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PARAMETROS INFLAMATORIOS, FACTORES DE RIESGO
CARDIOVASCULAR Y GENERACION DE TROMBINA EN
INDIVIDUOS CON ENFERMEDADES REUMATICAS

Maria Navarro!, Vanessa Nabki 2, José Ochoa 2, Esther Ostia 2, Gustavo Crespo 2,

Luis Pérez-Ybarra 4, Mercedes Lopez °, Mildred Lupi ®

RESUMEN: La Artritis Reumatoide (AR) y el Lupus Eritematoso Sistémico (LES), son
Enfermedades Reumaticas Sistémicas (ERS), caracterizadas por trastornos inflamatorios
auto-inmunitarios. Los pacientes con ERS tienen una expectativa de vida reducida, 50%
de la mortalidad atribuido a las enfermedades aterotrombéticas motivado a un
desequilibrio entre factores inflamatorios y hemostaticos. El objetivo del estudio fue
asociar la generacion de trombina con biomarcadores de inflamacion y factores de riesgo
cardiovascular en pacientes con LES y AR que acudieron al Servicio de Reumatologia del
Hospital Central de Maracay, entre julio-noviembre de 2016. Investigacion descriptiva de
tipo transversal. La muestra estuvo conformada por 20 pacientes con LES, 20 con AR y
20 individuos aparentemente sanos. Se determinaron los indices antropométricos, perfil
lipidico, biomarcadores de inflamacion (fibrindgeno (Fg), proteina C reactiva (PCR), IL-6,
IL-8, VSG, leucocitos) y generacién de trombina (GT). La concentracién de GT no
presentd diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio. Los
promedios obtenidos de los biomarcadores de inflamacién, colesterol total, LDL-c, VLD-c,
triglicéridos entre los grupos con AR y LES fueron estadisticamente iguales entre si y
mayores al control; y para HDL-c el grupo control present6 la mayor media, seguido de
AR y LES. Se encontr6 en pacientes con AR una correlacién negativa estadisticamente
significativa entre GT y la HDL-c, y en LES una asociacién directamente proporcional y
estadisticamente significativa entre la generacién de trombina con IL-6 y VSG. Los
pacientes con AR y LES presentaban un estado inflamatorio cronico, dislipidemia, y sin
incremento en la concentracion plasmatica de generacién de trombina.
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ABSTRACT: Rheumatoid Arthritis (RA) and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) are
systemic rheumatic diseases (SRS) characterized by autoimmune inflammatory disorders.
Patients with SRS have a reduced life expectancy, 50% of the mortality attributed to
atherothrombotic diseases motivated by an imbalance between inflammatory and

hemostatic factors. The aim of this study was to associate the generation of thrombin with
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inflammation biomarkers and cardiovascular risk factors in patients with SLE and RA who
attended the Rheumatology Service of the Central Hospital of Maracay, July-November
2016.Descriptive research of cross-sectional type. The sample consisted of 20 patients
with  SLE, 20 with RA and 20 apparently healthy individuals. Were determined the
anthropometric indexes, lipid profile, inflammation biomarkers (fibrinogen (Fg), C-reactive
protein (PCR), IL-6, IL-8, VSG, leukocytes) and thrombin generation (TG). The
concentration of TG did not show statistically significant differences between the study
groups. The averages obtained from the biomarkers of inflammation, total cholesterol,
LDL-c, VLD-c, triglycerides between the groups with RA and SLE were statistically equal
to each other and greater than the control; and for HDL-c the control group presented the
highest mean, followed by RA and LES. In patients with RA was found a statistically
significant negative correlation between GT and HDL-c, and in SLE a directly proportional
and statistically significant association between the generation of thrombin with IL-6 and
ESR. Patients with RA and SLE presented a chronic inflammatory state, dyslipidemia and
without increase in the plasma concentration of thrombin generation.

Key words: rheumatic disease, inflammation, cardiovascular risk, thrombin

1. Profesor Asociado. Doctor en Ciencias
mencién Bioquimica. Unidad de Investigacion
de Lipidos y Lipoproteinas. Departamento
Clinico Integral. Escuela de Bioandlisis.
Universidad de Carabobo sede Aragua.

2. Licenciado en Bioandlisis. Escuela de
Bioanalisis. Universidad de Carabobo sede
Aragua.

3. Licenciado en Bioandlisis. Laboratorio de
Hemostasia y Genética Vascular. Centro de
Biofisica y Bioquimica. Instituto Venezolano
de Investigacion Cientifica.

4. Profesor Asociado. Magister Scientiarum
en Estadistica. Departamento de Ciencias
Bésicas. Escuela de Bioanalisis. Universidad
de Carabobo sede Aragua.

5. Licenciada en educacion Mencion

Biologia. Doctor en Ciencias mencion

Bioguimica. Laboratorio de Hemostasia y
Genética Vascular. Centro de Biofisica y
Bioguimica. Instituto  Venezolano  de
Investigacion Cientifica.

6. Profesor Instructor Contratado. Doctor en
Ciencia Gerenciales. Departamento Clinico
Integral. Escuela de Bioandlisis. Universidad
de Carabobo sede Aragua. Hospital Central

de Maracay.

