo para enfermedad cardiovascular tales como hipertriglicéridemia,
hipercolesterolemia, hiperglucemia, sedentarismo e hipertension arterial. Los
Biomarcadores en pg/ml: Casos: x/ DE versus Controles x/ DE; valor de p: IL-6 10/13.1 vs
4.6/2.4; p=0.01; TNFa 12.8/9 vs 9.8/8.7; p=0.158; PAI-1 42.2/16.8 vs 29.1/11.6; p<0.0001;
CD40-L 452.6/616.2 vs 180.1/126.9; p=0.012; Biomarcador en pg/ml Casos x/DE versus
Controles x/DE ; valor de p: PCR .8767/.1436 vs .5215/.3315 p<0.0001; biomarcador en
porcentaje Casos x/DE versus Controles x/DE; valor de p: FWW 452.6/616.2 vs
180.1/126.9; p=0.002 .La prevalencia de sindrome metabdlico fue de en 14 pacientes
(37.8%) y de en 15 controles (40.5%). Se hizo una correlaciéon entre GIMC vy
biomarcadores mostrando una correlacion positiva entre GIMC y TNFa rho=.409 y
p<0.0001.

CONCLUSIONES: Encontramos que a 7 afios en promedio de evoluciéon de la
enfermedad los pacientes presenta diferencia al compararlos con sujetos
aparentemente sanos, en mediciones de biomarcadores tanto de dafio endotelial
como inflamatorios. Esto no es del todo explicado por factores de riesgo para
enfermedad cardiovascular. Sin embargo no fue asi en los estudios radiol6gicos tal
como la prueba clinica de funcion endotelial y la medicion del complejo intima
media carotidea.
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BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
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ABSTRACT

BIOMARKERS OF ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN RHEUMATOID ARTHRITIS
PATIENTS.ASSOCIATION WITH DISEASE ACTIVITY, TREATMENT AND METABOLIC
SYNDROME.

Cardiovascular disease is found as one of the main causes of morbidity and mortality in
Rheumatoid Arthritis (RA).Patients with RA and metabolic syndrome have higher levels of
disease activity. An association between inflammation and endothelial dysfunction has
been proposed.

The aim of the present study was to assess the prevalence of endothelial dysfunction
and its relation with metabolic syndrome, disease activity and treatment in Mexican
patients with RA.

PATIENTS AND METHODS: 37 patients with RA and 37 sex and age (+/- 3 years)
matched controls were included in the study. 50 clinical and 33 laboratory variables were
analysed, among them: demographic, anthropometric, traditional and nontraditional
cardiovascular risk factors, disease- related, metabolic (lipid profile, glucose, insulin,
HOMA), functional (HAQ), disease activity (DAS-28), emotional (IDARE), endothelial
dysfunction assessed by endothelial dependent flow-mediated dilation (ED-FMD) and
intima media thickness (IMT) and specific biomarkers. Statistical analysis: We used
independent t test to compare cases and controls for different variables. Two-sided p
values of <0.05 were considered statistical significant.

RESULTS: We don’t find difference between patients and controls in cardiovascular
risk factors, like triglycerides increased, glucose and LDL increased, hypertension
and sedentary. We find increased in patients with RA but don’t in controls levels of
biomarkers as IL-6, PCR, PAI-1, FvW, CD40-L.

However we don’t find difference on carotid ultrasound measurement on intima
media thickness or in the assessment of endothelial function.

This is a cohort reviewed 2 years ago, we find currently that the patients have more
activity disease measured for DAS 28, however don’t have difference in the
disability determined by HAQ.

CONCLUSIONS: We find that 7 years of disease evolution the patients have
differences compared with the controls in levels of biomarkers. This don’t be
explained for cardiovascular risk factors. Therefore the measurement of intima
media thickness and assessment of endothelial function don’t have differences.
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BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
METABOLICO.

1.-INTRODUCCION.

La artritis reumatoide es una enfermedad cronica, autoinmune, inflamatoria, sistémica, de
distribucion mundial, con una prevalencia en México de 1% . Su incidencia global es de
48 casos por 100 000 habitantes por afio. Entre las principales causas de morbilidad y
mortalidad se encuentran la enfermedad cardiovascular, las infecciones y las

enfermedades gastrointestinales. (1)

La mortalidad se incrementa con los siguientes factores de riesgo: tener edad avanzada,
ser del género masculino, tener mayor deterioro funcional, presentar el factor reumatoide
positivo, un mayor numero de articulaciones inflamadas y un bajo nivel socioeconémico
(1).Se sugiere que el aumento de la morbilidad por enfermedad cardiovascular en
pacientes con AR es debido al aumento de la actividad inflamatoria a nivel sistémico y ello

pudiese asociarse con dafio endotelial. (2)

El endotelio vascular mas que una capa que recubre los vasos sanguineos es una
estructura con multiples y variadas funciones. Entre ellas resaltan la regulacion del tono
vascular a través de sintesis y liberacién del oxido nitrico; desempefia también un
importante papel en la fisiologia de la inmunidad ya que permite el paso de neutrdfilos y
macrofagos y actia ademas como regulador manteniendo el equilibrio entre coagulacion y

fibrindlisis, sintetizando tanto factores protrombéticos como anticoagulantes. (3)
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2.-MARCO TEORICO.

2.1.- ANTECEDENTES.

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune, cronica, inflamatoria, sistémica y
de etiologia mdltiple. Presenta una distribucion mundial, con una mayor frecuencia en
mujeres (6:1); puede iniciar a cualquier edad, pero con mayor frecuencia es entre la 4° y
6° década de la vida. El mal prondstico en los pacientes con AR se asocia con datos de
actividad inflamatoria persistente, presencia de nédulos reumatoides, factor reumatoide
positivo a titulos altos, menor edad de inicio de la enfermedad, género masculino, bajo
nivel cultural e historia de tabaquismo.

Existen varios factores genéticos predisponentes. Uno de los mas conocidos es el epitopo
compartido que se ha encontrado presente en diversas poblaciones que incluyen estudios
en mexicanos. Otros genes se han asociado con esta enfermedad. Al parecer ciertos
factores ambientales interactian con dichos genes y aumentan el riesgo de padecer la
enfermedad. Uno de ellos, probablemente el mejor estudiado es el tabaquismo que
aumenta el riesgo con un gradiente que ha sido consistente en diversas poblaciones. Se
ha postulado que la infeccion periodontal pudiese ser especialmente importante como
disparador de la enfermedad. Otros factores ambientales como la exposicion a

insecticidas parecen incrementar el riesgo de desarrollar AR.

2.2.- ARTICULACIONES SINOVIALES:

Las articulaciones diartroideas, es decir las que tienen membrana sinovial se consideran
especialmente importantes en AR. La membrana sinovial es el 6rgano de choque de este
padecimiento sistémico. Revisamos la anatomia vy fisiologia de estas articulaciones para
entender mejor la fisiopatogenia.

Las articulaciones sinoviales estan conformadas de dos extremos 0seos cubiertos por
cartilago hialino, una capsula articular y ligamentos. Tienen también liquido en su interior

“liquido sinovial” segregado por la membrana sinovial.
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a).-La capsula articular consta de una capa externa de tejido conectivo denso y una capa
interna “membrana sinovial” que presenta pliegues que salen hacia el espacio articular.

La membrana sinovial consta de una capa de tejido conjuntivo laxo o subintima y una
capa de células de revestimiento o sinoviocitos.

Hay dos tipos de sinoviocitos, los tipo A y los tipo B; los primeros son células fagociticas
que proceden de la medula 6sea de la linea monocito- macrofago, mientras que los
segundos son indistinguibles de los fibroblastos y proceden de células del mesénquima
local.

Entre las funciones que se destacan de los sinoviocitos estan; limpiar el liquido sinovial,
segregar proteinas, sintetizar componentes de la matriz extracelular, como células
presentadoras de antigenos, regulan el recambio del liquido sinovial, regulan el
metabolismo del cartilago articular y el flujo sanguineo sinovial.

b).- Cartilago articular: Es el tejido que cubre las partes 6seas de la articulacion y
constituye su superficie de carga.

No tiene vasos sanguineos ni linfaticos y su nutricion la obtiene a través del liquido
sinovial; esta constituido por fibras de colageno tipo Il y proteoglicanos.

El cartilago articular es muy activo metabdlicamente, siendo capaz de cambiar su
contenido en 8 dias y esto aumenta cuando existe una lesion.

c).- Vascularizacion articular: Vienen de los vasos que entran al hueso subcondral y
forman un circulo arterial. Este circulo proyecta 2 o 3 plexos a las zonas mas profundas
de la membrana sinovial. Hay dos tipos de capilares, los superficiales y los profundos.

d).- Inervacion articular: hay fibras mielinicas, amielinicas simpaticas y amielinicas
nociceptivas.

Las mielinicas son encargadas de la propiocepcion a través de los 6rganos terminales de
Ruffini; las amielinicas simpaticas controlan el tono de los vasos sinoviales y finalmente
las amielinicas nociceptivas en forma de terminales libres se encargan de reconocer los
estimulos dolorosos.

e).- Meniscos y ligamentos: los meniscos estan constituidos por cartilago fibroso, tienen
como funcién dar estabilidad a las articulaciones y solo se encuentran en algunas

articulaciones como por ejemplo rodilla. Los ligamentos estan formados por tejido
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conectivo denso y su funcién es mantener los extremos 6seos de la articulacion en

contacto.

f).- Liquido sinovial: Es un liquido claro ligeramente amarilloso, es un dializado del plasma

con productos de los sinoviocitos tipo B. Varia en cantidad en cada articulacion, gracias a

su contenido de acido hialurénico no es reabsorbido por los vasos linfaticos. (4)
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Figural anatomia de la articulacion sinovial.
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2.3.- FISIOPATOLOGIA DE ARTRITIS REUMATOIDE:

La afeccion en la articulaciébn reumatoide tiene 3 componentes principalmente: procesos
autoinmunes, inflamacion articular crénica y destruccion de cartilago, hueso y
articulaciones. Las dos primeras etapas son asintomaticas mientras que la tltima presenta
los datos clinicos caracteristicos de la AR. (5)

El dafio se inicia en endotelio microvascular con edema e infiltrado de polimorfonucleares.
Después la sinovial se hipertrofia y se produce edema que sale a la cavidad articular y en
el estroma subsinovial aparecen acumulos nodulares de células mononucleares y
plasmaéticas. (4)

Entre los nédulos hay acumulos difusos formados por macréfagos, linfocitos T, linfocitos
B y células plasmaticas. Este proceso inflamatorio sinovial esta acompafado de
proliferacion celular masiva “pannus” formado por macréfagos y fibroblastos activados que
erosionan cartilago, hueso, tendones y ligamentos. (4)

La lesion en la articulacion reumatoide se inicia con aumento de células en el
revestimiento sinovial y posterior inflamacion perivascular. Antes de iniciar los sintomas el
infiltrado perivascular son predominantemente células mieloides, mientras que en la
artritis sintomatica son los linfocitos T. (6)

Las células endoteliales sinoviales reumatoides expresan una cantidad mayor de diversas
moléculas de adherencia. La célula infiltrante predominante es el linfocito T CD4+. (6)

La alteracion inicial parece ser una respuesta inflamatoria inespecifica que se inicia por un
estimulo desconocido y que se caracteriza por acumulacién de macréfagos y de otras
células mononucleares en el tejido conjuntivo que queda inmediatamente por debajo del
revestimiento sinovial, posteriormente se induce una activacion de CD4+ por respuesta a
los péptidos antigénicos presentados por diversas células con capacidad de presentacion
de antigeno en el tejido sinovial. (1)

La presencia de células como los sinoviocitos, y otras células activadas en la articulacion
lleva a las alteraciones de la artritis reumatoide, tales como la neovascularizacién, la
hiperplasia sinovial, la destruccion del cartilago y erosiones Oseas. Existen tres tipos
celulares fundamentalmente que participan en el dafio articular: neutrofilos, sinoviocitos

tipo fibroblastos y macroéfagos.
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Los neutrdfilos activados producen prostaglandinas, leucotrienos, degranulacion, los
cuales contribuyen directamente a la inflamacién y destruccion del cartilago. La
degranulacion de los neutréfilos degrada el acido hialurénico por lo que el cartilago queda
expuesto.

