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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénico degenerativa que afecta
principalmente a las articulaciones diartroidalesl. En los ultimos afios se ha tomado mucho énfasis
en las comorbilidades del paciente con AR, una de ellas y més estudiada en los ultimos afios es la
diabetes mellitus (DM) por su alta prevalencia en pacientes con AR (6 al 30%)2-8. Se sabe que la
DM al igual que la AR son enfermedades altamente heterogéneas por lo que los mecanismos de
su vinculacion no han sido elucidados. Es por la misma heterogeneidad de la DM, que un grupo
de investigadores en el 2018 public6 una nueva propuesta de subclasificacion9. Se basaron en 6
variables de clasificacion donde resultaron 5 subgrupos de DM, que fueron: SAID (pacientes con
aGAD+), SIDD (pacientes con deficiencia en la funcion de células beta), SIRD (pacientes con
resistencia a la insulina), MOD (pacientes con DM relacionado a la obesidad) y MARD (pacientes
con DM relacionado a la edad). Al evaluar la reproducibilidad de la subclasificacion se observaron
diferencias en las complicaciones diabéticas, respuesta al tratamiento, y tiempo en alcanzar un
objetivo terapéutico, mostrando que existen diferencias claras en el comportamiento de la DM
segun el subgrupo. Con el fin ayudar en la caracterizacion de los pacientes con DT2, consideramos
de interés aplicar los criterios de esta nueva propuesta de subclasificacion con aquellos

identificados en un grupo de pacientes con AR.

Resultados. Se reclutaron 66 pacientes con AR, de los cuales el 42.4% de la poblacién tenia DM.
Resultando dos grupos; AR y AR/DM. Al comparar las variables demogréficas y clinico-metricas
entre los grupos, no mostraron diferencias significativas excepto en los antecedentes familiares
con DM, donde el grupo de AR/DM reportaba tener un mayor porcentaje de antecedentes
heredofamiliares (96.4%). En las variables bioguimicas se encontraron diferencias significativas
en glucosa y HbAlc (p=0.04 y 0.009 respectivamente). El colesterol también demostré tener
diferencia significativa entre los grupos, viéndose mayor en el grupo de AR/DM. Por su parte en
la evaluacion de las variables inflamatorias se encontraron diferencias significativas en la VSG,
donde los niveles fueron mayores en el grupo de AR. La evaluacion de citocinas inflamatorias (IL-
6, NGF, IL-8, IL-1B, TNFa, Leptina, y MCP-1) no se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos. Sin embargo, al dicotomizar por edad, IMC y actividad clinica, se observé que los
niveles de leptina fueron significativamente mas elevados en personas con un IMC mayor a 25y

mas bajos en personas menores a 45 afios. NGF e IL-1b fueron significativamente mayores en



personas con DAS28 baja. TNFa fue mas elevados en personas mayores a 45 afios (p=0.003). Se
efectud la subclasificacion de DM de acuerdo a HOMA-IR, HOMA-23%, IMC y edad y resultaron
4 subgrupos r SIRD (35.7%), SIDD (39.3%), MOD (14.3%) y MARD (10.7%) respectivamente.
Los niveles de la mayoria de las citocinas no mostraron diferencias significativas entre los grupos
excepto en la IL-6 (p=0.04), donde la expresion de IL-6 se redujo particularmente en células
deficientes en insulina (SIDD). “Para finalizar se evaluaron los Factores asociados con la presencia
de DM en el grupo de pacientes con AR. esta manera, se observaron asociaciones significativas
con los antecedentes familiares para DM, con una OR=486 y p=0.0001. Igualmente, la HbA1c%
una OR=2.3 y una p=0.04. Los resultados de este estudio sugieren que la prevalencia de DM en
los pacientes con AR puede ser 4 veces mayor que la presente en la poblacion general (42.2%). En
base a la subclasificacion de los pacientes con DM, se sugiere que los factores de riesgo en el
paciente con AR podrian ser relativamente diferentes a la poblacién general. Por lo cual se propone
dar continuidad a este estudio e incrementar el tamafio de muestra para poder alcanzar un poder

estadistico suficiente.



INTRODUCCION

Artritis Reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune compleja, genética y
biolégicamente heterogénea®. Es una enfermedad inflamatoria cronica y degenerativa de las
articulaciones diartroidales, lo que ocasiona dolor e inflamacion y que puede causar pérdida del
cartilago y erosion del hueso derivando en posible discapacidad severa en el paciente?. Es una
enfermedad de caracter autoinmune donde son caracteristicos tanto la presencia de
autoanticuerpos, tales como contra las inmunoglobulinas de clase M o G (IgM o IgG); factor
reumatoide (FR) y péptido citrulinado ciclico (PCC) 3; asi como la presencia de células T o B
autorreactivas.

Frecuentemente por ser una patologia sistémica pueden desarrollarse maultiples
manifestaciones extraarticulares Las manifestaciones extraarticulares méas frecuentes, son los
nodulos reumatoides, los cuales se presentan en un 7% en pacientes con AR en etapa temprana y
un 30% de pacientes lo desarrollan en una etapa tardia de la enfermedad®, asi como también
manifestaciones cardiacas, vasculitis, afectaciones a nivel respiratorio, manifestaciones cutaneas,
neuropatia periférica, afectaciones oculares y en menor frecuencia afectaciones a nivel
gastrointestinal y renal .

El elemento méas importante para alcanzar una buena respuesta terapéutica y limitar el dafio
radiolégico, sin duda, es el diagnostico temprano, particularmente en pacientes con factores de
riesgo bien caracterizados, como alta actividad de la enfermedad, presencia de autoanticuerpos,
dafio prematuro de las articulaciones, antecedentes familiares y antecedentes de tabaquismo?. Sin
embargo, la enfermedad es altamente heterogénea, con presentaciones clinicas y mecanismos
patogénicos potencialmente diferentes entre individuos, ademas que el diagndstico y tratamiento
temprano incrementara las diferencias en la evolucion natural de la enfermedad. Es por lo que
varios expertos han sugerido que la AR realmente son diferentes entidades patoldgicas.

Por su parte, el principio clinico de la enfermedad subyace en la inflamacion de la
membrana sinovial, donde participan tantos elementos de la inmunidad innata y adaptativa (ver
Figura 1). Asimismo, de ser una regiéon con pocas células pasa contar con una sobrepoblacién

celular, una parte derivados de la hiperproliferacion del tejido sinovial tipo fibroblasto, que llevan
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a la generacion de una neoplasia conocida como “pannus”, y otra parte, derivados de la infiltracion
de leucocitos activados de origen sanguineo. Aungue en un principio tiene caracteristicas de un
proceso inflamatorio agudo y local, que, posteriormente, puede derivar en una inflamacion crénica,

con varios efectos a nivel sistémico?.

Within the joint
Normal Rheumatoid
joint arthritis
Bone —
DY o ¢ \—-_ - Osteoclast
Capsule — L L Fibroblast
wa i
SYNOVIUM e X F 2y Macrophage
3 vy 704—!—Dendrmc cell
: /x \
Neutrophil - C 3_;__ 3o L Tcell
J -'::.:' Bell
/ W iC) )
1 ~)~" Plasma cell
. »
Gartilage ———gm—pe—as b} - Extensive
) ;5’ ,” angiogenesis
; /
Synoviogytes —_— Qf——Mmt cell
\ '0
\ i Hyperplastic
2y / synovial lining
Bone - «D"d i s

Figura 1. Esquema comparativo entre una articulacion sana y una con Artritis
reumatoide. El dafio de las articulaciones en la artritis reumatoide refleja la inflamacion de
la membrana sinovial como consecuencia de la activacién inmunitaria y se caracteriza por la
infiltracion de células inmunes dentro del compartimento sinovial que normalmente se
encuentra escasamente poblado de estas células. Tomado de Smolen et al., 2016.

Etiologia

Las causas exactas de la AR siguen siendo desconocidas, aunque hay un gran nimero de
estudios donde se enumeran algunos factores involucrados en el desarrollo de la enfermedad. Entre
ellos se reconocen los factores genéticos, ambientales, étnicos geograficos, metabdlicos e
infecciosos que interaccionan y se propone que derivan en la pérdida de la tolerancia inmunologica
y el desarrollo del proceso autoinmune®.

Se sugiere que los antecedentes familiares aumentan el riesgo de enfermedad de 3 a 5 veces
aproximadamente, estimando que la heredabilidad de la AR en alrededor de 50 a 60% de los casos.
La AR estéd fuertemente asociada con los antigenos principal de histocompatibilidad de clase Il
(HCM)/antigenos de leucocitos humanos (HLA), sobre todo de los haplotipos DR y DQ, asi como



varios genes no HLA. Estudios recientes de asociacion del genoma completo (GWAS) han
identificado 101 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en total, mostrando una mayor
contribucion del gen HLA-DRB1 al desarrollo de la AR. Las proteinas codificadas por HLA-
DRB1 son componentes de las moléculas de antigeno leucocitario humano DR (HLA-DR) y, junto
con HLA-DQ y HLA-DP, representan los principales determinantes en la induccion de respuestas
inmunes adaptativas. Se expresan, entre otros, por las células presentadoras de antigeno (CPA) y
pueden presentar péptidos citrulinados a las células T CD4+ °. Se asume que los factores genéticos
interactian con los factores de riesgo ambientales para el desarrollo del proceso autoinmune, el
cual puede o no, posteriormente, derivar en la AR.

Quizas el principal factor ambiental involucrado en el desarrollo de AR es el tabaquismo
y se ha propuesto que su efecto méas relevante parece tener que ver con la modificacion alterada de
proteinas de la matriz extracelulares, tal como citrulinacion, metilacion o carbamilacion. De por si
se cuenta con evidencia de que la interaccion con los genes HLA-DR fortalece fuertemente el
riesgo para el desarrollo de ARS .

Un factor metabolico es la obesidad ya que hay evidencia que sugiere que esta aumenta,
de forma independiente, el riesgo a desarrollar AR seropositiva’. El tejido adiposo blanco participa
en la modulacion de la inmunidad y la inflamacién, ademas de su papel como almacenamiento de
energia en condiciones de exceso de calorias, juega un papel importante como participante activo
en la regulacién de los procesos fisiol6gicos y patoldgicos. El tejido adiposo produce y secreta una
variedad de factores proinflamatorios y antiinflamatorios, incluidas las adipocinas; leptina,
adiponectina, resistina y visfatina, asi como citocinas y quimiocinas, incluidas TNF-a, IL-6,

proteina quimioatrayente de monocitos 1 entre otras 8.

Fisiopatologia
Asi como la etiologia, la fisiopatologia de la AR aun no ha sido elucidada del todo. Varios

estudios previos han sugerido que la iniciacion de la patogenia de AR se debe a la formacion de
neo-antigenos debido a modificaciones postraduccionales de las proteinas como la citrulinacion o
carbamilacion, estos neo-antigenos pueden ser reconocidos por el sistema inmune adaptativo®®.
Estos péptidos modificados son presentados por células presentadoras de antigeno (APCs,
Antigen presenting cells), donde se activa una respuesta inmune adaptativa principalmente en

tejidos linfoides y estimulan la formacion de autoanticuerpos (por ejemplo, anticuerpos anti
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péptido ciclico citrulinado)?. Las células estromales como los sinoviocitos similares a los
fibroblastos (célula especializada ubicada dentro de las articulaciones en la membrana sinovial),
APCs y macrofagos pueden ser activados en la articulacion y desencadenar una respuesta
proinflamatoria llevando a la inflamacion de la membrana sinovial y a la formacion del pannus.
Las acciones autocrinas y paracrinas de las citocinas junto con respuestas inmunes adaptativas
persistentes perpettan la enfermedad. El circulo vicioso de activacion de mediadores inflamatorios
conducen al dafio y destruccion del hueso y cartilago a largo plazo, sobre todo si no se cuenta con
un diagndstico temprano®%. Cada una de estas citocinas tiene un papel fundamental para la
perpetuacion de la AR. Se ha reportado que TNFa juega un papel importante a traves de la
activacion de citocinas, expresion de quimiocinas y moléculas de adhesion de células endoteliales,
asi como la promocion de la angiogénesis, lo que conlleva a un aumento en la infiltracion de células
proinflamatorios al compartimento sinovial de la membrana. La IL-6 estd implicada en la
activacion de leucocitos y produccién de autoanticuerpos. Las citocinas de la familia de la
interleucina-1 (Interleucinala, 1) se expresan abundantemente en la AR, promueven la activacion
de leucocitos, células endoteliales, condrocitos y osteoclastos lo que conducira a la destruccion del
hueso y cartilago!’. Figura 2
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Figura 2. Mecanismos involucrados en la iniciacion y progresion de la AR.}

Smolen. . S. et al. Rheumatoid arthritis. Nat. Rev. Dis. Prim. 4. 18001 (2018).

Epidemiologia
La AR es una de las enfermedades reumaticas mas prevalentes en el mundo, después de la

osteoartritis. Se estima una prevalencia aproximada del 0.5 a 1% a nivel mundial, sin embargo,
hay diferencias marcadas en diferentes regiones del mundo. En comparacién, en México las cifras

de prevalencia parecen mayores, alcanzando un promedio del 1.6%%2; sin embargo, hay que
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considerar que este estudio de prevalencia estuvo basado en la metodologia COPCORD, donde un
grupo de especialistas fue a buscar nuevos pacientes a sus casas. Asimismo, se realizé un estudio
comparativo en diferentes regiones del pais e hizo evidente que hay diferencias marcadas entre el
norte-centro del pais, con baja-moderada prevalencia (0.7 a 1.8 %), mientras el sureste presento
prevalencia alta (2.8%). Resultados preliminares en comunidades indigenas de la region de los
Altos de Chiapas sugieren una prevalencia superior a 6%. Por su parte, la tasa de incidencia anual
es de aproximadamente de 33.56 por cada 100.000/afio para mujeres y 7.61 por cada 100.000/afio
para los hombres, suele presentarse entre los 25-50 afios de edad, siendo las mujeres las mas

afectadas, en una relacion de 3 a 1, con respecto a los hombres. 3.

Comorbilidades en la AR

La presencia simultanea de mdltiples condiciones patolégicas es muy comun en los

pacientes. Algunos autores definen la comorbilidad como la presencia simultanea de dos o méas
enfermedades en algunos individuos, que se asocian entre si a través de mecanismos patologicos
y con mayor frecuencia de lo que se esperaria por casualidad. Otra sugerencia interesante es el
termino de hipercomorbilidad. para la asociacién de dos o méas enfermedades a una tasa mas alta
de lo esperado por casualidad y el termino hipocomorbilidad para enfermedades que aparecen
juntas en un nivel inferior a lo esperado 4,

La comorbilidad se ha convertido en un foco de atencion en la artritis reumatoide (AR) en
los ultimos afios. Se sabe que los pacientes con AR tienen un mayor riesgo de enfermedades
cardiovasculares (ECV), diabetes, infecciones graves, osteoporosis y otras enfermedades menos
comunes como depresion, asma y ciertos tumores malignos®®.

En los Gltimos afos se ha sugerido que el riesgo de padecer comorbilidades en pacientes con AR,
se debe en gran medida a la inflamacion mediada por citocinas proinflamatorias como lo son
TNFa. IL-1B y el incremento de adipocitocinas®®. De hecho, se han demostrado vias inflamatorias
patogenas comunes entre ECV, Diabetes y las enfermedades reumaticas. Las endotoxinas, acidos
grasos libres y otros lipidos reclutan Fetuin-A, que, junto con el agente de reclutamiento, activa
TLR2y TLR4, lo que conduce a la liberacion de citocinas mediada por NF-kB y quimiocinas como
TNF, IL-1B, IL-8 y MCP1. Estas citocinas luego promueven la acumulacion de varias células

inmunes?’.



El riesgo elevado de ECV en la AR se debe a factores de riesgo genéticos y ambientales.
Los genes de susceptibilidad asociados con el desarrollo de RA son, entre otros, HLADR4, DR1,
proteina tirosina fosfatasa 22 (PTPN22) y peptidil arginina diaminasa (PAD) 4. Ademas, de los
factores de riesgo ambientales que incluyen; infecciones virales y bacterianas, tabaquismo,
periodontitis, factores hormonales y dietéticos, inactividad fisica y obesidad.

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de anormalidades metabolicas consideradas
como un factor de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes 8. El
Sindrome metabolico se define con la presencia de 3 0 mas de las siguientes caracteristicas;
obesidad abdominal, triglicéridos séricos o glucosa elevados en ayuno, niveles bajos del colesterol
HDL e hipertension’.

El tejido adiposo ahora es considerado como un participante activo que contribuye en los
procesos fisiopatolégicos asociados con la inmunidad y la inflamacién. El tejido adiposo secreta
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. El exceso de peso es considerado como un potencial
participante en el desarrollo de AR y de sus comorbilidades *°.

Una de las comorbilidades ya mencionadas se encuentra todavia en discusion entre los autores; la
Diabetes Mellitus.

Se ha estimado que la DMT1 afecta al 2.8% de los pacientes con AR y es mas alta la
prevalencia en aquellos pacientes con AR y anticuerpos anti-Péptido ciclico citrulinado con OR
de 7.3 con un 95% de confianza y un IC entre 2.7-20.2. Esta asociacién entre dos enfermedades
autoinmunes sugieren la existencia de genes de susceptibilidad compartidos como HLA-DRB1,
PTPN22, CTLA-4, TAGAP (que codifica la proteina activadora de linfocitos RoGTPasa) y KIAA
1109/ TENR/IL2/1L21 (que codifica IL-21y juega un papel importante en el desarrollo de Th17
20_

La asociacion entre DMT2 y AR es alin més debatible. La alteracion de las vias de
sefializacion en la inflamacion y la respuesta inmune se considera como una de las razones
importantes para la AR y la DMT2, respectivamente®.

Hay evidencia de que citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-6, son mediadores clave de la
inflamacién en la AR, son producidas en exceso en el tejido adiposo visceral lo que ocasiona una
sefializacion deteriorada del receptor de insulina causando una resistencia a la insulina lo que

conlleva a una DMT22,
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Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de disfunciones fisioldgicas caracterizadas por
hiperglucemia que resulta directamente de la resistencia a la insulina (RI), la secrecién inadecuada
de insulina o la secrecion excesiva de glucagon. Histéricamente los pacientes han sido clasificados
en dos tipos de diabetes: la diabetes tipo 1 (DM1) el cual es un trastorno autoinmune que conduce
a la destruccidn de las células beta pancreaticas y, por tanto, se caracteriza por la ausencia total o
parcial de secrecion de insulina; la diabetes tipo 2 (DMT2), la cual es mucho mas coman entre la
poblacién y principalmente deriva de un problema de regulacion progresiva de la glucosa debido

a una combinacion de disfuncion de células beta pancreéticas y resistencia a la insulina?2.

Etiologia
Como se menciono en la seccion previa, la etiologia para la DM ha estado basada en los

dos tipos de su clasificacion.

La DM tipo 1 es una enfermedad compleja causada por varios factores genéticos y
ambientales. Por mas de tres décadas, estudios genéticos han identificado varias enfermedades
genéticas y la lista de los locus genéticos relacionados; son varios los polimorfismos genéticos que
han sido asociados a la diabetes tipo 1. Se estima que el locus del HLA explica méas del 50 % de
la agrupacién familiar de este tipo de diabetes, mientras que el porcentaje restante pudiera ser
atribuido a varios otros locus 3.

La DM tipo 2 (DMT2) parece responder a diferentes factores, siendo los genéticos y
aquellos vinculados al estilo de vida como los mas importantes. Se asume que una combinacion
de estos factores puede derivar en la Rl que, a su vez, parece ser la causa mas comun de este tipo
de DM. A medida que se desarrolla la RI, se necesita mayores niveles de insulina para mantener
los niveles de glucosa en la sangre en el rango normal. Con el tiempo, las células beta se vuelven
menos capaces de responder a los cambios de glucosa en la sangre, lo que lleva a una escasez de
insulina que evita que el cuerpo reduzca los niveles de azlcar en la sangre de manera efectiva®.