Recibido: 19-03-19
Aceptado: 13-06-19

INTRODUCCION
Las enfermedades reumaticas
sistémicas (ERS) como la artritis

reumatoidea (AR) y el lupus
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eritematoso sistémicos (LES), se han
asociado con aumento de la
morbimortalidad  cardiovascular vy
aterosclerosis aceleradal. La AR
afecta al 0,5-1% de la poblacién,
presenta una mortalidad de 1,3 a 3
veces superior a la poblacion general
y destaca la mortalidad de origen
cardiovascular con un 40-50%?2. En
los pacientes con LES, la prevalencia
de eventos cardiovasculares es de 6-
10% vy la incidencia anual es de 1,2-
1,5% 34,

Hipertension, diabetes mellitus,
obesidad vy dislipidemia (factores
clasicos de riesgo cardiovascular)
tienen un rol importante en la
aterogénesis y en el desarrollo de
ECV. Sin embargo, estos factores por
si solos, no explican la patogenia de
los trastornos cardiovasculares en
LES y AR, debido a sus caracteres
multifactoriales. Existen factores de
riesgo cardiovascular propios de la
enfermedad que en conjunto
favorecen una mayor incidencia de
desarrollar ECV en estos pacientes
(duracion  del tratamiento  con
glucocorticoides, mayor edad en el

momento del diagndstico y tiempo de

evolucion de la enfermedad)®.
Ademas, el estado inflamatorio
cronico asociado a estas patologias,
es considerado un factor
determinante en la patogénesis de la
aterotrombosis, en donde interviene
una compleja red de mediadores
inmunoldgicos, procoagulantes
(generacion de trombina, fibrindbgeno)
componentes inflamatorios (IL-6, IL-8,
proteina C reactiva y velocidad de
sedimentacién globular) y el estrés
oxidativo, todos ellos conducentes a
la activacion del complemento, el
dafio endotelial y a la leucocitosis,
favoreciendo el desarrollo de
trombosis y ateroesclerosis en
pacientes diagnosticados con estas
enfermedades 7.

El proceso inflamatoria en curso
de los pacientes con ERS favorece la
expresion del factor tisular (FT) en las
células endoteliales, promoviendo la
generacion de trombina, proteasa de
serina que actia como mediador en
la fisiopatologia de las enfermedades
vasculares, ya que en condiciones
patolégicas como en las
enfermedades reumaticas pasa de

ser un regulador fisiolégico de la
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hemostasia a ser un mediador
inflamatorio, dando como resultado
cambios proinflamatorios y
protrombdéticos que estan
involucrados en el desarrollo y la
progresion de la enfermedad arterial.
El papel de la trombina en las
lesiones vasculares y la
ateroesclerosis se ha atribuido no
solo a la formacion de trombos, sino
también a su capacidad para actuar
como potente activador de plaquetas,
estimula la proliferacion de células
musculares lisas vasculares, escision
de proteinas del complemento C3 y
C5a, entre otros. Mencionados
efectos son mediados por la trombina
a través de la activacion de los
receptores activados por trombina,
los cuales son expresados en células
endoteliales, células musculares lisas
vasculares, neuronas del sistema
nerviosos central y periférico bajo
condiciones fisiologicas, como
también, se activan bajos condiciones
patolégicas (formacion de trombos,
inflamacion, lesion tisular, cancer,
entre otras) 8.

Los ensayos de generacion de

trombina, que evaltan el potencial de

un plasma para formar trombina,
pueden proporcionar informacion Uutil
sobre la tendencia protrombdtica de
un paciente. Hasta ahora, solo un
namero limitado de estudios ha
investigado la relacion entre la
generacion de trombina y las
enfermedades cardiovasculares, sin
embargo, se observan efectos sobre
la generacion de trombina que se
conectan con la aterosclerosis y
aterotrombosis °.

Sobre la base de las
consideraciones anteriores y teniendo
en cuenta que en Venezuela no se
han realizado estudios previos sobre
la generaciéon de trombina, se realizé
la presente investigacion con el
objetivo de asociar generacion de
trombina con biomarcadores de
inflamacion y factores de riesgo
cardiovascular en individuos con
lupus eritematoso sistémico y artritis

reumatoide.

METODOS

La investigacion fue de tipo
descriptiva con un disefio transversal.
La poblaciéon estuvo constituida por

pacientes que acudieron al Servicio
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de Reumatologia del Hospital Central
de Maracay, entre julio y noviembre
de 2016. La

conformada por 20

muestra  estuvo
pacientes
diagnosticados  con LES, 20
pacientes diagnosticados con AR y
20 individuos aparentemente sanos
(grupo control). EI muestreo fue no
probabilistico, ya que los
participantes cumplieron con criterios
de inclusion (diagnéstico previo de
LES y AR, edades comprendidas
entre 18 y 55 afios de edad) y de
exclusién (mujeres embarazadas, con
tratamiento oral con anticoagulantes,
enfermedades cardiovasculares,
renales y/o hepaticos, con periodos
tromboticos menor a tres meses e
infecciones recientes). Los pacientes
seleccionados fueron contactados e
informados de la investigacion.
Aquellos que manifestaron su deseo
a participar voluntariamente, se les
incluyo en el estudio y firmaron un
consentimiento informado  escrito,
avalado por el comité de bioética del
centro hospitalario. Adicionalmente, a
estos pacientes se les realiz0 una

encuesta clinica-epidemiolégica con

el objetivo de obtener datos clinicos
relevantes para la investigacion.