Los sinoviocitos tipo fibroblastos producen enzimas como metaloproteasas (colagenasa y
estromelisina) y catepsina.

Los macrofagos aumentan la expresion de citocinas proinflamatorias, y también producen
enzimas proteoliticas (colagenasa, estromelisina, gelatinasa y elastasa). (4)

El CD40 se encuentra expresado en fibroblastos musculares tanto de sujetos sanos como
en pacientes con AR, asi como en células sinoviales de pacientes con AR y puede ser
regulado por citocinas proinflamatorias. Se sugiere que la sefial de CD40-L en mastocitos
y sinoviocitos tipo fibroblastos estimulan secrecién de citocinas proinflamatorias lo que
contribuye a la destruccion articular. Por lo que la sobreexpresién de CD40-L en células T
se correlaciona con aumento en la actividad de la enfermedad y con poca remisién en

pacientes con AR.

2.4.-MANIFESTACIONES CLINICAS:

La AR es una poliartritis crénica, clinicamente dos terceras partes de los pacientes inician
con sintomas generales tales como fatiga, anorexia, debilidad, hasta que se hace
evidente la sintomatologia de la sinovitis. Los sintomas de la AR se dividen en
manifestaciones articulares y extraarticulares, las principales articulaciones afectadas son
las manos, mufiecas, rodillas y pies y es por lo general una afeccion simétrica.

Las manifestaciones articulares son dolor en las articulaciones afectadas, el cual
aumenta con el movimiento, rigidez articular que aumenta con el reposo, puede haber
aumento de volumen y calor en las articulaciones afectadas.

Las manifestaciones extraarticulares son principalmente la presencia de ndédulos
reumatoides, vasculitis reumatoide, manifestaciones pleuropulmonares, neuroldgicas,

oculares, Sindrome de Felty, osteoporosis y Sindrome de Sjogren. (4,6)
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2.5.-CRITERIOS DE CLASIFICACION:

Existen diversos criterios para clasificar a un paciente como AR. Aunque en este afo se
publican nuevos criterios, los mas utilizados y aceptados a la fecha son los 7 criterios del
American College of Reumathology (ACR) de 1987.

1.- Rigidez matutina Con una hora de duracién como minimo

2.- Artritis de 3 0 més grupos articulares Observada por un médico como aumento
de partes blandas 0 derrames,
articulaciones IFP, MCF, mufeca, codo,
rodilla, tobillo, MTF.

3.- Artritis de articulaciones de las IFP, MCF, muieca, una al menos

manos

4.-Artritis simétrica Artritis simultanea de dos articulaciones
simétricas, la afeccion de IFP, MCF o MTF
puede ser bilateral y no simétrica

5.- Nédulos reumatoides Observados  por un médico  en
prominencias éseas, superficies extensoras
0 paraarticulares

7.- Factor reumatoide sérico Determinado por un método que sea
positivo en menos del 5% de los sujetos
sanos controles

7.- Cambios radiograficos Cambios tipicos de AR en radiografia

posteroanterior de mano y mufieca que
deben incluir erosiones y descalcificacién

epifisaria evidente

Tabla 1 Criterios de clasificacion de AR

Los criterios 1 a 4 deben de estar presentes por lo menos durante 6 semanas y el

diagnostico de AR requiere de 4 de los 7 criterios. (6)
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2.6.-DAS 28.

Es importante la valoracion de los pacientes con AR y poder determinar en cada consulta
el grado de actividad de la enfermedad reumatica, para lo cual es util la utilizacién de
indices compuestos que incluyen diversas variables para medir la actividad de la artritis
reumatoide. EI DAS 28 (Disease Activity Score) es el mas utilizado tanto en la préactica
clinica como en investigacion y ha mostrado ser reproducible, valido, sensible al cambio y
especialmente practico.

Se trata de un indice compuesto que incorpora VSG, nimero de articulaciones dolorosas
(0-28), numero de articulaciones inflamadas (0-28) y evaluacion de gravedad de la AR
medida por el paciente en una escala visual analoga (EVA 1-100).

Las articulaciones consideradas en el DAS 28 tanto para determinar articulaciones
inflamadas como articulaciones dolorosas son ambos hombros (2), ambos codos (2),
ambas mufiecas (2), metacarpofaldngicas de ambas manos (10), las interfalangico
proximales de ambas manos (10), asi como ambas rodillas (2).

La escala visual andloga consiste en preguntar al paciente como se encuentra su estado
general en ese momento, se le explica que cero es como si no presentara sintomas de la
artritis reumatoide, tales como dolor o inflamacion articular y 100 la mayor sintomatologia
posible.

La férmula para sacar la puntuacion es DAS28= 0.56 (v numero de articulaciones
dolorosas) +0.28 (v nimero de articulaciones inflamadas)+ 0.70 (In VSG) +0.014(Estado
general del paciente)

Un resultado menor o igual a 2.6 indica remision de la enfermedad, entre 2.6 a 3.2
enfermedad con baja actividad, entre 3.2 a 5.1 enfermedad con moderada actividad y

mayor de 5.1 es una enfermedad muy activa. (8)
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2.7.-SINDROME METABOLICO.

El término Sindrome Metabdlico se refiere a un concepto clinico que se caracteriza por la
presencia de componentes clinicos tales como obesidad abdominal, hipertensién arterial,
dislipidemia aterogénica, estado proinflamatorio, estado protrombotico y resistencia a la
insulina.

La teoria metabdlica sostiene que la hiperinsulinemia compensatoria resultante de la
resistencia a la insulina es el factor responsable de la hipertension arterial, la diabetes tipo
2, la dislipidemia, la obesidad, la disfuncién endotelial y la ateroesclerosis a través de
diversos mecanismos. La resistencia a la insulina depende de alteraciones de su receptor
y defectos intracelulares.

Los pacientes con sindrome metabdlico tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedad
arterial coronaria y mayores eventos vasculares adversos. (9)

Para su diagnéstico se han desarrollado una serie de criterios, los primeros publicados en
1999 por la OMS, posteriormente en el 2001 los criterios del Panel de Tratamiento para el
Adulto Il (ATPII) y finalmente en el 2006 se publican los criterios de la Federacion
internacional de la diabetes (IDF).

En el 2006 S A Karvounaris y Col estudiaron a pacientes con AR y sindrome metabdlico,
referian que pacientes con AR tenian mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y que
esto era debido a una ateroesclerosis acelerada como resultado tanto de inflamacién
sistémica como de factores de riesgo tradicionales. Dichos autores postularon que la
resistencia a la insulina, uno de los componentes clave en el sindrome metabdlico es muy
comun en pacientes con AR, ademas de que la inflamacién crénica estaba implicada en

su fisiopatologia. (10)
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Criterios diagndsticos de Sindrome Metabolico

Criterio OMS(1999) NCEP ATPIII (2001) IDF (2006)

Esencial> DM, aumento de | Tres o mas de los | Obesidad central mas
glucosa en ayuno, | siguientes factores de | 2 de los siguientes
intolerancia  a la | riesgo. factores.

glucosa o resistencia
la insulina y al menos
2 de los siguientes.

Obesidad central

1).-indice cintura-
cadera >0.90 en
hombres >0.85 en
mujeres o IMC >30
kg/m2

1).-Circunferencia de
cintura >102 cm en
hombres y >88cm en
mujer

1).-Circunferencia de
cintura > a 94cm en
hombre y > a 80cm
en mujer valores
especificos aplicables
para otros grupos de
poblacién)

Resistencia
insulina

a

la

2).-Diabetes mellitus,
aumento de glucosa
en ayuno, deficiencia
de tolerancia a la
glucosa o resistencia
a la insulina.

2).-Glucosa
plasmética en ayuno
>100mg/dl (5.6mM)

2).-Glucosa
plasmética en ayuno
>100mg/dl (5.6mM) o
diagnostico previo de
DM tipo 1l

Perfil de lipidos

3).-Triglicéridos
séricos >1.7mM ylo
HDL-C <0.9mM
(35mg/dl) en hombres
y <1.0mM (39mg/dI)
en mujeres.

3).-Triglicéridos
>150mg/dl (1.7mM).

4).-HDL-C  <40mg/dl
(2.03mM) en hombre y
<50mg/dl (1.29mM) en
mujer.

3).-Triglicéridos >
150mg/dl (1.7mM) o
tratamiento especifico
para este perfil de
lipidos anormal.

4).-HDL-C  <40mg/dl
(2.03mM) en hombres
<50mg/dI

y

(1.29mM)en mujeres o
tratamiento especifico
para este perfil de
lipidos anormal.

Hipertensién

4).-Presién sanguinea
>140/90 mmHg

5).-Presiéon  sistolica
>130 0 presion
diastolica > 85mmHg.

5).-Presién sistolica >
130 o diastélica >
85mmHg o]
tratamiento para
diagnostico previo de
hipertension.

Otros

5).-Tasa de excrecion
de albumina urinaria
>20ug/min o indice
albumina creatinina >
30mg/g

6).-Criterios
metabolicos
adicionales de apoyo,
pero no esenciales
para el diagnostico.

Tabla 2 criterios diagndsticos para sindrome metabdlico (OMS, NCP o ATPIII, IDF)
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2.8.-FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR .

La epidemiologia de las enfermedades cardiovasculares se inicié en los afios 30, esto a
consecuencia del aumento de mortalidad por enfermedad cardiovascular, pero fue hasta
los afios 50 que se inici6 el estudio epidemioldégico Framingham Heart Study. Los
investigadores identificaron al aumento de colesterol y a la hipertension como factores
importantes para desarrollar enfermedad cardiovascular.

Diversos estudios han buscado distintos factores que se asocien a un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular. En esta blsqueda se han encontrado una serie de factores
tradicionales y no tradicionales entre los que se destacan como tradicionales a la diabetes
mellitus, la hipertension arterial, la edad avanzada, el género masculino, la hiperlipidemia
aterogénica, el habito tabaquico, el sedentarismo, la obesidad, la historia familiar de
enfermedad cardiovascular prematura.

Entre los factores no tradicionales se han encontrado los niveles elevados de fibrindgeno,
homocisteina, proteina C reactiva. En los Ultimos afios se han incorporado a estos
factores de riesgo no tradicionales los niveles elevados de diversos biomarcadores de
disfuncion endotelial tales como el PAI-1, el CD40-L, y el Factor de von Willebrand vy
biomarcadores de inflamacion tales como la Proteina C reactiva, las Interleucinas 1y 6
(IL1, IL6) y el Factor de Necrosis Tumoral o (TNF o). (11)

2.9.-MEDICION DE INTIMA MEDIA CAROTIDEA..

La ecografia carotidea de alta resolucién permite valorar la ateroesclerosis preclinica
mediante la determinacion del grosor del complejo intima- media y determinar también la
presencia de placas. Estudios previos han mostrado la asociacién entre grosor intima-
media en carétidas y factores de riesgo cardiovascular. La determinacion del espesor
intima- media carotidea es un método sencillo y préctico para evaluar la sobrecarga
lipidica de la pared arterial. El ultrasonido doppler es el método de imagen mas usado en
estudios de carétidas pues proporciona una evaluacién no invasiva que permite detectar
placas de ateroma, sus caracteristicas y el grado de estenosis. Se ha demostrado su

utilidad como método de tamizaje de riesgo cardiovascular en pacientes asintomaticos.
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Sergio Chain y Col refieren que los valores de referencia varian de acuerdo a género y
edad, existiendo estudios que reportan que mas del 50% de hombres y mujeres después
de los 55 y 65 afios de edad respectivamente, presentan placas de ateroma. (12)

2.10.-PRUEBA CLINICA DE FUNCION ENDOTELIAL.

Al hablar de disfuncion endotelial se refiere a un estado previo a la aparicion de
manifestaciones clinicas de la enfermedad cardiovascular, pero que ya muestra cambios
en el endotelio que finalmente desencadenaran ateroesclerosis y por lo tanto enfermedad
cardiovascular.

La prueba clinica de funcién endotelial se trata de una prueba para medir la funcion
vasomotora del endotelio por medio de estimulacién tanto farmacol6gica como mecénica.
La primera mediante la infusién dependiente de endotelio tal como la acetilcolina sin
embargo debido a su naturaleza invasiva es muy poco usada.

La que se utilizo en este estudio fue la vasodilatacién dependiente de flujo de la arteria
humeral.

Es una prueba accesible para toda la poblacién, no es una prueba costosa, y no es
invasiva en nuestro medio se ha desarrollado el método y propuesto con fines de
investigacion, sin embargo no ha sido validada por otros grupos. Después de 5 minutos
en decubito supino, se midio la tension arterial en la mufieca derecha, en dos ocasiones,
posteriormente se ocluy6 la arteria humeral al ejercer presion con el brazalete del
esfingomandémetro a 60mmHg mayor a la tension arterial sistélica la oclusién se mantuvo
durante 5 minutos y luego se prosiguié a desinflar el brazalete para establecer el flujo
arterial, por segunda vez se midi6 la tension arterial diastdlica a los 2, 5 y 7 minutos
después de liberar la oclusién arterial. Como prueba de referencia, se realizo de manera

simultanea la medicion ultrasonogréfica del diametro de la arteria humeral. (13)

MED CIR PART ADRIANA RIVERA GARIBAY Pagina 20



BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
METABOLICO.

2.11.-FUNCION ENDOTELIAL.

El endotelio era considerado anteriormente como una unicapa inerte que solo regulaba la
difusion entre la sangre y tejidos, sin embargo actualmente se considera como un érgano
enddcrino y paracrino activo que cumple funciones de regulaciéon del tono vascular, de la
fisiologia de la inmunidad vy finalmente regulando la fisiologia y fisiopatologia de la
coagulaciéon y de la fibrindlisis. La relacion de plaquetas, endotelio y factores de
coagulacién tiende a mantener la fluidez de la sangre a través del equilibrio
homeostatico;(14,15) sin embargo al perder su integridad o al afectarse por inflamacion,
su actividad protectora se pierde y puede iniciar sintesis de moléculas que perpetian el

dafio.

2.12.-DISFUNCION ENDOTELIAL.

El endotelio es el primer sitio de dafio en la enfermedad cardiovascular. La disfuncién
endotelial se presenta antes de que aparezca la lesidon ateroesclerética clinicamente
evidente, por lo que se toma en cuenta como un marcador de enfermedad cardiovascular
subclinica.

La disfuncién endotelial se manifiesta por un aumento en la permeabilidad a liproproteinas
plasmaticas, aumento en la adherencia de los leucocitos mediada por la expresion
incrementada de glicoproteinas en la superficie endotelial; desequilibrio en las funciones
hemostaticas y en la produccion de sustancias vasoactivas.

Se han descrito diferentes formas de estudiar la funcion del endotelio que dependen de la
capacidad de produccion del éxido nitrico y de su efecto vasodilatador. (15,16, 45)

Hay estudios como el de Vaudo y Col que refieren la presencia de disfuncion endotelial
en pacientes con artritis reumatoide, asociando la disfuncién con la actividad inflamatoria.
(43,44)
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2.13.-BIOMARCADORES

El término biomarcadores se refiere a variables bioldgicas que dan informacién adicional
sobre enfermedades. Estas pueden ser de caracter clinico, radioloégico o biologico. Sin
embargo este término por lo general se aplica a sustancias circulantes que se miden con
pruebas especiales.

Entre las caracteristicas que deben cumplir se describen las siguientes: deben detectar
diferentes estadios de una enfermedad, ser capaces de identificar a los individuos
sensibles de una poblacién, tener adecuada sensibilidad y especificidad, ser sencillas en
cuanto a muestreo, ser estables y complementar el resultado de las pruebas estandar.
(18)

2.14.- CITOCINAS:

Las citocinas son un grupo de moléculas de naturaleza polipeptidica que se producen en
varios tipos de células y regulan una amplia variedad de funciones.

A las citocinas se les conoce también con el nombre de interleucinas, linfoquinas,
monoquinas, interferones, factores de crecimiento, factores estimulantes de colonias,
quimioquinas.

Todas ellas aunque cumplen diversas funciones comparten caracteristicas entre si, como
ser de naturaleza glicoproteica, con un bajo peso molecular, se secretan de manera
transitoria, actiian ya sea sobre la misma célula que la liber6 (autécrinas) o en células
vecinas (paracrinas) o pasar a la sangre y actuar en otros tejidos distantes (endécrina).
Son mediadores potentes que tienen importante efecto a bajas concentraciones a través

de receptores celulares de alta afinidad, siendo asi su mecanismo de regulacion. (4)

2.15.- REACTANTES DE FASE AGUDA:

Debido a la inflamacion hay cambios en las concentraciones de varias proteinas

(proteinas de fase aguda) y muchos otros cambios que forman los fendmenos de fase
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aguda. Entre estos fendmenos podemos encontrar a la fiebre, somnolencia, anorexia,
anemia, leucocitosis, trombocitosis, pérdida de masa muscular, osteoporosis, caquexia,
etc. A demés del aumento de las proteinas de fase aguda, llamadas asi a aquellas que
durante la inflamacion varian en su concentracion en mas del 25%.

Segun su variacion plasmatica se dividen en 3 grupos, uno las proteinas que aumentan
hasta en un 50% como por ejemplo ceruloplasmina y subcomponente del complemento
C3; segundo las proteinas que se aumentan 2 a 3 veces como por ejemplo haptoglobina,
fibrindbgeno, al- glucoproteina acida, al- antitripsina, al- antiquimiotripsina y tercero las
que aumentan de 100 hasta 1000 veces como por ejemplo la proteina C reactiva (PCR) y
la proteina amiliode sérica A (SAA).

Hay proteinas también de fase aguda negativas, esto quiere decir que disminuyen cuando
hay inflamacién, como por ejemplo la albumina, la transferrina, la a2- HS glucoproteina y
el factor XIl. (4)

La Proteina C reactiva PCR fue descubierta en 1930 en el suero de pacientes con
neumonia neumococica, debe su hombre a la cualidad de precipitar con el polisacarido C
del neumococo en presencia de calcio. Se encuentra en cantidades pequefias en sujetos
normales, y aumenta rdpidamente su sintesis por estimulos inflamatorios. A las 6 horas
de una agresién ya ocurre un aumento en los niveles plasmaticos con un pico maximo a
las 24 a 72horas. Es una beta globulina que pertenece a la familia de las proteinas
llamadas pentaxinas. Es una medida directa de respuesta de fase aguda, no varia con la
edad, morfologia de los hematies ni por las variaciones de otras proteinas. Puede
aumentar hasta 1000 veces, la mayoria de sujetos sanos tienen concentraciones
plasmaticas menores a 2mg/L y en hasta un 40% de ellos es menor de .5mg/L. (4)

Este reactante de fase aguda es ampliamente usado para la valoracion clinica, como guia

de actividad de la enfermedad en pacientes con Artritis Reumatoide. (22)

La velocidad de sedimentacion globular (VSG) es una prueba sencilla, inespecifica que
mide en mm la sedimentacidn eritrocitaria en una hora. Los reactantes de fase aguda
aceleran la precipitacion de los eritrocitos y por lo tanto la sedimentacion aumenta en
presencia de inflamacion o infeccion. De manera interesante también aumenta en mujeres

y en ancianos.

MED CIR PART ADRIANA RIVERA GARIBAY Pagina 23



BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
METABOLICO.

2.16.- INTERLEUCINA 6.

Es un polipéptido de 184 amino&cidos que regula el crecimiento y la diferenciacion de
varios tipos celulares, principalmente del sistema inmune, del hematopoyético y de la
inflamacién.

