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EVALUACION DE LOS NIVELES DE LA PROTEINA DICKKOPF- 1 (DKK-1) Y SU
ASOCIACION CON INDICES DE ACTIVIDAD CLINICA REUMATICA EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE TEMPRANA

RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad de naturaleza autoinmune sistémica,
se caracteriza por un estado de inflamacién crénico, discapacidad progresiva, dafio
osteoarticular y consecuencias socioecondmicas de gran impacto en la calidad de
vida del paciente. La determinacion de la AR en etapas tempranas de la enfermedad
puede predecir desenlaces del trastorno y asi disminuir dafios irreversibles. La
EULAR/ACR establecieron en el afio 2010 una serie de criterios clinicos
clasificatorios y pruebas de laboratorio que incluyen el Factor Reumatoide (FR) y los
anticuerpos anti-proteinas citrulinadas (anti-CCP), los cuales estan asociados a la
actividad de la enfermedad y al pronéstico de la misma.

La identificacion de nuevos biomarcadores que puedan asociarse a manifestaciones
en estadios tempranos de le enfermedad ha cobrado gran interés, ya que hay
pacientes que presentan niveles muy bajos o indetectables de FR y anti-CCP aun
asi presentando un elevado dafio articular, dificultando el diagndéstico y las posibles
opciones terapéuticas. La proteina Dickkopf-1 (DKK-1) es un regulador de la masa
O0sea y remodelacion articular, se ha evidenciado su aumento a nivel sérico en
presencia de resorcién Osea, asociandose a un elevado valor predictivo en el

desarrollo y severidad de la enfermedad.



En el presente estudio se pretende establecer los niveles de la proteina DKK-1 en
pacientes con diagnostico de AR temprana y su asociacion con indices de actividad
clinica reumética, con el fin de determinar las condiciones que asocian la presencia
de la DKK-1 y sus posibles capacidades de pronéstico durante el curso de la

enfermedad.

Palabras claves: artritis reumatoide, proteina DKK-1

Estudiante: Angela Miyared Arias Arias

Docentes: Maria Consuelo Romero Sanchez, Lorena Chila Moreno, Jeannette
Navarrete

Fecha: Marzo 16 de 2018



INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad de naturaleza autoinmune con
complicaciones sistémicas, que esta relacionada con la inflamacion e hiperplasia de
la membrana sinovial, conduciendo a la destruccién articular (1). La interaccién entre
factores genéticos y ambientales puede coadyuvar al desenlace de la enfermedad,
donde su prevalencia a nivel mundial se ha estimado alrededor del 0.5 al 1.0% de

la poblacion adulta (2, 3).

El diagnostico de la AR temprana presenta varias dificultades, ya que los criterios
clinicos son deficientes en la fase inicial de la enfermedad. Antes de 1990 la prueba
de laboratorio empleada para ayudar al diagndstico fue el factor reumatoide (FR),
sin embargo el FR se puede encontrar de un 70-80% de los pacientes con AR y
también puede ser detectado en otras enfermedades autoinmunes e infeccionas y
en individuos sanos hasta en un 15% (4). Igualmente se han descrito reactantes de
fase aguda como a velocidad de sedimentacion globular (VSG) y la proteina
Creactiva (PCR), no obstante estos no son especificos de la enfermedad ya que son

marcadores comunes de inflamacion (5)

Recientemente la determinacion de un elevado porcentaje de pacientes con AR que
presentaban autoanticuerpos como los anti-CCP, los cuales han cobrado gran
importancia como apoyo diagnéstico de la AR, debido a su presencia en etapas
tempranas de la enfermedad, antes de que se detecten niveles de FR, por lo cual
se ha relacionado la presencia de anti-CCP en pacientes con AR con una alta

actividad clinica y mayor dafio osteoatrticular (4, 6).

Por otra parte, se ha descrito la presencia de autoanticuerpos que anteceden la
aparicion de los anticuerpos anti-CCP indicando asi la existencia de marcadores

mas tempranos de la dafio articular, estos autoanticuerpos son conocidos como
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anticuerpos anti-proteinas carbamiladas (anti-Carp) y se han asociado en pacientes

gue presentan anticuerpos anti-CCP positivos y pacientes anti-CCP negativos (7).

En hallazgos recientes se han encontrado mecanismos patogénicos relacionados
con la pérdida 6sea, como es el caso de la proteina Dickkopf-1 (DKK-1), debido a
que se han encontrado niveles elevados en suero del marcador DKK-1 en patologias
asociadas con resorcion 6sea como la AR (8). Este hallazgo podria considerarse a
la proteina DKK-1 como un nuevo biomarcador que permita realizar un prondstico
preciso de la enfermedad en pacientes con AR que presenten niveles elevados de
DKK-1 en suero, y asi poder determinar opciones terapéuticas propicias y el
prondstico en individuos que tengan diagnéstico de AR temprana.
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1. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de la proteina Dickkopf-1 (DKK-1) sérica y su asociacion con

indices de actividad reumatica en pacientes con artritis reumatoide temprana.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Determinar la asociacién entre el nivel de DKK-1 en suero y su relaciéon con

indices de actividad reumatica en pacientes con AR temprana.

+ Determinar el nivel de asociacion entre el nivel de DKK-1 en suero con niveles
de auto anticuerpos como anti-proteinas citrulinadas (anti CCP) y factor

reumatoide ademas de proteinas de fase aguda en pacientes con AR temprana.

+ Establecer los niveles de DKK-1 en suero en pacientes con AR temprana, por

medio del ensayo inmunoenzimatico ELISA.
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ANTECEDENTES

Actualmente se desconoce la etiologia de la AR, sin embargo autores indican que
la exposicion a los factores genéticos o ambientales podria coadyuvar al desarrollo
de enfermedades extra-articulares. Hay estudios que proponen el tabaquismo,
como factor causal en el inicio y mantenimiento de la respuesta inflamatoria
autoinmune que se da en la AR (9). Por lo tanto, la determinacion precoz de la
enfermedad y el inicio pertinente de los tratamientos, son esenciales para limitar el

dafio articular y asi proporcionar un mayor grado de funcionalidad en los pacientes

(4).

La necesidad de evaluar biomarcadores tempranos en la AR se ha considerado
esencial para limitar el dafo articular causado en los pacientes. En la actualidad se
han estudiado varios biomarcadores biolégicos que van desde autoanticuerpos,
marcadores genéticos, marcadores de expresion génica, citoquinas, factores de
crecimiento, reactantes de fase aguda, anormalidades del tejido sinovial
determinado por inmunohistoquimica y progresion radiologica. El origen de estos
biomarcadores puede ser de sangre, suero, plasma, orina, liquido sinovial o tejido

sinovial (6).

La revisidn realizado por Angela Mc Ardle et al, describieron diferentes
biomarcadores como las proteinas citrulinados, factor reumatoide, calprotectina,
metaloproteinasas de matriz, la degradaciéon de colageno, marcadores de
angiogénesis y las adipoquinas, los cuales serian importantes en la prediccion de la
destruccion articular en la enfermedad y en las fases posteriores al diagnostico de

la misma (10).

El diagndstico de la AR temprana presenta varias dificultades, ya que los criterios

clinicos son deficientes en la fase inicial de la enfermedad. La prueba de laboratorio
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empleada para ayudar al diagndstico fue el factor reumatoide (FR), sin embargo el
FR se puede encontrar de un 70-80% de los pacientes con AR y también puede ser
detectado en otras enfermedades autoinmunes e infeccionas y en individuos sanos
hasta en un 15%. Por lo tanto, no presenta un alto grado de especificidad lo que no

lo hace idéneo en el momento de dictar un prondstico de la misma (4).

También se han descritos los reactantes de fase aguda, tales como el aumento de
la velocidad de sedimentacion globular (VSG), la proteina C-reactiva (PCR) y la fase
aguda amiloide sérico A (A-SAA), considerandolos importantes en el diagndstico de
la AR. No obstante la PCR y la VSG no son especificas de la enfermedad debido a
gue son marcadores comunes de inflamacioén, por lo que es necesario tener

biomarcadores que expresen mas sensibilidad (5, 10).

Sin embargo, marcadores como la calprotectina se han identificado por presentar
mayor sensibilidad frente a la actividad de la enfermedad a diferencia de la VSG y
la PCR, ya que indica la inflamacion de la membrana sinovial y no la produccion de
inflamacion sistémica. Garcia-Arias y sus colegas en 2013 concluyeron que los
niveles de calprotectina se correlacionan con la valoracion clinica y de laboratorio,
y a su vez se refleja una disminucién de este en respuesta al tratamiento, sugiriendo
la calprotectina como un biomarcador de seguimiento en etapas posteriores de la
enfermedad (11).

Schelleken y colaboradores en 1998, determinaron la presencia de un elevado
porcentaje de pacientes con AR que presentaban un anticuerpo especifico contra
péptidos sintéticos que contienen el aminoacido citrulina, un residuo de arginina el
cual es modificado postraduccionalmente, los cuales se encontraban en los sueros
de pacientes con AR. Estos se pudieron detectar mediante la utilizacion de una
ELISA, donde el 76% de los sueros de pacientes con AR presentaban los

anticuerpos con una especificidad del 96% (4).
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Por lo anterior, el anticuerpo anti-CCP es un marcador biologico, con la capacidad
de deteccion de la AR en un fase temprana, mucho antes de la manifestacion de los

signos clinicos tipicos de la enfermedad (6).