A cada paciente se le extrajeron
10 mL de sangre en condiciones de
ayuno de 8 horas, mediante puncion
endovenosa con previa asepsia de la
region antebraquial. La distribucion
de la muestra de sangre se realizo de
la siguiente manera: 1) 3 mL de la
sangre se mezclaron con citrato de
sodio al 3,8% p/v en una proporcion
1:9. Luego, a fin de obtener plasma la
muestra fue centrifugada a 3.500
revoluciones por 15  minutos,
empleando una centrifuga refrigerada
a 4°C. Esta muestra de plasma fue
utilizada para determinar la
concentracion de generacion de
trombina y de fibrin6geno (Fg). 2) 3
mL de sangre se mezclaron con
EDTA-K2 en una proporcion 1:4 para
la determinacion de contaje total de
glébulos blancos y determinar la
velocidad de sedimentacion globular
(VSG). 3) El volumen de sangre
restante se recolecté en un tubo de
ensayo sin anticoagulante. Una vez
ocurrida la retraccion del coagulo, la
muestra fue centrifugada a 3.500 rpm

por 10 minutos. El sobrenadante fue
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separado del paquete globular una
vez finalizado el proceso de
centrifugacion. En la muestra de
suero obtenida fue determinada la
concentracion de colesterol total,
triglicéridos, lipoproteina de alta
densidad (HDL-c, por sus siglas en
inglés High Density Lipoprotein
cholesterol), proteina C reactiva ultra
sensible (PCRus), IL-6 e IL-8.

Para calcular el indice de masa
corporal (IMC), se determiné el peso
con una balanza Health-Meter,
previamente calibrada, con el
paciente descalzo y en ropa ligera;
los valores obtenidos se expresaron
en kilogramos (Kg). Para obtener la
talla se empled el tallimetro y las
medidas obtenidas se expresaron en
metros cuadrados (m?). Se calculé el
IMC por la férmula peso/talla (Kg/m2),
considerandose déficit <18,5 Kg/mz;
normal 18,5 a 24,9 Kg/m?; sobrepeso
25 a 29,9 Kg/m2 y obesidad > 30
Kg/mz 10,

El indice cintura/cadera (ICC), se
obtuvo midiendo el perimetro de la
cintura a la altura de la ultima costilla
flotante y el perimetro maximo de la

cadera a nivel de los glateos. Se

consideraron valores de 0,71 a 0,85
normales para mujeres y de 0,78 a
0,94 normales para hombres %,

Para la medicion de la tension
arterial, se utilizd el método indirecto
de auscultacion de la arteria braquial
con un  estetoscopio 'y un
esfigmomandmetro aneroide
(Lumiscope), efectudndose  dos
mediciones posteriormente
promediadas; la primera fue con un
descanso previo de 5 minutos y la
segunda 5 minutos después. Se
consider6 estado de hipertension
arterial (HTA) valores de presién
arterial sistélica (PAS) > 140 mmHg o
presion arterial diastolica (PAD) >90
mmHg °.

La determinacion del colesterol
total (CT) se realiz6 por el método
enzimatico acoplado colorimétrico de
punto final Colesterol esterasa/
Colesterol oxidasa (Bioscience). Se
consideré como riesgo un valor 2200
mg/dL. Para determinar el HDL-c la
muestra de suero fue sometida a una
técnica de precipitacion de
lipoproteinas por polianiones, seguida
de un proceso separacion mediante

centrifugacion a 3.500 rpm por 10
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minutos. El HDL-C fue aislado del
sobrenadante y determinado por
método enzimético acoplado
colorimétrico de punto final Colesterol
esterasa/ Colesterol oxidasa
(Bioscience). Se consider6 como
riesgo un valor < 50 mg/dL. El valor
de LDL-c y el VLDL-c se obtuvo
mediante la aplicacion de la formula
de Friedewald. Se consideraron como
valores de referencia <130 mg/dL y <
30 mg/dL, respectivamente. Los
triglicéridos  fueron  determinados
mediante el método enzimético
acoplado colorimétrico de punto final
Triglicérido lipasa/ Glicerol quinasa
(Trinder) (Biosciense). Se consider6
como riesgo un valor > 150mg/dL3.

El contaje total de globulos
blancos se realiz6 a través de un
equipo automatizado (Coulter AcT8),
considerando como referencia
valores de 4.000 a 11.000 células por
milimetros cubicos (cel/mm3).

La VSG se determind por el
método de Westergren. Para ello, se
enraso la pipeta de Westergren con la
muestra de sangre anticoagulada,
luego se coloc6 en un tubo (300 £ 1,5

mm de longitud y 2,55 £ 0,15 mm de

diametro, con escala graduada en
mm de 0 a 200), en posicion vertical
durante 1 hora, y se procedio a la
lectura en milimetros (mm)'?. Se
consideraron como valores de
referencia para la lera hora de 0 a 20
mm para mujeres y de 0 a 15 mm
para hombres 13,

La concentracion de Fg se
determiné por el método de Ratnoff y
Menzie 3. Se consideraron como
referencia valores de 200-400 mg/dL.