Es una citocina producida por una gran variedad de células incluidas linfocitos T y B,
macrofagos, fibroblastos, células endoteliales, mesangiales. Esta citocina contribuye a la
activacion y proliferacién de linfocitos T y B con lo que podria participar en la produccion
de autoanticuerpos. Sus acciones a distancia actlan de manera similar a la IL-1 vy al
TNFa y en sinergismo con ellas en la induccion de fiebre, sintesis de proteinas de fase
aguda por los hepatocitos. Ademas induce la activacion de osteoclastos, con lo que puede
participar en la resorcion 6sea caracteristica de los procesos inflamatorios. (4,5)

La IL-6 es una citocina que aumenta su expresion en pacientes con AR y que afecta la
funcién de neutréfilos, células T, células B, monocitos y osteoclastos, células que se
encuentran muy activas en AR. Es ademas el mayor inductor de respuesta de fase aguda
hepatica, la cual es caracteristica clave de la AR y que se correlaciona con destrucciéon

articular y por lo tanto con actividad de la enfermedad. (19)

2.17.-FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALPHA.

Es un polipéptido de 157 aminoacidos principalmente producido por macrofagos
activados, comparte muchas de las acciones proinflamatorias con la IL-1, contribuyendo
junto con esta interleucina en la degradacion de la matriz extracelular a través de la
estimulacion de metaloproteasas por sinoviocitos y condrocitos, asi como por la activacion
de osteoclastos y la inhibicion en la sintesis de colageno tipo Il, induce proliferacién en
sinoviocitos, recluta leucocitos dentro de los tejidos inflamados, también ayuda a la
neovascularizacion. (4,5)

Actlia como verdadera hormona pasando a la circulacion y produciendo manifestaciones
sistémicas tales como fiebre, astenia, leucocitosis y sintesis de proteinas de fase aguda.
Aungue no se sabe la causa exacta de la AR, se ha confirmado en su fisiopatologia el

papel de ciertas citocinas proinflamatorias tales como IL-1, IL-6 y el TNFa. (20)
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2.18.- FACTOR DE VON WILLEBRAND)

Es una glucoproteina de alto peso molecular, que se sintetiza y almacena en
megacariocitos y células endoteliales. Es un polipéptido de 270 kD que en vasos
sanguineos intactos no interacta con los receptores de las plaquetas, pero cuando un
vaso se dafia y se expone el subendotelio este se une al FVW, interaccion que induce un
cambio conformacional en el factor el cual expone los sitios de unidn para la
glicoproteina 1b plaquetaria favoreciendo la adhesion al endotelio. Los multimeros del
FVW se almacenan en su mayor parte en los cuerpos de Weibel Palade endoteliales de
donde pueden liberarse por diversos estimulos tales como la presencia de trombina,
calcio, fibrina, concentraciones elevadas del activador tisular del plasminégeno t PA,
plasmina, adrenalina, bradicinina, IL-1, vasopresina y su analogo sintético la desamino-D-
arginina-vasopresina (DDAVP).

El FvW actia también como acarreador esencial del FVIII permitiendo la estabilidad de
este factor en la circulacién. (17)

Se sabe del papel del FWW como marcador de disfuncion endotelial y se ha estudiado

como marcador de enfermedad cardiovascular en pacientes con Artritis Reumatoide. (21)

2.19.-INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TISULAR TIPO 1.)

La activacion del sistema de coagulacion lleva a la generacion de trombina, agregacion de
plaquetas y termina en la formacién de una red de fibrina (formacién del coagulo). Al
mismo tiempo hay mecanismos reguladores antitromboéticos. Entre estos mecanismos
estan, primero la inhibicion de la agregacion de plaquetas y la vasodilatacion, en segundo
lugar la inhibicién de la formacién de fibrina y en tercero la disolucion del coagulo por el
sistema fibrinolitico.

La secuencia de eventos que conducen a la disolucién del coagulo es el resultado de un
equilibrio entre grupos de proteinas que actian como generadores de plasmina
(plasmindgeno, activadores, fibrina), o como inhibidores (alfa 2 antiplasmina, PAI-1). (17)
El PAI-1 es una glicoproteina de 50 000 daltones que consta de 379 aminoacidos,

pertenece a la familia de los inhibidores de proteasas serinicas. Es el principal inhibidor
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fisiolégico de los activadores tipo tPA y uPA y desempefia un importante papel en la
regulacion de la fibrindlisis. Es sintetizado por las células endoteliales y los hepatocitos, se
encuentra presente en los granulos alfa de las plaquetas (90%) y en el plasma (10%)
donde circula en forma activa ligado a una proteina estabilizadora (vitronectina), siendo su
vida media de 10 minutos.

Los niveles plasmaticos en sujetos sanos estan entre 0.5-40 U/ml, mientras que los de
PAI-1 antigénico (plaquetario) estan alrededor de 20ng/ml.

El compartimento sanguineo mas importante de PAI-1 lo constituyen las plaguetas donde
se almacena en los granulos alfa y se libera por accién del colageno y ADP. El higado y el
endotelio vascular también van a contribuir a la presencia en la sangre de este inhibidor.
Numerosas sustancias regulan su sintesis a nivel endotelial, tales como endotoxina, IL1,
TNFa, trombina y diversos factores de crecimiento aumentan dicha sintesis, mientras que
la insulina sérica es el principal regulador de la sintesis de PAI- 1 a nivel del hepatocito.
Durante la agregacion plaguetaria se produce un marcado aumento de los niveles del
inhibidor. Puede encontrarse bajo 3 formas moleculares, latente, activa y formando
complejos con los activadores. El PAI-1 plaquetar esta en forma latente, el plasmatico se
encuentra fundamentalmente en su forma activa.

Reacciona con el tPA mono y bicatenario y uroquinasa, pero no con uPA. La interaccion
del PAI-1 con los activadores tiene lugar a través de la formacion de un complejo a nivel
del centro reactivo con liberacion de un péptido intermedio. (25)

El PAI-1 se ha encontrado aumentado en pacientes con enfermedad cardiovascular, lo
gue relaciona su elevacion con predisposicion de padecer eventos vasculares.

Hay estudios que han asociado biomarcadores tales como moléculas de adhesion, PAI-1,
t PA, FVW con disfuncion endotelial, ateroesclerosis y enfermedad cardiovascular en
poblacion general. Otros estudios han mostrado niveles mayores de t PA, PAI-1, FVW en

pacientes con AR en comparacion con sujetos controles. (26)
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2.20.-LIGANDO CD40.

El CD40 es una proteina integral de membrana de 40 a 45 kDa con 4 dominios
extracelulares ricos en cisteina de 45 amino4cidos cada uno, se encuentra en todas las
células presentadoras de antigeno, células T, endotelio vascular, queratinocitos y
fibroblastos. EI CD40-L (CD154 gp39) es una proteina integral de membrana de 32 a 39
kDa que se expresa predominantemente en linfocitos T CD4 activados pero también se ha
descrito en células T CD8, eosindfilos, mastocitos, baséfilos, NK y células dendriticas.

El CD40-L forma un trimero y el CD40 se une a dicho trimero en la interfase entre dos
mondmeros. Las interacciones CD40/CD40-L son clave en la regulacién de numerosos
procesos de activacion del sistema inmune, la expresion de estas moléculas en diversos
tejidos lo confirma. En la inmunidad humoral la union CD40 con CD40-L es importante en
la respuesta inmune primaria y secundaria a los antigenos T dependientes, en la creacion
de células B de memoria y en la generacion y mantenimiento de los centros germinales.
Las interacciones de este par ligando-receptor estan involucradas en la actividad de otras
células presentadoras de antigeno como las células dendriticas donde modulan la

produccion de ciertas citocinas y en monocitos. (23)

2.21.-TECNICA DE ELISA.

La técnica de ELISA (EnzymeLinkedlnmunoabsorbentAssay) se basa en la deteccion de
antigenos inmovilizados sobre una fase sélida, mediante anticuerpos que producen una
reaccion cuyo producto se mide por espectrofotometria.

La técnica de ELISA emplea tanto antigenos como anticuerpos ligados a una enzima de
forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como
enzimatica.

Al encontrarse uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima
e inmovilizado sobre un soporte, la reaccion Ag-Ac quedara inmovilizada y por tanto sera

facilmente revelada mediante la adicién de un substrato especifico que al actuar la enzima
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producird un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotémetro.

Los lectores de ELISA son espectrofotometros capaces de realizar lecturas seriadas de
cada uno de los pocillos de la placa de ELISA. Disponen de sistemas de filtros que solo
permiten la lectura de una o pocas longitudes de onda. El ensayo de ELISA consta de
cuatro fases; primero la conjugacién del anticuerpo con una enzima, segundo la unién del
antigeno especifico al anticuerpo inmovilizado en los pocillos, tercero la formacion de una
0 mas capas de inmunocomplejos y finalmente el revelado de la reaccién enzimatica.

Los diferentes tipos de ELISA permiten desde la cuantificacion de un antigeno en
solucién, deteccion de un anticuerpo en una solucion, o la determinacién de la subclase

de un anticuerpo. (27)

I.  ELISA directo (ensayo ELISA simple de 2 capas).
[I.  ELISA indirecto
lll.  ELISA tipo “sandwich”.

Las fases del ELISA tipo Sandwich, consiste en la fijacion a una fase solida de un
anticuerpo especifico del agente a detectar, posteriormente un lavado para eliminar los
anticuerpos no fijados, seguido de la adicion de la muestra problema (en este caso suero
0 plasma), seguido de un segundo lavado para eliminar los antigenos que no hayan
reaccionado, después se agrega un segundo anticuerpo especifico del antigeno a
detectar (debe tener epitopo diferente de los anticuerpos con los que han tapizado el
soporte) conjugados con una enzima, que reaccionan con antigenos afadidos con la
muestra problema y que se encuentran fijos a los anticuerpos. Se realiza otro lavado para
eliminar anticuerpos marcados que no hayan reaccionado. Después se adiciona un
substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se puede parar la

reaccion si se desea y se hace lectura finalmente por colorimetria. (27)

MED CIR PART ADRIANA RIVERA GARIBAY Pagina 28



BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
METABOLICO.

3.-JUSTIFICACION:

Se ha encontrado una mayor incidencia de enfermedad cardiovascular en los pacientes
con artritis reumatoide, esto sugerido por el proceso inflamatorio sistémico; provocando un
dafio endotelial que evoluciona a disfuncién.

Por lo que la artritis reumatoide se propone como un modelo inflamatorio para el estudio
del dafio endotelial. El estudiar una cohorte de pacientes a dos afios de su evaluacién
inicial, nos permitird determinar la evolucion del dafio endotelial a la par de la actividad

de la enfermedad reumética y poder determinar si evolucionan simultaneamente.
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4.- HIPOTESIS:

Existe una correlacion positiva entre la actividad clinica de la artritis reumatoide medida
por DAS 28 y el grado de disfuncién endotelial en pacientes con artritis reumatoide, lo cual

aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular.
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5-OBJETIVOS
5.1.- OBJETIVO GENERAL:
Medir por ultrasonido el grosor de la intima-media carotidea en pacientes con AR y
evaluar su correlacion con actividad inflamatoria, biomarcadores de disfuncién endotelial y

sindrome metabdlico en comparacion con un grupo control.