Varios estudios han sugerido que la DMT2 puede tener una contribucién hereditaria. En
este sentido, algunos estudios han sugerido que el 40% de los familiares de primer grado de los
pacientes con DMT?2 tienen mayor susceptibilidad a padecer esta enfermedad con respecto a la

poblacién en general. Ademas, se han evidenciado un numero considerable de componentes
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geneticos asociados con DMT?2. Los loci de susceptibilidad de DMT2 han sido descubiertos por
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) desde principios de 2007%. La mayoria de
estas variaciones en el ADN son comunes y estan presentes tanto en las personas con diabetes
como en las que no lo tienen. Cada persona tiene algunas variaciones que aumentan el riesgo y
otras que reducen el riesgo. Es la combinacion de estos cambios lo que ayuda a determinar la
probabilidad de que una persona desarrolle la enfermedad?®.

Los factores vinculados al estilo de vida también estan fuertemente relacionados con el
desarrollo de DMT2, como mala alimentacion, el tabaquismo, sedentarismo y consumo de alcohol.
Numerosos estudios epidemiologicos han mostrado que la obesidad es el factor riesgo mas
importante para la DMT2, pudiendo influir tanto en desarrollo de la RI y la progresion de la
enfermedad®. .

La Organizacion mundial de la salud (OMS, 2011) informé que el 90% de los pacientes con DMT2

estaban relacionados con el exceso de masa corporal.

Epidemiologia

En el afio 2015 se estimo que 415 millones de personas tenian DM, siendo més del 90% de
ellos quienes presentaban DMT2, con el numero de incidencias anuales se proyecta un aumento
de la prevalencia de hasta 642 millones para 2040 con diabetes mellitus. La incidencia y
prevalencia de la DMT2, varian segun la region geografica?’.

Por su parte, México se enfrenta a una epidemia sin precedentes de DM. En las Gltimas dos
décadas, la prevalencia DM ha aumentado de manera considerable. La Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion de Medio Camino (ENSANUT) 2018 exploro el estado de diversas enfermedades
cronicas en México; entre las cuales, la DM en la poblacion mexicana mayor de 20 afios. En ese
estudio, se encontrd que la prevalencia de diabetes en el pais subié de 9.2% en 2012 a 10.3% en
2018, un total de 8.6 millones de mexicanos cursando con esta enfermedad. Asi mismo increment6
el porcentaje de obesidad, sobrepeso y enfermedades cardiovasculares 26, Es probable que este
fendmeno, se le deba a cambios nutricionales y drasticos cambios en el estilo de vida de la

poblacién mexicana.

12



Nueva subclasificacion de DM

En los ultimos afos, varios expertos han sugerido que la DM es muy heterogénea,
limitando tanto su diagndstico, pero sobre todo el éxito de su tratamiento, para lo cual han
propuesto algunas nuevas clasificaciones de la DM. Es importante conocer estas clasificaciones,
ya que brindan una mejor comprension de la patogenia del paciente y podria ayudar a decidir cual
seria la mejor atencion y manejo clinico entre los pacientes?.

Con esa idea en mente, a mediados del afio pasado se publicdé una nueva propuesta de
clasificacion de la diabetes, en “The Lancet Diabetes & Endocrinology”, para la cual los autores
se basaron para la nueva subclasificacion en seis variables: edad de inicio de la diabetes, indice de
masa corporal (IMC), funcion de células B en funcion de la estimacion del péptido C, resistencia
a insulina (RI), la medicion de anticuerpos anti-glutamato decarboxilasa (GADA) y hemoglobina
glicosilada (HbA1C). Estos subgrupos se relacionaron con datos prospectivos de registros de
pacientes sobre el desarrollo de complicaciones y la prescripcion de medicamentos. En el citado
estudio, se logr6 identificar cinco subgrupos de diabetes®. Ellos proponen esta nueva
subclasificacion: diabetes autoinmune severa (SAID), diabetes severa con deficiencia a la insulina
(SIDD), diabetes severa resistente a la insulina (SIRD), diabetes moderada relacionada con la
obesidad (MOD), y diabetes leve relacionada con la edad (MARD).

13



Ahlgvist, E., et al 2018

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE AGRUPACION DE ACUERDO CON 5 VARIABLES

CLUSTER 1 SAID
(n=577) 6.4%

CLUSTER 2 SIDD
(n=1575) 17.5%

CLUSTER 3 SIRD
(n=1373) 15.3%

CLUSTER 4 MOD
(n=1942) 21.6%

CLUSTER 5 MARD
(n=3513) 39.1%

Enfermedad de

Enfermedad de

Enfermedad de

Enfermedad de

Enfermedad de

inicio temprana. inicio temprana. inicio tardia. inicio tardia. inicio tardia.
IMC relativamente | IMC relativamente | IMC de medio a | IMC ALTO IMC de medio a
bajo. bajo. alto. Control metabolico | bajo.
Bajo control | Bajo control | Bajo control | estable. Control metabolico
metabolico metabolico. metabolico. Sin deficiencia a la | con trastornos
Deficiencia a la | Deficiencia a la | Sin deficiencia a la | insulina (HOMA- | modestos.
insulina  (HOMA- | insulina (HOMA- | insulina (HOMA- | 2B). Sin deficiencia a la
2B). 2B). 2B). aGAD insulina  (HOMA-
aGAD + aGAD - aGAD Sin Resistencia a la | 2B).
Sin Resistencia a la | Sin Resistencia a la | Alto  indice de | insulina (HOMA- | aGAD
insulina  (HOMA- | insulina (HOMA- | resistencia a la | IR). Sin Resistencia a la
IR). IR). insulina (HOMA- insulina  (HOMA-
IR). IR).
EDAD MAS
AVANZADA QUE
EN LOS OTROS

CLUSTERS.

Cada grupo se distingui6 por tener diferencias entre las variables. En la Tabla 1 se muestran
las diferencias entre los grupos.

Como fundamento de las ventajas de esta nueva propuesta de clasificacion, se logro
identificar diferencias significativas de complicaciones diabéticas y de respuesta al tratamiento
entre los subgrupos propuestos, sugiriendo un mejor seguimiento y posibilidades de éxito
terapéutico para estos tipos de pacientes.

Por su parte, unos meses después, siguiendo este procedimiento, el grupo de investigacion
de Zou X., etal. 2019 3y colaboradores pudieron replicar la misma estrategia de subclasificacion
en cohortes de China y Estados Unidos y confirmaron que este nuevo agrupamiento de subtipos
de DM es aplicable en poblaciones de China y EUA. Se analizaron 2316 participantes recién
diagnosticados con diabetes del Estudio Nacional de Diabetes y Trastornos Metabdlicos de China

(2007-08) y 685 participantes recién diagnosticados con diabetes de la Encuesta Nacional de
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Examen de Salud y Nutricién 1988-94 (NHANES I111). Hay que considerar que en este estudio solo
se tomaron en cuenta a pacientes con diagnostico de DMT?2 para la subclasificacion, por lo que se
explica que sélo pudieron subclasificar los pacientes en 4 grupos: SIDD, SIRD, MOD Y MARD.
Como resultado de esta investigacion observaron que las dos cohortes de chinos y estadounidenses
se comportaron de manera similar que los grupos finlandeses estudiados anteriormente lo que
sugiere que esta nueva subclasificacion de DM puede ser generalizable en otras poblaciones a parte
de las escandinavas. Al relacionar las proporciones de los diferentes subtipos de DM con las etnias
de los participantes estadounidenses, se observé que las proporciones de 3 de los subtipos de DM
fueron similares entre los grupos de caucasicos, latinos y afroamericanos. Sin embargo, el
subgrupo de DM con resistencia a la insulina, se asocio con personas jovenes, en la cohorte china,
mientras que se asocid con personas de mayor edad, en la cohorte estadounidense 3.
Recientemente se publicé un estudio por un grupo de investigacion Bello-Chavolla, O., el. al 2020
32 donde analizaron 4 cohortes de pacientes mexicanos con diagnostico de DM tipo 2, replicaron
la misma subclasificacion sugerida por Ahlqvist, E., et al 2018%, resultando cuatro grupos, SIDD,
SIRD, MOD y MARD (excluyendo aquellos pacientes con diabetes tipo 1 autoinmune que seria
el grupo SAID). Las medias y mediana de las cohortes de pacientes mexicanos fueron comparadas
con las medias y medianas de las cohortes finlandesas disponibles en linea. Se encontré en la
poblacién una alta prevalencia de la forma deficiente de insulina SIDD (41,25%), seguida de la
relacionada con la obesidad MOD (33,6%), relacionada con la edad (14,72%) y por altimo el grupo
con resistencia a la insulina SIRD (10.43%). Los resultados de este estudio mostraron que la
aplicacién de estos modelos permitié una mejor caracterizacion de subgrupos de diabetes y
factores de riesgo en mexicanos que podrian tener aplicaciones clinicas®.

Sin embargo, como se menciond antes, aunque algunos estudios han sugerido una
asociacion estadistica entre la AR y la DM, otros estudios no pudieron confirmar los resultados.
Sin embargo, se puede explicar estos resultados tan heterogéneos al hecho de agrupar como un
solo grupo a los pacientes con DMT?2, es por ello que resulta interesante subclasificar de acuerdo

a sus caracteristicas a los pacientes con DMT2.
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ANTECEDENTES

Asociacion entre Artritis Reumatoide y Diabetes Mellitus

En los altimos afios, dentro del manejo de la AR se ha dado mayor atencién hacia el control
de sus comorbilidades, tales como la DM. Sin embargo, datos epidemiolégicos muestran que las
enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes con
AR. Los eventos cardiovasculares (por ejemplo, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio
y periferia enfermedad arterial) son tan comunes en la AR como en la DMT2%. Recientemente, el
CDC informd que la AR es comun entre las personas con otras enfermedades crénicas. Por
ejemplo, en la poblacién total de EUA, el 22,7% de los adultos tiene algln tipo de artritis y dicha
enfermedad es aln mas comuin entre las personas con otras afecciones cronicas. En 2013-2015, el
porcentaje de pacientes con obesidad (31%), diabetes (47%) y enfermedades cardiacas (49%) fue
significativamente mayor en pacientes que también cursaban con artritis, que aquellos sin artritis*

Muchos estudios han pretendido elucidar de manera directa o indirecta la relacion que
existe entre la DM y la AR, apoyandose de diferentes perspectivas, tanto buscando prevalencia de
la coexistencia de ambas enfermedades, asi como determinando el riesgo relativo y hasta ubicando
genes y vias que comparten ambas enfermedades. En la Tabla 2 se muestra un resumen de este

tipo de estudios.

TABLA 2. ESTUDIOS DE ASOCIACION ENTRE ARTRITIS REUMATOIDE Y DIABETES MELLITUS TIPO
2.

Nombre y afio Tipo de Objetivo Poblacién Resultados
asociacion

High prevalence of Prevalencia  Investigar la 2535 pacientes De los 2535 pacientes con
diabetes in patients prevalencia de DM Hombres y mujeres AR, 498 (20%) tenian
with rheumatoid en pacientes con AR con AR diabetes. La diabetes fue méas
arthritis: results frecuente en varones, en
from a questionnaire pacientes mayores, en
survey linked to pacientes con un IMC mas
claims data: alto y en aquellos con un
ESTUDIO estatus socioeconémico mas
TRANSVESAL bajo.

Afio: 2018%
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Prevalence and out-
patient medical costs
of comorbid
conditions in patients
with rheumatoid
arthritis.

Afio: 2013 36

Metabolic syndrome
in  patients  with
rheumatoid arthritis
followed at a
University Hospital

in Northeastern
Brazil
Afio: 2016%

The Risk of Diabetes
Among Patients with

Rheumatoid
Arthritis,

Psoriatic (PSA)
Arthritis, and
Psoriasis (PsO)

Afio: 2010%8

Poor clinical
response in
rheumatoid arthritis
is the main risk

factor for diabetes
development in the
short-term: A 1-year,
single-centre,
longitudinal study
Afio: 2017 *°

The Crosstalk of
Pathways Involved in
Immune  Response
Maybe the Shared
Molecular Basis of
Rheumatoid
Arthritis and Type 2
Diabetes

Afio: 2015 4°

Prevalencia

Prevalencia

Riesgo
relativo (RR)

Incidencia

Asociacion

evaluar la
prevalencia, los tipos
y los costos médicos

directos para
pacientes
ambulatorios de las
condiciones
comorbidas en

pacientes con AR en
Tailandia

Evaluar la
prevalencia de
sindromes

metabolicos en
pacientes con AR en
un hospital en el

noreste de Brasil y

Obijetivo:
Examinamos el
riesgo relativo de
DM entre los sujetos
con (AR), artritis
psoriasica o psoriasis
en comparacion con
los controles no
reumaticos.
Objetivo: Evaluar la
incidenciade DT2 en
pacientes con AR en
un curso de 1 afio.

Objetivo: Evaluar la
secuenciacion de
ARN para explorar
los genes expresados
de manera diferente
en células
mononucleares  de
sangre periférica

684 pacientes
Hombres y mujeres
con AR

110 pacientes
Hombres y mujeres
con AR

48,718 sujetos con
AR, 40,346 con
PsA /PsO, y
442.033 sin
ninguna
enfermedad
reumatica

439 pacientes
Hombres y mujeres
con AR

10 pacientes con
AR

10 pacientes con
DT2 y 10
voluntarios  sanos
(control).

Se incluyeron los datos de 684
pacientes con AR, para el
analisis.  Se  informaron
comorbilidades en 434
pacientes (63.5%) una de ellas
la DM se present6 en 57
pacientes (13.1)

De los 110 pacientes con AR,
el 12.7% tenia DM

El RR para la DM entre
sujetos con AR fue de 8.6 por
1,000 personas-afio, PsA /
PsO 8,2 y para reumaticos no
reumaticos.

controles 5,8

31 de 439 pacientes con AR
(7.1%) desarrollaron DM en
el transcurso de 1 afio.

32 genes fueron compartidos
entre las dos enfermedades.
Se exploraron las 10 rutas
compartidas principales que
interactuaban  en redes
intercomunicadas, reguladas
por 5 reguladores ascendentes
pronosticados compartidos, lo
que llevd a la respuesta
inmune activada, que se
consideré en parte como un
mecanismo de asociacion de
estos dos trastornos.
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Patients with
Rheumatoid
Arthritis Were
Associated
with a Risk of
Rotator Cuff
Diseases*!
Afo 2019
Statin Use and

Musculoskeletal Pain
Among Adults With
and Without
Arthritis 2,

Rheumatoid arthritis
and risk of acute
myocardial
infarction—A
nationwide
retrospective cohort
study

Afio 2013 43

Association Between

Carotid
Atherosclerosis and
Markers of
Inflammation in
Rheumatoid
Arthritis Patients
and Healthy Subjects
Afio 20034

High Incidence of
Cardiovascular
Events in

a Rheumatoid
Arthritis Cohort Not
Explained by

Riesgo

Prevalencia

Riesgo y
Asociacion

Asociacion y
Prevalencia

Incidencia

Determinar la
asociaron pacientes
con artritis
reumatoide

con un riesgo de
enfermedades  del
manguito rotador

Estimamos la
prevalencia del
dolor
musculoesquelético
autoinformado de
acuerdo con el uso
de estatinas en
pacientes con AR

El objetivo del
estudio es
determinar el riesgo
de infarto agudo al
miocardio (IAM)
asociado con AR en
un estudio de
cohorte
retrospectivo a nivel
nacional.

Objetivo: Examinar
la relacion entre los
marcadores de
inflamacion
sistémica y la
aterosclerosis
carotidea en
pacientes con artritis
reumatoide (AR) y
controles sanos.

Objetivo: Comparar
la incidencia de
eventos
cardiovasculares
(CV) en personas
con artritis
reumatoide (AR)

4251 pacientes
Hombres y mujeres
con AR y 22605
pacientes sanos

5170 pacientes
sanos sin AR y
3058 pacientes con
AR

5242 pacientes
sanos sin AR

Y 1621 pacientes
con AR.

102 pacientes sanos
sin AR

Y 204 pacientes con
AR.

236 pacientes con
AR  consecutivos
fueron evaluados

Para  determinar  riesgos
primero evaluaron
prevalencias de

comorbilidades en el grupo de
pacientes con AR se encontro
mayor prevalencia de DM en
un 14.6%.

La prevalencia de DM en
pacientes sanos sin uso de
estatinas fue de 21 y sin uso
fue de 6.6.

La prevalencia de DM en
pacientes con AR sin uso de
estatinas fue de 12.5 y con uso
de estatinas fue de 29.3

Se analizé el riesgo de IAM

utilizando modelos  de
regresion de riesgos
proporcionales de Cox que
incluyen sexo, edad vy

comorbilidades.

La prevalencia de DM en
pacientes sanos fue de 4.48%
y

La prevalencia de DM en
pacientes con AR fue de
5.54%

Se examind la relacién del
grosor intima-media de la
arteria carétida y la placa
carotidea con los marcadores
de inflamacion, ajustando por
edad, sexo, AR versus estado
de control y los factores de
riesgo cardiovascular (CV),

hipercolesterolemia, presién
arterial  sistdlica, diabetes
mellitus e indice de masa

corporal (IMC).

La prevalencia de DM en
pacientes sanos fue de 1%y

La prevalencia de DM en
pacientes con AR fue de 18%
El sequimiento de 7 a 8 afios
para determinar la incidencia
de diabetes mellitus tipo 2 y
enfermedad CV comenzo en

Octubre de 1987 y se
completd en el otofio de 1996.
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Traditional Cardiac

Risk Factors. Afio
2001 %

Early
Atherosclerosis in
Rheumatoid
Arthritis Effects of
Smoking on
Thickness of the
Carotid Artery
Intima Media

Arfio 2005. %

Usefulness of routine
electrocardiography
for heart disease
screening in patients
with

spondyloarthropathy
or rheumatoid

arthritis. Afo 2010.
47

High Ten-Year Risk

of  Cardiovascular
Disease in  Newly
Diagnosed
Rheumatoid

Arthritis Patients A
Population-Based
Cohort Study. Afio
2008. 4

Asociacion

Prevalencia

Riesgo
absoluto

con la de personas
de la poblacion
general, ajustando
los factores de
riesgo CV
tradicionales.
Obijetivo: comparar
el grosor intima
media carotidea
(IMT) entre
pacientes y controles
de artritis
reumatoide (AR) y
determinar si las
caracteristicas
asociadas a la
enfermedad, el
tabaquismo y otras
comorbilidades
entre ellas DM estan
asociados con los
valores de IMT.
Objetivo: Evaluar la
utilidad de la
electrocardiografia
de rutina para el
cribado de
enfermedades
cardiacas en
pacientes con
espondiloartropatia
(SpA) o artritis
reumatoide (AR)
Estimar el riesgo
absoluto a 10 afios
de eventos
cardiovasculares en
pacientes con (AR)
recién
diagnosticados y la
posible contribucion
de los factores de
riesgo CV

75 pacientes sanos
sin AR

Y 101 pacientes con
AR.

108 pacientes con
espondiloartropatia,
106 pacientes con
ARy 74 pacientes
control

Cohorte con

274 pacientes sanos
sin AR

y 273 pacientes con
AR.

Diabetes mellitus incidi6 en
38 (16.1%)

Edad <55 9/109 (8.3%)
Edad >55 29/127 (22.8%)

La prevalencia de DM fue de
6.9 y 0% en pacientes con AR
Yy sanos respectivamente.

La prevalencia de DM en
pacientes con
espondiloartropatia fue de
3.7%. En pacientes con AR
fue de 15.1% y en pacientes
control fue de 11 %

La prevalencia basal de

antecedentes cardiacos
familiares, hipertensién,
dislipidemia, obesidad vy
diabetes  mellitus  fueron

similares en ambos grupos,
encontrandose una
prevalencia de 7% para
pacientes con AR y 6% para
controles sanos.
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En las Gltimas décadas, ha quedado claro que el exceso de tejido adiposo da lugar a un
estado de inflamacion crénica de bajo grado, que puede desempefar un papel clave en el inicio de
la AR, asi como el desarrollo de la obesidad y los trastornos metabolicos asociados, como la R,
DMT?2 y sindrome metabolico.