La concentracion sérica de PCRus
se determind mediante un estuche
comercial de ELISA especifico para
PCR en humanos, de acuerdo al
protocolo
fabricantes (DRG

Alemania). Se

recomendado por el
International,
consider6 como
valores de referencia de 1,0 a 3,0
mg/L y como riesgo alto valores >3,0
mg/L.

La determinacion de la
concentracion de IL-6 e IL-8 se
realizd6 mediante un inmunoensayo
enzimatico especifico para cada
interleuquina, de acuerdo al protocolo
recomendado por los fabricantes
(RayBio®, Norcross, GA). Se
consideraron como valores de
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referencia < 1,60 pg/mL y < 150
pg/mL, respectivamente.

La determinacion de la
concentracion de generacion de
trombina (GT), se realiz6 mediante el
tiempo de coagulacién por ecarina
(ECT, por sus siglas en inglés, Ecarin
Clotting Time) 14, usando el estuche
comercial de HAEMOSY S®-
THROGA (HaemoSys GmbH Jena,
Germany). Se prepar6 un pool de
plasma pobre en plaguetas del cual
se afiadieron 100 pL tanto al tubo
activador (contentivo de activadores
de la coagulacién y 22,4 ATU de
hirudina y estabilizadores), y al tubo
de referencia (contentivo 22,4 ATU de
hirudina y estabilizadores). Se
agitaron ambos tubos a 550 rpm en
un agitador durante 30 minutos a
temperatura ambiente, se precalento
el coagulémetro semi-automatizado
(Coagulizer 2K/4K) a 37°C, y se
procedié a determinar el ECT, donde
se detuvo la reaccion afadiendo
300uL del tampon ECT frio (tris base
0,05 M con 0,154 M CaClz a un pH de
7,5), se pipetearon 200 pL del pool de
plasma en una cubeta (previamente

se coloc6é una bala de plomo), se

afiadieron 80 pL de la muestra
(plasma citratado), se dejo incubar
por 3 minutos a 37°C y por ultimo, se
agregaron 20 pL de la solucion de
ecarina (5 U/mL de ecarina en 0,05M
CacClz) precalentada a 37°C. Se midié
el tiempo de coagulacion, se tomo el
valor de los tiempos medidos de
ambos tubos (activador y referencia)
por duplicado y se sacé un promedio
de los tiempos. Se realizé una curva
de calibracién con el tampén ECT
para determinar las unidades
antitrombina, de la cual se permitié
conocer la  concentracion  de
generacion de trombina de los
pacientes en estudio. Se
consideraron como intervalos de
referencia: 115 + 20 ATU/mL.

Se calcularon los estadisticos
descriptivos media aritmética [x],
desviacion estandar [DS], valores
minimo y maximo, y se construyeron
los intervalos al 95% de confianza
para las medias poblacionales
[ICos%(l)], clasificados por grupo. Se
aplicé el analisis de varianza de una
via  (ANOVA) para

diferencias entre los grupos. Las

evidenciar
medias se

comparaciones de
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realizaron utilizando la prueba de la
diferencia honestamente significativa
La asociacion

de Tukey. entre

generacion de trombina y las

variables asociadas a procesos
inflamatorios y riesgo cardiovascular,
se calculd por los coeficientes de
correlacion de Pearson para los
grupos con AR y LES. Se considero,
una diferencia 0 asociacion
estadisticamente significativa con un
p <0,05. Los datos se analizaron

utilizando los programas estadisticos

RESULTADOS

En la tabla 1, se observa que los
grupos bajo estudio presentan
diferencias estadisticas significativas
para el contaje de leucocitos, VSG y
las concentraciones de fibrindgeno,
IL-6,

obtenidos para VSG, fibrindgeno, IL-8

IL-8 y PCR. Los promedios

y PCR en los grupos con AR y LES
son estadisticamente similares entre
si, y mayores al control. Sin embargo,
en el grupo LES y control el valor

promedio de contaje de leucocitos fue

Statistix 9.0, Minitab 16.0 y StatXact semejante.
9.0 de Windows.
Variable Grupo N x DS Min — Max 1Co506(0) P
Control 20 6660  1358,20 4100-9300 6024 — 7296
. 5200 —
Leu000|t305 AR 20 8428 244190 14100 7127 -9729 0,0352*
(cel/mm?) 3600 —
LES 20 6865  2462,60 12900 5553 — 8177
Control 20 8,05 11,81 1-53 2,52 - 13,58
VSG (mm) AR 20 24,94 17,42 663 15,65 - 34,22 0,0009*
LES 20 31,94 25,21 5-80 18,51 - 45,37
Fibring Control 20 26545 62,55 203-428 236,18 - 294,72
(r:qgr/'dnf)geno AR 20 38131 4422  278-450 357,75- 404,88 <0,0001*
LES 20 380,94 70,94 255-523 343,14 - 418,74
Control 20 0,67 0,31 02-1,3 0,52-0,81
IL-6 (pg/mL) AR 20 2,64 0,74 1,89 - 4,27 2,24-304  <0,0001*
LES 20 11,63 10,37  1,92-295  6,10-17,15
Control 20 74,25 22,22 45 - 120 63,85 - 84,65
IL-8 (pg/mL) AR 20 266,31 59,44 168 -390 234,64 - 297,99 <0,0001*
LES 20 29156 80,97 189-420 248,42 - 334,71
Control 20 0,25 0,14 0,1-0,6 0,18-0,32
PCR(mg/dL) AR 20 3,20 1,50 1,32 -7,27 2,40-400  <0,0001*
LES 20 4,53 325 156-12,78  2,80-6,27