En estudios previos, Aho et al, en 1985, se centraron en las primeras fases de la
AR, ya que la patogénesis de la enfermedad se ha correlacionado con factores
genéticos del huésped, la lesion tisular mediada por complejos inmunes y el agente
iniciador de la misma. Por lo cual se ha observado como respuesta humoral
caracteristica antes del inicio de la enfermedad es la presencia del factor reumatoide
(FR) (12), anticuerpos contra pépticos ciclicos citrulinados y reactantes de fase
aguda (13). Manifestandose niveles de factor reumatoide (FR) de IgM, IgG e IgA
(14), asi como los anticuerpos contra péptidos citrulinados, los cuales anteceden a
la aparicion de la AR. Expresando un elevado valor predictivo para los anticuerpos

anti-CCP en estadios tempranos del desarrollo de la AR (13).

Posteriormente en 2004 Ewa Berglin et al,. Mediante un estudio de casos y cohortes
analizaron factores genéticos que preceden la enfermedad, determinando la
presencia del epitopo compartido (EC), definido como HLA-DRB1 *0404 o DRB1 *
0401, los anticuerpos anti-CCP y el factor reumatoide (FR), en individuos que
posteriormente desarrollaron AR. Los autores concluyeron que la existencia del EC
y los anticuerpos anti-CCP en combinacion predijeron significativamente la AR, en
comparacion con los anticuerpos anti-CCP sin el EC o el EC sin los anticuerpos
antiCCP. Lo que demostrd que la presencia de anticuerpos anti-CCP en compafiia
del gen EC se asocian con un elevado riesgo de evolucionar posteriormente en una
AR

(13).

Por otra parte, se ha descrito la presencia de autoanticuerpos que anteceden la
aparicion de los anticuerpos anti-CCP indicando asi la existencia de marcadores
mas tempranos de la dafio articular, estos autoanticuerpos son conocidos como
anticuerpos anti-proteinas carbamiladas (anti-Carp) y se han asociado en pacientes

gue presentan anticuerpos anti-CCP positivos y pacientes anti-CCP negativos (7).
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Los anticuerpos anti-Carp se presentan debido a una reaccidbn no enzimatica
mediada por cianato la cual modifica los residuos de lisina en homocitrulina,
mediante la adicion de un grupo carbamilo a los residuos. Es habitual que el cianato
se encuentre en equilibrio de con la urea pero en procesos de inflamacion pueden
ocasionar un desequilibrio mediante un mecanismos de mieloperoxidasa lo cual
conduce al aumento de los niveles de cianato, desarrollando de este modo el grado

de carbamilacion (15).

Los anticuerpos anti-CarP no se han relacionado con factores genéticos o
ambientales como el HLA -epitopo compartido (EC) y el tabaquismo,
respectivamente (15). No obstante se han encontrado niveles elevados en suero de
anti-CarP en pacientes con anticuerpos anti-CCP negativos con AR y donde se
evidencio una asociacion en el aumento de la progresion radiogréafica y destruccion
articular grave. Asimismo los anti-CarP se encuentran en sueros de pacientes
mucho antes de la presentacion clinica de la enfermedad y también se ha
identificado en familiares sanos de primer grado de consanguinidad de pacientes
con AR (15).

En relacién con lo anterior hay estudios que sefialan a los anti-Carp como posibles
marcadores para el diagnéstico temprano de la AR, siempre que se realicen en
combinacion con los anticuerpos antipéptidos citrulinados, los cuales podrian
ayudar a detectar la actividad temprana de la enfermedad en los pacientes que
presentan artritis indiferenciada que posteriormente evolucionaran a artritis
reumatoide (7, 16).

Después de lo expuesto anteriormente, se puede evidenciar que la progresiéon de la
AR esta condicionada con factores genéticos y ambientales que pueden
desencadenar la enfermedad o aumentar su severidad, por lo tanto se ha evaluado
otros mecanismos fisiopatoldgicos que conllevan al desarrollo de la erosion ésea.
Actualmente el mejor predictor de la AR temprana se hace mediante evaluaciones

radiogréaficas de la presencia de erosion 0sea, sin embargo el uso de biomarcadores
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predictivos que expresen la progresion estructural de la enfermedad son muy

restringidos en la préactica clinica (7).

En hallazgos recientes se han encontrado mecanismos patogénicos relacionados
con la pérdida 6sea, como es el caso de la proteina Dickkopf-1 (DKK-1), debido a
que se han encontrado niveles elevados en suero del marcador DKK-1 en patologias

asociadas con resorcién 6sea como la AR (7).

La revisidn realizada por Daoussi y Andonopoulos en 2011, sobre el rol emergente
de Dickkopf-1 en la biologia 6sea: como el factor principal que controla la
remodelacion 6sea y articular, se evidencio un aumento en los niveles de DKK-1 en
relacion con disminucién de la densidad ésea, igualmente se ha relacionado con
procesos de remodelacion del hueso en la AR y la espondilitis anquilosante. Debido
a gue cumple un papel importante en la regulacion de la masa 6sea y la
remodelacion articular este podria convertirse en un blanco terapéutico de la
enfermedad (17).

Un estudio realizado por Raphaele Seror y colegas en 2016, determinan los niveles
séricos de la proteina Dickkopf-1 (DKK-1) y esclerostina (SOST) en pacientes con
AR temprana, donde los autores concluyen que la presencia de la proteina DKK-1
se encuentra aumentada en pacientes con AR con 2 afios de evolucion de la
enfermedad sin progresion radiolégica, sugiriendo que la proteina DKK-1 podria ser
un nuevo biomarcador estructural para el tratamiento de AR temprana (7).

Aungue en el 2007 Danielle Diarra et al, identificaron el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) como un estimulador esencial de la proteina DKK-1, actuando como un
inhibidor de la via Wnt impidiendo de esta manera la remodelacion 6sea, y por ende

produciendo dafio articular (18).

En un estudio realizado en 2011 por Shi-Yao Wang et al, investigaron la funcion de
la proteina Dickkopf-1 en la artritis reumatoide y determinaron el efecto del inhibidor
(infliximab) sobre el factor de necrosis tumoral- a (FNT- a), encontrandose niveles
séricos significativamente altos de DKK-1 en los pacientes con AR que en el grupo

control y con otras enfermedades reumaticas. También se correlacionaron niveles
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de PCR, VSG y progresion radioldgica en los pacientes. En comparacion con los
pacientes que estaban siendo tratados con el inhibidor de FNT- q, se reflejé una
importante disminucion de la proteina DKK-1 en suero. En lo que concluyeron que
el DKK-1 en un mediador significativo, ya que se correlaciono con la resorcion 6sea
y la inflamacién producida en pacientes con AR, indicando que el aumento de la
proteina en suero puede sugerirse como biomarcador en la actividad de la
enfermedad y que el inhibir del FNT- a puede disminuir la presencia de dafio articular
(19).

Como se ha descrito a lo largo del trabajo, uno de los factores desencadenantes de
la AR es la correlacién genética que esta tiene, por lo que un estudio realizado por
Diederik PC de Rooy y colaboradores, determinaron que los pacientes con AR que
presentan variantes genéticas de riesgo de DKK-1, poseen altos niveles séricos de
la proteina DKK-1 en circulacion, por lo tanto se va a evidenciar una destruccion

progresiva de la articulacion en el tiempo (20).

Por ultimo los marcadores anteriormente mencionados indican el dafio éseo y la
severidad de la enfermedad durante el desarrollo de misma, por lo tanto su
diagnéstico en etapas tempranas puede contrarrestar los efectos adversos sobre la

salud y calidad de vida del paciente.
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2. MARCO TEORICO

6.1 ARTRITIS REUMATOIDE

La AR es una enfermedad de naturaleza autoinmune, que esta relacionada con
discapacidad progresiva, complicaciones sistémicas, muerte temprana vy
consecuencias socioeconomicas de gran impacto en la calidad de vida del paciente
(1). Afecta alrededor del 0.5 al 1.0% de la poblacion del mundo (2, 3). La AR se
caracteriza por una poliartritis crénica y la inflamacion de la membrana sinovial e
hiperplasia, por lo general de las articulaciones periféricas (manos, mufiecas y pies),
manifestaciones extra-articulares, dolor y rigidez lo cual puede conducir a la
destruccion articular progresiva (cartilagos y huesos), dando como resultado
deformidades, deterioro funcional y aumento de la morbilidad y mortalidad (21).
Actualmente se desconoce la etiologia de la enfermedad, pero la interaccion de
factores genéticos y ambientales podria coadyuvar al desarrollo de la misma, hay
estudios que proponen el tabaquismo, como factor causal en el inicio y
mantenimiento de la respuesta inflamatoria autoinmune que se da en la AR (10, 22).
No obstante, se han identificado factores endocrinos, ambientales y genéticos
involucrados en el desarrollo de la misma, los cuales son variables de una poblacion
a otra (23). Se ha sugerido una variedad de autoantigenos como inductores de la
respuesta autoinmune en la AR (24, 25). Hasta hace poco, la determinacion del
factor reumatoideo (FR), una inmunoglobulina dirigida contra la fraccién constante
(Fc) de las inmunoglobulinas de clase IgG, era la Unica prueba utilizada para el
estudio de esta patologia. Sin embargo Los avances en la comprension de su
patogénesis han permitido asociar factores de riesgo genéticos como la como la
presencia de HLA DRB1 denominado epitopo compartido y no genéticos como el
tabaquismo y la presencia de autoanticuerpos circulantes como anticuerpos anti
anti-CCP vy los recientes anticuerpos anti-CarP con la aparicion de la enfermedad y
severidad de la misma (7, 13, 24, 25).
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La European League Againts Rheumatism (EULAR) en 2012 establecio los factores
de riesgos en la AR para facilitar la investigacion en las etapas preclinicas y las
fases tempranas de esta, describiendo las recomendaciones y terminologia que
debe ser empleada para clasificar los subgrupos de pacientes en las diferentes

fases de la enfermedad y especificar las prioridades de investigacion en el area (26).