El incremento del tejido adiposo blanco, durante la obesidad, se caracteriza por un aumento
de la produccion y la secrecion de una amplia gama de moléculas inflamatorias, incluidas TNF-a
e IL-6, que pueden tener no sélo efectos locales, sino también efectos sistémicos en otros 6rganos
y sistemas*®. Por otro lado, varias evidencias sugieren que la inflamacion sistémica y la RI pueden
coincidir en el tiempo y en los mecanismos fisioldgicos. En un estudio evaluaron la RI por el
método HOMA-IR, en pacientes con AR no tratada. Los resultados de este estudio sugirieron que
la Rl fue méas grave en los pacientes con alta actividad de la enfermedad (DAS 28 >5.5) en
comparacion con aquellos con actividad moderada de la enfermedad (3,6 < DAS 28 < 5,5). Los
principales contribuyentes en los pacientes con AR a desarrollar RI fueron, IMC alto y niveles
elevados de IL-6 *°. En otro estudio se sugiere que la prevalencia de Rl es mayor en pacientes con
AR que en la poblacion general (51% en la AR de inicio reciente y 58% en la AR de larga duracion
versus 19% en los controles)®!.

De manera paralela, TNF -a es una de las principales citocinas involucrada en el complejo
proceso inflamatorio de la AR, por lo cual no resulta ilégico considerar que ambas patologias
pudieran asociarse. TNF-a es una citocina proinflamatoria que ejerce numerosos efectos en el
tejido adiposo, incluido el metabolismo de los lipidos y la sefializacion de la insulina y cuyos
niveles circulantes aumentan con la obesidad y disminuyen con la pérdida de peso*®. Asimismo,
se ha evidenciado que TNF-a altera la sensibilidad a la insulina y promueve su resistencia a traveés
de multiples acciones en los tejidos sensibles®. La evidencia clinica sugiere que el TNF-a
promueve la RI mediante la inhibicion de la via de sefializacion del sustrato 1 del receptor de
insulina. Por otro lado, estudios recientes han propuesto que la IL-6 juega un papel central en el
vinculo entre la obesidad y la inflamacion °.

Recientemente se ha observado el papel de la otra citocina pro inflamatoria; la IL-1p, que
contribuye en la patogénesis de la AR y de la RI inducida por obesidad °3. En un estudio
longitudinal se investigd si la inhibicion de IL-1p estaba asociada con una mejoria de RI en

pacientes con AR con DMT2 comorbida, administrando un antagonista del receptor de la
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interleuquina-1 (IL-1). Se evalud la Rl con HOMA-IR y se observo que efectivamente el agente
blogueador de la IL-1 mejoro la RI significativamente en estos pacientes >,

Por lo que se observa son varios procesos fisiopatoldgicos los que comparten la AR y la
DMT2, estos agentes patogenicos ya mencionados contribuyen de manera critica a la patogénesis
de ambas enfermedades a la par.

En ese sentido, consideramos que la nueva subclasificacion de pacientes con DM podria
ser de ayuda para mejorar la homogeneidad de los subgrupos y, por tanto, podria permitir una
relacion entre un subgrupo de DM con los pacientes de AR vy, eventualmente, podria sugerir

posibles mecanismos de desarrollo entre ambas patologias.
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JUSTIFICACION

La artritis reumatoide (AR) y la diabetes tipo 2 (DMT2) son enfermedades sistémicas

complejas y crdnicas, con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV), que son causas
importantes de morbilidad y mortalidad, especialmente cuando se acompafian entre si.
La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune generalizada de etiologia multifactorial
y de distribucion mundial. Su prevalencia es de alrededor del 1,0% en la poblacion adulta. Las
cifras en México son alin mas altas donde se encuentra una prevalencia del 1.6% * con una relacion
mujer a hombre de 6:1'2. Es un problema de salud nacional y hay que atenderlo.

Por su parte, la DM es reconocida como una condicion heterogénea, la cual se clasifica en
dos grupos DM tipo 1y tipo 2, donde la de tipo 1 es un trastorno autoinmune mientras que la de
tipo 2 es un trastorno cuyo origen reside en factores genéticos y ambientales; la RI parece ser la
caracteristica principal de la DMT2 2. Debido a la heterogeneidad especialmente de la DMT2, es
dificil detectar cuales serian estos factores que estén relacionando ambas patologias (AR y DM).
Por lo que es de suma importancia identificar cuales son clinicos e inmunolégicos.

Recientemente se ha publicado una nueva subclasificacion de la DM cohortes de pacientes
suecos Y finlandeses * donde los cinco nuevos grupos se subclasificaron en grupo 1, enfermedad
autoinmune severa (SAID); grupo 11, diabetes severa deficiente de insulina (SIDD); grupo llI,
diabetes severa resistente a la insulina (SIRD); grupo 1V, diabetes moderada relacionada a la
obesidad (MOD) y grupo V, diabetes moderada relacionada a la edad (MARD). Basandose en seis
variables de los pacientes, entre ellas: biomarcadores autoinmunes y metabolicos, evolucion y
respuesta al tratamiento. Nosotros pensamos que con esta nueva subclasificacion de DM en
pacientes que padezcan ambas enfermedades, podremos llegar a datos significativos que orienten
la estrecha relacion entre ambas enfermedades.

Los pacientes con AR tienen una alta prevalencia de obesidad y de adiposidad abdominal,
el tejido adiposo juega un papel clave en la relacion entre DM y AR por ser un criterio de
diagnostico para (MOD) relacionado. Ya que hasta el momento no existen estudios donde hayan
estudiado alguna asociacion de AR con esta nueva subclasificacion.

De acuerdo con lo ya establecido se pretende, entonces, identificar los subgrupos de DM
dentro de una cohorte de pacientes con AR, y asi determinar las frecuencias de presentar algun
subtipo de DM como consecuencia de la AR y los factores clinicos e inmunolégicos asociados a

ellos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es la prevalencia de los subtipos DM en un grupo de pacientes con AR del Estado de

Morelos?
¢Cudles son los factores inflamatorios-inmunolégicos asociados al desarrollo concurrente de DM

y AR?
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OBJETIVOS

Obijetivo general

Identificar los factores inmunoldgicos e inflamatorios relacionados en Artritis Reumatoide y

Diabetes mellitus.

Objetivos especificos

1.

Determinar la prevalencia de la coexistencia de AR/DM en una cohorte de pacientes con
Artritis Reumatoide.

Clasificar los tipos de DM en pacientes con AR de acuerdo a las siguientes variables:
Péptido C, HOMA 2B, HOMA IR, edad e IMC.

Medir los niveles de anticuerpos anti-Péptido ciclico citrulinado, IL-1B, IL-8, IL-6, TNF
a, Leptina, Insulina, Adiponectina, HGF, MCP-1 en pacientes con AR y DM.

Evaluar la asociacion entre los factores inmunoldgicos e inflamatorios con la presencia

simultanea de algun subtipo de DM en pacientes con AR.
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HIPOTESIS

Hipotesis alternativa

1. Existen diferencias en la frecuencia de los subgrupos de pacientes con DM concomitante a
AR.

2. Las concentraciones de los biomarcadores inflamatorios son mayores en los pacientes que
cursan con DM concomitantemente a la AR comparado con los pacientes que sélo padecen

AR.

Hipodtesis nula

1. No existen diferencias de frecuencia entre los subgrupos de pacientes con DM que también

desarrollan AR.

2. Las concentraciones de biomarcadores inflamatorios no son mayores en los pacientes que

cursan con DM y AR, con respecto de los pacientes que sélo presentan AR.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio v disefio

Se trata de un estudio transversal que tiene por objetivo principal determinar los factores

inmunoldgicos e inflamatorios para el desarrollo de DM en pacientes con diagnostico de AR.

Poblacion y sede del estudio

El estudio se llevd a cabo en el servicio de reumatologia del Hospital General de
Cuernavaca “Dr. José G. Parres”. Los pacientes con AR que se incluyeron en el estudio fueron
diagnosticados de acuerdo con los criterios propuestos por ACR/EULAR 2010, por un médico
especialista en reumatologia y fueron reclutados durante la primera etapa del proyecto. Por su
parte, las variables independientes se recolectaron durante la consulta diaria en una base de datos
electronica (sitio web de la base). Los pacientes incluidos en el estudio fueron reclutados de forma
consecutiva; asi mismo, todos ellos contaron con un consentimiento informado firmado,
mediciones antropomeétricas y estudios bioquimicos completos y se les tomara a todos una muestra

sanguinea periférica para la determinacion de diferentes mediadores inmunoldgicos.

Criterios de inclusion y no inclusion

e Los criterios de inclusion de participantes en el estudio son los siguientes:
1. Diagnostico de AR clasificada de acuerdo con los criterios propuestos por ACR/EULAR
en 2010 (Tabla 3).

2. 6 semanas o0 mas de evolucién de la AR.

w

Tratamiento a base de farmacos modificadores de la enfermedad, convencionales y
bioldgicos
Edad minina de 18 afios.

Consentimiento informado firmado por los pacientes.

o o &

Datos y mediciones completos
e Criterios de no inclusion en el estudio son los siguientes:
1. Pacientes sin apego al tratamiento

2. Pacientes embarazadas al momento de la inclusion
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3. Pacientes con informacion incompleta en la base de datos

4. Pacientes menores de 18 afios

TABLA 3. CRITERIOS DE ACR/EULAR 2010 PARA LA CLASIFICACION DE ARTRITIS
REUMATOIDE

Afectacion articular

Articulacion grande afectada

-10 articulaciones grandes afectadas
-3 articulaciones pequerias afectadas
-10 articulaciones pequefas afectadas

g w N -k O

10 articulaciones pequefas afectadas

Serologia

FR y aCCP negativos 0
FR y/o aCCP positivos bajos (< 3VN) 2
FR y/o aCCP positivos altos (> 3VN) 3

Reactantes de la fase aguda

VSG y PCR normales 0
VSG y/o PCR elevadas 1
Duracion

Menor a 6 semanas 0
Mayor a 6 semanas 1

Abreviaturas:

aCCP: Anticuerpos anti-péptido ciclico
citrulinado

FR: Factor reumatoide

VSG: Velocidad de sedimentacion globular

PCR: Proteina c reactiva

Aletaha, Daniel et al. 2010. “2010 Rheumatoid Arthritis Classification Criteria: An
American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism
Collaborative Initiative.” Annals of the Rheumatic Diseases



Evaluacién del paciente con AR

Los pacientes se reclutaron durante su visita programada a la consulta del servicio de
Reumatologia del Hospital General de Cuernavaca “Dr. José G. Parres”. Una vez que el paciente
haya firmado el consentimiento informado (Anexo 1), el reumat6logo responsable de la consulta
llevé a cabo el interrogatorio y la exploracion fisica del paciente, el cual incluy6: conteo de
articulaciones dolorosas e inflamadas de rutina, mediciones antropomeétricas (talla, peso, IMC, %
grasa corporal total e indice de grasa visceral), asi como la revision de exdmenes de laboratorio.
Las variables obtenidas durante la consulta, asi como las variables bioquimicas fueron registradas
en la base de datos MERACC (Anexo I1). La actividad de la enfermedad de todos los pacientes se
calculd6 mediante DAS28, usando la VSG como la variable bioquimica y el conteo de
articulaciones inflamadas y dolorosas como variables cinicas. La actividad basal de la enfermedad
se divide en remision (< 2.6), baja (2.7 a 3.2), moderada (3.2 2 5.1) y alta (>5.1). La obtencién del
IMC, porcentaje de grasa corporal total y el indice de grasa visceral se medi6 usando una balanza
de control corporal utilizando el método de IB (Impedancia bioeléctrica), finalmente, la indice
cintura/ cadera se midio manualmente con una cinta métrica. Dichas mediciones fueron tomadas

por un solo evaluador previamente capacitado.

Evaluacién del paciente con Diabetes Mellitus

Para el diagnostico de DM se consideraron se utilizaron los criterios de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA). Se definieron como pacientes de DM aquellos individuos que
presentan dos determinaciones de glucosa en sangre con valores mayores 126 mg/dL (7.0
mmol/L), una glucosa en plasma mayor 200 mg/dl (11.1 mmol/L ) después de un carga de glucosa
a las dos horas (la prueba debe realizarse segun lo descrito por la OMS) o una medicién de glucosa
plasmatica aleatoria mayor a 200 mg/dL (11.1 mmol/L) o con una HbAlc mayor 6.5% (48
mmol/mol) utilizando un método certificado el Programa Nacional de Estandarizacion de
Glicohemoglobina (NGSP, por su sigla en inglés)®. También se consideré como pacientes con

DM aquellos individuos con diagnostico previo o tratamiento con agentes hipoglucemiantes
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Evaluaciones bioguimicas y metabélicas

Todas las evaluaciones seroldgicas (perfiles metabolicos, renales, hepaticos, asi como
pruebas inflamatorias; FR, VSG y PCR con excepcion de los aCCP) fueron realizados por el
laboratorio del H.G “Dr. José G. Parres”. El conjunto completo de las variables bioquimica y su

manejo estadistico se muestra en la Tabla 4.

Evaluaciéon de biomarcadores inmunolégicos

Con el objetivo de alcanzar las metas del proyecto se les tomo a todos una muestra
sanguinea periférica para la determinacion de diferentes mediadores inmunolégicos; I1L-1 1L- 8,
IL-6, TNF «a, Leptina, Insulina, NGF, MCP-1, Adiponectina y aPCC, mediante las técnicas de
ELISA de captura (Inmunochem, Peprotech) y sistema Multiplex (MAGPIX, Millipore), de
acuerdo las recomendaciones de sus distribuidores y a las de acuerdo con las condiciones

estandarizadas en el Laboratorio de Citocinas y Autoinmunidad (UAEM).

Toma de muestra

Todos los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion, desde la visita basal se
documentaran los datos demogréficos de los pacientes; edad, fecha de inicio de los sintomas de
AR, tratamiento recibido. Los resultados bioquimicos de los pacientes analizados por el laboratorio
del hospital fueron registrados en la base de datos: VSG, PCR, FR, Glucosa, HbAlC,
Transaminasas, Hemoglobina, triglicéridos colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL
(Anexo II).

Todos los pacientes deberan de cumplir con 8 horas de ayuno y al momento de la consulta
se les extrajo una muestra sanguinea periférica por venopuncion en un tubo BD Vacutainer® con
anticoagulante EDTA, enseguida se transportaron al laboratorio de Citocinas y Autoinmunidad de
la Facultad de Farmacia UAEM, en una hielera a temperatura ambiente en un tiempo maximo de
4 horas. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 1500 rpm (300 g) por 7 minutos, para
separar el plasma del paquete celular. Posteriormente, se recuperara el plasma en un crio vial estéril
previamente rotulado con la identificacion del paciente. Para el manejo adecuado de las muestras
de sangre, todos los procedimientos se realizardn en condiciones asépticas, mediante personal
capacitado y con procedimientos e infraestructura de nivel 1l de bioseguridad en las instalaciones
del cuarto de cultivo para manejo de muestras potencialmente infecciosas (Laboratorio 8, Facultad
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de Farmacia) y los desechos RPBI seran manejados de acuerdo con la Norma oficial 087. Todas

muestras se almacenaran a -80°C hasta el momento de la determinacion de los analitos.

Variables
TABLA 4. DESCRIPCION DE VARIABLES, TIPOLOGIA Y ANALISIS ESTADISTICO.

“Dr. José G. Parres".

No | Nombre Definicion Definicion Valores | Tipologia | Anélisis
Variable conceptual operacional de estadistico
referencia
1 Género Condicion orgénica que Interrogatorio Femenino Cualitativa No paramétrica
distingue a los machos de Departamento de Masculino dicotémica ¥ de Pearson
las hembras 7 reumatologia (porcentajes)
Hospital General
“Dr. José G. Parres".
2 Edad afios Tiempo que ha vivido una Expediente clinico Edad Cuantitativa Paramétrico
persona * Departamento de continua T de student
reumatologia (medias y DE)
Hospital General
“Dr. José G. Parres".
3 IMC Medida que relaciona el Expediente clinico 18.5-40.0 Cuantitativa
peso del cuerpo con la Béscula de kg/m? continua
altura. A veces, se usa el impedancia
IMC para medir la cantidad | bioeléctrica No paramétrico
total de tejido graso del (OMNRON) U de Mann
cuerpo y comprobar siuna | IMC = peso Whitney
persona tiene un peso (kg)/estatura (medianas)
saludable. El exceso de (m)/estatura (m)
grasa en el cuerpo se Departamento de
vincula con un mayor reumatologia
riesgo de padecer de Hospital General
algunas enfermedades, “Dr. José G. Parres".
incluso enfermedades del
corazén y algunos
céanceres. También se llama
indice de masa corporal %
Porcentaje de La grasa visceral se basa Bascula de 1-9 (normal) Cuantitativa
grasa visceral en el porcentaje estimada impedancia 10-14 + (alto) de intervalo
de grasa que rodea los bioeléctrica 15-30 ++ Paramétrico
4 6rganos internos del (OMNRON) (muy alto T de student
abdomen %7 Departamento de (medias y DE)
reumatologia
Hospital General
“Dr. José G. Parres".
Grasa corporal El porcentaje de grasa Bascula de Bajo: <21.0 Cuantitativa
total corporal de un ser humano, | impedancia Normal: 21.0 - continua
es la masa total de grasa bioeléctrica 329
dividida por la masa (OMNRON) Elevado: 33.0 -
corporal total, multiplicada | Porcentaje de grasa 389 Paramétrico
por 100; la grasa corporal corporal (%) = Masa | Muy elevado: > T de student
5 incluye grasa corporal de grasa corporal 39.0 -
. (medias y DE)
esencial y grasa corporal (kg) / Peso corporal
de almacenamiento *’. (kg)} x 100
Departamento de
reumatologia
Hospital General
“Dr. José G. Parres".
Afios con Dx de Afios desde que se Expediente clinico Tiempo con Dx | Cuantitativa No paramétrico
AR diagnostico por leravez al | Departamento de de AR de intervalo U de Mann
6 paciente con Artritis reumatologia Whitne
Reumatoide. Hospital General rney
(medianas)
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Afios con Tx Afios desde que el paciente | Expediente clinico Tiempo con Tx. | Cuantitativa Paramétrico
FARME’s tomo por primera vez Departamento de FARME's de intervalo T de student
7 tratamientos modificadores | reumatologia (medias y DE)
de la enfermedad sintéticos | Hospital General
“Dr. José G. Parres".
Uso de Los glucocorticoides son Expediente clinico Si/No Cualitativa No paramétrica
glucocorticoides | hormonas de la familia de Departamento de dicotémica ¥ de Pearson
menor a 10 mg los corticosteroides que reumatologia (porcentajes)
diarios participan en la regulacién Hospital General
8 del metabolismo de “Dr. José G. Parres".
carbohidratos favoreciendo
la gluconeogénesis y la
glucogendlisis; poseen
ademas actividad
inmunosupresora
Antecedentes Registro con informacion Interrogatorio Si/No Cualitativa No paramétrica
familiares con sobre la salud de los Departamento de dicotdmica x> de Pearson
9 DM familiares cercanos reumatologia (porcentajes)
(padres, abuelos, hijos y Hospital General
hermanos). “Dr. José G. Parres".