(*) Diferencia estadisticamente significativa p< 0,05.

Tabla 1. Pardmetros inflamatorios en los grupos de estudio

Fuente: Elaboracién propia
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En la tabla 2, se evidencia que hubo
diferencias estadisticas entre los
grupos control, AR y LES en los
parametros bioquimicos del pefrfil
LDL-c,

VDLD-c y triglicéridos presentaron

lipidico. EI colesterol total,

medias estadisticamente similares

mayores al control. En el caso del
HDL-c el grupo control presento la
mayor media, seguido del grupo AR y
LES respectivamente. Las variables
IMC, ICC, PAS y PAD no presentaron
diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de

entre si en los grupos AR y LES, y estudio.

Variable Grupo N x DS Min - Max 1Cos500(0) P

IMC Control 20 2531 624  205-499 22,39 - 28,23 N

(Kg/m?) AR 20 2665 582  193-365 2355-29,75 0,7267
LES 20 2525 466  18,6-351  2276-27,73

Control 20 093 010 081-119  0,88-097

IcC AR 20 093 004  085-1 090-0,95  0,9981N
LES 20 093 007 075-105  0,89-096

DAS Control 20 116,50 587  100-120 113,75-119.25 -

(mm Ha) AR 20 11625 1586  80-160  107,80-124,70 0,6020
LES 20 12063 1843  90-170  110,81-130,44

AD Control 20 77,00 7,33 60-90  73,57-80,43

(i Hg) AR 20 7750 683 60-90  73,86-81,14 0,7106"S
LES 20 7938 1182  60-100 73,08 - 8567

Colesterol  Control 20 15960 21,26  120-190 149,65 - 169,55

total AR 20 19875 2343  150-245 186,27-211,23 <0,0001*

(mg/dL) LES 20 21556 3357  175-312 197,67 - 233,45

DL Control 20 5140 419 45-58  49,44-5336

(mafiL) AR 20 4731 444 40-55  44,95-4968  0,0175*
LES 20 4669 691 40-59  43,01-50,37

L DLoc Control 20 8037 1984  45-117 71,09 - 89,65

(/L) AR 20 11684 2405  75-163  104,02-129,65 <0,0001*
LES 20 13472 3343  88-2256 116,91-152,54

VlbLc  Control 20 2783 354 18-34  26,18-29,49

(/L) AR 20 3463 592 24-52  31,47-37,78  0,0001*
LES 20 3334 377  26-384  3133-3535

Triglicéridos COMTOl 20 13915 1768 90-170  130,83-14742

(o) AR 20 17363 2955  120-260 157,88 - 189,37 <0,0001*
LES 20 17013 21,30  131-210 158,78 - 18147

(*) diferencia estadisticamente significativa p< 0,05. (') Diferencia estadisticamente no significativa.

Tabla 2. Factores de riesgo cardiovascular en los grupos de estudios.

Fuente: Elaboracién propia
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De igual manera, tal y como se
Tabla 3, la

plasmatica de

muestra en la
concentracion

generacion de trombina (GT), no
presento diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de

correlacion negativa estadisticamente
significativa entre la generacion de
trombina y la HDL-c en el grupo con
AR, mientras que en el grupo con
LES se aprecia una asociacion

directamente proporcional y

estudio. estadisticamente significativa entre la
En la tabla 4. se observa una generacion de trombina con IL-6 y
VSG.
Variable Grupo N x DS Min — Max 1Co50%(0) P
Generacion  Control 20 107,68 22,43 50,61-153,63 97,18-118,18
Trombina AR 20 10928 4120 2578-19162 87,32-13124 .o
(UTA/mL) '
LES 20 104,67 36,61 24,06-174,46 85,17-124,18

("°) Diferencia estadisticamente no significativa.