Asi mismo se sugirieron las areas mas importantes para la investigacion donde se
incluyen otros tejidos en los que la respuesta inmune adaptativa pueda permitir la
identificacion de factores de riesgo y biomarcadores para el desarrollo y progresion
de caracteristicas extra-articulares de la AR. La cual involucra factores de riesgo
externos que pueden actuar como desencadenantes de la enfermedad como el
tabaquismo entre otros (2, 26) y la consideracion de etapas tempranas para aquellos
individuos quienes cumplan de menos de 2 afios de evolucién de la enfermedad con
criterios de clasificacion de la ACR/EULAR de 2010.
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6.2 BIOMARCADORES ASOCIADOS A ENFERMEDAD



6.2.1 Factor Reumatoide (FR).

El FR hace parte de una familia de autoanticuerpos dirigidas primariamente contra
sitios especificos de la region Fc de moléculas de IgG (27). Son producidos
localmente en la AR por los linfocitos B presentes en estructuras como ganglios
linfoides y foliculos germinales que se forman en las cavidades sinoviales
inflamadas en estos pacientes (28) El principal isotipo asociado en la AR es la IgM,
con un porcentaje de detecciéon del 60-80% de los pacientes (28, 29), por lo tanto
es considerada como uno de los marcadores mas importantes en el diagndstico de
la enfermedad y ha sido uno de los criterios de clasificacién de la AR desde 1987

(30).
No obstante la presencia de FR se ha evidenciado en diferentes enfermedades

autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, la enfermedad mixta de tejido
conectivo y el sindrome de Sjégren, de igual manera en condiciones donde no hay

autoinmunidad, asi como infecciones cronicas y a medida que la edad avanza (28).

Sin embargo, su limitada sensibilidad y especificidad ha hecho que se busquen otros
marcadores seroldgicos mas sensibles y especificos para el diagndstico de la AR.
De los autoanticuerpos estudiados se ha evidenciado la presencia de anticuerpos
anti-proteinas citrulinadas los cuales han cobrado mayor relevancia debido a su
aparicion en estadios tempranos de la enfermedad y por la presencia de una mayor

sensibilidad y especificidad frente al FR (28).

6.2.2 Anticuerpos anti-proteinas citrulinadas (anti-CCP).

Los anticuerpos anti-CCP tienen una especificidad del 99-95% en la AR y se
encuentran presentes alrededor del 70-90% de las personas que tienen la
enfermedad (21). Los anticuerpos anti-CCP hacen parte de una familia de
autoanticuerpos, siendo el isotipo IgG, el anticuerpo asociado con AR. En la
actualidad se caracterizan por ser un marcador con mas especificidad y esta

asociado con un alto valor predictivo de la enfermedad con respecto al FR. Estudios
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previos han demostrado que los pacientes con anticuerpos anti-CCP desarrollan un

curso mas grave de la enfermedad con mas destruccion radioldgica (31, 32).

Este grupo de autoanticuerpos especificos de la AR esta dirigido contra proteinas
citrulinadas. Este proceso de citrulinacion se da mediante una modificacion
postraducional del aminoacido arginina a citrulina por la enzima peptidil arginina
deiminada (PAD), causando asi la perdida de la carga positiva del aminoacido a una
carga neutra y provocando cambios estructurales los cuales modifican su peso
molecular (4, 28). Este proceso se puede dar en condiciones naturales como la
apoptosis, inflamacién o queratinizacion (33). En los procesos inflamatorios, cuando
ocurre muerte celular, en este caso los granulocitos apoptoticos crean un ambiente
idoneo para la activacion de la PAD debido al aumento del calcio que se da del
exterior al interior de la célula. Por lo tanto, cuando estas células apoptéticas no se
eliminan eficazmente en un entorno inflamatorio, las proteinas citrulinadas
intracelulares se liberan en el espacio extracelular, donde son tomadas por células
presentadoras de antigeno y la PAD que fue activada debido al aumento del calcio
induce la citrulinacion de proteinas sinoviales (28, 34).

Se han identificado seis isoformas de la PAD, entre los cuales las que tienen mayor
relevancia frente a la AR son la los isotipos PAD2 y PAD4, lo que podria explicar
dafio articular en pacientes que presentan este tipo autoanticuerpos y por lo cual se
ha asociado la citrulinacion con esta enfermedad autoinmune (35). Entre las
enzimas PAD identificadas tenemos (PAD1, PAD2, PAD3, PAD 4/5y PAD6), estas
se expresan en diferentes tejidos y cumplen una gran variedad de funciones las
cuales son dependientes de calcio y estrogenos. La enzima PAD1 se expresa en el
tejido epidérmico y uterino, involucrada en el proceso de queratinizacion. La enzima
PAD2 se manifiesta en el tejido hematopoyético, en el nervioso central y el
musculoesquelético. La enzima PAD-3 se encuentra en el foliculo piloso. La enzima
PADA4/5 se presenta en bazo, glandulas secretoras y granulocitos, finalmente la

enzima PADG6 se expresa en tejidos como higado y pulmones (34, 36, 37).
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No obstante, se ha demostrado durante procesos inflamatorios otras proteinas
sinoviales y no sinoviales como lo son el colageno tipo I, la vimentina, proteinas
nucleares y proteinas de estrés, donde los residuos de arginina de estas proteinas
también pueden ser convertidas a citrulina mediante el proceso de citrulinacion, por
ende estas proteinas pueden ser reconocidas como antigenos y asi desencadenar

una respuesta por el sistema inmune (38, 39, 40).

6.2.3 Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCR), hace parte de la familia de proteinas de pentatraxina
(48). Es una proteina plasmatica que se sintetiza en los hepatocitos, y es
denominada de fase aguda debido a su capacidad para reaccionar con el
polisacarido C aislado de las paredes de las células neumocécicas y su aumento en
la concentracion de los niveles plasmaticos al menos en un 25% durante procesos

como infeccién, inflamacion o muerte del tejido (49, 50)

La PCR se caracteriza por tener una alta afinidad por los residuos de fosfocolina
presente en las células tanto procariotas como eucariotas (51), también tiene la
capacidad de unirse a otra variedad de ligandos autologos y extrinsecos (51, 52).
Entre los ligandos autologos puede unirse a lipoproteinas plasméaticas nativas y
modificadas (52, 53), membranas celulares, histonas, fosfolipidos, células

apoptéticas y en una pequefia proporcién ribonucleoproteinas.

Entre los ligandos extrinsecos se pueden encontrar fosfolipidos, glucanos y
componentes de microorganimos mediante la identificacion de estructuras
capsulares. Cuando la PCR se una a los ligandos mencionados anteriormente es
reconocida por la C1q activando de forma eficaz la via clasica del complemento (54),
su capacidad para activar el complemento y opsonizar agentes extrafios parecer
tener un papel muy importante en la respuesta inmune innata frente a distintos
patdgenos, induciendo de esta manera la fagocitos y destruccion de los

microorganismo por parte de los macréfagos y neutréfilos (49, 55, 56).
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En la actualidad la PCR, es empleada como un marcador de inflamacion en
enfermedades como ateroesclerosis (57), periodontitis (58) y artritis reumatoide (59,
60,). En la AR se emplea como un marcador potencial que indica un incremento en
el riesgo en desarrollar AR, debido a que es un marcador sensible de inflamacion
local y sistémica y se encuentra aumentada en pacientes con dicha patologia (59,
60, 61, 62).

En relacion con la AR, cuando se encuentran nivele elevados de PCR se asocian
con una rapida progresion y un dafio articular severo, ya que, la PCR desempefia
un papel muy importante en el proceso de inflamacion que se da en la AR, es posible
gue la PCR esté asociada con el proceso destructivo éseo en la patogénesis de la
AR. Un estudio realizado por Kyoung-Woon Kim y colaboradores, concluyeron que
la PCR tiene la capacidad de inducir la expresion de RANKL, estimular la
osteoclastogénesis y la funcion de resorcibn Osea de los precursores de
osteoclastos. Por lo tanto, en pacientes con AR la importancia del tratamiento de
pacientes con AR para reducir los niveles séricos de la PCR reside no sélo en el
control de la actividad de la enfermedad, sino también en proporcionar la posibilidad

de prevencion de la destruccion 6sea (61).