DAS28 Es un instrumento Calculadora DAS28 | DAS28 < 2.6: Cuantitativa Paramétrico
simplificado para y Departamento de Remision continua T de student
validado para evaluar la reumatologia DAS28 >=2.6 (medias y DE)
actividad de la Artritis Hospital General y<=3.2:

Reumatoide, que incluye “Dr. José G. Parres". | Actividad de la
una valoracién ponderada enfermedad
del nimero de baja

10 articulaciones dolorosas y DAS28>32y
tumefactas sobre un <=51:
recuento de 28 Actividad de la
articulaciones, la enfermedad
valoracion de la moderada
enfermedad por el paciente DAS28 >5.1:
y la VSG como reactante Actividad de la
de fase % enfermedad alta

Resistencia a la Basado en el Modelo Software Oxford Normal: Cuantitativa No paramétrico

insulina homeostético para evaluar Calculator HOMA HOMA =0-2.5 | continua U de Mann

(HOMA-IR) la resistencia a la insulina IR Resistencia a la Whitney
("homeostatic model Laboratorio de insulina: (medianas)
assessment"). Utiliza dos citocinas y HOMA >2.6

11 pardmetros de laboratorio, autoinmunidad
la glucosay la insulina en Facultad de
ayunas. Valora si existe un | Farmacia, UAEM
"bloqueo o resistencia"
periférica a la accion de la
insulina .

HOMA2 %B La Evaluacion del Modelo | Software Oxford Normal > 100% | Cuantitativa No paramétrico
de Homeostasis (HOMA) Calculator HOMA2 | Deficiencia de continua U de Mann
estima la funcion de las %B funcion de Whitney
células beta en estado Laboratorio de celulas beta (medianas)
estacionario (% B) como citocinas y <100 %

12 porcentajes de una autoinmunidad
poblacion de referencia Facultad de
normal. Utiliza dos Farmacia, UAEM
parametros de laboratorio,
la glucosa y péptido C en
ayunas ¥
Variables bioquimicas
13 Glucosa Monosacérido de la familia | Equipo Normal: 70-100 | Cuantitativa No paramétrico
de las aldohexosas y automatizado mg/dL continua U de Mann
principal azlcar del que se | Fotometria (COBAS | Prediabetes: Whitney
derivan la mayoria de los 400) 100-125 mg/dL (medianas)
glucidos ¥7. Laboratorio de Diabetes: > 126
analisis clinicos del mg/dL
Hospital General
“Dr. José G. Parres".
14 HbAlc Fraccion de la Equipo Normal: < 5.6 Cuantitativa Paramétrico
hemoglobina circulante automatizado % continua T de student

que sufre glicosilacién. se

(medias y DE)
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utiliza como un parametro

Turbidimetria

Prediabetes:

analitico que estima el (COBAS 400) DAS28 >=5.7
control metabdlico de la Laboratorio de %y <=6.4%
diabetes mellitus en las analisis clinicos del Diabetes: >
cuatro semanas anteriores a | Hospital General 6.4%

la extraccion de sangre. se “Dr. José G. Parres".

valoran la hemoglobina al

y la subfraccidn alc %

15 Colesterol total El colesterol es un lipido Equipo Normal: 100- Cuantitativa No paramétrico
que se encuentra en la automatizado 200mg/dL continua U de Mann
membrana plasmética Fotometria (COBAS Whitney
eucariota, los tejidos 400) Laboratorio de (medianas)
corporales de todos los andlisis clinicos del
animales y en el plasma Hospital General
sanguineo de los “Dr. José G. Parres".
vertebrados *.

16 Colesterol HDL Lipoproteinas de alta Equipo >35 mg/dL Cuantitativa No paramétrico
densidad (HDL, del inglés automatizado continua U de Mann
High density lipoprotein) Fotometria (COBAS Whitney
son aquellas lipoproteinas 400) Laboratorio de (medianas)
que transportan el andlisis clinicos del
colesterol desde los tejidos | Hospital General
del cuerpo hasta el higado “Dr. José G. Parres".

57

17 Colesterol LDL El colesterol LDL es el Equipo Optimo Cuantitativa No paramétrico
transportado por las automatizado <100 mg/dL continua U de Mann
lipoproteinas de baja Fotometria (COBAS Whitney
densidad (LDL) desde el 400) Laboratorio de | Sub-6ptimo (medianas)
higado hacia los tejidos. analisis clinicos del 100 - 129
Constituye entre el 70-80% | Hospital General mg/dL
del colesterol total. 5 “Dr. José G. Parres".

Poco elevado
130 - 159
mg/dL
Elevado

160 - 189
mg/dL

Muy elevado
>190 mg/dL

18 Triglicéridos Es un éster derivado de Equipo 40 - 150 mg/dL | Cuantitativa No paramétrico
glicerol y tres &cidos automatizado continua U de Mann
grasos (de tri- y Fotometria (COBAS Whitney
glicérido).Los triglicéridos | 400) Laboratorio de (medianas)
son los principales andlisis clinicos del
constituyentes de la grasa Hospital General
corporal en los seres “Dr. José G. Parres".
humanos y otros animales,
asi como la grasa vegetal
57

19 Hemoglobina Proteina del interior de los | (sin datos) 12-16 g/dL Cuantitativa No paramétrico

(Hb) glébulos rojos que continua U de Mann
transporta oxigeno desde Whitney
los pulmones a los tejidos (medianas)
y 6rganos del cuerpo;
ademas, transporta el
diéxido de carbono de
vuelta a los pulmones.

20 Creatinina x La creatinina es un Equipo 0.5-1.3 mg/dL Cuantitativa No paramétrico
compuesto orgénico automatizado continua U de Mann
generado a partir de la Fotometria (COBAS Whitney
degradacion de la creatina 400) Laboratorio de (medianas)

Se trata de un producto de
desecho del metabolismo
normal de los misculos
que habitualmente produce
el cuerpo en una tasa muy
constante y que
normalmente filtran los

analisis clinicos del
Hospital General
“Dr. José G. Parres".
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rifiones excretandola en la
orina.

21 AST Enzima que se encuentra Equipo 14 - 36 U/L Cuantitativa No paramétrico
en el higado, el corazén y automatizado continua U de Mann
otros tejidos. Una Fotometria (COBAS Whitney
concentracion alta de 400) Laboratorio de (medianas)
transaminasa glutamico- andlisis clinicos del
oxalacética sérica liberada Hospital General
en la sangre a veces es un “Dr. José G. Parres".
signo de dafio en el higado
o el corazén, cancer u otras
enfermedades.

22 ALT Enzima que se encuentra Equipo 9-52 U/L Cuantitativa No paramétrico
en el higado y otros tejidos. | automatizado continua U de Mann
Una concentracion alta de Fotometria (COBAS Whitney
transaminasa glutamico- 400) Laboratorio de (medianas)
pirGvica sérica liberada a la | anélisis clinicos del
sangre puede ser un signo Hospital General
de dafio en el higado, “Dr. José G. Parres".
céncer u otras
enfermedades.

23 VSG Constituye una medida Equipo 0.0 - 20 mm/h Cuantitativa Paramétrico
indirecta del grado de automatizado continua T de student
inflamacién presente en el Eritrosedimentacion (medias y DE)
organismo. La prueba estd | Laboratorio de
midiendo en realidad la andlisis clinicos del
velocidad de caida Hospital General
(sedimentacion) de los “Dr. José G. Parres".
eritrocitos o hematies
(glébulos rojos) de la
sangre en un tubo de
ensayo largo y estrecho.

Es un autoanticuerpo del Equipo Negativo: <40 Cualitativa No paramétrica
tipo IgM producido contra | automatizado uds/ml dicotémica ¥ de Pearson
la porcion Fc de la Nefelometria Positivo: >40 (porcentajes)
inmunoglobulina G. Los Laboratorio de uds/ml

24 FR titulos se encuentran analisis clinicos del
elevados en ciertas Hospital General
enfermedades reuméticasy | “Dr. José G. Parres".
en algunas infecciones
crénicas.

25 PCR La proteina C reactiva Equipo Normal: 0-3 Cualitativa No paramétrica

ultrasensible (PCR) es una proteina que | automatizado mg/L dicotémica ¥ de Pearson
se sintetiza en el higado y Turbidimetria Alto: >3 mg/L (porcentajes)
se libera a la circulacion (COBAS 400)
sanguinea. Su Laboratorio de
concentracion aumenta en analisis clinicos del
presencia de inflamaciény | Hospital General
de infeccion. “Dr. José G. Parres".

26 aCCP La proteina C reactiva Elisa sdndwich, Negativo: <=5,0 | Cualitativa No paramétrica
(PCR) es una proteina que EUROIMMUN UR/mlI dicotémica ¥ de Pearson
se sintetiza en el higado y Mediziische Positivo: >5.0 (porcentajes)
se libera a la circulacion Labordiagnostika UR/mI
sanguinea. Su AG, Libeck,
concentracion aumenta en Germany)
presencia de inflamaciény | Laboratorio de
de infeccion, citocinas y

autoinmunidad
Facultad de
Farmacia, UAEM

ALTERACIONES METABOLICAS

27 Diabetes Grupo de trastornos N/A Glucosa en Cualitativa No paramétrica
metabdlicos caracterizados ayuno > 126 dicotémica ¥ de Pearson
por la hiperglucemia mg/dL (porcentajes)
resultante de los defectos Hemoglobina
de la secrecién o la accion glucosilada
de la insulina, 0 ambas. (A1C) > 6.5%.
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28 Hipertrigliceride | Es una forma de dislipemia | N/A Triglicéridosen | Cualitativa No paramétrica
mia (HTG) que se caracteriza por un ayuno > 150 dicotomica ¥ de Pearson
aumento de los niveles mg/dL (porcentajes)
sanguineos de TG, y que se
asocia frecuentemente con
otros trastornos lipidicos.
29 Hipercolesterole | El hipercolesterolemia N/A Colesterol total Cualitativa No paramétrica
mia consiste en la presencia de enayuno >220 | dicotdmica x> de Pearson
colesterol en sangre por mg/dL (porcentajes)
encima de los niveles
considerados normales.
30 Hiperlipidemia Afeccion caracterizada por | N/A Colesterol total Cualitativa No paramétrica
Mixta niveles elevados de enayuno >200 | dicotdmica ¥ de Pearson
colesterol y triglicéridos en mg/dL y (porcentajes)
la sangre. Triglicéridos en
ayuno > 150
mg/dL
31 Hipoalfalipoprot | Trastorno que afecta al N/A Colesterol HDL | Cualitativa No paramétrica
einemia metabolismo de en ayuno < 40 dicotémica ¥ de Pearson
lasparticulas de HDL, mg/dL (porcentajes)
alterando su composicion,
concentracion y el tamafio
de las mismas
CITOCINAS
32 NGF El factor de crecimiento Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
nervioso es una proteina Kit Human continua U de Mann
presente en el sistema Adipokine Whitney
nervioso y otros sistemas Laboratorio de (medianas)
del cuerpo humano, citocinas y
necesaria para la autoinmunidad
supervivencia y desarrollo Facultad de
de las neuronas en el Farmacia, UAEM
periodo embrionario.
33 IL-6 Pertenece a un grupo de Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
proteinas elaboradas por Kit Human continua U de Mann
los leucocitos. Algunos Adipokine Whitney
linfocitos T elaboran Laboratorio de (medianas)
principalmente la IL-6. citocinas y
Regula las funciones de autoinmunidad
células By T; efectos in Facultad de
vivo en la hemopoyesis; Farmacia, UAEM
induce la reaccién de fase
aguda
34 IL-8 Citoquina producida por Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
macréfagos y células Kit Human continua U de Mann
endoteliales. Su accion Adipokine Whitney
principal es Laboratorio de (medianas)
proinflamatoria. Es un citocinas y
potente factor autoinmunidad
quimiotactico de Facultad de
neutréfilos, en los que Farmacia, UAEM
induce la expresion de
integrinas, favoreciendo su
adhesion a células
endoteliales. también atrae
basofilos y algunas
subpoblaciones de
linfocitos; tiene actividad
angiégena
35 Insulina Hormona polipeptidica Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
segregada por las células Kit Human continua U de Mann
de los islotes pancreéticos. | Adipokine Whitney
sus propiedades principales | Laboratorio de (medianas)
son: favorecer la citocinas 'y
utilizacion de la glucosa autoinmunidad
por parte de las célulasy la | Facultad de
glucogénesis hepatica. Farmacia, UAEM
€omo consecuencia de
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estas dos acciones
disminuye la glucemia.

36 Leptina Proteina sintetizada por los | Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
adipocitos que aumenta la Kit Human continua U de Mann
termogénesis e inhibe el Adipokine Whitney
apetito a nivel Laboratorio de (medianas)
hipotalamico. su citocinas y
deficiencia da lugar a autoinmunidad
obesidad. posee un efecto Facultad de
estimulador de la secrecion | Farmacia, UAEM
de gonadotropinas. tanto la
hiperinsulinemia como los
glucocorticoides poseen un
intenso efecto estimulador
de la secrecién de leptina.

37 MCP-1 Quimiocina que regula la Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
migracion e infiltracion de Kit Human continua U de Mann
monocitos, macréfagos, Adipokine Whitney
células T de memoria, Laboratorio de (medianas)
basofilos y células natural citocinas y
killer (NK) al sitio de autoinmunidad
inflamacién y juega un Facultad de
papel importante en la Farmacia, UAEM
iniciacion y patogénesis de
las enfermedades
cardiovasculares.

38 TNFo. El factor de necrosis Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
tumoral alfa (TNF alfa) es Kit Human continua U de Mann
una citoquina inflamatoria | Adipokine Whitney
producida por macréfagos / | Laboratorio de (medianas)
monocitos durante la citocinas y
inflamacién aguda y es autoinmunidad
responsable de una amplia | Facultad de
gama de eventos de Farmacia, UAEM
sefializacion dentro de las
células, que conducen a
necrosis o apoptosis. La
proteina también es
importante para la
resistencia a infecciones y
céanceres

39 IL-1B IL-1beta es una citoquina Magpix/Luminex pg/mL * Cuantitativa No paramétrico
proinflamatoria y es Kit Human continua U de Mann
expresada por muchas Adipokine Whitney
células, incluidos Laboratorio de (medianas)
macrofagos, células NK, citocinas y
monocitos y neutrofilos. autoinmunidad

Facultad de
Farmacia, UAEM

Hombre/Mujer (H/M); Indice de masa corporal (IMC); Medicamentos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARME’s); Hemoglobina
glicosilada (HbAlc); Hemoglobina (Hb), Aspartato amino transferasa (AST), Alanino amino transferasa (ALT); Factor reumatoide (FR); Proteina
C reactiva ultrasensible (PCR) ; indice de la actividad clinica (DAS28); Velocidad de sedimentacién globular (VSG); Anticuerpos anti-péptido
ciclico citrulinado (aCCP); Factor de crecimiento neuronal (NGF), Interleucina 6 (IL-6), Insulina, Leptina, Interleucina 8 (IL-8), Proteina
Quimioatrayente de monocitos (MCP-1), Factor de necrosis tumoral (TNFa) e Interleucina 1 (IL-1p),

* Se carece de informacion de los valores de referencias para los niveles de citocinas en la poblacién mexicana sana.

Determinacion de los niveles de adiponectina/Acrp30

Para la determinacion de la concentracion de los niveles de Acrp/30 en el plasma de los

pacientes fué por la técnica de Elisa sandwich, utilizando el kit comercial Human Total
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Adiponectin/Acrp30 Immunoassay R&D Systems, Inc. cuantitativo. Se utiliz6 el procedimiento
descrito por el comerciante (https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/drp300.pdf). El
volumen de plasma utilizado fueron 10 pL para diluir las muestras 1:100 en buffer de dilucion
RD6/39. Por Gltimo, se determind la DO en el espectrofotdmetro Epoch a una longitud de onda de
450 nm.

Determinacion de los niveles de anticuerpos Anti-Péptido Ciclico Citrulinado (aCCP)

Para la determinacién de la concentracion de los niveles de aCCP en el plasma de los
pacientes fué por la técnica de Elisa sandwich, utilizando el kit comercial de EUROIMMUN
Mediziische Labordiagnostika AG, Libeck, Germany) cuantitativo. Se utiliz6 el procedimiento
descrito por el comerciante (https://www.euroimmun.com). El volumen de plasma utilizado fueron
10 pL para diluir las muestras 1:101 en buffer de dilucion. por Gltimo, se determind la DO en el

espectrofotometro Epoch a una longitud de onda de 450 nm.

Determinacion de niveles de citocinas proinflamatorias

Ocho analitos incluidas las citocinas proinflamatorias se analizaron en el sistema
MAGPIX/LUMINEX (MerckMillipore). Se determinaron los niveles de NGF, IL-6, Insulina,
Leptina, IL-8, MCP-1, TNF a, IL-1P de 66 de muestras plasmaticas usando el kit MAP HUMAN
ADIPOKINE MAGNETIC B, siguiendo las instrucciones del fabricante (disponible en:

www.merckmillipore.com). Las curvas estandar de dosis-respuesta de cada una de las citocinas de

este ensayo se ajustaron por regresion logistica de 5 parametros. El punto de corte establecido por
el fabricante que puede detectarse mediante este ensayo es de 0.03 pg/mL para NGF, 0.2 pg/mL
para IL-6, 3.8 pg/mL para Insulina, 19 pg/mL para Leptina, 0.3 pg/mL para IL-8, 1.2 pg/mL para
MCP-1, 0.3 pg/mL para TNFa y 0.4 pg/mL para IL-1B). (en el Anexo IV se adjuntan las curvas

de los analitos descritos anteriormente respectivamente).

Determinacion niveles de péptido C

Para determinar los niveles de Péptido C en el plasma de los pacientes se emple0 la técnica
de ELISA SANDWICH, utilizando el Kit comercial d¢ HUMAN C PEPTIDE, MERCK
cuantitativo. Se realiz6 el procedimiento descrito por el fabricante (disponible en:

www.merckmillipore.com). El volumen de plasma utilizado fue de 10 pL para una concentracion
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de 1:8 en diluyente. Se determin6 la DO en un Espectrofotometro UV-Vis 6 - Epoch™, a una
longitud de onda de 450 nm. La curva estandar de dosis-respuesta de este ensayo se ajusto por
regresion logistica de 5 parametros, que se adjunta en el Anexo. El punto de corte establecido por
el fabricante que puede detectarse mediante este ensayo es de 0,05 ng /mL.

Determinacion Resistencia a la insulina HOMA IR

Las determinaciones del ensayo de insulina se realizaron mediante el método de
luminiscencia Luminex ™, (descrito anteriormente). Los niveles de glucosa se realizaron en el
laboratorio del hospital PARRES utilizando el equipo COBAS 400 por el método enzimético de
hexoquinasa.

La resistencia a la insulina se calcul6 por el modelo homeostatico HOMA IR, utilizando
los valores de insulina y de glucosa. Se definid resistencia a la insulina aquellos pacientes con
HOMA-IR > 2,6%. Se calculd utilizando el software de calculadora HOMAZ2. La calculadora

HOMAZ2 se descarg6 de la Universidad de Oxford. http://www.dtu.ox.ac.uk/.

Determinacion de funcidn de células B pancreaticas

Para valorar la funcionalidad de células 3 pancreéticas se evalu6 mediante la evaluacion
del modelo de homeostasis de la funcién de las células B (HOMA- %), basandose en la relacion
entre la glicemia basal y los niveles de péptido ¢ en ayuno.

El péptido C se midi6 por la técnica de ELISA SANDWICH, utilizando el Kit comercial
de HUMAN C PEPTIDE, MERCK cuantitativo (descrito anteriormente). Los niveles de glucosa
se realizaron en el laboratorio del hospital PARRES utilizando el equipo COBAS 400 por el
método enzimatico de hexoquinasa. Se calculé utilizando el software de calculadora HOMAZ2. La

calculadora HOMAZ2 se descarg6 de la Universidad de Oxford. http://www.dtu.ox.ac.uk/.

Criterios de clasificacion de los subgrupos de DM

En base a los trabajos previos 32, se emplearon criterios similares para la subclasificacion
de los grupos de pacientes con DM tipo 2:
Se adaptaron cuatro modelos para desarrollar una clasificacion para subgrupos de

diabetes de la siguiente manera:
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Grupo 1, DM relacionado a resistencia a la insulina
Caracteristicas: HOMAZ2-IR alto (>2.6).