5.2.-OBJETIVOS PARTICULARES:

o Reevaluar la prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular tradicionales y
no tradicionales y su relacion con actividad clinica.

o Determinar la asociacion entre biomarcadores de disfuncion endotelial en casos y
controles con el diagnostico de sindrome metabdlico.

e Determinar la asociacidon entre biomarcadores y tratamiento antireumatico, de
especial interés esteroides y metrotrexate.

e Conocer la correlacion de tres diferentes métodos que miden disfunciéon o dafio
endotelial.
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6.-MATERIALES Y METODQOS:

Sitio del Estudio:
Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular de la Divisién de estudios de Posgrado de
la Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr Ignacio Chavez” y El Hospital general

“Dr Miguel Silva” de Morelia Michoacan.

Pacientes:

Pacientes que en afio 2008 fueron evaluados y diagnosticados para artritis reumatoide por
el servicio de reumatologia del Hospital General “Dr Miguel Silva” y que participaron en el
estudio de “Prevalencia de factores de riesgo tradicionales y no tradicionales de afeccion

cardiovascular en pacientes ambulatorios con artritis reumatoide”.

Muestra.

Se incluyeron a los pacientes de la consulta de reumatologia del hospital general “Dr
Miguel Silva”, incluidos en la cohorte de pacientes integrada en 2008, se valoraron su
actividad de la enfermedad clinicamente y se tomaron muestras de sangre por puncién
venosa en antebrazo, para determinar BH, VSG, QS, PL, insulina, ademas de realizar
examen general de orina.

Se realizé la determinacién de biomarcadores de dafio endotelial en suero y plasma
sanguineo tales como (CD40, PAI-1, FvW, PCR) por la técnica de ELISA, asi como
marcadores inflamatorios (IL-6, FNTa).

Se congelaron las muestras a -70 grados centigrados hasta el momento de su estudio.

Grupo control.

Esta formado por grupo de personas sin diagnéstico clinico de AR y que aceptaron
participar en el estudio.

Tomando en cuenta sujetos del mismo género y pareados por edad con un rango de mas

menos 3 anos.

Disefio experimental. Se trata de un estudio de cohorte longitudinal, con informacion

tomada de manera prolectiva con dos grupos: Pacientes y controles.
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Criterios de inclusion.

a) Pacientes con diagnéstico de artritis reumatoide que participaron en estudio anterior.

b) Con consentimiento informado de acuerdo a la norma.

c) Mayores de 16 afios.

d) Sexo Indistinto.

e) Pacientes con expediente clinico completo en el hospital general “Dr Miguel Silva”

Morelia Michoacan.

Criterios de exclusion.

a) Pacientes con otras enfermedades autoinmunes agregadas.
b) Pacientes con expediente clinico incompleto.

c) Pacientes que no acepten participar en el estudio.

Criterios de eliminacion.

a).-Pacientes que hayan aceptado participar en el estudio de acuerdo a norma y que
decidan separase del estudio.
b).-Pacientes cuyas muestras bioldgicas no hayan sido procesadas o almacenadas en la

forma adecuada por lo que no se asegure la calidad para el estudio.
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Procedimientos

VALORACION CLINICA DEL PACIENTE.

Se realizo la captura de pacientes en el consultorio de reumatologia del hospital general
“Dr Miguel Silva”, haciéndoles la invitacion de participar nuevamente en el proyecto.

Al aceptar los pacientes se les llevo a el consultorio del area de investigacion del
Hospital, para realizarles una historia clinica con interrogatorio de antecedentes
heredofamiliares, personales patoldgicos, uso de medicamentos, toxicomanias, asi como
valoracién de su nivel de discapacidad por medio del cuestionario HAQ, actividad de la
enfermedad por el algoritmo DAS28, presencia o no de ansiedad por medio del
cuestionario IDARE.

Se realizé la medicién de peso, talla, TA, cuenta de articulaciones tanto dolorosas como

inflamadas, asi como el calculo de IMC e indice cintura- cadera.

DETERMINACION DE LABORATORIO.

Se corroboré que el paciente se encontrara en ayuno, para la toma de muestras de
sangre por puncion venosa en antebrazo, usando vacutainer y obteniendo muestra para 1
tubo con anticoagulante tipo citrato de sodio, 2 tubos sin uso de anticoagulante y 1 tubo
con anticoagulante tipo EDTA.

Ademas de pedirle al paciente una muestra de orina con la que se realiz6 un Examen
General de Orina (EGO).

Las determinaciones de EGO, BH, QS, perfil de lipidos, Insulina, VSG se realizaron con la
colaboracién del personal del laboratorio del hospital general “Dr Miguel Silva”.
Posteriormente un tubo sin anticoagulante y uno con anticoagulante tipo citrato de sodio
se centrifugaron para obtener suero y plasma respectivamente.

Estos se separaron en alicuotas de 200ul, se etiquetaron y se congelo a -70 grados para
posteriormente realizar las determinaciones de los biomarcadores tanto inflamatorios
como de dafio endotelial por medio de la técnica de ELISA tipo sdndwich en el laboratorio
de Hemostasia y Biologia Vascular de la divisién de posgrado de la facultad de medicina.
El mismo procedimiento de historia clinica, exploracion fisica y toma de muestras se

hicieron en los sujetos control.
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ENSAYO DE ELISA (SANDWICH) PARA LA DETERMINACION DE TNFa

- ﬁ'ﬁ‘q- =
Agregar 50uL de Agregar 50uL buffer
Estandar diluido de incubacion
- iq. el
Agregar 100puL de Agregar 100uL de de muestra (plama/suero)

Tissue cultura supernatant

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente
Aspirar y lavar 4 veces

Agregar 100pL de conjugado de biotina, incubar por 2h a temp ambiente

Aspirar y lavar 4 veces
) w
Agregar 100pL de estreptavidina, incubar 30 minutos a temp ambiente

Aspirar y lavar 4 veces

Agregar 100pL de cromoégeno, incubar por 30 min a temperatura ambiente

Agregar 100pL de solucion de paro y leer a 450

FIGURA 2 ENSAYO DE ELISA DE TNFa

MED CIR PART ADRIANA RIVERA GARIBAY Pagina 35



BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
METABOLICO.

ENSAYO DE ELISA (SANDWICH) PARA LA DETERMINACION DE IL-6

Agregar 100u de estandar o muestra (suero/plasma)

v

Agregar 100pL de conjugado de biotina e incubar por 2h a temp ambiente

Aspirar y lavar 4 veces

Agregar 100pL de estreptavidina, incubar por 30 minutos a temperatura ambiente

Aspirar y lavar 4 veces

Yoy v
Y AN
Agregar 100pL de cromégeno, incubar por 30 minutos a temp ambiente ~:! NN

Agregar 100pL de solucion de paro y leer a 450 nm

Figura 3 ensayo de ELISA de IL-6

MED CIR PART ADRIANA RIVERA GARIBAY Pagina 36



BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
METABOLICO.

ENSAYO DE ELISA (SANDWICH) PARA LA DETERMINACION DE PCR

Agregar 100pL de estandar o muestra (suero/plasma) ——£ &= —

(suero/plasma a una dilucion de 1:3000) incubar 2 h a 37°C

Aspirar y lavar 4 veces

Agregar 100pL de conjugado de biotina, incubar por 1h a temp ambiente a

Aspirar y lavar 4 veces

Loy b N
Agregar 100puL de estreptavidina incubar 30 minutos a temp ambiente ~_‘_‘ \_, =

Aspirar y lavar 4 veces

v

v Uy .“
\ BAA
v Loy & "

Agregar 100puL de solucion de paro y leer a 450nm eR——

FIGURA 4 ensayo de ELISA de PCR
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ENSAYO DE ELISA (SANDWICH) PARA LA DETERMINACION DE CD40-L

Lavar la placa dos veces con solucién de lavado

Agregar el estandar CD40 haciendo diluciones seriadas haciendo dilucion

de 500 a 7.8pg/ml y desechar 100pL del ultimo pozo

'

Agregar 100pL de diluyente en el blanco

|

Agregar 50pL de diluyente en el resto de los pozos mas 50uL de muestra

Agregar 50uL de conjugado de biotina en cada pozo, incubar 2h a temperatura ambiente

En rotaciéon a 100rpm

l Hacer 3 lavados con solucién de lavado

Agregar 100pL de estreptavidina a cada pozo, incubar 1h a temperatura ambiente

En rotacién a 100rpm

l Hacer 3 lavados con solucién de lavado

Agregar 100pL de sustrato, incluyendo el blanco, incubar por 10 minutos

A temperatura ambiente en movimiento a 100rpm y en obscuridad

Agregar 100pL de solucion de paro incluyendo el blanco

Leer a 450nm con referencia de 610nm a 650nm

FIGURA 5 ensayo de ELISA de CD40-L
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ENSAYO DE ELISA (SANDWICH) PARA LA DETERMINACION DE PAI-1

Sensibilizar la placa agregando anticuerpo de captura, diluyendo con

PBS a una concentracion de .5uL/ml

Agregar 100puL a cada pozo e incubar por toda la hoche a temperatura ambiente

l Aspirar y lavar 4 veces con 300pL de solucién de lavado

Agregar 300pL de blogueador a cada pozo e incubar por 1h a temperatura ambiente

l Aspirar y lavar 4 veces

Hacer diluciones de 3ng/ml hasta cero

Agregar 100uL de estandar o muestra a cada pozo, incubar por 2h a temperatura ambiente

¢ Aspirar y lavar 4 veces

Agregar 100pL de anticuerpo de deteccion a una concentracion de 1ug/ml

Incubar por 2 h a temperatura ambiente

v Aspirar y lavar 4 veces

Agregar 100pL de avidina a una dilucién de 1:2000 en solucién diluyente

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente

l Aspirar y lavar 4 veces

Agregar 100pL de sustrato incubar a temperatura ambiente hasta que desarrolle color

(15 a 20 minutos) y leer a 405nm con correccién a 650nm

Figura 6 ensayo de ELISA de PAI-1
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ENSAYO DE ELISA (SANDWICH) PARA LA DETERMINACION DE FvW

Diluir plasma 1:100 Incubar a temperatura ambiente
[3pl+445pl sol. de dilucion) mmmmmp | Colocar 100l por pozo | mmm—p Y con agitacion continua 100rpm

l 1hr.

Agregar 100pl de anticuerpo 4mmmm | Lavar 4 veces con sol. de lavado
anti-F/\W [1:100) marcado con peroxidasa {250! por cada lavado}

por pozo

!