Tabla 3. Generacion de trombina en los grupos en estudio
Fuente: Elaboracién propia

Generacion de Trombina

Variables Artritis Reumatoidea Lupus Eritematoso Sistémico

Pearson P Pearson P
Leucocitos -0,0702 0,7961NS 0,3740 0,9340NS
VSG 0,3498 0,1841Ns 0,5323 0,0338*
Fibrinégeno -0,3060 0,2491NS -0,3463 0,1889 NS
IL-6 0,0559 0,8372NS 0,4325 0,0943**
IL-8 -0,3153 0,2343NS 0,1163 0,6679NS
PCR 0,2846 0,2853 NS 0,2873 0,2807 NS
IMC -0,0242 0,9293 NS -0,2731 0,3061 NS
ICC -0,1763 0,5137Ns -0,1531 0,5712Ns
Colesterol total 0,1826 0,4984 NS -0,1760 0,5143Ns
HDL-c -0,4735 0,0639** -0,2006 0,4564 NS
LDL-c 0,2368 0,3772Ns -0,1348 0,6185NS
VLDL-c 0,1129 0,6772Ns -0,1537 0,5698 NS
Triglicéridos 0,1163 0,6681NS -0,0337 0,9013Ns

(**) Diferencia estadisticamente significativa al 10%. (*) Diferencia estadisticamente significativa al 5%.

(NS) Diferencia estadisticamente no significativa.

Tabla 4. Asociacién de generacion de trombina con biomarcadores de inflamacion y
factores de riesgo cardiovascular en individuos con lupus eritematoso sistémico y artritis

reumatoide.

Fuente: Elaboracién propia
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran que los pacientes
con AR y LES presentan un estado
inflamatorio crénico y dislipidemia
caracterizado por aumento de IL-6,
IL-8, VSG, Fibrindbgeno, PCR,
colesterol total, triglicéridos, LDL-c,
VLDL-c y disminucion de HDL-c sin
incremento en la concentracion
plasméatica de  generacion de
trombina en comparacion con el
grupo control. Ademas, se encontrd
una asociacibn negativa entre
generacion de trombina y HDL-c en el
grupo AR, mientras que en el grupo
LES se encontr6 una asociacion
positiva entre la generacion de
trombina, IL-6 y VSG.

Los promedios obtenidos en los
paradmetros inflamatorios VSG,
fibrindgeno, leucocitos, IL-8 y PCR de
los grupos con AR y LES se
encontraron estadisticamente
similares entre si, y mayores al
control. Sin embargo, en el grupo
LES y control el valor promedio del
contaje de leucocitos fue semejante,
y mas elevado en el grupo AR. La
media aritmética del contaje de

leucocitos fue mayor en el grupo con

AR, seguido del grupo con LES y por
altimo el grupo control. La IL-6 fue
superior en los pacientes con LES
gue en los pacientes con AR.
Resultados similares se apreciaron
en los pacientes con LES, donde los
niveles de PCR fueron superiores a
los obtenido en los pacientes con AR
y el grupo control. Estos hallazgos
evidencian un estado inflamatorio que
incrementa la predisposicion para
presentar eventos cardiovasculares
adversos 1>, Numerosos estudios
epidemiologicos han demostrado que
los biomarcadores de inflamacion
pueden actuar como predictores
independientes de eventos
cardiovasculares 56, En tal sentido,
es necesaria la medicibn de estos
pardmetros a fin de identificar y/o
monitorear pacientes con alto riesgo
de padecer enfermedad
cardiovascular.

En la AR y LES se ha evidenciado
una elevacion de colesterol total y
LDL-c, asi como una reduccion
considerable del HDL-c. Aunque la
relacion no se ha descrito como
consistente, los procesos
inflamatorios  cronicos alteran la

estructura lipoproteica en formas que
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no son reflejadas en un perfil lipidico
estandar. Estos procesos
inflamatorios han demostrado ser
capaces de modificar las
lipoproteinas LDL-c, hacia formas
mas pequefias y densas pro-
aterogénicas. En este estudio se
evidenci6 un incremento en la
concentracion de LDL-c en los
pacientes con LES en relacion al
grupo AR. Es importante considerar
gue a pesar que ambas patologias
son de evolucion cronica, el LES es
de una magnitud superior, por lo que
se considera este grupo obtuvo una
elevacion considerable del colesterol
total y LDL-c asi como un descenso
en los niveles, y posiblemente
funcionalidad del HDL-c, en relacion a
los pacientes AR.

En 2016 Batun y cols realizaron
una investigacion sobre la
dislipidemia y riesgo aterogénico en
pacientes con LES, en la cual
encontraron dislipidemia en el 68,6%
de los pacientes con LES, lo cual
incrementa el riesgo a desarrollar
enfermedad cardiovascular 7. De
igual forma, en este estudio se

evidencio que los pacientes con LES

tuvieron un aumento del 21,5% vy
13,4% en la concentracion del
colesterol total y LDL-c
respectivamente, asi como un
descenso significativo de 4,6% en la
HDL-c, en

referencia al grupo control. Por su

concentracion  de
parte, los pacientes con AR
mostraron un incremento del 3% vy
17% en las concentraciones de
VLDL-c y

respectivamente, asi como un

triglicéridos

descenso del 4,7% de la cifra de
HDL-c, en relacién al grupo control.