Grupo 2, DM relacionado a la deficiencia de insulina.
Caracteristicas: HOMAZ2-B bajo (<80), IMC normal-sobrepeso, sin resistencia a la insulina, menor

a 60 afios

Grupo 3, DM relacionado con la obesidad.
Caracteristicas: IMC elevado (>27), sin resistencia a la insulina, sin deficiencia de insulina, menor

a 60 afios

Grupo 4. DM relacionado a la edad

Caracteristicas: Mayor a 60 afios, sin resistencia a la insulina y sin deficiencia de insulina.

Andlisis estadistico

Para el andlisis de datos se utilizaron los softwares estadisticos de STATA version 14.0 y
R. Se emple0 estadistica descriptiva donde las variables continuas fueron representadas por el
célculo de medias y desviaciones estandar, mientras que las variables categoricas se representaron
por frecuencias y porcentajes. Para evidenciar la normalidad de las variables continuas se utiliz6
la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias de medias de las variables independientes entre los dos
grupos AR 'Y AR/DM se evaluaron por la prueba T-Suden y con la prueba U de Mann Whitney,
segun corresponda. Para corroborar que existe relacion entre las variables cualitativas entre los
grupos con valores dicotomizados, se aplico la prueba X? de Pearson. Para hacer la comparacion
entre los grupos SIDD, SIRD, MOD y MARD de las variables clinico-métricas y bioquimicas se
hizo por la prueba de Kruskal Wallis, y para finalizar se hizo un andlisis de asociacion de Diabetes
vs variables clinico-métricas y bioquimicas utilizando regresion lineal simple. El valor de nivel de

significancia admitido fue de 0.05.

Tamafo de muestra

Para el calculo muestral para la comparaciéon entre los grupos de AR y AR/DM se utilizaron
datos disponibles de prevalencia de DM en pacientes con AR y se tomd la media de datos

publicados en estudios®,® %1, Se utilizo la siguiente formula para comparar dos proporciones:
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_ [Zax\2p(1—p) + 2B {p1(1 - p1) + p2(1 — p2)] *
(r1-p2)

Donde:

n = sujetos necesarios en cada una de las muestras

Za = Valor Z correspondiente al riesgo deseado

Zb = Valor Z correspondiente al riesgo deseado

pl = Valor de la proporcion en el grupo con AR/DM (prevalencia de DM en pacientes con AR,)
Servicio de Reumatologia, Hospital General de Cuernavaca)

p2 = Valor de la proporcion en el grupo con DM (prevalencia reportada por ENSANUT 2018)

p = Media de las dos proporciones ply p2

Entonces:

[1.645 = /2  0.30 (1 — 0.103) + 0.842 v/0.103(1 — 0.103) + 0.3(1 — 0.3)] 2
n=-=- -
(0.3 —0.2)

n=59 pacientes por grupo
En otras palabras, se necesita una poblacion de 59 pacientes con AR por grupo (AR y AR/DM)
con un nivel de confianza de 95% y un poder estadistico de 80%.

Por motivo de la contingencia sanitaria actual por COVID-19, el tamafio de muestra se redujo a

n=66. Por lo tanto, se hizo el calculo del poder estadistico en base a nuestra n.

Caélculo de diferencia de potencia proporcional para distribucion binomial (transformacion de
arcoseno)

Donde:

h = Tamafio del efecto

n1l = Numero de observaciones del grupo de AR

n2 = Numero de observaciones del grupo de AR/DM

Sig, level = Nivel de significancia (probabilidad de error tipo 1)

Poder estadistico o potencia: Potencia de prueba (1 menos probabilidad de error tipo 1)
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Entonces:
h=0,3

nl =38

n2 =28

sig. level =0.05
potencia = 0.32
alternativa = mayor

El poder estadistico de nuestra n = 0.32

Célculo muestral para la comparacion entre los subgrupos de diabetes (SIRD, SIDD, MOD y
MARD).

Analisis del calculo del poder de varianza
k=4
n =69,12569
f=0,2
sig.level = 0.05
potencia = 0,8

Se necesitan 69 pacientes por cada grupo para tener un nivel de confianza de 95% y un poder

estadistico de 80%.

Con una n=28 en el grupo de AR/DM subclasificado en 4 grupos (SIRD, SIDD, MOD y
MARD).
La potencia estadistica es de 0.38

Andlisis para el calculo del poder de varianza

k=4

n=28

f=0,2
sig.level = 0.05

potencia = 0.38

Donde:

k= numéro de grupos

n = ndmero por grupo

f=tamario del efecto

Sig, level = Nivel de significancia (probabilidad de error tipo I)

Poder estadistico o potencia: Potencia de prueba (1 menos probabilidad de error tipo I1).
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RESULTADOS

Prevalencia de Diabetes Mellitus en pacientes con AR

Debido a cambios en el alojamiento definitivo de nuestra base de datos electrénica en la
UAEM (REDCap), durante los meses de diciembre2019-febrero2020, y la contingencia sanitaria
actual provocada por la presencia del SARS-CoV2, el Hospital General “Dr. José Parres” que
ocasiono la suspension del servicio de consulta externa, por tiempo indeterminado, a partir de
marzo 2020, no pudimos incrementar el reclutamiento de pacientes. En total para este estudio se
reclutaron 66 pacientes con AR en la base de datos electronica, con todos los datos clinicos,
seroldgicos y con tomas de muestra sanguinea. De estos 66 pacientes, como se describid en
Materiales y Métodos, se logré identificar que 28 pacientes (42.4%) que reunian criterios para

diagnostico de DM o que ya contaban con diagndéstico de Diabetes Mellitus (ver Figura 3).

AR/DM o
42.4% 57.6%

AR  AR/DM

Figura 3. Prevalencia porcentual de pacientes con diabetes mellitus (DM), dentro del grupo de
pacientes con AR. Pacientes reclutados del servicio de Reumatologia del Hospital General de
Cuernavaca “Dr. José G. Parres” (noviembre 2018-diciembre 2019). Total, de pacientes reclutados=66.
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Analisis comparativo de las variables demograficas, antropomeétricas vy clinico-métricas de
pacientes con AR y AR/DM

En la Tabla 5 se muestra un analisis comparativo de las variables demograficas,
antropomeétricas y clinico-métricas de los pacientes sélo con AR y aquellos con AR y DM. Se
observa que la poblacién del estudio cuenta con la participacion 2 hombres (3 %) y 65 mujeres (97
%) en una edad promedio de 49.2+12 afios. Al hacer la comparacidn por genero entre los grupos
de AR y AR/DM no se observan diferencias significativas (p=0.82). En base a las mediciones
antropomeétricas, de manera general, no se observaron diferencias significativas entre los grupos.
En base a las directrices de la INS/OMS®?, la poblacion de estudio en promedio se encuentra en el
status de sobrepeso, con un promedio de IMC de 25.7+4.3 Kg/m?. También se puede observar, en
la Tabla 5, que el grupo de pacientes AR/DM mostré un promedio mayor de IMC (26.4+4.5 vs.
25.1+4.5, Kg/m?), aunque sin alcanzar significancia estadistica. En base a la distribucion de
frecuencias se pudo observar un perfil diferente entre los dos grupos (ver Figura 4). Por otro lado,
aunque el grupo de pacientes AR/DM mostré un mayor porcentaje promedio de grasa corporal
total, en comparacion del grupo de pacientes s6lo con AR (39.2+8.1% vs. 37.4+7.8%), el bajo
numero de pacientes y la variacién Inter individuo, cancela la opcion de observar diferencias.
Como se observa para el IMC, al comparar las frecuencias de distribucion para el porcentaje de
grasa total, se observa que el grupo de paciente AR/DM se orienta hacia niveles altos de grasa (ver
Figura 5).

Con relacién al tiempo con diagnostico de AR y al tiempo terapia FARMES no se
observaron diferencias significativas entre los grupos; aungue se observo que el grupo sélo con
AR pareciera mostrar un mayor tiempo con uso de FARME. De manera aparentemente paraddjica,
en base a reportes previos donde se ha sugerido que el tratamiento con glucocorticoides de los
pacientes con AR se relaciona con el desarrollo de DM®, aunque no alcanzé significancia
estadistica, aqui observamos que el grupo AR/DM empleé con menor frecuencia el uso de
glucocorticoides, en comparacion del grupo sélo con AR (p=0.06). Por otro lado, se observé que
al comparar entre los grupos si habia antecedentes familiares con diagnostico de DM, se observé
una notable diferencia (96.4 vs. 5.3; AR/DM vs. AR) confirmando la consiguiente significancia
estadistica (p=0.001). Finalmente, en relacion a la actividad clinica de la enfermedad (DAS28) no
se observaron diferencias significativas entre los grupos al comparar la actividad clinica artritica
entre ambos grupos, en base al puntaje DAS28 (3.9+0.8 vs. 3.7+1.5; AR vs. AR/DM). Por su parte,
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de acuerdo con la clasificacion de la ACR/EULAR, ambos grupos de pacientes tienen una

actividad clinica de la enfermedad moderada y con una discreta desviacion estandar.

TABLA 5. COMPARACION DEMOGRAFICA, ANTROPOMETRICA Y CLINICO-
METRICA ENTRE LOS GRUPOS DE PACIENTES SOLO CON AR Y AQUELLOS CON

AR/DM.

Variable

Sexo n % m/h @
Edad en afios
m(DE) ®
IMC kg/m?m(DE) ¢
indice de grasa
visceral m(DE) °
Grasa corporal total
m (DE) °
Afios con Dx de AR
m (DE)°
Afios con Tx
FARME’s de AR m
(DE)°
Uso de
glucocorticoides

dosis 10mg 2
n=65

Antecedentes
familiares con DM
no%?

DAS28 m (DE)®

n=66

64 (97%) 2 (3%)

49.2 (12.3)

25.7 (4.3)
7.6 (3.5)

38 (7.7)

12.5 (8)

7.9 (4.8)

53 (81.5%)

43.9%

3.8(1.2)

AR n=38

37(97.4%) 1 (2.6%)

50.2(12.9)

25.1 (4.1)
7.7 (3.9)

37.4(7.8)

13 (8)

8.6 (4.8)

33 (89.2%)

5.3%

3.9(0.8)

AR/DM n=28

27(96.4%) 1 (3.6%)

47.7 (11.5)

26.4 (4.5)
7.5 (2.3)

39.2 (8.1)

11.8 (8.1)

7(4.7)

20 (71.4%)

96.4%

3.7(15)

0.82
0.41

0.21
0.78

0.54

0.53

0.19

0.06

0.0001

0.52

Para comparacion entre grupos, @ Prueba X? de Pearson (variables categoricas). ® T de Student (variables numéricas
paramétricas) ¢ Prueba U de Mann-Whitney (variables numéricas, no paramétricas) con un nivel de significancia
admitido de (p<0,05). Hombre/mujer (h/m); IMC (indice de masa corporal); DAS28 (indice de actividad clinica).
Desviacion estandar (DE); Media (m); Numero de pacientes (n)
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AR n=38 AR/DM n=28
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Figura 4. Distribucion de frecuencia comparativo del indice de masa corporal (IMC) entre los grupos
AR y AR/DM. Los pacientes se dividieron en 6 subgrupos en base a su IMC y el nimero de sujetos se grafica
en el eje de las abscisas. Representacion grafica se obtuvo con software STATA v. 13.0.

AR n=38 AR/DM n=28

15
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1
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Figura 5. Distribucion de frecuencia comparativo del porcentaje de grasa total entre los grupos AR y
AR/DM. Los pacientes se dividieron en 7 subgrupos en base a su porcentaje de grasa total y el nimero de
sujetos se grafica en el eje de las abscisas. Representacidn grafica se obtuvo con software STATA v. 13.0.



Analisis comparativo de las variables bioquimicas de pacientes con AR y AR/DM

En la Tabla 6 se describen y comparan entre ambos grupos de pacientes, las variables

bioguimicas. Los niveles séricos de las pruebas metabolicas para toda la poblacién de pacientes en

estudio muestran que en promedio de glucosa en la poblacion de estudio fue de 100.3+£39.4 mg/dL,

el porcentaje promedio de HbA1C se encuentra en 6.0£1.1 %. Los resultados de las pruebas del

perfil lipidico arrojaron que el colesterol total se encuentra en promedio en 178+35.1 mg/dL, el

colesterol HDL en 53.6x£12. mg/dL, el colesterol LDL se encuentra en 103.4+26.5 mg/dL y el

promedio de los triglicéridos se encuentra en 115+43.2 mg/dL. Por ultimo, la creatinina se

encuentra en promedio en 0.6£0.2 mg/dL, la Hb en 13.2+1.5 mg/dL y la media de las enzimas

hepaticas se encuentra de la siguiente manera; AST en 25.8413.5 mg/dL y ALT en 27.5+18.9

mg/dL.

TABLA 6. COMPARACION DE LAS VARIABLES BIOQUIMICAS ENTRE LOS GRUPOS
DE PACIENTES SOLO CON AR Y AQUELLOS CON AR/DM.

Variable

Glucosa mg/dL m
(DE)©

HbAlc mg/dL m
(DE)®

Colesterol total
mg/dL m (DE) ¢
Colesterol HDL
mg/dL m (DE) ¢
Colesterol LDL
mg/dL m (DE) ¢
Triglicéridos mg/dL
m (DE) ¢

Hb g/dL m (DE) ©
Creatinina mg/dL m
(DE) ©

AST mg/dL m (DE)

c

n=66

100.3(39.4)

6(1.1)

178 (35.1)

53.6 (12.8)

103.4 (26.5)

115 (43.2)

13.2 (1.5)
0.6 (0.2)

25.8 (13.5)

AR n=38

89.3 (12.5)

5.7 (0.5)

170 (28.3)

53.3 (12.4)

98.7 (23.3)

110.9 (44.7)

13 (1.4)
0.6 (0.1)

25.1 (14)

AR/DM n=28

115.8 (55.3)

6.4 (1.5)

186.4 (41.2)

54 (13.4)

109.2 (29.5)

120.5 (41.1)

13.5 (1.6)
0.7 (0.3)

26.6 (13)

p*

0.04

0.009

0.05

0.96

0.12

0.21

0.13
0.43

0.49
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ALT mg/dL m (DE) 27.5(18.9) 25.7 (18.2) 29.7 (19.9) 0.19

c

Péptido C ng/ml m 1.35(0.8) 1.31(0.8) 1.4 (0.9) 0.57
(DE)*

Para comparacidn entre grupos, ¢ Prueba U de Mann-Whitney (variables numéricas, no paramétricas) con un nivel de
significancia admitido de (p<0,05). Hemoglobina glicosilada (HbAlc); Hemoglobina total (Hb); Aspartato
aminotransferasa (AST); Alanina aminotransferasa (ALT); Desviacién estandar (DE); Media (m); Numero de
pacientes (n).

La comparacion estadistica entre ambos grupos se realizé empleando la prueba U de Mann
Whitney, la cual mostroé diferencia significativa en los niveles de glucosa (AR, 89.3+£12.5 mg/dL
vs. AR/DM, 115.8+ 55.3 mg/dL), con una p=0.04, y de hemoglobina glicosilada (AR 5.7 £ 0.5 %
vs. AR/DM, 6.4+1.5%), con una p=0.009. Con el fin de evidenciar graficamente las diferencias
entre los grupos, en las Figuras 6 y 7, se presenta la distribucion de frecuencias entre ambos grupos,
para los niveles de glucosa (Figura 6) y el porcentaje de Hemoglobina glicosilada (Figura 7). En
ambas figuras se hace evidente que, aunque la mayoria de los pacientes parecen coincidir en los
niveles, un subgrupo de pacientes AR/DM son quienes modifican el promedio y, por tanto,

originan la diferencia estadistica observada.

AR n=38 AR/DM n=28

30

20

# de pacientes

10

1 T T T T I T
0 100 200 300 0 100 200 300
Glucosa mg/dL
Figura 6. Distribucion de frecuencia comparativa de los niveles de glucosa sanguinea en los grupos AR y

AR/DM. Los pacientes se dividieron en subgrupos en base a su porcentaje de grasa total y el nimero de sujetos se
grafica en el eje de las abscisas. Representacion grafica se obtuvo con software STATA v. 13.0.
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Figura 7. Distribucion de frecuencia comparativo del porcentaje de hemoglobina glicosilada (HbA1c) en los
grupos AR y AR/DM. Los pacientes se dividieron en subgrupos en base a su porcentaje de grasa total y el nimero
de sujetos se grafica en el eje de las abscisas. Representacion grafica se obtuvo con software STATA v. 13.0.

En la Tabla 6 también se observa que los niveles de colesterol total mostraron diferencias
significativas entre los grupos (186.4+41.2 vs. 170+28.3 mg/dL; AR/DM vs. AR, p=0.05). De la
misma manera, al comparar la frecuencia de distribucion entre ambos grupos de pacientes (Figura
8) se observé que los pacientes AR/DM mostraron un claro desplazamiento hacia niveles
bioquimicos mayores. Asi mismo se muestra la comparacion de otras variables metabolicas, tales
como HDL, LDL, creatinina, AST y ALT, pero en ningln caso se alcanz6 diferencias

significativas, al comparar ambos grupos de pacientes.
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Analisis comparativo de las variables inflamatorias de pacientes con AR y AR/DM

Por su parte en la Tabla 7, se describen las caracteristicas seroldgicas inflamatorias,
promedio y comparativas para ambos grupos de pacientes. Hay que hacer notar que no se cuenta
con los valores para el total de pacientes incluidos en el estudio, es por eso por lo que en cada
variable se puntualiza el niUmero de observaciones. Mientras que los titulos de autoanticuerpo
oCCP fueron muy similares entre los subgrupos de pacientes, con un promedio general de 4.7 +
2.3 UR/mlI. La positividad del factor reumatoide (FR) tampoco fue diferente al comparar entre los
grupos, mostrando un porcentaje promedio de 84% de la poblacion tiene factor reumatoide
positivo. Por su parte, la positividad para el reactante de fase aguda proteina C reactiva fue muy
similar entre los grupos, mostrando un porcentaje promedio de 53.4%.

AR n=38 AR/DM n=28

15
L

10
I

# de pacientes

5
I

o 1 1 1 I I I I I | I
100 150 200 250 300 100 150 200 250 300
Colesterol total mg/dL

Figura 8. Distribucion de frecuencia comparativo de los niveles de colesterol total en los grupos AR y
AR/DM. Los pacientes se dividieron en subgrupos en base a su porcentaje de grasa total y el nimero de sujetos
se gréfica en el eje de las abscisas. Representacion gréfica se obtuvo con software STATA v. 13.0.
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TABLA 7. COMPARACION DE LAS VARIABLES INFLAMATORIAS ENTRE LOS
GRUPQOS DE PACIENTES EN ESTUDIO

Variable n= 66 AR n=38 AR/DM n=28 p*
ACCP UR/mIm 55 obs 30 obs 25 obs 0.83
(DE) © 4.7 (2.3) 4.9 (2.1) 4.5 (2.5)

FR Positivos % 2 63 obs 38 obs 25 obs 0.49
84% 81.6% 88%

VSG mm/h m (DE) 60 obs 35 obs 25 obs 0.03

b 28.6 (12.4) 31.5(13) 24.7 (10.5)

PCRus 58 obs 32 obs 26 obs 0.95

Positivos % 2 53.4 % 53.1% 53.8%

Para comparacion entre grupos, 2 Prueba X2 de Pearson (variables categoricas). ® T de Student (variables numéricas
paramétricas) con un nivel de significancia admitido de (p<0,05). Anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado
(ACCP); Factor reumatoide (FR); Velocidad de sedimentacion globular (VSG); Proteina C Reactiva ultrasensible
(PCRus); Desviacion estandar (DE); Media (m); NUmero de pacientes (n).