6.2.4. Velocidad de sedimentacion globular

La VSG consiste en la sedimentacion de los eritrocitos, provocado por un cambio en
las cargar de la superficie de los eritrocitos, entre las proteinas que contribuyen en
el aumento de la sedimentacién son proteinas plasmaticas como el fibrinbgeno en
un 55%, esta prueba es usada con frecuencia en la practica clinica por su bajo costo,
facil acceso y reproducibilidad, sin embargo también presenta desventajas, ya que
este parametro se ve en aumento con factores distintos a la AR, como son procesos

infecciosos, inflamacion, neoplasias, sexo y edad (60, 61).
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6.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

6.3.1 EROSIONES OSEAS EN ARTRITIS REUMATOIDE

La erosion 6sea es una caracteristica central de la AR y esta asociada con la
gravedad de la enfermedad y un pobre resultado funcional, este desbalance entre
osteoformacién y reabsorcidon que lleva a la pérdida del hueso trabecular como del
hueso cortical (63, 64, 65). La pérdida de la masa ésea se caracteriza por la
presencia de pequefas irregularidades en la superficie del hueso.

El esqueleto se compone de hueso trabecular una red 6sea fina que aloja la médula
Oseay el hueso cortical una capa densa que proporciona soporte estructural. Ambos
tipos de hueso estan destinados a la erosion en la AR (63). La erosion ésea articular

representa la pérdida de hueso localizado (ostedlisis), inicialmente en el hueso
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cortical, y la destruccion de los espacios intertrabeculares. La ostedlisis es el
resultado de un desequilibrio en el cual la resorcion 6sea por osteoclastos es

favorecida sobre la formacion 6sea por los osteoblastos (64, 65, 66).

Los osteoclastos, células multinucleadas gigantes derivadas del linaje monocitico,
son las Unicas células capaces de reabsorber el hueso en el cuerpo. Los
osteoclastos estan disefiados para reabsorber el hueso adhiriéndose firmemente a
la superficie 6sea a través de interacciones con integrinas y proteinas de matriz
extracelular (65, 66).

El desarrollo de osteoclastos ocurre localmente en el tejido sinovial como resultado
de la expresion de los dos mediadores osteoclastogénicos esenciales, el Factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) (67) y el activador del receptor del
ligando del factor nuclear kB (RANKL) (68, 69). Este proceso implica la migracion
de células precursoras de osteoclastos desde la médula ésea hacia los 6rganos
linfaticos secundarios y finalmente a las articulaciones. Una vez dentro del
microambiente de la articulacion, estas células estan expuestas a mediadores
solubles y se diferencian hacia osteoclastos. La diferenciacién final en osteoclastos
que resorben los huesos se consigue después del contacto con la superficie 6sea
(63).

Adicionalmente la presencia de anticuerpos anti-CCP y anticuerpo anti-CarP en el
suero de pacientes con AR, han revelado estar relacionada con la erosion 6sea
articular en estos pacientes (25, 70, 71, 72). La union de anti-CCP a la superficie
celular aumenta la diferenciacion a osteoclastos mediante la produccion de TNF.
Adicionalmente los osteoclastos expresan altos niveles de la enzima peptidilarginina
deiminasa tipo 2 (PADI2), que es inducida por el flujo de calcio y es responsable de
la citrulinacion de las proteinas (Figura 1) (35, 73, 74). En células de linaje
osteoclastos, la activacion de PADI2 conduce a la citrulinaciéon de vimentina
haciéndola accesible para la generacion de anti-CCP, induciendo ademas aumento
de osteoclastos y asi de resorcion 6sea, soportando la interaccion entre la
inflamacion y dafio 6seo en la AR (Figura 2) (74).
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Figura 2 Interaccién entre la inflamacion y dafio 6seo Figura tomada de Schett G and Gravallese E. Nat
Rev Rheumatol 2012; 8(11): 656-664

Estas erosiones se pueden evidenciar en la interfase entre el pannus y el tejido 6seo
adyacente la cual se relaciona con una mayor severidad de la enfermedad
aumentando su grado de discapacidad y morbi-mortalidad en los individuos (63, 75).
Estas se observan mediante radiografias, donde se evidencia una disminucion de
la densidad Gsea en la superficie del hueso especialmente en las margenes de las
articulaciones. Igualmente, estudios realizados anteriormente han demostrado la
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presencia de erosiones 0Oseas en etapas tempranas de la enfermedad (76).
Convirtiéndolo en el principal predictor de dafio osteoarticular en AR por la presencia

de pérdida ésea al inicio de la enfermedad (77).

Existen otros mecanismos patogénicos relacionados al desarrollo de la erosion
O0sea, como la afectacion de los reguladores de la formacion désea como las
proteinas sintetizadas por el grupo de los genes (Wnt) que son mediadores clave de
la osteoblastogénesis y gobiernan la formacion del hueso durante el desarrollo
embrionario (78). Varios miembros de la familia de proteinas Wnt se unen a un
complejo de receptores (que consiste en LPR5 / 6 y receptores frizzled) en la
membrana plasmatica de las células mesenquimales, lo que implica la
diferenciacion osteoblastica (79, 80). La sefializacion Wnt es modulada por varias
familias diferentes de reguladores negativos secretados. Como la expresion de la
proteina Dickkopf 1 (DKK-1) por los fibroblastos sinoviales que inhibe la actividad
de los osteoblastos que resulta en el aumento de la resorcion 6sea y la disminucion
de la formacion Osea, dando lugar a la erosion (8, 17, 81). Niveles altos de
marcadores como el DKK1 en suero se han reportado en patologias relacionadas
con reabsorcion 6sea como AR y periodontitis y niveles bajos en patologias como

espondilitis anquilosante (8, 17, 82).

6.4 VIA Wnt

La definicion de la via Wnt (Wingless) se definio inicialmente por la homologia de
secuencia que presentaban los miembros originales Wnt-1 en el ratén (primero
llamado int -1, Nusse y Varmus (83, 84) y posteriormente en la Drosophila fue

descrita como sin alas (wg) por Cabrera et al (85).

Por lo tanto, se describe que la via Wnt es una via de sefalizacion celular muy
conservada a lo largo de la escala filogenética. Interviene en procesos como la

embriogénesis, la organogénesis, la tumorigénesis y en la regulacién ésea (86, 87).
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Las moleculas Wnt son una familia de ligando de glicoproteina las cuales muestran
un patron conservado de 23-24 residuos de cisteina (88). Estos ligandos de
glicoproteinas se unen a receptores de superficie celular de la familia Frizzled (Fz),
activando una serie de vias de sefalizacién intracelular mediante su unién, cuyo
desenlace es la diferenciacion celular y el crecimiento. La cascada de sefalizacion
procedente de la interaccidon entre Wnt-Fz, se ve reflejada por distintos reguladores
extracelulares, citoplasmaticos y nucleares. Las diversas sefales intracelulares
inducidas por la via Wnt se ve reflejada en la activacion de la via canonica o clasica

y la via no candnica (89).

Reposo Activada

FZ FZ LRP

Dvl Dvl

w, GSK;p GSKp
CKia CKia

B Catenina
Degradacion

Figura 3 Via candnica de sefializacion Wnt. Figura tomada Rodrigo Giraldo B, Ana Maria
Santos y John Londofio. REV COLOMB R EUMATOL. 2 01 5;22(2):119-125

6.4.1 LA VIA CANONICA

Las moléculas Wnt luego de ser secretadas por células se unen al receptor de
membrana Fz, el cual forma un complejo con la proteina receptora de LDL (LRP)
ubicado en la superficie de la célula. Esta interaccion favorece una cascada de
sefalizacion la cual implica distintas proteinas intracelulares, como: Disheveled

(Dvl), glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3B), axina, B-catenina, poliposis
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adenomatosa coli (APC) y caseina quinasa 1 (CK1). En las células en reposo, la
Bcatenina es fosforilado por la GSK30 mientras esta conforma un complejo
multiproteico con APC, axina y CK1 y es marcada para proteolisis dependiente de
ubiquitinacién. En estado activo, tras la union Wnt con el complejo Fz/LRP se inicia
la activacion de la proteina Dvl, que en su estado activo se da la disociacion del
complejo multiproteico inactivando la GSK3p, favoreciendo la acumulacién de
Bcatenina en el citoplasma. El exceso de [3-catenina libre en el citoplasmica libre es
traslocada al ndcleo donde interactia con los factores de transcripcion, que son el
factor promotor linfatico (LEF) y el factor de células T (TCF), causando la activaciéon

transcripcional de los genes diana (89, 90, 91)

Sin embargo, se han descrito moléculas que son capaces de regular la via Wnt.
Existen proteina solubles de tipo frizzled que son segregadas al medio extracelular
y las cuales se fijan a los ligandos Wnt y de esta manera compiten por la union al
receptor. Otro mecanismo que tienen la capacidad inhibir la sefiales de la Wnt ya
gue se unen a los co-receptores LRP5/6 y proteinas Kremen, son las proteinas de
la familia Dickkopf (DKK), estudios describen que por lo menos cuatro miembro de
esta familia, en especial la tipo 1 (DKK-1) cumple un papel importante en el eje
osteoblatico-esteoclastico. La esclerostina, codificada por el gen OST que se
expresa en los osteocitos, parece fijarse a LRP5/6, impidiendo la formacién del
complejo LRP5/6-frizzled-Wnt (92, 93).