Incubar a temperatura ambiente )
Y con agitacion continua 1{0rpm

1hr.

Lavar 4 veces con sol. de fostatos.
[250pl por cada lavado}

!

Incubar a temperatura ambiente {— Agregar 100 pl de Sustrato

l 16 min.

Agregar 50ulde H25040.5M _ Leerabsorbancia a 450 nm.

Figura 7 ensayo de ELISA de FvW
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PRUEBA CLINICA DE FUNCION ENDOTELIAL.

Tanto para la prueba clinica de funcién endotelial como la determinacion del grosor del
complejo intima media carotidea se citd a los pacientes en el servicio de radiologia del
hospital general “Dr Miguel Silva”. Ambas pruebas fueron realizadas por médicos
radidlogos y residentes de radiologia.

Primero se deja en reposo por 5 minutos al paciente en decubito supino, se mide la
tension arterial en dos ocasiones en la mufieca, con un baumanometro digital marca
omron, para sacar una presion diastélica promedio, posteriormente se ocluye la arteria
humeral con un brazalete a 60 mmHg mayor a la tension arterial sistélica que se encontro.
La oclusion se deja por 5 minutos después se vuelve a medir la tension arterial diastolica

alos 2,5y 7 minutos.

Se obtiene un promedio de las presiones diastolicas encontradas y si es menor a las 2
primeras presiones diastdlicas que se tomaron antes de la oclusién se dice que es una
prueba con un buen funcionamiento endotelial, ya que la reaccion normal de endotelio a la

oclusion es la vasodilatacion.

Si ocurre lo contrario y no hay cambio o hay vasoconstriccion se habla de una prueba con

disfuncién endotelial.

Otra forma de valorar la respuesta endotelial es por medio de ultrasonido midiendo el
calibre de la arteria humeral antes y después de la oclusién. Si hay una vasodilatacion
mayor al 10% se considera una buena respuesta endotelial, de lo contrario si no hay
cambio en el calibre de la arteria humeral o presenta vasoconstriccion entonces se habla

de una disfuncién endotelial.
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MEDICION DE INTIMA MEDIA CAROTIDEA POR ULTRASONIDO DOPPLER.

Se procedié a medir el grosor del complejo intima media carotidea, de la carétida derecha,
la medicién se hace en la pared posterior de la car6tida comun a un centimetro del bulbo.
Todas las mediciones fueron hechas en el mismo equipo de ultrasonido de alta resolucion
con un transductor lineal y se tomaron en cuenta variables anatomicas de cada paciente
tales como cuello muy corto o con demasiado paniculo adiposo.

Una medicién del complejo intima media carotidea por arriba de 0.8 mm se tomd como

un engrosamiento del mismo. También se determind la presencia o no de placas de

ateroma asi como las caracteristicas de las mismas.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 estadistica descriptiva con medidas de tendencia central (media) y medidas de
dispersién (varianza, desviacion estandar).

Para evaluar la fuerza de asociacion entre diferentes variables dicotomicas en los grupos
de comparacion con tablas de contingencia la razén de momios con los intervalos de
confianza del 95%.

Para variables continuas se utilizé la prueba de t de Student en todos los casos
significativo un valor de p menor de 0.05 para el objetivo primario y menor de 0.01 para
los objetivos secundarios como ajuste a comparaciones multiples.

Se realiz6 correlacion de Pearson, considerando significativo un valor de p <0.05.
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7.-RESULTADQS:

En nuestro estudio incluimos a 37 pacientes con AR, que se habian evaluado en el
estudio anterior de “Prevalencia de factores de riesgo tradicionales y no tradicionales de
afeccion cardiovascular en pacientes ambulatorios con Artritis Reumatoide®, en el afio

2008, asi como 37 sujetos controles pareados por género y edad mas menos 3 afios.

Cada grupo incluyé 31 mujeres y 6 hombres, para el grupo de los pacientes con AR
tenian una edad en promedio de 46.8 afios, con una edad minima de 24 afios y maxima

de 80 afios y con una evolucion de la enfermedad de 7.7 afios en promedio.

La figura 8 y 9 muestran tanto los antecedentes heredofamiliares como los antecedentes

personales patoldgicos respectivamente, en los pacientes con Artritis Reumatoide.

Los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales de los pacientes y controles se
describen en la tabla 2; mostrando una diferencia significativa en la TA diastélica entre los
pacientes y controles con una p=0.052. También se encontré significancia estadistica en

el tabaquismo, encontrandolo mayor en los controles con una p=0.06.
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ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES DE PACIENTES CON AR.
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Figura 8. Antecedentes heredofamiliares de los pacientes con AR, encontrando el
antecedente de HTA en 24 pacientes (64.8%), DM en 21 pacientes (56.7%), AR en 20
pacientes (54%), Cardiopatia en 14 pacientes (37.8%), Obesidad en 10 pacientes (27%)

y Enfermedad renal en 3 pacientes (8.1%).
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La figura 9 muestra los antecedentes personales patoldgicos de los pacientes con Artritis
Reumatoide, encontrando Gastritis y/o ulcera en 18 pacientes (48.6%), colitis en 13
pacientes (35.1%), depresion en 11 pacientes (29.7%), Cancer en 3 pacientes (8.1%) y

finalmente DM en 3 pacientes (8.1%).
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TABLA 3 FACTORES DE RIESGO TRADICIONALES EN PACIENTES Y CONTROLES.

VARIABLES AR CONTROLES Valor p

Genero F/M 31/6 31/6

Edad (X/DE) 46.8/14.9 46.9/14.9 0.994

Triglicéridos (X/DE) | 147.29/68.14 151/58.8 0.80

TA Sistdlica (X/DE) | 131/22.9 128/20.9 0.557

>130mmhg 54% 37%

TA Diastdlica 78/11.3 73/9.8 0.052

(X/DE) 29% 16%

>85mmhg

HDL HOMBRE 0.23

(X/DE) 47.83/9.84 41.17/8.08

HDL MUJER 44.16/12.31 47.03/11.62 0.35

LDL HOMBRE 117.36/23.80 102.06/21.58 0.27

LDL MUJER 101.94/32.28 100.53/29.80 0.85

TABAQUISMO 3/137 10/37 0.06
8.1% 27%

SEDENTARISMO 18/37 22/37 0.48
48.6% 59.4%

*prueba t, significancia p<0.05, tabaquismo y sedentarismo con prueba de Fisher,

significancia p<0.05

TABLA 4 CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS ENTRE PACIENTES Y

CONTROLES.
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VARIABLE AR CONTROLES Valor p
Escolaridad (x/DE) | 8.4/4.3 13.24/6.2 <0.0001
IMC (X/DE) 26/5.3 25/5.6 0.78
Cintura hombres
(X/DE) 92.83/14.24 91.67/15.04 0.89
Cintura mujer 0.53
(X/DE) 89.74/10.62 87.90/12.21
HOMA IR (X/DE) 2.9/1.5 2.9/1.8 0.95
>2.5 21(56.7%) 16(43.2%)
Sindrome 14(37.8%) 15(40.5%)
Metabolico
Glucosa (X/DE) 104.44/31.1 100.7/21.6 0.60
>100mg/dl 3(8.1%) 2(5.5%)
Acido arico (X/DE) | 4.2/1.3 4.34/1.5 0.68
>7mg/d| 0% 4(10.8%)
Plaguetas (X/DE) 295/83 242/66 0.004
>400 3(8.1%) 0%
IDARE

A. Estado 3(8.1%) 0

A. Rasgo 1(2.7%) 0

A. RIE 3(8.1%) 2(5.4%)
VSG (x/DE) 29.8/11 20.5/11.2 0.001

La tabla 4 muestra las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes y controles
encontrando una diferencia significativa en la escolaridad en afios cursados, siendo en

promedio de 8.4 afios en los pacientes y de 13.2 en los controles con una p<0.0001.
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En las variables de laboratorio como son la VSG y la cuenta de plaquetas se encontré
diferencia significativa entre pacientes y controles. Encontrando que la cuenta de
plaquetas era mayor en los pacientes a diferencia de los controles (p=0.004). También se
vio mayor la VSG en los pacientes (p=0.001).

TABLA 5 BIOMARCADORES EN CASOS Y CONTROLES

VARIABLE AR CONTROLES Valor p
n= 37 n= 37

IL6 pg/ml 0.019

(X/DE) 10.03/13.10 4.61/2.39

TNF a pg/ml 0.158

(X/DE) 12.80/9.04 9.83/8.75

PAI-1 pg/ml <0.0001

(X/DE) 42.28/16.85 29.15/11.65

CD40-L pg/ml 0.012

(X/DE) 452.68/616.25 180.17/126.96

PCR pg/ml <0.0001

(X/DE) .8767/.1436 5215/.3315

FvW % 0.002

(X/DE) 135.83/25.72 116.61/23.57

*Significancia p<0.05, Prueba t.

La tabla 5 muestra la medicion de los biomarcadores IL-6, TNFa, PAI-1, CD40-L, PCR y
FvW, tanto en los pacientes con AR como en los sujetos controles.

Encontrando una diferencia significativa para IL-6 (p=0.019), PAI-1 (p<0.0001), CD40-L
(p=0.015), PCR (p<0.0001) y finalmente para FvW (p=0.002).
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Figura 10 Biomarcadores en casos y controles
TABLA 6 CORRELACION DE BIOMARCADORES Y DAS28

VARIABLES CORRELACION (Rho) SIGNIFICANCIA
DAS 28/IL-6 .280 0.093
DAS28/ TNFa .306 0.066
DAS28/PAI-1 -.045 0.797
DAS28/CD40-L 442 0.006
DAS28/PCR .310 0.062
DAS28/FYW 135 0.434

*Significancia p<0.05, Correlacion de Pearson.
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La tabla 6 muestra una correlacién de Pearson entre la puntuacion del DAS 28 que
determina la actividad de la artritis en los pacientes y los biomarcadores tanto de dafio

endotelial como inflamatorios.

Encontramos significancia en la correlaciéon de DAS 28 y CD40-L (rho=.333, p=0.044) y
encontrando una tendencia en la correlacion entre el DAS 28 con TNFa (p=0.066) y DAS
28 y PCR (p=0.062).

TNFa

La figura 11 muestra una correlacion de Pearson entre el TNFa y DAS 28 (rho .306,

p=0.066) mostrando una tendencia de correlacion positiva.
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La figura 12 muestra una correlacién de Pearson entre CD40-L y DAS 28 (rho .333,

p=0.044) encontramos una correlacion positiva entre ambos datos.
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La figura 13 muestra una correlacion de Pearson entre PCR y DAS 28 (rho .310, p=0.062)

Encontramos una tendencia de correlacion positiva entre ambas variables.