Sin embargo, merece una mencion especial los niveles de VSG, dado que utilizando la
prueba t de Student se encontrd una diferencia significativa al comparar entre grupos de pacientes
(31.5+13 vs. 24.7+£10.5 mm/hr; AR vs. AR/DM, p=0.03) con una p= 0.03), como se puede
observar en la Figura 9. Al comparar en base a su perfil de distribucion de frecuencia se hace
visible que el grupo de pacientes s6lo con AR presenta un subgrupo de pacientes con niveles
mayores de VSG que orientan el nivel promedio para alcanzar una diferencia significativa.

Evaluacién de los niveles plasmaticos de citocinas

Se evaluaron los niveles de Factor de crecimiento neuronal (NGF), Interleucina 6 (IL-6),
Insulina, Leptina, Interleucina 8 (IL-8), Proteina Quimioatrayente de monocitos (MCP-1), Factor
de necrosis tumoral (TNFa) e Interleucina 1f (IL-1P) por el sistema LUMINEX/MAGPIX,

descrito anteriormente.
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Figura 9. Distribucion de frecuencia comparativo de los niveles de VSG en los grupos AR y AR/DM.
Los pacientes se dividieron en subgrupos en base a su nivel de VSG (mm/hr) y el nimero de sujetos se grafica
en el eje de las abscisas. Representacion grafica se obtuvo con software STATA v. 13.0.

Para evaluar la actividad de las proteinas se hizo un analisis comparativo entre los grupos
de AR y AR/DM. De primera instancia se puede observar en la Tabla 8 que no hubo diferencias
significativas entre los grupos. Sin embargo, se pueden observar niveles ligeramente superiores en
el grupo de AR/DM en las concentraciones de NGF (AR 0.84 + 1.06 vs. AR/DM, 1.3£1.4 pg/ml),
el mismo comportamiento se observo en los niveles de IL-6 (AR 2.4 £ 2.1 vs. AR/DM,2.6£1.9
pg/ml), Insulina (AR 6 + 1 vs. AR/DM, 6.2 + 0.98 pg/ml), Leptina (AR 8.9 + 1.3 vs. AR/DM, 9.2+
8.6 pg/ml) e IL-1B (AR 1.3+ 1vs. AR/DM 1.5 + 1.1 pg/ml). Caso contrario sucedi6 con los niveles
de TNFa, donde el grupo con solo AR tuvo niveles ligeramente més elevados que el grupo AR/DM
(AR 1.7 £ 0.7 vs. AR/DM 1.5 + 0.94 pg/ml).
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TABLA 8. NIVELES DE CITOCINAS DE LA POBLACION EN ESTUDIO

Variable Todos pacientes AR AR/DM p*
n= 66 n=38 n=28

NGF pg/mL m (DE) 1.02 (1.2) 0.84 1.3 (1.4) 0.19
(1.06)

IL-6 pg/mL m (DE)© 2.5(2) 2.4 2.6 (1.9) 0.66
(2.17)

Insulina pg/mL m (DE) ® 6.15 (.98) 6 (1.0) 6.2 (0.98) 0.54

Leptina pg/mL m (DE) ® 9(1.4) 8.9 9.2 (8.6) 0.63
(1.3)

IL-8 pg/mL m (DE) ® 2.04 (1.4) 2.03 2.06 (1.4) 0.92
(1.4)

MCP-1 pg/mL m (DE) ¢ 5.1 (0.87) 5.2 5.09 (0.75) 0.32
(0.96)

TNFo pg/mL m (DE) ® 1.63 (0.82) 1.7 1.5 (0.94) 0.15
0.72)

IL-1B pg/mL m (DE) ® 1.41 (1) 1.3(1) 1.5(1.1) 0.62

Adiponectina ng/ml m(DE) ¢ 943.5 (148.3) 946.4 939.6 (121) 0.73
(166)

Para comparacion entre grupos, ® T de Student (variables numéricas paramétricas), ¢ Prueba U de Mann Whitney
(no paramétricas) con un nivel de significancia admitido de (p<0,05). (NGF), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina
8 (IL-8), Proteina Quimioatrayente de monocitos (MCP-1), Factor de necrosis tumoral (TNFa) e Interleucina 1B
(IL-1pB). Desviacion estandar (DE); Media (m); Nimero de pacientes (n)

Comparacion de niveles de citocinas de acuerdo con Edad, Peso e IMC.

Como un analisis secundario de nuestros resultados, se compararon todas las citocinas
proinflamatorias en el grupo de AR/DM de acuerdo con la edad, aquellos menores a 45 afios como
grupo 1y aquellos mayores a 45 afios como grupo 2. En la Figura 10 se observa que los niveles de
TNFa fueron mas elevados significativamente en aquellos pacientes mayores a 45 afios (p=0.003).
De manera contraria los niveles de leptina fueron mas elevados en aquellos pacientes menores a
45 anos. Los pacientes con un DAS 28 menor a 3.2 presentaron niveles mas altos de NGF e IL-1p,
fueron significativamente mayores (p=0.02 y p=0.01, respectivamente). Hay que mencionar que

estas diferencias no se observaron para el resto de las citocinas proinflamatorias.
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Figura 10. Niveles de citocinas grupo de AR y DM.

DAS 28 > 3.2

a) Niveles de citocinas por edad. b) Niveles

de citocinas por actividad de la enfermedad (DAS28). Los pacientes se dividieron en subgrupos en
base a su nivel de VSG (mm/hr) y el nimero de sujetos se gréafica en el eje de las abscisas.
Representacidon gréafica se obtuvo con software STATA v. 13.0.

IMC <25

12

< 4

IMC >25

p=0.04

Figura 11. Comparacion de los niveles de Leptina en los grupos AR y
AR/DM ajustado por IMC. Los pacientes se dividieron en subgrupos en base
a su nivel de VSG (mm/hr) y el nimero de sujetos se gréfica en el eje de las
abscisas. Representacion grafica se obtuvo con software STATA v. 13.0.

Por ultimo, se compararon los niveles de citocinas en los dos grupos en base a su IMC

(Figura 11), del total de moléculas s6lo se observo que los pacientes con un IMC mayor a 25
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coincidieron con presentar niveles mas elevados de leptina (p=0.04), en comparacion de aquellos

pacientes sin diabetes.

Clasificacion de subtipos de DM en pacientes con AR/DM

Para este andlisis se consideraron los 28 pacientes que cursaban con Diabetes Mellitus y
Artritis Reumatoide simultdneamente (AR/DM). Se ajustaron los subgrupos de acuerdo con los
criterios descritos anteriormente (Material y Métodos). Del total de pacientes: 10 (35.7%)
mostraron un perfil de Diabetes mellitus relacionado a la resistencia a la insulina (SIRD), 11
(39.3%) mostraron un perfil de Diabetes mellitus relacionada a la deficiencia de insulina (SIDD),
4 (14.3%) mostraron Diabetes mellitus relacionada a la obesidad y, finalmente, 3 (10.7%) fueron

clasificados como Diabetes mellitus relacionada a la edad (Figura 12).

10.7%

14.3% 35.7%

39.3%

OSIRD OSIDD OMOD OMARD

Figura 12. Distribucion de pacientes con AR/DM, de acuerdo con el método de clasificacion. SIRD=
Diabetes Mellitus relacionada a la resistencia a la insulina, SIDD = Diabetes Mellitus relacionada a la
deficiencia de insulina, MOD= Diabetes Mellitus relacionada a la obesidad y MARD= Diabetes Mellitus
relacionada a la edad. n= 28.
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En la Figura 13 se comparan los 4 subgrupos de pacientes en base a sus caracteristicas
clinico-métricas y serologicas (%oHbAlc, HOMAZ2-IR, HOMA2 %B, IMC y edad) de los pacientes
con AR/DM de acuerdo con la subclasificacion. Como era de esperarse, el subgrupo con resistencia
a la insulina (SIRD) mostrd tendencia al alta en los niveles de hemoglobina glicosilada, en
comparacion con los otros subgrupos. Asi mismo, la resistencia a la insulina evaluada por HOMA
IR, se encuentra mas elevada en el grupo de SIRD (p= 0.002). Los niveles de funcionamiento de
celulas beta se evalu6 por HOMA 2B, y se puede observar que los pacientes del subgrupo SIDD,
presentaron menor funcionamiento de células beta en comparacion con los deméas subgrupos
(FALTA INDICAR RESULTADO DE SIGNIFICANCIA, SI ES QUE LA HAY). Por su parte,
los pacientes del subgrupo de obesidad (MOD) mostro los niveles mas elevados del IMC. Y, por
ualtimo, el grupo MARD se clasificd en base a la variable edad y se puede observar que la poblacién
esta por encima de edad (mayores a 60 afios).
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Figura 13. Distribuciones de HbAlc, HOMA2-IR, HOMAZ2 %B, IMC y edad por subgrupo de clasificacion
de DM. HbA1c= Hemoglobina glicosilada, HOMA2-IR= modelo homeostatico evaluacion de la resistencia a la
insulina. HOMAZ2 %B= modelo homeostatico evaluacion del funcionamiento de células B. SIRD= Diabetes
Mellitus relacionada a la resistencia a la insulina, SIDD = Diabetes Mellitus relacionada a la deficiencia de
insulina, MOD= Diabetes Mellitus relacionada a la obesidad y MARD= Diabetes Mellitus relacionada a la edad.
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Comparacion entre niveles de citocinas entre los subgrupos de DM.

En la Tabla 9 se muestra la comparacion entre los niveles de citocinas y DAS28 entre los
subgrupos de pacientes. A diferencia de los observado en la Tabla 8, al separar los pacientes en
subgrupos de DM se observd que los niveles de IL-6 mostraron una diferencia significativa
(p=0.04) mostrando niveles menores en el grupo de SIDD (7.6 = 11). Al comparar el puntaje de
DAS28 tampoco observamos diferencia entre los subgrupos mostrando una tendencia al alta el
subgrupo de MOD (4.5 £ 2.1) vs SIRD (3.2+1.5), SIDD (4+1.3) y MARD (3.4+1.1).

Por otra parte, el amplio rango de curva de las citocinas y la gran variabilidad entre los
pacientes en los niveles de citocinas, las desviaciones estandar fueron muy grandes, por lo tanto,
hubo que hacer una transformacion de datos, como se muestran en la Tabla 10. A pesar de esta
transformacion de los valores, la diferencia significativa al comparar los niveles de IL-6 se
mantuvo, mostrando niveles menores en el grupo de SIDD (1.6 = 1.6) vs grupo de MARD (4
0.2), SIRD (2.8 + 2.3) y MOD (3.3 = 0.8). Por otro lado, los niveles de TNFa se observaron
ligeramente mas bajos en este grupo SIDD (1 £ 0.7) vs MARD (2.1 £ 0.6), SIRD (1.8 +1.2) y
MOD (1.4 £1.1).

De manera gréfica la Figura 14 muestra una comparacion de los niveles de citocinas
proinflamatorias en los 4 subgrupos de pacientes con AR/DM. De esta manera se observa que en
el 75% del grupo de pacientes MARD, los niveles de NGF fueron més elevados, en comparacion
con los otros subgrupos. Por otro lado, podemos ver que los niveles de IL-6 fueron més elevados
en el grupo de MARD, mientras que en el grupo SIDD, el 75% de esta poblacion present6 niveles
mas bajos, en comparacion de otros subgrupos. Por su parte, los niveles de Leptina parecen mas
elevados en la poblacion con MARD, aunque fue muy variable en el grupo de SIDD. Por su parte
la IL-8 mostrd ser més elevada en los pacientes con MOD. Los niveles de MCP-1, TNFa (f) e IL-
1B (g), mostraron ser ligeramente mas elevados en aquellos pacientes con MARD, igualmente
TNFo muestra una tendencia al alta en pacientes con SIRD. Sin embargo, conviene resaltar que

s6lo se observo significancia estadistica para la citocina IL-6 entre los subgrupos de pacientes.
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TABLA 9. NIVELES DE CITOCINAS Y ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD ENTRE LOS
SUBGRUPOS DE DM

Variable AR sin DM SIRD SIDD MOD MARD p=
m (DE) n=38 | m (DE) n=10 m (DE) m (DE) m (DE) n=3
n=11 n=4

NGF pg/mli 3.3(3.9) 10.4 (21.4) 16 (48.2) 4.1 (2.4) 12.6 (12.2) 0.12
Adiponectina 946 (166) 948 (83) 948 (161) 949 (95) 864 (114) 0.73
ng/ml

IL-6 pg/ml 40.2 (74.6) 56.4 (71.9) 7.6 (11) 34.1(19.9) | 37.2(33.1) 0.04
Insulina 766.8 (739.5) | 1136.3 (991.3) | 407.5 (448.9) | 494 (200.7) | 418.3 (193.7) 0.09
pg/ml

Leptina 16254 11081.9 35113.2 26880 312415 0.39
pg/mi (20775.5) (7720.2) (84510.8) (18976) (24901.5)

IL-8 pg/ml 25 (61.6) 9.5(11.3) 41.1 (121.5) | 44.6 (53.9) 6.1 (3.7) 0.40
MCP-1 pg/ml | 250.3 (240.1) | 252.6 (202.4) 135.3 (55) | 176 (155.4) | 528.9 (626.2) 0.22
TNFo pg/ml 7.6 (6.2) 10.7 (15.3) 3.6 (3.4) 4.2 (0.93) 9.9 (6.9) 0.14
IL-1b 5.4 (5.4) 11.2 (25.9) 3.1(2.8) 7.2 (5.3) 14 (14.8) 0.20
Péptido C 1.3 (0.8) 1.5 (1.0) 1(0.7) 2 (0.7) 1.6 (0.8) 0.15
DAS28 3.9 (0.8) 3.2 (1.5) 4 (1.3) 45 (2.1) 3.4 (1.1) 0.54

Kruskal Wallis para comparacion entre grupos datos no paramétricos, con un nivel de significancia admitido de (p<0,05). Factor
de crecimiento neuronal (NGF), Interleucina 6 (IL-6), Insulina, Leptina, Interleucina 8 (IL-8), Proteina Quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), Factor de necrosis tumoral (TNFa) e Interleucina 1B (IL-1B), Puntuacion actividad de la enfermedad Artritis
Reumatoide (DAS28); SIRD= Diabetes Mellitus relacionada a la resistencia a la insulina, SIDD = Diabetes Mellitus relacionada a
la deficiencia de insulina, MOD= Diabetes Mellitus relacionada a la obesidad y MARD= Diabetes Mellitus relacionada a la edad.

Desviacion estandar (DE); Media (m); Numero de pacientes (n).

TABLA 10. NIVELES DE CITOCINAS Y ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD ENTRE

LOS SUBGRUPOS DE DM CON TRANSFORMACION LOGARITMICA

Variable ARsinDM | SIRD m SIDD MOD MARD p=
m (DE) n=38 (DE) n=10 m (DE) m (DE) m (DE) n=3
n=11 n=4

NGF 0.84 (1) 1.3 (1.6) 09 (1.7) 1.3 (0.5) 2.2 (0.9) 0.23
IL-6 2.5(2.1) 2.8 (2.3) 1.6 (1.6) 3.3(0.8) 4 (0.2) 0.05
Insulina 6.2 (0.9) 6.7 (0.9) 55(1) 6.1 (0.5) 6 (0.4) 0.09
Leptina 8.9 (1.3 8.9 (1) 8.9 (1.9 10 (0.7) 9.8 (1.6) 0.39
IL-8 2.1(1.4) 2.2 (0.8) 1.8 (1.7) 2.9 (1.8) 1.7 (0.6) 0.32
MCP-1 pg/ml 5.2 (0.9) 5.3 (0.6) 4.8 (0.5) 4.8 (1) 5.8 (1.2) 0.22
TNFo pg/ml 1.8 (0.7) 1.8(1.2) 1(0.7) 1.4 (0.2) 2.1 (0.6) 0.09
IL-1b 1.4 (1) 1.5(0.9) 1.1 (0.7) 1.8 (0.6) 2.3(1.0) 0.38

Kruskal Wallis para comparacidn entre grupos datos no paramétricos, con un nivel de significancia admitido de (p<0,05). Factor
de crecimiento neuronal (NGF), Interleucina 6 (IL-6), Insulina, Leptina, Interleucina 8 (IL-8), Proteina Quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), Factor de necrosis tumoral (TNFa) e Interleucina 1B (IL-1B), SIRD= Diabetes Mellitus relacionada a la
resistencia a la insulina, SIDD = Diabetes Mellitus relacionada a la deficiencia de insulina, MOD= Diabetes Mellitus relacionada
a la obesidad y MARD= Diabetes Mellitus relacionada a la edad. Desviacion estandar (DE); Media (m); NUmero de pacientes (n).
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Alteraciones en el perfil lipidico y metabolismo de la glucosa.

Por otro lado, también se compararon las alteraciones metabdlicas entre los grupos
solo con AR y AR/DM. Como se observa en la Tabla 11, las dislipidemias evaluadas no
mostraron diferencias significativas al compararse en estos dos grupos. De igual manera,
también se compard las alteraciones del metabolismo de la glucosa entre los dos grupos,
mediante los indices HOMA IR, HOMA-B% y niveles de péptido C, sin embargo, tampoco

se observaron diferencias significativas.

Andlisis de asociacion entre HbA1c% v los subgrupos de DM (SIRD, SIDD, MOD vy
MARD)

Se evaluo la asociacion entre los niveles de HbAlc y cada uno de los subgrupos, se
observo en el grupo de SIRD una asociacion significativa con un OR=2.6, 1C95% 1.3-5.0
con un valor de p=0.006. los subgrupos tanto de SIDD, MOD y MARD no mostraron una
asociacion significativa con la hemoglobina glicosilada.

HbA1c% OR 1C 95% p
SIRD 2.6 1.3-5.0 0.006

SIDD 1.03 0.6-1.8 0.8

MOD 0.6 0.2-2.4 0.4

MARD 0.3 0.1-6.7 0.4

Analisis de regresion lineal simple de subgrupos (SIRD, SIDD, MOD y MARD) asociados con HbA1c%.
SIRD= Diabetes Mellitus relacionada a la resistencia a la insulina, SIDD = Diabetes Mellitus relacionada a la
deficiencia de insulina, MOD= Diabetes Mellitus relacionada a la obesidad y MARD= Diabetes Mellitus
relacionada a la edad; HbAlc (Hemoglobina glicosilada); OR (odds ratio); IC (Intervalo de confianza); *<
p=0.05

TABLA 11. COMPARACION DE ALTERACIONES METABOLICAS ENTRE LOS
GRUPOS DE AR Y AR/DM

Variable AR n=38 AR/DM n=28 p*
Hipercolesterolemia 2 7 (18%) 8 (28%) 0.3
Hipertrigliceridemia ? 8 (21%) 6 (21.4%) 0.9
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Hiperlipidemia mixta ? 4 (11.7%) 3 (10.7%) 0.9
Hipoalfaproteinemia ? 29 (80.5%) 21 (77.7%) 0.7
HOMA —-IR m (DE) ° 2.1(1.8) 2.2 (1.8) 0.8
HOMA-B% m (DE) ¢ 94.5 (38.4) 88.3 (55) 0.5
Péptido C ng/ml m (DE)® 1.3 (0.8) 1.4 (0.9) 0.5

Para comparacion entre grupos, ® Prueba X? de Pearson (variables categoricas). ¢ Prueba U de Mann-Whitney
(variables numéricas, no paramétricas) con un nivel de significancia admitido de (p<0,05). Desviacion estandar
(DE); Media (m); Numero de pacientes (n); HOMAZ2-IR= modelo homeostatico evaluacion de la resistencia a

la insulina; HOMA2 %B= modelo homeostatico evaluacion del funcionamiento de células f.

Analisis de asociacion entre Diabetes vy variables clinicas

Finalmente, como se describe en Material y Métodos, se evalud la asociaciéon a
presentar Diabetes del resto de las variables clinicas y demogréaficas, mediante una prueba de
regresion lineal simple (Tabla 12). No se ampli6 o ajust6 por posibles variables confusoras
debido a bajo nimero de muestras y bajo poder estadistico (0.38). Entre los resultados mas
destacados conviene resaltar que se observd una fuerte asociacion entre Diabetes y los
antecedentes familiares con DM con un OR= 486 (1C95, 41.8-5641.9), con un a p=0.0001.
La VSG también alcanzé significancia estadistica, pero su valor de OR fue de 1.0, lo que
indica que no hay asociacion entre ambas variables. EI mismo comportamiento mostré los
niveles de glucosa con una p<0.05 pero con un OR=1.02.