6.4.2 VIA NO CANONICA

La via no candnica conduce la cascada de sefalizacion independiente de Bcatenina,
a diferencia de la via candnica. Esta via es dependiente de calcio (Wnt/Ca2+), por
lo tanto, se describen proteinas como la Wnt5 que inicia la cascada de sefalizacion
obteniendo como resultado la liberacion de calcio intracelular y la siguiente
activacion de la proteina calmodulina quinasa Il (CamKIl) y la proteina quinasa C
(PKC) en ausencia de B-catenina. También sugieren que la sefializacion mediad por
Wnt5 promueve la activacion del factor de transcripcion NFkB, lo cual podria mediar
la activacion transcripcional de genes que codifican para citocinas y quimiocinas
proinflamatorias (89, 90, 91).
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6.5 PROTEINA DICKKOPF-1 (DKK-1)

La Dickkopf-1 hace parte de una familia de glicoproteinas, las cuales se componen
de 259 aminoacidos y dos dominios conservados ricos en cisteina (CDR) (89, 90)
quienes median las interacciones proteina-proteina, cada dominio posee 10
residuos de cisteina. EI dominio amino terminal rico en cisteina (Cys-1) es Unico
para cada DKK, mientras que el dominio carboxi-terminal rico en cisteina (Cys-2) es

conservado entre todos los miembros de la familia DKK (95).

Se han descrito al menos cuatro formas (DKK-1, DKK-2, DKK-3, DKK-4) (94). Sin
embargo, el que mas se ha estudiado es el DKK-1 que funciona como un
antagonista natural de la via de sefializacion Wnt. DKK-1 se une al co-receptor de
superficie celular LRP5/6 y proteinas Kremen, esta union promueve la
internalizacion del complejo receptor y amortigua la sefial Wnt de la via canodnica
Whnt (90, 94).

Dkk-1 inhibe con alta especificidad la cascada de sefializacion Wnt- Bcatenina,
mediante la unién en la regién C-terminal 3 y 4 de la proteina relacionada con el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP) 5/6, asi como al receptor
transmembrana Kremen, dando como resultado la conformacion del complejo
proteico DKK-LRP/Krm en la membrana celular, este posteriormente se desplaza al
citoplasma dandose de esta manera la pérdida de receptores LRP5/6 de membrana
(92, 95, 96).

No obstante, se ha demostrado que el DKK-1 es un regulador importante de la masa
Osea, este parece participar de manera activa en la remodelacion y dafio

osteoarticular en pacientes con AR (17).
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6.6 RELACION ENTRE NIVELES DE DKK1 Y DESENLACES EN AR

Después de lo expuesto anteriormente, se puede evidenciar que la progresion de la
AR esta condicionada con factores genéticos y ambientales que pueden
desencadenar la enfermedad o aumentar su severidad, por lo tanto se ha evaluado
otros mecanismos fisiopatolégicos que conllevan al desarrollo de la erosion Gsea.
Actualmente el mejor predictor de la AR temprana se hace mediante evaluaciones
radiogréaficas de la presencia de erosion 0sea, sin embargo el uso de biomarcadores
predictivos que expresen la progresion estructural de la enfermedad son muy
restringidos en la practica clinica (8).

En hallazgos recientes se han encontrado mecanismos patogénicos relacionados
con la pérdida 6sea, como es el caso de la proteina DKK-1, debido a que se han
encontrado niveles elevados en suero de este marcador en patologias asociadas

con resorcion 6sea como la AR (8).

La revision realizada por Daoussi y Andonopoulos en 2011, sobre el rol emergente
de Dickkopf-1 en la biologia 6sea: como el factor principal que controla la
remodelacion 6sea y articular, se evidencio un aumento en los niveles de DKK-1 en
relacion con disminucién de la densidad ésea, igualmente se ha relacionado con
procesos de remodelacion del hueso en la AR y la espondilitis anquilosante. Debido
a gue cumple un papel importante en la regulacion de la masa 6sea y la
remodelacion articular este podria convertirse en un blanco terapéutico de la
enfermedad (17).

Un estudio realizado por Raphaéle Seror y colegas en 2016, determinan los niveles
séricos de la proteina DKK-1 y SOST en pacientes con AR temprana, donde los
autores concluyen que la presencia de la proteina DKK-1 se encuentra aumentada
en pacientes con AR con 2 afos de evolucion de la enfermedad sin progresion
radioldgica, sugiriendo que la proteina DKK-1 podria ser un nuevo biomarcador
estructural para el tratamiento de AR temprana (8).

Aunque en el 2007 Danielle Diarra et al, identificaron el factor de necrosis tumoral

alfa (TNFa) como un estimulador esencial de la proteina DKK-1, actuando como un
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inhibidor de la via Wnt impidiendo de esta manera la remodelacion 6sea, y por ende

produciendo dafio articular (94).

En un estudio realizado en 2011 por Shi-Yao Wang et al, investigaron la funcion de
la proteina Dickkopf-1 en la artritis reumatoide y determinaron el efecto del inhibidor
(infliximab) sobre el factor de necrosis tumoral- a (FNT- a), encontrandose niveles
séricos significativamente altos de DKK-1 en los pacientes con AR que en el grupo
control y con otras enfermedades reumaticas. También se correlacionaron niveles
de PCR, VSG y progresion radiologica en los pacientes. En comparacion con los
pacientes que estaban siendo tratados con el inhibidor de FNT- q, se reflejé una
importante disminucion de la proteina DKK-1 en suero. En lo que concluyeron que
el DKK-1 en un mediador significativo, ya que se correlaciono con la resorcion 6sea
y la inflamacion producida en pacientes con AR, indicando que el aumento de la
proteina en suero puede sugerirse como biomarcador en la actividad de la
enfermedad y que el inhibir del FNT- a puede disminuir la presencia de dafio articular
(19).

Como se ha descrito a lo largo del trabajo, uno de los factores desencadenantes de
la AR es la correlacion genética que esta tiene, por lo que un estudio realizado por
Diederik PC de Rooy y colaboradores, determinaron que los pacientes con AR que
presentan variantes genéticas de riesgo de DKK-1, poseen altos niveles séricos de
la proteina DKK-1 en circulacién, por lo tanto se va a evidenciar una destruccion

progresiva de la articulacion en el tiempo (20).

Por dltimo los marcadores anteriormente mencionados indican el dafio 6seo y la
severidad de la enfermedad durante el desarrollo de misma, por lo tanto su
diagndstico en etapas tempranas puede contrarrestar los efectos adversos sobre la

salud y calidad de vida del paciente.
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3. METODOLOGIA

7.1.TIPO DE INVESTIGACION

Estudio de corte transversal.

7.2 POBLACION

Pacientes con AR temprana de menos de 2 afios de evolucibn que estén
actualmente participando en las convocatorias internas del Hospital Militar Central
Asociacion de marcadores 0seos y anticuerpos anti carbamilados y su relacion
con indices periodontales y de actividad reumatolégica en pacientes con AR
temprana y en familiares en primer grado de pacientes con AR 2015-47 y de la
Universidad El Bosque, titulado DKK1 como marcador de progresion de enfermedad
periodontal en pacientes con Artritis Reumatoide Temprana 2016-8806 y que
cumplan con las condiciones establecidas, tanto para los criterios en AR temprana

como los que puedan interferir con el desarrollo normal de las pruebas.

7.3 MUESTRA

Se tomaron la totalidad de pacientes que aceptaron participar en el estudio. Los
pacientes ingresaron al estudio de acuerdo a los criterios de seleccion durante el

periodo de estudio, entre los meses mayo 2015- agosto 2017

7.4 SELECCION DE LA MUESTRA

Recoleccion no probabilistica por conveniencia.
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7.5 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes mayores de 18 y menores de 65 afios con criterios clasificatorios de AR

segun el consenso de ACR y EULAR de 2010 (18), con evolucion menor a 2 afios.

7.6 CRITERIOS DE EXCLUSION

» Individuos con proceso infeccioso en curso o diagndstico de neoplasia.

* Individuos con diagnéstico de diabetes mellitus.

« Pacientes que rehusen entrar al estudio y por tanto no firmen el
consentimiento informado.

» Pacientes con dificultades para completar la informacion pertinente

» Pacientes que se encuentren bajo tratamiento antibidtico antes de tres meses
previos a la toma de las muestras.

* Pacientes con aparatologia ortodontica.

+ Pacientes que hayan tenido terapia periodontal en los ultimos 6 meses.
+ Pacientes en embarazo o lactancia.

* Tener mas de dos afios de diagndéstico de AR.

7.7 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

7.7.1 Deteccion y cuantificacion de anticuerpos anti-CCP

Para la medicion cuantitativa de IgG/IgA contra péptido citrulinado en suero, se
empled un sistema ELISA tipo sandwich (Quanta lite® CCP 3.1 IgG/IgA, INNOVA
Diagnosis, San Diego, CA, USAy IMTEC —ITC 60015).

7.7.2 Medicion de Factor Reumatoide
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Se medira por técnica de nefelometria cinética, en donde se detecta la parte de la
luz que es dispersada en una variedad de angulos. Al suero del paciente se le
agregara un anticuerpo dirigido contra el factor reumatoide el cual en caso positivo
formard un agregado sobre el cual un laser detectara y generara dispersion de la
luz, la cual sera cuantificada e informada en Ul/mL ( Beckamn Coulter 447070,
Immage 800®).