A pesar que el n muestral
empleado en este estudio, es inferior
al considerado por Batun y cols, es
posible apreciar la misma tendencia
de alteracion en los niveles de los
parametros lipidicos antes
mencionados, la cual se asocia con la
gravedad inflamatoria de ambas
patologias reumaticas, la cual
desencadena la  secrecion de
interleucinas pro-inflamatorias
conjuntamente con la posterior
liberacion de éacidos grasos a la
circulacion por parte del tejido

adiposo 7.
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En las patologias reumaticas, la
dislipidemia se ha explicado por la
existencia de una actividad
disminuida de la lipoproteina lipasa
(LPL), o la presencia de anticuerpos
anti-LPL asi como por la presencia de
anticuerpos anti HDL-c o Apo-Al
(porcion proteica del HDL-c). Estos
factores contribuyen al incremento de
los triglicéridos y la disminucion
progresiva del HDL-c, asociandose a
Su vez con un incremento de la IL-6,
quien es producida normalmente por
el higado, pero en los procesos
inflamatorios también es secretada
por células del tejido adiposo, el cual
funciona como un gran tejido secretor
18_

En 2014, Navarro y cols realizaron
una investigacion sobre factores de
riesgo cardiovascular en pacientes
con LES. En el estudio los autores
encontraron una concentracion sérica
disminuida del HDL-c en el 100% de
los pacientes con LES, en relacion a
los valores de referencia. En
contraste a lo encontrado por Navarro
y cols, en este estudio se evidencio
una disminucion significativa del valor

medio del HDL-c obtenido en los

pacientes con LES, en relacion al
grupo control, a pesar de no
evidenciarse un valor reducido del
HDL-c en el 100% de los pacientes
con LES, en comparacion a los
valores de referencia. En relacién a
este particular, es importante resaltar
gue los pacientes con LES consumen
diversos tipos de esteroides, los
cuales tienen la propiedad de
incrementar las concentraciones de
colesterol total, LDL-c y triglicéridos,
explicAndose de este modo el
conocido efecto de dislipidemia lupica
presente tanto en LES como en AR,
el cual es responsable de la
prescripcion médica de
hipolipemiantes para estos pacientes.

En pacientes diagnosticados con
LES como en otras patologias
inflamatorias donde las lipoproteinas
aumentan en  concentracion y
adquieren un rol patoldgico, los
macroéfagos subendoteliales
internalizan cantidades
incrementadas de LDL-c, el cual se
oxida y cambia la conformacion
estructural de estas células,
convirtiéndolas en células

espumosas, lo que a su vez genera
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una respuesta inflamatoria in situ que
conlleva a la secrecion de IL-6, IL-8,
PCR vy fibrindbgeno, quienes son
considerados también factores de
riesgo cardiovascular °.

Estudios recientes han
corroborado que el HDL-c puede
perder sus efectos anti-inflamatorios
en este tipo de enfermedades
reumaticas y adquirir funciones pro-
inflamatorias (HDL-pi). En diversas
investigaciones se ha demostrado
gue el cambio funcional del HDL-c a
HDL-pi, ocurre frecuentemente en
pacientes con LES asociandose a la
formacién de la placa de ateroma y a
una consecuente enfermedad
coronaria arterial °.

La ateroesclerosis es definida
como una enfermedad inflamatoria
vascular crénica donde las proteasas
de la coagulacion (especialmente
trombina), estan activamente
involucradas con la finalidad de ser
utilizadas como instrumentos para la
oclusion vascular a través de la
formacién de trombos %°.

En este estudio la concentracion
plasmatica de  generacion de

trombina (GT), no presentd diferencia

estadistica  significativa en los
pacientes con LES y AR en relacion
al grupo control. Es posible que este
resultado sea debido a que la GT
posee tendencia al incremento de sus
niveles in vivo, mientras que in vitro la
tiene la particularidad de aumentar
sus niveles por un tiempo no muy
prolongado. Actualmente, no estan
esclarecidas las razones por las
cuales la GT varia sus niveles entre
las mediciones in vitro e in vivo 2. El
analisis ex vivo de GT fue reportado
por primera vez en 2008, mostrando
que era mas rapido, temprano y
elevado en sujetos con antecedentes
de sindrome coronario agudo (SAC)
en comparacion con pacientes sanos,
lo que nos lleva a especular que la
muestra en estudio no presenta SCA
22_

La GT in vivo, es un fendmeno
fisiolégico normal; los marcadores de
la actividad de trombina tales como el
fragmento de protrombina 1,2, los
complejos de trombina-antitrombina
(TAT) y las formas de fibrina
degradada tales como los dimeros D,
son siempre detectables en la sangre.

La generacion de trombina in vitro es
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una prueba que mide la capacidad de
la sangre (plasma) para formar
trombina. Una persona
fisiolégicamente estable con una
trombosis provocada mostrara signos
de aumento in vivo de la generacion
de trombina, mientras que su
capacidad para formar trombina in
vitro puede ser normal 2. En 2015,
Hemker explica “Cuanta mas
trombina menos hemorragia, pero
mas trombosis, cuanta menos
trombina, mas hemorragia, pero
menos trombosis” %3.