Se hizo una correlacién entre el nivel ya sea en plasma o suero de los biomarcadores y la
presencia de sindrome metabdlico encontrando una tendencia en el caso de ligando
CD40 (rho=36, p=0.052) y el sindrome metabdlico, esto solo en el caso de los controles;

en el caso de los pacientes con AR no se encontraron datos de significancia.
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Se realiz6 también una correlacion entre el nivel de los biomarcadores y el tipo de
tratamiento que tenian en ese momento solo los pacientes con AR, ya fuera metotrexato o
algun tratamiento esteroideo, encontrando una tendencia en relacion con el metotrexato

y ligando CD40 (rho=.310, p=0.062).

TABLA 7 CORRELACION DE BIOMARCADORES CON GROSOR DE COMPLEJO
INTIMA MEDIA CAROTIDEA EN CASOS Y CONTROLES

VARIABLES CASOS Y | CORRELACION SIGNIFICANCIA
CONTROLES (Rho)

US/IL-6 n=61 .050 0.702

US/ TNFa n=73 409 <0.0001
US/PAI-1 n=71 -.008 0.947
US/LCD40 n=73 .033 0.780

US/PCR n=73 .138 0.246

uUSs/ Fvw n=72 .017 0.890

*Correlacién de Pearson, significancia p<0.05

La tabla 6 muestra la correlacion que se hizo entre la determinacién del complejo intima
media carotidea por US doppler y el nivel ya sea en plasma o suero de los biomarcadores,
encontrando una correlacion positiva entre el complejo y el TNFa. rho= .409 y una
significancia p=<0.0001.

También se hizo correlacion entre ultrasonido y la PCR pero solo en los pacientes con AR

y se encontrd una rho=-.319, una significancia de p=0.054.

TABLA 8 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULARES ANTERIORES Y ACTUALES
(DATOS CLINICOS)
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Variable Antes Actual Valor p
Genero (F/M) 31/6 31/6
Edad (X/DE) 44.30/14.85 46.89/14.90 0.001
TA sistolica (X/DE) | 125.19/15.03 131.84/22.99 0.092
TA diastdlica 76.08/11.03 78.22/11.30 0.419
(X/DE)
Tabaquismo % 9/37 (24.3%) 11/37 (29.7%) 0.079
Sedentarismo % 19/37 (51.4%) 9/37 (24.3%) 0.03

*Prueba t, Significancia p<0.05, para tabaquismo y sedentarismo prueba de Fisher,
significancia p<0.05.

La tabla 8 muestra una prueba t, para comparar los factores de riesgo cardiovasculares
(solo datos clinico) que se midieron en el estudio previo (hace 2 afios) y las
determinaciones actuales en los pacientes con Artritis Reumatoide. Para comparar tanto
el tabagquismo como el sedentarismo se realizé una tabla de contingencia 2x2 con una
prueba de Fisher.

TABLA 9 FACOTORES DE RIESGO CARDIOVASCULARES ANTERIORES Y
ACTUALES (DATOS DE LABORATORIO)
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Triglicéridos 139.97/45.09 147.30/68.14 0.542
HDL 51.99/23.33 44.76/11.90 0.078
LDL 84.95/23.25 104.44/31.31 <0.0001
Glucosa 91.51/16.60 105.84/16.74 0.014

*Prueba t, significancia p<0.05

La tabla 9 muestra la comparacion con una prueba t, de los factores de riesgo
cardiovasculares que se determinaron en los pacientes hace dos afios en comparacion

con las determinaciones actuales (datos de laboratorio).

También realizamos una comparacion con la cuenta de plaquetas tomada hace dos afios
y la tomada en este estudio, encontrando en promedio la cuenta plaquetaria hace dos
afos en los pacientes de 273.84 y la cuenta plaquetaria en este estudio en promedio fue
de 295.78 encontrando un valor de p=0.024.

La comparacion en el peso de los pacientes hace 2 afios y actualmente. Hace dos afios
en promedio era de 63.33 kg y actualmente de 63.22 kg con valor de p=0.437.
Comparacion entre nivel de acido Urico hace dos afios en promedio fue de 3.80 y
actualmente de 4.20 con un valor de p=0.133

La insulina en los pacientes hace dos afos fue en promedio de 13.77 y en nuestro estudio

fue de 10.99 con un valor de p=0.028

La puntuacion de HOMA IR hace dos afos en los pacientes fue en promedio de 2.98 y en

nuestro estudio fue de 2.93 con un valor de p=0.880.
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PACIENTES AR

M ANTERIOR 1 ACTUAL

HAQ-20 DAS-28

La figura 14 muestra la puntuacion de HAQ-20 que es un cuestionario que indica el grado
de discapacidad que presentan los pacientes, entre mayor puntuacion mayor grado de
discapacidad funcional, sin mostrar diferencia significativa en la determinacién del estudio
previo y la determinacion actual (p=0.116). También se muestra la puntuacion de DAS28
que indica la actividad de la enfermedad, mientras mas alta sea esta mayor actividad tiene
la AR, encontrando una diferencia entre la determinacion anterior y la nueva (p=0.002),
siendo mas alta en la determinacién que hicimos actualmente y por lo tanto los pacientes

tenfan mas actividad de la enfermedad.

8.-DISCUSION
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Al analizar los resultados obtenidos en este trabajo se encontrd una diferencia significativa
en la TA diastdlica entre los pacientes y los controles, mostrando una p marginal de 0.052.
La TA diastdlica es regulada principalmente por la resistencia periférica, el 90% de la
resistencia de los vasos arteriales ocurre en las arteriolas, manteniendo en equilibrio entre
vasodilatacion y vasoconstriccion, esto debido a la funcion del musculo liso vascular. La
resistencia periférica se altera también debido a cambios estructurales de las arteriolas
(ateroesclerosis) y por cambios en la viscosidad de la sangre. (28)

Por lo tanto esta diferencia entre presiones diastélica entre pacientes AR y controles
podria estar reflejando ya un cambio en la estructura y/o funcional endotelial arteriolar de
los pacientes.

También se encontrd una diferencia significativa en el consumo de tabaco siendo de un
27% en controles y de un 3% en pacientes AR. Asi como diferencia en la escolaridad en
afios cursados, encontrando un total de afios terminados en pacientes AR de 8.4 afios en
promedio y de 13.24 afios en controles.

Cortés- Ramirez y Col reportaron en el 2006 la epidemiologia del tabaquismo en México,
determinando que se encontraba una mayor prevalencia entre las edades de 17 a 25
afos, pero que también se mostraba un mayor consumo en personal de salud. (29) Esto a
pesar de contar con una mayor informacion sobre los problemas de salud que el
tabaquismo implica, asi como un mayor grado de escolaridad.

En cuanto a las determinaciones de laboratorio que se hicieron entre pacientes y
controles se encontrd una diferencia significativa en la cuenta de plaquetas. Se encontro
una media y desviacion estandar de plaguetas en pacientes de 295/83 y en sujetos
controles de 242/66 con un valor de p=0.004. En el 2009 el estudio de C Becker y Col y
otros estudios han publicado las funciones de las plaquetas ademas de su funcion
hemostatica; haciendo referencia a las funciones de las plaquetas como células
reguladoras tanto de inflamacién como de actividad inmunolégica. (30, 40, 41, 42)
Referian que se encontraban implicadas en enfermedades autoinmunes. En el caso de la
AR determinaron que la cuenta de plaquetas se encontraba elevada en comparacion con
los sujetos controles tal como se muestra en nuestro estudio, ademdas referian que esto se

correlacionaba con actividad de la enfermedad. (30)
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También se encontr6 diferencia significativa en VSG entre pacientes y controles, los
pacientes mostraron niveles séricos de 29.8 y en controles una media de 20.5, mostrando
una p=0.001.

La VSG en AR es la proporcion de la medicion de eritrocitos sedimentados de sangre
anticoagulada bajo condiciones estandares. Es una prueba de laboratorio no especifica
que indica un proceso inflamatorio o infeccioso. Puede tener variaciones de acuerdo al
volumen de paquete globular, por lo que se debe solicitar con una formula roja para su
debida interpretacion. Es el reactante de fase aguda de eleccion para valoracién de
actividad de enfermedades reumaticas tales como Artritis Reumatoide. (31)

Es ademas un componente importante en la determinacién de actividad de la enfermedad,
por medio del DAS28. (8)

También encontramos diferencia con significancia estadistica en los niveles de IL-6 de
entre pacientes y controles, mostrando una media en los pacientes de 10.03 y una media
en los controles de 4.6 pg/ml, con un valor de p =0.019. Es conocido el papel que juegan
las citocinas proinflamatorias en la fisiopatologia de la Artritis Reumatoide, tales citocinas
implicadas son la IL-1, IL-6 y TNFa.

El papel que juegan en la fisiopatologia es preservar un entorno inflamatorio y de
destruccién articular, que da los datos clinicos caracteristicos de dolor y rigidez articular.
Estas citocinas se han correlacionado con alta actividad de la enfermedad y con
resistencia al tratamiento. (39)

La IL-6 es una citocina sobre expresada en tejido sinovial de pacientes con Artritis
Reumatoide, con altas concentraciones séricas y en tejido sinovial. (20)

En este estudio también se realiz6 la determinacion de FVYW. El FVW es una glucoproteina
de alto peso molecular que se sintetiza y almacena en megacariocitos y células
endoteliales. (17) En el 2010 se reportd que el aumento de citocinas proinflamatorias
puede inducir también aumento del factor de Von Willebrand, y que este promueve
agregacion y adhesion plaquetaria. (21)

Los niveles plasmaticos del FVW se han estudiado en pacientes con AR y se ha
encontrado una correlacion de sus niveles con eventos cardiovasculares futuros.

Varios estudios han investigado diferentes biomarcadores asociados a disfuncion

endotelial, ateroesclerosis y enfermedad cardiovascular, tanto en poblacion general como
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en pacientes con AR, entre estos factores tenemos a las moléculas de adhesion tanto
celular como intracelular, E-selectina, PAI-1, t PA, FVW.(21)

Hay también estudios de asociacion entre el FYW y el grosor del complejo intima media
carotidea en pacientes con AR. (32)

Otra determinacion que hicimos por técnica de ELISA fue el PAI-1, encontrando diferencia
estadistica entre pacientes y controles con una media en pacientes de 42.28 y en
controles de 29.15 dando un valor de p <0.0001.