7.7.3 Medicion de PCR ultrasensible (Immulite 1000, Siemens®):

Se realizaran por quimioluminiscencia, esta es definida como la emision de luz
asociada con la disipacién de la energia con una sustancia electrénicamente
excitada. Si los electrones de un componente luminiscente son estimulados por una
luz en estado normal, estos dan energia en forma de luz cuando ellos regresan al

estado basal. El resultado final serd en mg/L y en Ul/mL respectivamente.

7.7.4 Medicion de la velocidad Globular

La determinacion de la VSG se realizara por método automatizado de fotometria
capilar cuantitativa en mm/hora. En ésta técnica se mide la velocidad de
sedimentacion de los glébulos rojos, utilizando sangre anticoagulada que se
introduce en una columna, indica cuantos milimetros cubicos se sedimentaron o
asentaron los globulos rojos durante una hora.

7.7.5 Deteccién y cuantificacion de la proteina DKK-1

Se hizo por medio de un kit cuantitativo de ELISA en sa&ndwich, para la
determinacion de DKK-1 en suero, siguiendo los protocolos establecidos. La placa
de microtitulacion esta recubierta con un anticuerpo purificado especifico de la
proteina DKK-1, luego se agregd la muestra y el anticuerpo DKK-1 marcado con
biotina, posteriormente se afiadid un conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) a
cada pocillo de la placa y se incuba, en seguida se lava completamente y se agrega

una solucién de sustrato TMB, el cual produce un cambio de color de amarillo a azul,
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debido a la enzima-HRP, la reaccion se determina mediante la adicion de una
solucion de acido sulfarico y el cambio de color es medido espectométricamente con
longitud de onda de 450nm. La concentracion de la proteina relacionada DKK1 en
las muestras se determina mediante la comparacion de las densidades épticas DO

de las muestras con la curva estandar.

La participacion de la estudiante de expreso propiamente en la realizacion de las
pruebas de ELISA para la busqueda de la proteina DKK-1, los demas andlisis fueron
datos obtenidos y asignados en la base de datos de los pacientes pertenecientes a

estudios desarrollados anteriormente por el Hospital militar central.

7.7.6 Evaluacioén de la actividad reumatica

Este procedimiento en los pacientes se realizar4 siguiendo el protocolo de
valoracion establecido en el Disease Activity Score 28 — DAS28 (93). Este indice
valora el grado de actividad de la enfermedad en la AR, mediante el recuento de 28
articulaciones dolorosas (NAD28), tumefactas (NAT28), VSG y evaluacion global de
la salud efectuada por el paciente, sobre la puntuacion convertidas a valores 1 a
100 del VAS (Pain Visual Analoge Scale). El calculo se realiza con la siguiente
férmula: DAS28 = 0.56 (VNAD28) + 0.28 (VNAT28) + 0.70 (In VSG) + 0.014 (EGP).
La evaluacion de la actividad reumatica fue llevada a cabo por profesionales en
reumatologia y residentes de la especialidad de reumatologia que se encontraban

trabajando en el area de inmunologia especial del Hospital Militar Central.

7.8 ASPECTOS ETICOS

El proyecto describe una investigacion cientifica en sujetos humanos con un riesgo
minimo que esta sujeto a todo lo dispuesto en la resolucién 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia. Esta investigacion tendra en cuenta los articulos
a los que hace alusién dicha resolucion en el capitulo | de los aspectos éticos de la

investigacion en humanos y por las caracteristicas del estudio que lo clasifica como
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riesgo minimo, todo participante firmara un consentimiento informado antes de
iniciar el estudio. Adicionalmente, las muestras de sangre seran tomadas por
personal totalmente entrenado y el total de sangre a extraer esta dentro del rango

que determina este capitulo para su clasificacibn como riesgo minimo.

En el marco de la ley 23 de 1981, ley de ética médica, este trabajo se rige bajo los
preceptos de respeto a los pacientes sujetos del estudio, protegiendo su integridad
y la confidencialidad de los datos que sean extraidos de sus historias clinicas, asi
como se respetaran los derechos de propiedad intelectual de sus autores, y segun
lo estipulado en la norma este trabajo se cefiird estrictamente a hechos cientificos
comprobados actuales.

Bajo lo reglamentado en la resolucion 008430 de 1993, que regula en Colombia lo
relacionado a la investigacion cientifica, este estudio fue aprobado por el comité de
ética meédica del Hospital Militar Central segun lo establece la norma.
Adicionalmente se cumplié con respetar la dignidad de los pacientes sujetos del
estudio, protegiendo sus derechos y bienestar. La aprobacién por el comité de ética
quedo incluida en el acta No 21 del 04 de Diciembre de 2015- proyecto HMC
2015047 (Anexos)

4. RESULTADOS

Se aceptaron 60 individuos con diagnéstico de artritis reumatoide temprana por
criterio ACR. El grupo estuvo distribuido entre 50(79,4%) mujeres y 13(20,6%)
hombres. Se identificaron 31(49,2%) de los pacientes con presencia de
comorbilidades, y 24 (38,1) pacientes con un IMC de 25 a 30. Del nimero total de
individuos 11(17,5%) de ellos han tenido contacto con el humo del cigarrillo, de los
cuales 4(6,3%) fuman actualmente y 22(34,96%) tuvieron exposicion al cigarrillo
(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas del grupo total de pacientes ARt
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ARt n:63

(100%)

Sexo
Hombre 13 (20,6)
Mujer 50 (79,4)
(Nigmorbllldad 32 (50.8)
Sj 31 (49,2)
F
No 59 (93,7)
Si 4 (6,3)
Fumé
N‘émo 41 (65,1)
Si 22 (34,9)
Fumador pasivo 52 (82,5)
No 11 (17,5)
Si
Economia
Hogar 21 (33,3)
Independiente 7 (11,1)
Empleado 26 (41,3)
Pensionado 7 (11,1)
Estudiante Vivienda 2(3,2)
Propia 46 (73,0)
Arrendada 14 (22,2)
Comun 3(4,8)
Estado Civil
Casado 37 (58,7)
Soltero 14 (22,2)
Viudo 2(3,2)
Union libre Separado 7(11,1)

. . 3(4,8)
Nivel de estudios
Primaria 9 (14,3)
Bachillerato 17 (27,0)
Técnico 9 (14,3)
Universitario 28 (44,4)
indice de masa corporal
> 25 30 (47,6)
De 25 a 30 24 (38,1)
> 30 9(14,3)

Del numero total de pacientes pertenecientes al estudio 48 (76,2) manifestaron tener

mas del articulacion dolorosa y 46 (73,0) presentan al menos 1 articulacion
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inflamada. La valoraciéon de la actividad articular se llevd a cabo mediante la

medicion de los indices de actividad reumatica DAS28 y SDAI, el promedio del

DAS28 VSG fue de 3,74+1.579. El promedio para el DAS28 PCR fue de
3,479%1.080. En cuanto al SDAI su valor promedio fue de 13,33 £ 11,00, un 38(60,3)

tenian un valor mayor a 11.

Respecto a los marcadores serolégicos evaluados en este estudio, el promedio de
DKK-1 fue de 372,07 + 2131,05, el valor de la VSG fue 23,27 + 26,71 mm/h. El
resultado de la PCR fue de 16,57 + 31,34 mg/l. El promedio del FR fue de 57,40 +
61,10 Ul/mly el valor promedio del Anti-CCP IgG/IgA fue de 110,77 + 159,05 (Tabla

2).
Tabla 21. Parametros reumatoldgicos del grupo total de pacientes con ARt
ARt n=63
(100%)

Articulaciones dolorosas

Mayor a 1 48 (76,2)

Articulaciones Inflamadas

Mayor a 1 46 (73,0)

DAS 28 VSG

Media +DE 3,74%1.579

DAS 28 PCR

Media +DE 3,479£1.080

SDAI

Media DE 13,33 + 11,00
<3.3 10 (15,4)
3.3-11 15 (23,8)
>11 38(60,3)

DKK-1 372,07 +2131,05

Media +DE

VSG 23,27 + 26,71

Media +DE

PCR 16,57 + 31,34

Media +DE

FR 57,40 + 61,10

Media +DE

Anti-CCP IgG/IgA
Media +DE

110,77 + 159,05
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DAS: Disease Activity Score of 28 joints, SDAI: Simplified Disease Activity Index

Para el andlisis se establecieron rangos basados en el percentil 33 a partir de los
resultados de DKK-1 en suero, se determinaron tres niveles de medicion, el nivel
bajo de 0.058 y 22.5 pg/ml, nivel medio con 22.6 — 101.59 pg /ml y niveles altos para
concentraciones superiores a 101.6 pg/ml. Ademas, se realizaron subcategorias: 1)

leve/ moderado (De 0.058 a 101.58 pg/mL) y 2) moderado/alto (superiores a 22.51
pg/mL).

En el grupo total estuvo distribuido 50 (79,4%) de mujeres y 13(20,6%) hombres;
distribuido en 93,3% mujeres y 6,7% hombres con niveles séricos leves de DKK-1,
80,0% mujeres y 20,0% hombres con niveles moderados y 69,6% mujeres y 30,4%
hombres con niveles altos. Conjuntamente se observo que los pacientes con niveles
moderados de DKK-1 en suero presentaron una mayor frecuencia de
comorbilidades y que los individuos que tenian niveles altos de DKK-1 en suero eran
fumadores pasivos en 43,5%, sin observarse diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 3).