Por otro lado, la hemoglobina glicosilada (HbA1c%) mostrd una fuerte asociacion
con un OR=2.3 (1C95,1.0-5.0) y una p=0.04. También se hizo un subanalisis para evaluar si
se observa una asociacion entre el desarrollo de la DM vy la resistencia a la insulina o la
funcion de las células beta pancreaticas (HOMA-IR y HOMA-2p). A ese respeto, se encontro
una fuerte asociacion entre la RI (HOMA-IR) y la HbA1c% con un OR=2.6, 1C95%=1.3-5.0
y una p=0.006. Las demas variables no mostraron asociacion estadistica con el desarrollo de

Diabetes.
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TABLA 12. ASOCIACION ENTRE DIABETES Y VARIABLES CLINICAS

Variables OR IC 95% p
DIABETES
Antecedentes con DM si/no 486 41.8-5641.9 0.0001
Uso de glucocorticoides 0.3 0.08-1.13 0.07
si/no
Edad (afios) 0.9 0.9-1.0 0.4
Afios con AR (tiempo en 1.3 0.5-3.5 0.5
anos)
Afios con Tx FARMES 0.9 0.8-1.0 0.1
(tiempo en afos)
IMC kg/m2
IMC 18-24.9 1.1 0.8-1.6 0.4
IMC 25-29.9 1.1 0.5-2.2 0.8
IMC > 30.0 1.6 0.6-4.2 0.3
Grasa corporal total 1.0 0.9-1.1 0.3
Grasa Visceral % 0.9 0.8-1.1 0.7
Inflamacion
VSG mm/h 1.0 0.9-1.0 0.04
PCR mg/L 1.0 0.9-1.0 0.5
DAS28
DAS28 < 3.2 0.15 0.008-2.91 0.2
DAS28 3.2-5.1 1.23 0.28-5.35 0.7
DAS28 >5.1 40.2 0.26-6106 0.1
SDAI 1.0 0.9-1.1 0.3
aPCC UR/ml 10 0.9-1.0 0.3
FR uds/ml 1.0 0.9-1.0 0.9
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Variables bioquimicas

Plaquetas 1.0 0.9-1.0 0.07
Glucosa 1.0 1.00-1.05 0.04
Colesterol total 1.1 0.9-1.0 0.06
HDL 1.00 0.9-1.0 0.8
LDL 1.01 0.9-1.03 0.1
VLDL 1.02 0.9-1.2 0.7
Triglicéridos 1.0 0.9-1.0 0.3
AST 1.0 0.9-1.0 0.6
ALT 1.0 0.9-1.0 0.3
Albumina 3.3 0.7-15.3 0.1
HbAlc % 2.3 1.0-5.0 0.04

Alteraciones metabdlicas

Hipertrigliceridemia 1.2 0.2-6.2 0.8
Hipercolesterolemia 2.9 0.6-14.1 0.1
Hipoalfaproteinemia 0.7 0.2-2.7 0.6
Dislipidemia 1.6 0.5-44 0.3
Resistencia a la Insulina 1.0 0.343.3 0.9
Funcion de células Beta 1.2 0.3-3.6 0.7

pancreaticas

Anélisis de regresion lineal simple de los factores asociados con Diabetes. DM (diabetes mellitus); FARMES
(Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad); IMC (indice de grasa corporal); VSG (Velocidad
de sedimentacion globular), PCR (Proteina C Reactiva) DAS28 (Puntuacion actividad de la enfermedad Artritis
Reumatoide), SDAI (indice simplificado de actividad de la enfermedad); aPCC (Anticuerpos anti-Péptido
ciclico citrulinado); FR (Factor reumatoide); HDL (lipoproteinas de alta densidad), LDL (lipoproteinas de baja
densidad); VLDL (Lipoproteinas de muy baja densidad); AST ( Aspartato amino transferasa); ALT (Alanino
amino transferasa); HbAlc (Hemoglobina glicosilada); HOMA2-IR= modelo homeostatico evaluacién de la
resistencia a la insulina. HOMA?2 %B= modelo homeostatico evaluacion del funcionamiento de células ; OR
(odds ratio); IC (Intervalo de confianza); *< p=0.05
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DISCUSION DE RESULTADOS

Prevalencia de DM en pacientes con AR

En total en el curso de este estudio se pudieron reclutar 66 pacientes con AR, de los
cuales 28 cumplian con los criterios del ADA de DM tipo 2 o ya tenian un diagndstico previo,
esto sugiere una prevalencia de DM de 42.4% en pacientes mexicanos con AR. En base a los
resultados de ENSANUT 20188, donde se describié que la prevalencia nacional en la
poblacién mexicana era del 10.3%. Los anteriores resultados sugieren un incremento en casi
4 veces, con respecto a la poblacion general, en los pacientes con AR. Como se observa en
la Tabla 2, estudios previos confirman que la prevalencia e incidencia de DM es
significativamente mayor en los pacientes con AR en un valor que puede ir desde 10 al
300614.33:35364559 Sjn embargo, a nuestro conocimiento no hay antecedentes conocidos que
muestren un incremento tan grande. Como se describe a lo largo del estudio, una de las fuertes
limitantes del estudio fue contar con un tamafio de muestra reducido, por lo cual no se puede
descartar, a pesar de invitar de manera consecutiva a todos los pacientes que llegaban a la
consulta del servicio de reumatologia del Hospital General de Cuernavaca, una acumulacién
anomala de los pacientes con DM, incrementando de esta manera la prevalencia observada
en este estudio. Consideramos que la mejor manera de confirmar estos resultados sera
incrementar de manera significativa el tamafio de muestra, al tiempo que deberiamos
confirmar el diagndstico de DM por un endocrinélogo.

De considerar estos resultados como reales, esto sugiere que el paciente con AR en
la poblacion del Hospital General de Cuernavaca se encuentra expuesta a factores de riesgo
y comportamientos de estilo de vida que parecen predisponer al desarrollo de DM. Factores
como la edad, el género y los factores genéticos son elementos primarios para el diagndstico
de cualquiera de estas enfermedades®®4%®*: sin embargo, también se reconoce que factores
ambientales y vinculados al estilo de vida, como el tabaquismo, la obesidad, la dieta, entre
otros, podrian intervenir en el desarrollo la DM tipo 2.

Comparacion entre poblaciones de pacientes AR y AR/DM
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Al comparar las variables demogréficas y clinico métricas entre el grupo de pacientes
solo con AR y aquel que presentaba ambas enfermedades, los antecedentes familiares de DM
claramente se inclin6 para el grupo de pacientes con ambas enfermedades (96.4%), mientras
el reporte de antecedentes familiares fue minoritario en pacientes sélo con AR (5.3%; p=
0.001). Esto es razonable ya que se sabe que la DM tipo 2 tiene una relacion muy estrecha
con antecedentes genético-familiares aunque también depende en gran medida con la
combinacion de factores de riesgo del estilo de vida, los cuales se pueden cultivar en el hogar
25’65.

Otra variable que analizamos fue el uso de glucocorticoides (GC), ya que hay varios
antecedentes en la literatura que sugieren que este tipo medicamentos pueden favorecer entre
otros efectos adversos, el desarrollo de DM. Es bien conocido que los glucocorticoides se
emplean frecuentemente, como terapia puente, en varios momentos durante el manejo del
paciente con AR y cumplen un papel muy importante debido a su gran efecto antinflamatorio.
Sin embargo, su empleo por periodos prolongados y en dosis elevadas (>10 mg) se sugiere
que se asocia con varios efectos secundarios, entre los cuales estd la DM (REFERENCIAS).
Por esas razones, comparamos el uso de glucocorticoides entre los grupos de pacientes:
AR/DM y AR. Por procedimiento, la dosis maxima administrada en esta poblacion de
pacientes fue de 10 mg diarios. Por su parte, considerando el total de pacientes con AR, el
81.5% de la poblacién hizo uso de los GC. Al hacer la comparacion entre los dos grupos de
pacientes no encontramos diferencias significativas (p=0.06); sin embargo, de manera
paraddjica, en el grupo de pacientes sdlo con AR parece ser mas frecuente el empleo de
glucocorticoides (89.2), en comparacion con el grupo de AR/DM (71.4%). De esto podemos
concluir que, en base a los resultados de nuestro estudio, no observamos una asociacién entre
el uso de glucocorticoides y la presencia de DM en los pacientes con AR. En otras palabras,
se podria sugerir que no contamos con evidencia de que el desarrollo de DM en los pacientes
con AR haya sido provocado por el uso complementario de glucocorticoides.

Otro aspecto a considerar es el sobrepeso y obesidad de la poblacién de pacientes con
AR. Aunque el promedio general sugiere un ligero sobrepeso, la Figura 4 muestras que la
frecuencia de pacientes con obesidad es superior para el grupo AR/DM. En este sentido, se

reconoce que la obesidad en pacientes con AR aumenta la inflamacion y, por lo tanto, el
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riesgo de la aparicion de comorbilidades disminuyendo la calidad de vida y la respuesta al
tratamiento los pacientes con AR®®. En nuestra poblacién el grupo de AR/DM mostrd un
promedio méas elevado de IMC que el grupo de AR, 26.4 y 25.1 respectivamente, pero sin
llegar a alcanzar significancia estadistica entre los grupos (p=0.21). Asimismo, al subdividir
el grupo de pacientes AR/DM de acuerdo con los criterios de clasificacion de DM, pudimos
observar que sélo 4 pacientes de los 28 pacientes con DM pudieron relacionarse con obesidad
(14.3%). Por todo esto, parece que la obesidad de los pacientes parece no ofrecer una
explicacion a la alta prevalencia de DM en grupo de pacientes con AR.

Al comparar entre ambos grupos de pacientes las variables bioquimicas, la glucosa y
hemoglobina glicosilada resultaron significativamente mas elevadas en el grupo de AR/DM
y (p=0.04 y p=0.009, respectivamente). Estas diferencias ya eran de esperarse debido a que
justo estas dos variables fueron usadas segun los criterios de la ADA®>® para el diagndstico
de DM. Por otro lado, siguiendo la comparacion de variables bioquimicas, los niveles de
colesterol total mostraron diferencias significativas entre los grupos, siendo estos niveles mas
elevados en los pacientes con AR/DM (186.4 mg/dL vs AR 170 mg/dL, p=0.05). Esto
coincide con estudios previos donde se reconoce gue las dislipidemias son muy frecuente en
los pacientes con AR y presentan mayor riesgo de eventos cardiovasculares (ECV) por
niveles de colesterol elevados en contraste con la poblacion sin AR®. Por otro lado hay
evidencia de que el exceso de colesterol ocasiona en las células vasculares una desregulacion
del transportador de glucosa GLUT4 lo que conlleva a la resistencia a la insulina que es un
factor de riesgo importante para desarrollar DMT25°.

Por su parte, al comparar entre ambos grupos las variables inflamatorias, se encontrd
una diferencia significativa en los niveles de VSG (p=0.03). De esta manera, el grupo de
pacientes solo con AR presentd mayores niveles de VSG (31.5£13 mm/hr), en comparacion
con el grupo AR/DM (24.7+£10.5 mm/hr). Se conoce que la VSG es un marcador de respuesta
inflamatoria y se encuentra elevada en practicamente todos los procesos que cursan con
inflamacion (enfermedades inflamatorias reumaticas o no, infecciones, etc.) y en algunas
neoplasias, lo que la hace una prueba inespecifica’. Por lo que es necesario hacer otras
pruebas complementarias para confirmar o explicar el porqué del incremento de la VSG en

este grupo de pacientes con AR.
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Al no observar diferencias significativas entre los dos grupos de pacientes al comparar
los niveles de las 8 citocinas evaluadas, se realiz6 un subanalisis de estos mismos resultados,
dicotomizando los grupos por edad, IMC y actividad clinica. De esa manera, entre todas las
comparaciones realizadas, observamos que los niveles de leptina fueron significativamente
mas elevados en personas con un IMC mayor a 25 y mas bajos en personas menores a 45
afios. Por otro lado, las citocinas NGF e IL-1B potencialmente pudieran jugar un papel
"protector” en el grupo de pacientes AR/DM, ya que los niveles de estas citocinas fueron
significativamente mayores en personas con una puntuacion de DAS28 baja. Por su parte,
los niveles de TNFa fueron mas elevados en personas mayores a 45 afios (p=0.003). Estudios
previos han sugerido que la desregulacion de citocinas juega un papel clave en la
remodelacion del sistema inmunoldgico en la vejez, y hay evidencia que apunta a una
incapacidad para controlar la inflamacion sistémica. Esta remodelacion del patron de
expresion de citocinas, con una tendencia progresiva hacia un fenotipo™ proinflamatorio, se
ha denominado "envejecimiento inflamatorio” que sustentan la mayoria de las principales
enfermedades relacionadas con la edad, como la aterosclerosis, la diabetes, la artritis
reumatoide, entre otras enfermedades® . Sin embargo, a pesar de ofrecer algunas relaciones
estadisticamente entre subgrupos de pacientes, debido al numero bajo de pacientes
finalmente reclutados, se requieren extender este estudio con mayor nimero de pacientes

para confirmar estos resultados.

Subclasificacion de pacientes diabéticos en el grupo AR/DM

Como un objetivo secundario del estudio fue la subclasificacion de los pacientes
diabéticos dentro del grupo AR/DM Yy la evaluacion de sus posibles factores asociados. De
esa manera, y como se describié en Material y Métodos, se tomaron en cuenta las variables
metabolicas y clinico-métricas sugeridas en la literatura®®? y se realizé dividieron los
pacientes AR/DM en cuatro subgrupos: SIDD (DM relacionada a la deficiencia de insulina),
SIRD (DM relacionada a la resistencia a la insulina), MOD (DM relacionada a la obesidad)
y MARD, (DM relacionada a la edad). En base a nuestra poblacion en estudio observamos
una mayor prevalencia de los grupos SIDD (39.3%) y SIRD (35.7%), mientras que los
subgrupos MOD (14.3%) y MARD (10.7%), fueron poco frecuentes. Hay que considerar, sin
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embargo, debido al tamafio de muestra limitado de nuestra poblacién estudio, estos ultimos
subgrupos fueron demasiado pequefios para ofrecer una conclusion significativa.

Por su parte, al comparar nuestros resultados de prevalencia con los estudios previos,
parece mostrar una proporcion diferente. Mientras que en los primeros estudio previos
realizados por Ahlgvist et al, 2018 y Zou, X., et al. 2019 27!, se report6 que los subgrupos
de DM con mayor prevalencia fue de aquellos relacionados a la obesidad (MOD) y aquellos
relacionados a la edad (MARD). Por el contrario, en nuestro estudio, estos subgrupos fueron
los grupos minoritarios (14.3 y 10.7% respectivamente). Muy recientemente se publico un
estudio realizado en pacientes mexicanos (Bello-Chavolla, O., et al, 2020%?), siguiendo una
estrategia similar de subclasificacion de pacientes diabéticos, reportaron la prevalencia de los
subgrupos de DM en la base de ENSANUT2018. En este estudio, el subgrupo mayoritario
correspondio a los pacientes relacionada a la deficiencia de insulina (SIDD, 41.25%), seguida
por el subgrupo relacionado a la obesidad (MOD, 33.6%), mientras que los subgrupos de
pacientes con relacion a la edad (14,72%) y con resistencia a la insulina SIRD (10.43%)
mostraron menor frecuencia. En ese contexto, y comparando con nuestros resultados,
pareceria que la prevalencia del subgrupo de DM relacionado a la deficiencia en insulina en
los pacientes con AR es similar a la poblacion general con DM (41.5% vs 39.3% en el
presente estudio). Sin embargo, la prevalencia que observamos en este estudio del subgrupo
relacionado a la resistencia de insulina parece muy superior al observado por Bello-Chavolla,
0., et al, 2020%, pues que mientras nosotros observamos que el 35.7% de los pacientes
diabéticos mostraban resistencia a la insulina, el estudio con poblacién general mexicana
mostrd que solo el 10.1% estaba relacionado a la resistencia a la insulina. A reserva de que
el tamafio de muestra del presente estudio fue bajo, se podria proponer que el incremento de
la prevalencia de DM en los pacientes con AR podria suponer también un incremento de los
mecanismos fisiologicos y factores de riesgo que llevan a la generacion de resistencia a
insulina.

En base a esta subclasificacion de pacientes diabéticos, se volvio a comparar los
niveles de citocinas entre los subgrupos. Hay que considerar, que, sin embargo, el tamafio de
muestra en este estudio es un inconveniente, ya que ofrece un poder estadistico bajo e
insuficiente para poder respaldar las posibles diferencias. En la Tabla 10, se observa la

comparacion de los niveles de citocinas entre los 5 subgrupos de pacientes. estadisticamente,
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los niveles de IL-6 fueron significativamente diferentes al comparar entre estos subgrupos,
sugiriendo que el subgrupo SIDD presenta menores niveles o que el grupo MARD presenta
mayores niveles plasmaéticos, en comparacion al resto de los pacientes. Esto parece
congruente a estudios previos con animales de experimentacion que sugieren que la IL-6 se
produce en varios 6rganos endocrinos y dentro de ellos los islotes pancreaticos, por lo que se
reconoce que participa en el control local de la funcion de las células endocrinas’. En un
reciente estudio publicado por Rajendran, S., et al. 2020, ademas de demostrar que IL-6 esta
presente en las células beta y alfa de los islotes pancreaticos humanos, también demostraron
en un grupo de pacientes con DM, que la expresion de I1L-6 se redujo particularmente en
islotes deficientes en insulina. Este hallazgo sugiere que la pérdida de IL-6 puede ser una
consecuencia de la pérdida de células beta’, lo que podria explicar los bajos niveles de I1L-6
observados en el subgrupo de pacientes SIDD.

Al hacer una comparacion entre los subgrupos, se pudo observar que el subgrupo de
MARD mostré mayormente tendencias al alta en la mayoria de las citocinas (NGF, Leptina,
MCP-1, TNFa, IL-1B,) lo que podria sugerir que la edad estaria favoreciendo el incremento
de las citocinas en pacientes con AR/DM. Por su parte, el subgrupo de SIDD mostro niveles
bajos de IL-6, MCP-1 y TNF-a, en comparacién con los demas subgrupos. Sin embargo,
también fue el subgrupo que mostré mayor variacion en los niveles de citocinas, por lo que
dificulto en poder alcanzar significancia estadistica. Como ya se menciond, debido al bajo
namero de pacientes en los subgrupos MOD y MARD (n=3y 4, respectivamente), su perfil
de citocinas resulta poco consistente.

Posteriormente evaluamos por analisis de regresion lineal la asociacion entre los
subgrupos y el marcador de control glucémico; HbAlc, después de ajustar por posibles
factores de confusion (IMC). El grupo SIRD, aquellos pacientes con DM relacionada a
resistencia a la insulina se asociaron significativamente con los niveles de HbA1c% (OR 2.6,
p=0.006). Estos resultados concuerdan con estudios previos , donde en pacientes japoneses
evaluaron si el HOMA-IR se asociaba con los marcadores de control glicémico entre ellos la
HbAlc y encontraron que se asociaba de manera significativa’. Asi mismo otros estudios
han demostrado que los niveles elevados de HbAlc y HOMA-IR predijeron de forma
independiente la diabetes tipo 2 pacientes normoglucémicos’™. Sin embargo en el estudio de
subclasificacion de DM de Ahlqgvist et al. 2018 y Zou et al. 2019, los niveles de HbA1c% se
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encontraban mas alterados en personas con deficiencia de funcion de células beta®%®,

mientras que Bello-Chavolla et al. 2020, fue en el grupo de DM relacionado a la obesidad??.
Aunque las relaciones fisiopatologicas moleculares entre la HbAlc y la resistencia a la
insulina de la DMT2 aln no estan claras. Estudios previos han observado que los niveles de
HbAlc aumentan progresivamente y se correlacionan con el aumento del indice de

resistencia a la insulina (HOMA-IR)"’

De manera subsecuente, también se compararon las dislipidemias presentes en ambos
grupos AR y AR/DM, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
subgrupos (Tabla 11). Lo mismo ocurrié al compararon el metabolismo de la glucosa por
medio de HOMA IR, HOMA-B% vy niveles de péptido C, sin embargo, tampoco se
observaron diferencias significativas entre los grupos de AR y AR/DM (Tabla 12).