El PAI-1 o inhibidor tisular del activador del plasminégeno tipo 1, es una glicoproteina, que
tiene como funcion la inhibicién fisioldgica de los activadores tipo t PA y u PA,
desempefnando por lo tanto un papel muy importante en la regulacion de la fibrindlisis.
(25)

El PAI-1 se encuentra aumentado en pacientes con enfermedad cardiovascular. Es
conocido que regula la activacion del plasmindgeno a plasmina, encontrando que la
plasmina degrada de forma tanto directa como indirectamente proteinas de la matriz de
cartilago y hueso. Por lo que el PAI-1 estd involucrado indirectamente en la degradacion
de cartilago y hueso en pacientes con Artritis Reumatoide, asi como con el aumento de
morbilidad y mortalidad por enfermedad cardiovascular. (33)

Mc Bane y Col refieren la asociacion entre la edad avanzada y altos niveles de PAI-1y su
implicacion en aumento de morbilidad y mortalidad cardiovascular (55)

Se ha encontrado también que altos niveles de PAI-1 se asocian con hiperglicemia y por
lo tanto con sindrome metabdlico y DM; asi como hay estudios que lo asocian
directamente con aumento en el grosor de la intima arterial, esto debido a aumento en la
remodelacién vascular. (56,57)

Por tal motivo se ha estudiado hasta ahora en animales de experimentacién la inhibicion
en la expresion de PAI-1 como un tratamiento antitrombatico. (58)

Otra determinacién por técnica de ELISA fue del ligando CD40 (CD40-L). El CD40 es una
proteina integral de membrana que se encuentra en todas las células presentadoras de
antigeno, Células T, endotelio vascular, queratinocitos y fibroblastos. El ligando CD40
(CD40-L, CD154, gp39) es también una proteina de membrana que se expresa
predominantemente en los linfocitos T CD4 activados, pero también en linfocitos T CD8+,

eoisindfilos, mastocitos, basdfilos, natural killer y células dendriticas. (22)
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Las interacciones de CD40/CD40-L son pieza clave en la regulacién de numerosos
procesos de activacion del sistema inmune. (34)

El CD40 es actualmente conocido como una proteina protrombética y proinflamatoria,
teniendo un papel en la progresion de la ateroesclerosis y eventos cardiovasculares.

Hay estudios que reportaron la asociacién de CD40-L con ateroesclerosis, refiriendo que
el CD40-L podria afectar el proceso de aterosclerosis a diferentes niveles incluyendo la
migracion de células mononucleares en areas de la placa ateroesclerética, activacion de
las células T, produccidon de citocinas, activacion de macréfagos y presentacion local de
antigenos. (35, 53, 54)

En el afio 2009 Jane Worthington reporto una asociacién entre anormalidades en el gen
que expresa el CD40 y la susceptibilidad para padecer Artritis Reumatoide en una cohorte
de poblacién inglesa. (36)

También se realiz6 correlaciones entre el DAS 28 que indica el grado de actividad de la
enfermedad en los pacientes con Artritis Reumatoide y la determinacion de TNFa,
encontrando una rho=.306 y un valor de p=0.066. EI DAS 28 valora numero de
articulaciones dolorosas, numero de articulaciones inflamadas, Velocidad de
sedimentacion globular y estado general del paciente por medio de una escala visual
analoga. Clinicamente los pacientes con AR refieren dolor e inflamacion articular, que de
hecho es debida en parte al exceso en la produccion de citocinas tales como el TNFa.
Esta produccion tiene un ciclo circadiano que aumenta durante la madrugada por lo que al
paciente le da la caracteristica de rigidez articular al inicio del dia y que mejora con el
paso de la mafiana. (20)

También encontramos una correlacion positiva entre DAS28 y PCR. La proteina c reactiva
es un reactante de fase aguda muy utilizado en la valoracion de pacientes reumatoldgicos
tales como pacientes con AR y se ha propuesto como parte integral del DAS 28, en el
2010 Isabel Castrejon y Col refirieron que la VSG (parte del DAS 28) podria ser sustituida
por la PCR debido a que la VSG era facilmente influenciada por otros factores como edad
y género. (37)

Aungue en la actualidad el DAS 28 con VSG es mas utilizado tanto en la practica clinica

como en investigacion, la PCR se puede correlacionar con el DAS28. (22)
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Se encontré correlacion positiva entre DAS28 y CD40-L, con un valor rho=.333 y un valor
de p=0.044.

En el afio 2000 Beate Berner y Col ya lo nombraron como marcador de actividad de la
enfermedad en Artritis Reumatoide. Ellos referian que la interaccion entre induccion de
activacion en la glicoproteina de superficie CD40-L en células T CD4+ y su receptor CD40
gque se expresa en varios tipos celulares juega un papel crucial en numerosas reacciones
inmunes tanto humorales como celulares y referian que probablemente en la patologia de
AR. Concluyendo que estaba relacionado con mayor actividad de la enfermedad y por lo

tanto con un pronéstico desfavorable. (34)

Finalmente se encontrd una correlacion positiva entre el aumento del grosor del complejo
intima media carotidea medido por ultrasonido doppler y los niveles de TNFa.

Al respecto hay literatura que refiere que las sefiales dadas por las citocinas tales como
TNFa tienen multiples efectos en la funcién de células vasculares y pueden generar
lesion. Refieren que la produccién de estas citocinas es nula o baja en vasos normales,
sin embargo se puede encontrar aumentada en patologia vascular. Por lo que el nivel de
TNFa podria encontrarse aumentado en pacientes con disfuncién endotelial, enfermedad
ateroesclerética y franca enfermedad cardiovascular, tal como se muestra en la
correlacion en este estudio. (38, 46,)

Se hizo una comparacién en la presencia de factores de riesgo para enfermedad
cardiovascular en los pacientes con AR en las determinaciones hechas hace dos afios y
las actuales. Encontrando que el tabaquismo estaba presente en 9 pacientes hace dos
afios y que incremento a 11, que el sedentarismo se encontraba en 11 pacientes con AR
hace dos afios y que bajo a estar presente en 9 pacientes. Los triglicéridos en estos
mismos pacientes en promedio hace dos afos eran de 139.97 y actualmente de 147.30,
el HDL hace dos afios en promedio fue de 51.99 y actualmente de 44.76. LDL hace dos
aflo en promedio fue de 84.95 y actualmente de 104.44 p<0.001. La determinacion de
glucosa en promedio hace dos afios fue de 91.51 y actualmente se sacé un promedio de
105.84 con un valor de p=0.014.
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Varios estudios realizados en ultimos afios han buscado el determinar la causa del
aumento de mortalidad por enfermedad cardiovascular en los pacientes con artritis
reumatoide; varios de ellos han asociado con los factores de riesgo tradicionales,
refiriendo que los pacientes con AR presentan mas sedentarismo a consecuencia de la
inflamacién y del dolor articular o que el tratamiento con esteroides aumenta niveles de
glucosa o un perfil de lipidos aterogénico.

Sin embargo el aumento debido a enfermedad cardiovascular en estos pacientes no es
del todo explicada por aumento simplemente de los factores de riesgo, se ha asociado
también a la inflamacién que se presenta de manera crénica y sistémica. Se sabe que la
ateroesclerosis en inicio es un proceso inflamatorio también. (47, 48, 49, 50)

Por tal motivo Jonh y Col en 2011 hablan de la artritis reumatoide como factor de riesgo
cardiovascular por si sola y lo comparan con la diabetes mellitus como riesgo para
enfermedad cardiovascular. (51, 52)
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9.- RESUMEN DE RESULTADOS

¢ Encontramos diferencia significativa entre pacientes y controles en la cuenta de
plaguetas, como es el caso de pacientes con enfermedades crénicas inflamatorias
tal como la Artritis Reumatoide.

e Encontramos diferencia al comparar entre pacientes y controles los niveles de
biomarcadores inflamatorios tal como la IL-6 pero no fue asi al comparar niveles
de TNFa.

e Al comparar niveles de biomaradores de dafio endotelial entre pacientes y
controles, encontramos aumentados en los pacientes el PAI-1, CD40-L, FVW vy
PCR.

e Al hacer la correlacién entre puntuacion de DAS28 (actividad de la enfermedad) y
TNFa encontramos una p marginal de 0.066, entre DAS28 y CD40-L p=0.044 y
finalmente entre DAS 28 y PCR p marginal de 0.062.

e Se encontr6 una correlacion positiva entre el grosor del complejo intima media

carotidea y el nivel de TNFa con una p<0.001

10.-CONCLUSIONES

MED CIR PART ADRIANA RIVERA GARIBAY Pagina 64



BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y SU RELACION CON
ACTIVIDAD CLINICA, TRATAMIENTO Y SINDROME
METABOLICO.

En el presente estudio tal como lo reporta la literatura encontramos diferencia al analizar
la determinacion de diferentes biomarcadores tanto inflamatorios como de dafio
endotelial. Encontrandose mas alta en los pacientes con AR.

No es asi en el caso de la presencia de factores de riesgo para desarrollar enfermedad
cardiovascular, tales como presencia de hipertension, nivel de triglicéridos, HDL, LDL,
glucosa, &cido arico, tabaquismo y sedentarismo.

En cuanto a las determinaciones de la prueba clinica de funcion endotelial y medicion del
complejo intima media carotidea por ultrasonido doppler, a diferencia de la literatura no
encontramos diferencia entre el grupo de pacientes con AR y los controles y esto es
debido probablemente en el caso de la prueba clinica de funcién endotelial a que es una
prueba con muchas variables que controlar y que podrian alterar los resultados. Aunque
es una prueba de facil acceso es una prueba que podria presentar variaciones de
resultados en un mismo paciente.

En las correlaciones que realizamos entre grado de actividad de la enfermedad (DAS28) y
biomarcadores nos llama la atencion la correlacién positiva que se encontré entre el
CD40-L y DAS-28, ya que principalmente este biomarcador se asocia con el riesgo de
padecer enfermedad cardiovascular.

Otra correlacion que hicimos fue entre grosor del complejo intima media carotidea y el
nivel del TNFa, que aunque ya hay literatura al respecto que relaciona el nivel de TNFa
con dafio ateroesclerético no encontramos una referencia que lo correlacionen

directamente.
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11.-PERSPECTIVAS
Estudiar una cohorte de pacientes con AR a mas largo plazo, es decir tener un

seguimiento de estos pacientes desde el inicio de su diagnostico hasta 10 afios de
evolucién controlando los factores de riesgo para enfermedad cardiovascular, de tal
manera que al hacer la medicion tanto en inicio de disfuncidbn endotelial como
posteriormente ateroesclerosis 0 ya una franca enfermedad cardiovascular sea explicada
por la propia enfermedad reumética, el proceso inflamatorio crénico y sistémico, que por
los factores de riesgo para desarrollar enfermedad cardiovascular.

Seria de utilidad en estos pacientes el determinar cual de estos biomarcadores es el que
mas les da un valor predictivo para desarrollar enfermedad cardiovascular a futuro y que

se les puedan hacer determinaciones periédicas para controlar tal riesgo.
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