Tabla 3 Comparacion de niveles séricos de DKK-1 con las caracteristicas
sociodemograficas del Artritis Temprana

Leve n=63 Moderado Alto Valor p
(100%) n=63 (100%) n=63 (100%)
Sexo
Hombre 1(6,7) 5 (20,0) 7 (30,4)
Mujer 14 (93,3) 20 (80,0) 16 (69,6) 0,208
Comorbilidad
No 6 (40,0) 13 (52,0) 13 (56,5)
Si 9 (60,0) 12 (48,0) 10 (43,5) 0,602
Eléma 13 (86,7) 23 (92,0) 23 (100,0)
S 2 (13,3) 2 (8,0) 0(0,0) 0.234
E‘;mo 12 (80,0) 16 (64,0) 13 (56,5)
Si 3(20,0) 9 (36,0) 10 (43,5) 0.329
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Fumador pasivo

No 11 (73,3) 20 (80,0) 21 (91,3)

e 4 (26,7) 5 (20,0) 2(8,7) 0.330
5202:’”"& 9 (60,0) 8 (32,0) 4(17.4)

Indge endiente 2(133) 2 (8,0) 3 (13,0

e I|Oea o 2 (13,3) 10 (40,0) 14 (60,9)

Penpsionado 1(6.7) 4(16,0) 2(8.7)

Estudiante 1(6.7) 1(4.0) 0(0.0) 0,126
\Ff'r‘(’)'eigda 12 (80,0) 18(72,0) 16 (69,6)

Arrepn ada 2 (13,3) 6 (24,0) 6 (26,1)

Comdan 1(6.7) 1(4.0) 1(43) 0,907
Estado civil 11 (73,3) 11 (44,0) 15 (65,2)

Casado 2 (13,3) 8 (32,0) 4(17,4)

Soltero Viudo 0(0,0) 1(4,0) 1(4,3)

Unién libre 2 (13,3) 3(12,0) 2(8,7)

Separado 0(0,0) 2(8,0) 1(4,3) 0,693
Estudios 1(6,7) 3(12,0) 5(21,7)

Primaria 7 (46,7) 6 (24,0) 4 (17,4)

Bachillerato 2(13,3) 2(8,0) 5(21,7) 0,376
Técnico 5 (33,3) 13 (52,0) 9 (39,1)

Universitario 0 (0,0%) 1(4,0) 0(0,0)

Otros

Las caracteristicas por subcategorias leve vs moderado/alto revelaron que
pacientes con niveles de DKK-1 moderados/altos fuman actualmente en un 95,7%
y presentan comorbilidades en un 53,2% (Tabla 4), por otro lado, en la subcategoria
leve/moderado presentaban en un 48,8% comorbilidades y consumo de cigarrillo
actual en un 90,2% (Tabla 5).

Tabla 4 Comparacién los niveles leve y moderado/alto de DKK-1 en suero con las

caracteristicas sociodemograficas de pacientes con Art

Leve n=63 Moderado/Alto n=63 Valor p
(100%) (100%)
Sexo
Hombre 1(6,3) 12 (25,5)
Mujer 15 (93,8) 35 (74,5)
0,100
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Comorbilidad

No
Si 7 (43,8) 25 (53,2)
9 (56.3) 22 (46,8) 0.514
Fuma
No
Si 14 (87,5) 45 (95,7)
2(12,9) 2(4.3) 0.243
Fumé
No
Si 13(81,3) 28 (59,6)
3(18,8) 19 (40,4) 0.116
Fumador pasivo
No
Si 12 (75,0) 40 (85,1)
4 (25,0) 7 (14,9) 0.358
Economia
Hogar 9 (56,3) 12 (25,5)
Independiente 2(12,5) 5 (10,6)
Empleado 3(18,9) 23 (48,9)
Pensionado Estudiante 1(6.3) 6 (12,8)
1(6,3) 1(2,1) 0.128
Vivienda Propia
Arren,dada 12 (7570) 34 (72,3)
Comun 2 (12,5) 12 (25,5)
2(12,5) 1(2,1) 0,164
0,562
Estado civil
Casado Soltero 11 (68,8) 26 (55,3)
Viudo 2(12,5) 12 (25,5)
Unién libre 1(6,3) 1(2,1)
Separado 2(12,5) 5 (10,6)
0(0,0) 3(6,4)
Estudios 0,443
Prlme}na 1(6.3) 8 (17.0)
Bgch_lllerato 7 (43,8) 10 (21,3) 7
Tecnico 2 (12,5) (14,9)
Universitario 6 (37,5) 21 (44,7)
Otros 0(0,0) 1(2.1)

Tabla 5 Asociacion de los niveles leve y moderado/alto de DKK-1 en suero con las

caracteristicas sociodemograficas de pacientes con Art

Leve - Moderado n=63 Alto n=63
(100%) (100%) Valor p
Sexo
Hombre 6 (14,6) 7(31,8) 0,108
Mujer 35 (85,4) 15 (68,2)
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Comorbilidad

No 20 (48,8) 12 (54,5) 0,663
Si 21 (51,2) 10 (45,5)
Fuma
No 37 (90,2) 22 (10,0) 0,130
Si 4(9,8) 0(0,0)
Fumé
No 29 (70,7) 12 (54,5) 0.199
Si 12 (29,3) 10 (45,5)
Fumador pasivo
No 32 (78,0) 20 (90,9) 0,200
Si 9 (22,0) 2(9,1)
Economia
Hogar 17 (41,5) 4 4(18,2)
Independiente (9,8) 3(13,6)
Empl_eado 13 (31,7) 13 (59,19)
Penspnado 5(12,2) 2(9,1)
Estudiante 2 (4,9 0 (0,0) 0,176
Vivienda
Propia 30 (73,2) 16 (72,7)
Arren,dada 8 (19,5) 6 (27,3)
Comun 3(7,3) 0 (0,0) 0,368
Estado civil
Casado 22 (53,7) 15 (68,2)
Sgltero 10 (24,4) 4 (18,2)
quqo . 2 (4,9) 0 (0,0)
Union libre 5(12,2) 2(9,1)
Separado 2 (4,9) 1 (4,5) 0,743
Estudios Primaria
Bachillerato 4 (9,8) 5(22,7)
Tecnico 13(31,7) 4 4 (18,2) 0,266
Universitario (9,8) 5(22,7) ’
Otros 19 (46,3) 8 (36,4)
1(24) 0(0,0)

La evaluacion radioldgica se llevo a cabo por la medicion del score de SENS (Del
inglés, Narrowing Simple Erosion Score) identificando 6 (40,0%) pacientes con
niveles leves de DKK-1 en suero que presentaban SENS mayor a 2 y para SENS
mayor a 1 se encontraron 4 (26,7%) con niveles leves de DKK-1. Respecto a los
marcadores serologicos los pacientes con el 33,3% presentaban niveles mayores a
20 de VSG, el 60,0%, el 53,3% FR a mayor a 20 y 40,0% de Anti CCP mayor a 20;
aquellos con niveles moderados de DKK-1 en suero el 28,0% tuvieron valores
mayores a 20 de VSG, 68,0% la PCR mayor a 3, 64,0% FR mayor a 20 y 36,0% de
Anti CCP mayor a 20 y por ultimo aquellos con niveles altos de DKK-1 el 43.5%
tenian niveles mayores a 20 de VSG, el 47.8% tenian la PCR mayor a 3, el 73,9%
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FR a mayor a 20 y 47,8% Anti CCP mayor a 20, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de los niveles leve, moderado y alto de DKK-1 en suero con

las variables reumatoldgicas en el grupo con ARt

Leve n=63 Moderado Alto valor

(100%) n=63 (100%) n=63 (100%) P
SENS mayor a 2
Menor a 2 9 (60,0) 17 (89,5) 11 (84,6)
Mayor a 2 6 (40,0) 2 (10,5) 2(15,4) 0,094
SENS mayoral
Menor a 1 11 (73,3) 18 (94,7) 11 (84,6)
Menor a 2 4 (26,7) 1(5,3) 2 (15,4) 0,219
VSG
Menor a 20 10 (66,7) 5 18 (72,0) 7 13 (56,5)
Mayor a 20 (33,3) (28,0) 10 (43,5)

0,526

PCR
Menor a 3 6 (40,0) 8 (32,0) 12 (52,2)
Mayor a 3 9 (60,0) 17 (68,0) 11 (47,8) 0,363
FR
Menor a 20 7 (46,7) 9 (36,0) 6 (26,1)
Mayor a 20 8 (53,3) 16 (64,0) 17 (73,9) 0,425
Anti CCP
Menor a 20 9 (60,0) 13 (52,0) 12 (52,2) 0,866
Mayor a 20 6 (40,0) 12 (48,0) 11 (47,8)
RA 33
Menor a 25 13 (86,7) 23 (92,0) 23 (100,0) 0,234 Mayor a 25 2(13,3) 2
(8,0%) 0(0,0)

SENS (Narrowing Simple Erosion Score), DAS28: Disease activity score, VSG: Velocidad de sedimentacion
globular, PCR: Proteina C reactiva, FR: Factor Reumatoide, Anti-CCP: Anticuerpos contra péptidos ciclicos citrulinados

Las caracteristicas por subcategorias leve vs moderado/alto revelaron que
pacientes con niveles moderados/altos de DKK-1 tienen ya un SENS mayor a 2
actualmente en un 12.4%, con asociaciones estadisticamente significativas
(p=0.050) (Tabla 7).