Es importante destacar que la
determinacion de la concentracion de
generacion de trombina no es similar
a las pruebas de tiempos de sangria.
La generacién de trombina requiere
una completa termoestabilidad como
condicion indispensable para su
medicién reproducible. Durante el
procedimiento de ejecucion de la
prueba, las muestras y reactivos
preincubados se sirven en las placas
a temperatura ambiente, lo que
conlleva a que no se alcance
generalmente una  temperatura
uniforme de 37°C, incluso después de

10 minutos de incubacion. Ademas,

las diferencias de temperaturas entre
los pozos de la placa pueden ser
factores criticos en la medicion, lo
gue dificulta la calibracion, asi como
la comparacion con un plasma
estandar. Asi  mismo, es un
inconveniente el hecho que se
requiera a parte de la muestra
problema, una segunda muestra
necesaria para ejecutar la calibracion,
ya que esto duplica la cantidad de
muestra y tiempo requerido, por lo
que se incrementa el error
experimental, aun cuando la muestra
y el calibrador sean manejados en
pozos adyacentes 2.

Es posible que la complejidad
técnica que enviste el desarrollo de la
prueba descrita, asi como el hecho
de haber conservado las muestras de
plasma citratado varios dias una
temperatura de -20°C, a cambio de
su procesamiento inmediato, pudo
haber influido en la obtencion de un
resultado no significativo en la
concentracion de generacién de
trombina entre los grupos de estudio.

El objetivo final de esta
investigacion  fue establecer la

correlacion de la GT, los
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biomarcadores de inflamacion y los
factores de riesgo cardiovascular,
donde las muestras de los pacientes
con AR demostraron una correlacion
estadisticamente negativa en relacion
a la GT y la concentracion de HDL-c.
Las demés variables no tuvieron
significancia  estadistica en los
pacientes con AR. Con respecto a
esta correlacibn, en  procesos
reumaticos e inflamatorios en
general, ocurre un pleomorfimo en las
lipoproteinas que actia sobre las
proteasas de serina causando
disturbios  consecutivos en la
coagulacién, especialmente en la
fibrindlisis. ElI HDL-c estimula la
produccion de anticoagulantes con
efectos de resistencia a la proteina C
activada (APC) y proteina S, las
cuales inhiben la GT. Es decir, a
mayor concentracion de HDL-c menor
sera la GT. A pesar de las diversas
sustancias fisiologicas usadas para la
neutralizacion de una GT excesiva,
esta tiene mecanismos de proteccién
para evadirlos, entre los que se
incluyen el lugar donde se forma la
Cuando se

trombina. genera

aceleradamente trombina e induce la

formacion de fibrina, la GT toma lugar
en sitios con grandes
concentraciones de fosfolipidos como
las articulaciones distales,
incapacitando a los inhibidores
naturales a acceder facilmente al
lugar para poder contrarrestar sus
efectos, como ocurre en el caso de la
AR 2L,

Por su parte, los pacientes con
LES presentaron una correlacion
directamente proporcional entre la GT
y las concentraciones de IL-6 y VSG.
Como es de esperarse, mientras mas
trombina se genera, mayor sera el
proceso inflamatorio, y por ende, se
elevaran aleatoriamente la IL-6 y la
VSG. La sefalizacion de IL-6 en los
procesos inflamatorios, cumple un rol
fundamental en la patogénesis de las
enfermedades reumaticas. La
constante produccion de la IL-6
conlleva a una secrecion hepética
exacerbada de proteinas de fase
aguda, asi como a una diferenciaciéon
de células T, especificamente TH1 y
TH17, ampliamente reconocidas por
protagonizar procesos inflamatorios.
Adicionalmente, la IL-6 es

responsable de la estimulacion
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desequilibrada de células B, quienes
son las responsables de la secrecidon
de autoanticuerpos dirigidos
especificamente a las articulaciones o
a cualquier otro tejido 24 Existen
multiples variables que puedan
relacionarse con esta clase de
patologias causadas por la activacion
de diferentes sustancias organicas
las cuales desembocan en un
desequilibrio fisiologico que
descompensa aun mas al paciente.
Es de vital importancia profundizar las
investigaciones a fin de dilucidar
completamente el papel que cumple
la trombina en las patologias
reumaticas, en relacion a como
puede transformase en un efector
protrombético, y adicionalmente servir
como factor guimiotactico
leucocitario, que agrava la situaciéon

en este tipo de pacientes.

CONCLUSIONES

Para el momento de la realizacion del
estudio, los pacientes con AR y LES
presentaron dislipidemia
caracterizada por hipercolesterolemia
e hipertrigliceridemia, con niveles
elevados de LDL-c y VLDL-c, y

disminucién del HDL-c; asi como un

proceso inflamatorio evidenciado por
la elevacion de los niveles de VSG,
fibrindgeno, IL-6, IL-8 y PCR. Por su
parte, la concentracion plasmatica de
GT se encontr0 dentro de los
intervalos de referencia, y se asoci6
negativamente con la concentracion
de HDL-c en los pacientes con AR, y
positivamente con los niveles de IL-6
y VSG en los pacientes con LES.
Estos resultados demuestran la
presencia de un desequilibrio
vascular y hemostéatico que podria
favorecer el desarrollo de procesos
aterotromboticos en los pacientes con
enfermedades reumaéticas, por lo que
se hace necesario la determinacion
de factores hemostaticos,
inflamatorios y de riesgo
cardiovascular, para el pronéstico y
seguimiento de los pacientes con
diagnéstico de AR y LES, con la
finalidad de disminuir la tasa de
mortalidad por enfermedad

cardiovascular.
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