Factores asociados con la presencia de DM en el grupo de pacientes con AR

Para finalizar se realizaron un analisis de asociacidn entre las variables clinicas y la
presencia de DM en el grupo de pacientes con AR. De esta manera, se observaron
asociaciones significativas con los antecedentes familiares para DM, con una OR=486 y
p=0.0001. Multiples estudios previos han mostrado que la DMT2 observa un fuerte
componente de predisposicion genética por lo que resulta congruente nuestros resultados. A
ese respecto, se considera que los sujetos que tienen hermanos afectados por DMT?2 tienen
dos a tres veces mayor riesgo de desarrollar la enfermedad, en comparacion con la poblacion
general. De la misma manera, el contar con uno de los padres con DM aumenta el riesgo de
desarrollar la enfermedad en un 30 a 40%, mientras que si son ambos padres con DM el
riesgo se incrementa a un 70%'®. Estudios previos han evidenciado que este riesgo aumenta
alin mas en presencia de Avrtritis reumatoide®.

Por otra parte, los niveles de hemoglobina glicosilada se mostraron asociados con la
presencia de DM en nuestro grupo de estudio con una OR=2.3 y una p=0.04. Esto sugiere
que el aumento de los niveles de glucosa en sangre contribuye a una mayor union de la
glucosa a la hemoglobina (reaccién de glicacidn) y, en consecuencia, a un mayor nivel de

hemoglobina glicosilada (HbALc).
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Resulta importante mencionar que es la primera vez, a nuestro conocimiento, que se
reproduce esta subclasificacion de DM en pacientes con AR, y estos resultados preliminares
dan cabida a ampliar el estudio para poder confirmar los resultados.

Finalmente, resulta importante relacionar los resultados con las dos hipdtesis
inicialmente planteadas. En relacion a la primera hipotesis podemos confirmar que nuestro
andlisis de subgrupos de pacientes diabéticos mostré un increment6 de aquellos relacionados
con resistencia a la insulina, en comparacion de la poblacion general, todo esto, sugiriendo
una posible via de desarrollo de la fisiopatologia. En vale a esto, se podria decir que nuestra
hipdtesis fue valida. En relacion con la segunda hipotesis que planteaba la existencia de
diferencias en los factores inmunoldgicos, pudimos confirmar que so6lo IL-6 fue
estadisticamente diferente entre los grupos; por lo que se requiere incrementar el tamarfio de

muestra para poder aceptar o descartar esta segunda hipotesis

Limitaciones

Entre las varias limitaciones del estudio, como se menciond anteriormente, un
elemento que hay que resaltar es el bajo nimero de participantes al estudio. De manera tal,
que no se pudo alcanzar el nimero de individuos por grupo para tener una fuerza estadistica
suficiente. En este sentido, el presente estudio tiene un nimero de participantes para sugerir
tendencias, resultados que requieren ser confirmados por incremento del nimero de muestra.

Por otro lado, el disefio del estudio no permite determinar si el desarrollo de DM es
posterior al diagndstico de AR o, por el contrario, sucedié antes que la enfermedad
autoinmune. Para eso, deberia ser necesario realizar un estudio longitudinal con pacientes
con AR de inicio temprano y sin DM, para poder evaluar la incidencia de DM en los pacientes
con AR. Estudios previos con disefio similar al propuesto mostraron incidencias entre 1.4 y
5.2 pacientes por cada mil pacientes con AR por afio 3788 sin embargo, se requirieron

estudios multicéntricos o de varios afos.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que la prevalencia de DM en los pacientes
con AR puede ser 4 veces mayor que la presente en la poblacion general (42.2%). Asimismo,
la subclasificacion de los pacientes diabéticos permite sugerir un incremento significativo en
el subgrupo relacionado a la resistencia a la insulina, en comparacion con la poblacion
general mexicana. Todo esto sugiere que pueda ser de gran relevancia la disminuicion de
factores de riesgo para resistencia a insulina, dado su posible impacto en el desarrollo de DM
en los pacientes con AR.

Por otro lado, también los resultados muestran que altos niveles de colesterol,
deficiencia de la secrecion de insulina, resistencia a la insulina, asi como la alteracion en
citocinas pro inflamatorias podrian ser factores asociados con el desarrollo de DM en
pacientes con AR. Asimismo, el aumento del nivel de glucosa en sangre en la DM tipo 2 en
pacientes con AR contribuye a una correlacion de la HbAlc, con el empeoro de la la

resistencia a la insulina.

En base a la subclasificacion de los pacientes con DM, se sugiere que los factores de
riesgo en el paciente con AR podrian ser relativamente diferentes a la poblacion general. Por
lo cual se propone dar continuidad a este estudio e incrementar el tamafio de muestra para
poder alcanzar poder estadistico suficiente.

En términos generales, estos resultados apuntan al hecho que el seguimiento del
estado inflamatorio de los pacientes con AR utilizando varios biomarcadores, puede ser una
estrategia terapéutica que pueda brindar una atencion personalizada con el fin de prevenir el
desarrollo de DM en los pacientes con AR o mejorar su manejo terapéutico.
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PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentados en estre trabajo de investigacion, las
prespectivas de trabajos futuros se orientan hacia tres direcciones; aumentar el tamafio de

muestra, seguimiento al paciente con AR y DM y Fenotipicacion.

Ya que en esta tesis se presentan los resultados obtenidos de una primera etapa en la
busqueda de la asociacion de AR y DM, el primer objetivo a futuro es completar la
caracterizacion de los subgrupos de DM en pacientes con AR, para eso, se debe reclutar a
un numero de participantes que perimita aumentar la potencia estadistica.

Asi mismo , dar un seguimiento al paciente con AR y AR/DM para evaluar segn sus
caracteristicas bioquimicas las complicaciones a largo plazo segun el subgrupo de DM que
correspondan.

Por ultimo seria interesante complementar el estudio evaluando la frecuencia de
células proinflamatorias. Principalmente enfocandonos en las células T en pacientes con AR
y AR/DM. La fenotipificacion y clasificacion de los tipos de células T en pacientes con AR
y DM podria ayudar en elucidar que contribucion tendrian las células T efectoras en ambas

enfermedades.
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ANEXOS

Anexo |

Consentimiento informado

R na ‘ CONSENTIMIENTO INFORMADO i /__;j.*
T SERVICIO DE REUMATOLOGIA, HOSPITAL GENERAL DE (wZg
/" uttad CUERNAVACA, “DR. JOSE G. PARRES” 2
NiUmero de
Expediente .
Fecha
Estimado(a) Sefor/Sefiora:

Introduccion/Objetivos: La Facultad de Farmacia de la UAEM, estd realizando estudio clinico para evaluar la frecuencia de presentar
Diabetes Mellitus en pacientes con Artritis reumatoide. Los resultados de este estudio ayudaran en un futuro a un mejor manejo de la AR
y de las enfermedades que aparezcan sobre el transcurso de la enfermedad. O bien ayudaran prevenir que se presente DM en pacientes
con AR., lo cual puede mejorar su calidad de vida

Procedimientos: Su participacién consiste en permitir que la informacién de su historia clinica ingrese a nuestro estudio. También se le
realizard una entrevista después de su consulta con el médico. Le haremos algunas preguntas acerca de su estado de salud, cuestiones
generales acerca de sus medicamentos, informacion sobre actividades diarias y su nivel de dolor. La entrevista tendrd una duracién
aproximada de 30 minutos.

Adicionalmente, personal calificado procedera a extraer aproximadamente 10 mL de sangre, los cuales serdn tomados en dos tubos. Una
vez otorgado su consentimiento y obtenida la muestra habra concluido s participacion en el proyecto y no se le exigira que dedique ningln
tiempo extra al mismo Si Usted esta de acuerdo, (parte de) la muestra se almacenard en un banco de sueros, también llamados biobancos,
que son lugares en los que se almacenan las muestras en condiciones adecuadas de temperaturas, para realizar otros estudios en el futuro

Beneficlos: Usted tendrd el deracho a recibir informacién acerca de sus probabilidades de padecer Diabetes, ademds recibird informacién
relevante acerca de su enfermedad, del uso de sus medicamentos, y de cémo mejorar su calidad de vida. Usted no recibird ninglin pago
por participar en el estudio, y tampoco implicara algln costo para usted.

Confidencialidad: Toda la informacién que Usted nos proporcione para el estudio sera de caracter estrictamente confidencial, sera
utilizada Onicamente por el equipo de investigacion del proyecto y no estara disponible para ningln otro propédsito. Usted quedard
identificado(a) con un nimero y no con su nombre. Los resultados de este estudio serdn publicados con fines cientificos, pero se
presentaran de tal manera que no podra ser identificado(a).

Riesgos Potenciales: No hay riesgos potenciales, ya que Gnicamente se realizaran entrevistas y se le otorgara informacién acerca de su
calidad de vida, enfermedad y medicamentos. Si alguna de las preguntas le hicieran sentir un poco incomodo(a), tiene el derecho de no
responderla,

Durante la toma de muestra el riesgo que se presenta es minimo. Para garantizar su seguridad se efectuara por personal sanitario
capacitado y bajo condiciones de seguridad y de asepsia rigurosa, utilizando material nuevo, esteril y desechable.|

Riesgos frecuentes: En el caso de la toma de muestra sanguinea, puede producirse un minimo hematoma en la zona del pinchazo, por lo
que sera conveniente que después se realice presion sobre la zona puncionada. Posterior a la toma de sangre puede quedar un pequefio
moratén en la zona de puncion, el cual desaparecerd en los proximos dias.

Participacion voluntaria

Su participacion en el proyecto de investigacién mencionado es totalmente voluntaria. Si firma el Consentimiento Informado confirmara que
desea participar. Si decide retirar su consentimiento, su muestra serd destruida y no se utilizard mas. Su no participacién o retirada posterior
del consentimiento no afectard en modo alguno a su asistencia médica presente o futura,

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto al proyecto, por favor comuniquese con
ol investigador responsable del proyecto del proyecto: Dr. José Luis Montiel Herndndez al siguiente nimero de teléfono (777) 3297000

ext.: 3371 en un horario de 10:00 am a 18:00 pm,

Declaracion de consentimiento Informado: Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas
han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion.
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S CUERNAVACA, “DR. JOSE G. PARRES”
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T

NUmero de
Expediente

Nombre y firma del participante

Nombre y firma del investigador

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2
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Anexo 11

Base de datos en linea

REDCap
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Anexo 111

Cronograma general de actividades

CRONOGRAMA GENERAL DE ACTIVIDADES
MAESTRIA EN MEDICINA MOLECULAR

2019

ACTIVIDADES EFMAMIJ J ASONDEFM

Revision XXX X X XX XXX X XX X X
bibliografica

Cursos X X X | X| X| X[ X X| X X

Aprobacién comité
de ética

Reclutamiento de X| X | X X
pacientes

Estandarizacion X| X| X

Evaluacion de X| X| X| X| X
variables

Analisis estadistico

Escritura de tesis

X| X



Anexo 1V

Curvas patron, regresion logistica 5 parametros (NGF, TNFa, MCP-1, Leptina, IL-18,

IL-8, IL-6 e Insulina)

Curva patrén de concentracion de NGF

NGF
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Curva patrén de concentracion de TNFa
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Logisticbp: y = a+((b-a)/(1+((x/c)*d))"'f)
TNFa - Logistic 5P Weighted
14000 L
12000
10000
LI_T-IZ 5000 s
=
6000
4000
2000
00
L L] oom 00.03 o013 00.83 azs 1585 79 43 388 1 1885 26 100
Concentratons
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Curva patrén de concentracién de MCP-1

MCP-1
Logisticbp: y = a+((b-a)/(1+((x/c)*d))"f)
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Curve Data:
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Curva patrén de concentracién de Leptina

LEPTINA
Logistic5p: y = a+((b-a)/(1+((x/c)*d))*f)
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Curve Data:
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Curva patrén de concentracion de IL-18

IL-1B
Logisticbp: y = a+((b-a)/(1+({x/c)y*d))f)
IL-1B - Logistic 5P Weighted
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Curva patrén de concentracion de 1L-8

IL-8
Logisticbp: y = a+((b-a)/(1+((x/c)y*d))*)
IL-8 - Logistic 5P Weighted

35000

30000

25000

20000
w
[
=

15000

10000

5000

00

00 00.01 00.03 00.13 0083 03.16 15.85 79.43 398.11 1995.26 100
Concentrations

RA2 = 0.994011747215569

84



Curva patrén de concentracién de IL-6

IL-6
Logisticsp: v = a+((b-a)/(1+((x/c)*d))*f)
IL-6 - Logistic 5P Weighted
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Curve Data:
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Curva patrén de concentracion de Insulina
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FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Secretaria de Investigacion
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 04 de mayo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he revisado
el trabajo de Tesis “Asociacion entre la presencia de Diabetes Mellitus y el desarrollo
de Artritis Reumatoide", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me
proporcioné la alumna Ana Victoria Hernandez Torres. Le comunico que su contenido es
adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin
otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México. Tel. (777)3
29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx

Una universidad de excelencia
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente, amparada
por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los LINEAMIENTOS EN
MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

FERNANDO ROGER ESQUIVEL GUADARRAMA | Fecha:2021-06-07 20:56:11 | Firmante
BhLM5n9vY2nBNJ70lt+uul/aGDbs7R9XBzX1hnymBQSNvvUaa4RhgEbHOPIEC51aZRHrq91+Vk6DIWV77bDhF0iL3ktUh57Tu9UgsxOdugzNBpuR6Kgs3ASsi2zDLYzdP6BnJInGl
b/po7XkLHP04pxkAjOUYg74ICkvZb2iJI100RKOMiclugx9925RKCKG31s5k83wC1IN8wWUWIQVVYjY 7Auwo]S2rS+EEQwDheKF+pKv8iOhZKzhEQJ4FxP8+gVGajQogmX2dd2tA9
mfqzjlj7fbTm64vnPcN/BgA9IZtaqET5dc4GrovT4qy0f/SIhtw/fioQOL94eQjb42GybTw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

V7xvdn

I
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FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Secretaria de Investigacién
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 04 de mayo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he revisado
el trabajo de Tesis “Asociacion entre la presencia de Diabetes Mellitus y el desarrollo
de Artritis Reumatoide", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me
proporcioné la alumna Ana Victoria Hernandez Torres. Le comunico que su contenido es
adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin
otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Armando Herrera Arellano

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México. Tel. (777)3
29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx

Una universidad de excelencia
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente, amparada
por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los LINEAMIENTOS EN
MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ARMANDO HERRERA ARELLANO | Fecha:2021-06-07 16:46:15 | Firmante
INTRNQIoF6zjol5etoeAKclt9pJcou6JaHUkdTJI1im+8t4W34f6AKVdi51RG27BYR3NflyG+xfoU/c90Ppe8ATTMiagnBORfbGqlvEnEUKL/Eqg/WHFuK2CHfOycXtURTN697kC1P0O5Bjr
H108ZJ5Wjkby7ACR1C4tHKcFITPkSH2eulm5J9+VPTHc+uQGYFpbP1KBY1045hksy1iL03Y17fgAGWIIS3YXYn6vkWSEK|GR62NW2AFFQGWbXT3AIA8sxwKenTLrytrlS7TN6AgN
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FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Secretaria de Investigacion
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 04 de mayo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he revisado
el trabajo de Tesis “Asociacion entre la presencia de Diabetes Mellitus y el desarrollo
de Artritis Reumatoide", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me
proporcioné la alumna Ana Victoria Hernandez Torres. Le comunico que su contenido es
adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacidbn a participar en este programa educativo,
reiterando ademés mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Daniel Xavier Xibillé Friedmann

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.Tel. (777)3
29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente, amparada
por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los LINEAMIENTOS EN
MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DANIEL XAVIER XIBILLE FRIEDMANN | Fecha:2021-06-04 16:45:01 | Firmante
VnBYrig3VqfxAlceQkWAE5SfZzcART502XBIE8XuKSbNE6KEabNOgKwfmInbL9cTC5DZmRoi6qUAbplAOwqYoco2ThrcujPliNCjoE34UieUrSF6ThzMx+DKBcsnY9LCOOr2vnJ2H
UtJu7dNNCks4xdldCD4MvPnJ4elMSolg5tY Ck04/r/sa5dt4r+32t5RaGNcna425LLIvhPC50uS3wvcQXgAImpLPo0GZVhhYMxf4b+K/Td7JItiIE4530sman/WjkmeMYgd+O5iFsthXm
M60OXLwNeTfS31P5fbGndy/T9c95ZiOYLesbH+5mqYTU7Yd8+hUDa7bF6b+BIJwNjzsQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:
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FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Secretaria de Investigacién
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 04 de mayo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he revisado
el trabajo de Tesis “Asociacion entre la presencia de Diabetes Mellitus y el desarrollo
de Artritis Reumatoide", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me
proporcioné la alumna Ana Victoria Hernandez Torres. Le comunico que su contenido es
adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin
otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Juan José Acevedo Fernandez

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México. Tel. (777)3
29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
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LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente, amparada
por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los LINEAMIENTOS EN
MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JUAN JOSE ACEVEDO FERNANDEZ | Fecha:2021-06-05 13:37:17 | Firmante
nIfZc/IN2gUWX67ypMuCEgBtvHbho6USSX6UUwmM8vxVNPa96j1B3vPJHoUa9VpyBn8aWn9pQr/6+g9JBy+s6 AB1Hfoa3GkTz4bc7E4y4VK1DCPFfHZoGsDOY nvrUQcMtFCv1Ds
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hkj/gjdAQu/CbTw10nISRAIMhKNr2smjQEINgAg3dF8WETY7e/HsWVduZEY TDbRq9749iw8WA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o escaneando el cddigo
QR ingresando la siguiente clave:

sgkwPO

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/PKqgckunJSN8a4823EarDoPOHFVhbC6bl
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FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Secretaria de Investigacion
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 04 de mayo de 2021.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he revisado
el trabajo de Tesis “Asociacion entre la presencia de Diabetes Mellitus y el desarrollo
de Artritis Reumatoide", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me
proporcioné la alumna Ana Victoria Hernandez Torres. Le comunico que su contenido es
adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de
Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacidbn a participar en este programa educativo,
reiterando ademés mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. José Luis Montiel Hernandez

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.Tel. (777)3
29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente, amparada
por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los LINEAMIENTOS EN
MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JOSE LUIS MONTIEL HERNANDEZ | Fecha:2021-06-04 13:12:35 | Firmante
nnOzi7E5GTOOV8jyd5xnhNGMYe2HwI4HSLIMACFyirmd15lY n4zQmbIBoNXM1y9F7RYfekoNXxOzVEvvUDShrvV19Juz2KUNLPOd20zIWb0/RXNugpunoSO8vbILIWt3b9IPOpxI

gbTfNV5x5xqU2LWczD9PYtKM3zyGfwgd7N+jRYGYxr+i6ABDMsktsSkjdTTXDCSglOSw3i+fcyf96+gHL1/jY +32f2KXHjeco+Kmy4pZMgYmf1lVU+7HG9qoDO1gl 9CRY8nUd+/L9n
2e1gWWVdQOIMITEZ1FYnSrjbJPOyA/u3ZfsDPIgxEpF7liwrba87gN+UxafRQVSKDTA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

ScheNT

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/WCneuF41CghlIDAaOn0d5sNThO17xow6x
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