45



Tabla 7. Comparaciones de los niveles leve vs moderado-alto de DKK en suero con

las variables reumatoldgicas en el grupo de ARt

Leve n=63 Moderado - alto n=63
(100%) (100%) Valor p
SENS mayor a1l
Menor a 1 8 (50,0) 20 (64,5)
Mayor a 1 8 (50,0) 11 (35,5)
0,337
SENS mayor a 2
Menor a 2
Mayor a 2 10 (62,5) 27 (87.1)
6 (37,5) 4(12,9) 0,050
VSG 11 (68,8) 30 (63,8)
Menor a 20 5(31,3) 17 (36,2)
Mayor a 20
0,721
VSG 11 (68,8) 34 (72,3)
Menor a 30 5(31,3) 13 (27,7)
Mayor a 30
0,784
PCR 7 (43,8) 19 (40,4)
Menor a 3 9 (56,3) 28 (59,6)
Mayor a 3
0,816
FR
Menor a 20
Mayor a 20 7(43,8) 15 (31,9)
9 (56,3) 32 (68,1) 0.391
FR
Menor a 60 12 (75,0) 30 (63,8) 0.413
Mayor a 60 4 (25,0) 17 (36,2) ‘
Anti CCP
Menor a 20
9 (56,3) 25 (53,2) 0.832
Mayor a 20 7 (43,8) 22 (46,8) ’
Anti CCP
Menor a 60 10 (62,5) 34 (72,3) 0.459
Mayor a 60 6 (37,5) 13 (27,7) '
RA 33
Menor a 25 14 (87,5) 45 (95,7)
Mayor a 25 2 (12,5) 2(4,3) 0,243
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100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

“ SENS menor a2

B SENS mayora 2

Leve Moderado-Alto

Leve Moderado-Alto
SENS menor a2 62,50% 87,10%
SENS mayor a 2 37,50% 12,90%

La comparacion de las subcategorias leve-moderado vs alto, identificaron que el

16.7% con niveles altos de DKK-1 en suero presentaban un SENS mayora 2y 22.9%

tenian niveles leve-moderado de DKK-1 en suero con SENS mayor a 1, sin

encontrarse diferencias estadisticamente significativas (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacion entre los niveles leve-moderado vs alto de DKK-1 en suero

con las variables reumatoldgicos en el grupo con ARt

Leve - Moderado

Alto

n=63 (100%) n=63 (100%) Valorp
SENS mayor a 1
Mayor a 1 21 (60,0) 7 (58,3)
Mayor a 2 14 (40,0) 5 (41,7)
0,919
SENS mayor a 2
Menor a 2 27 (77,1) 10 (83,3)
Mayor a 2 8(22,9) 2 (16,7) 0,651
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VSG

Menor a 20
Mayor a 20 9 (70,7) 12 (54,5)

12 (29,3) 10 (45,5) 0,199
VSG
Menor a 30
Mayor a 30 31(75,6) 14 (63,6)

10 (24,4) 8 (36,4) 0,316
PCR
Menor a 3
Mayor a 3 15 (36,6) 11 (50,0)

26 (63,4) 11 (50,0) 0.303
FR
Menor a 20
Mayor a 20 16 (39,0) 6(27.3)

25 (61,0) 16 (72,7) 0351
FR
Menor a 60 27 (65,9) 15 (68,2)
Mayor a 60 14 (34,1) 7(31,8) 0,852
Anti CCP
Menor a 20 22 (53,7) 12 (54,5)
Mayor a 20 19 (46,3) 10 (45,5) 0,946
Anti CCP
Menor a 60 26 (63,4) 18 (81,8)
Mayor a 60 15 (36,6) 4 (18,2) 0,129
RA 33
Menor a 25 37 (90,2) 22 (100,0) 0,130
Mayor a 25 4(9,8) 0 (0,0)

La comparacion realizada entre los niveles leve, moderado y alto de DKK-1 en suero
con los titulos de anticuerpos anti-péptido carbamilados, arrojo los siguientes
resultados, el 82,6% de los pacientes con niveles altos de DKK-1 en suero
presentaban titulos mayores a 1/50 de anticuerpos anti-péptido 2 carbamilado, el
72,0% de aquellos con niveles moderados de DKK-1 en suero presentaron titulos
mayores a 1/50 y el 60,0% de aquellos con niveles leves de DKK-1 presentaban
titulos mayores a 1/50 de anticuerpos anti-péptido 2 carbamilado. Asi mismo, los
individuos con ARt que presentaban niveles altos de DKK-1 en suero tenian titulos
mayores a 1/50 de anticuerpos anti-péptido 3 carbamilado en 69,6%, con niveles
moderado en 76,0% y en niveles leves en 73,3% (Tabla 9).
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Tabla 9. Comparar los niveles séricos leve, moderado y alto de DKK-1 con
anticuerpos contra proteinas carbamiladas en el grupo de ARt

Leve n=63 Moderado Alto
(100%) n=63 (100%) n=63 (100%) Valor p
Anticuerpo
antipéptido 2
Titulo 1/25
Titulo 1/50 5(33,3) 5(20,0) 2(8,7)
Titulo 1/100 5(33,3) 7(28,0) 9(39,1)
Titulo 1/200 2(13.3) 10 (40,0) 6(26,1)
Titulo 1/400 3(20,0) 1(4,0) 5(21,7)
0 (0,0) 2 (8,0) 1(4,3) 0,256
Anticuerpo
antipéptido
Negativo
Positivo 8 (53,3) 10 (40,0) 9(39,1)
7 (46,7) 15 (60,0) 14 (60,9) 0,642
Anticuerpo
antipéptido 2
Menor a 1/50
Mayor a 1/50 6 (40,0) 7(28,0) 4(17,4)
9 (60,0) 18 (72,0) 19 (82,6) 0.305
Anticuerpo
antipéptido 2
Menor a 1/100
Mayor a 1/100 10 (66,7) 12 (48,0) 11 (47,8)
5(33,3) 13 (52,0) 12 (52,2) 0,447
Anticuerpo
antipéptido 3
Titulo 1/25
Titulo 1/50 4(26,7) 6 (24,0) 7(30,4)
Titulo 1/100 6 (40,0) 10 (40,0) 6(26,1) 0,677
Titulo 1/200 5(33,3) 8 (32,0) 6 (26,1)
Titulo 1/400 0(0,0) 1(4,0) 3(13,0)
0(0,0) 0(0,0) 1(4,3)
Anticuerpo
antipéptido 3
Negativo
Positivo 10 (66,7) 16 (64,0) 14 (60,9) 0,934
5(33,3) 9 (36,0) 9(39,1)
Anticuerpo
antipéptido 3
Menor a 1/50
Mayor a 1/50 4(26,7) 6 (24,0) 7(30,4) 0,881
11 (73,3) 19 (76,0) 16 (69,6)
Anticuerpo
antipéptido 3
Menor a 1/100
Mayor a 1/100 10 (66,7) 16 (64,0) 13 (56,5) 0,789
5 (33,3) 9 (36,0) 10 (43,5)
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Positivo péptido 2 o
péptido 3 Péptido 2
Péptido 3

6 (40,0) 9 (36,0) 7 (30,4) 0,824
9 (60,0) 16 (64,0) 16 (69,6)

Positivo péptido 2 o péptido

3

NO

S| 12 (80,0) 18 (72,0) 16 (69,6) 0,770
3(20,0) 7 (28,0) 7(30,4)

La comparacion entre las subcategorias leve vs moderado/alto revelaron que
pacientes con niveles moderados/altos de DKK-1 tenian positivo el péptido 2 en un
34,0% y presentan positividad en el péptido 3 en un 66,0% (Tabla 10), por otro lado
en la subcategoria leve-moderado vs alto se identificé que aquellos con niveles
leve/moderado presentaban positivo el péptido 3 en 63,4%, mientras que para el
péptido 2 solo se encontrd en el 36,6% (Tabla 11). Sin encontrarse diferencias

estadisticamente significativas entre las variables estudiadas.

Tabla 10. Asociacion entre los niveles leve vs moderado-alto de DKK-1 con
anticuerpos anti-péptido carbamilado en el grupo con ARt

Leve n=63 Moderado — Alto n=63

(100%) (100%) valorp
Anticuerpo anti-péptido 2
T!tulo 1/25 5 (31,3) 7 (14,9)
T!tulo 1/50 5 (31,3) 16 (34,0)
Titulo 1/100 3(18.8) 15 (31,9) 0,441
T!tulo 1/200 3(18,8) 6 (12,8)
Titulo 1/400 0 (0,0) 3(6,4)
Anticuerpo anti-péptido 2
Neg_a_tlvo 8 (50,0) 19 (40,4)
Positivo 8 (50,0) 28 (59,6) 0,504
Anticuerpo anti-péptido 2
Menor a 50 6 (37,5) 11 (23,4)
Mayor a 50 10 (62,5) 36 (76.6) 0.273
Anticuerpo anti-péptido 2
Menor a 100 10 (62,5) 23 (48,9)
Mayor a 100 6 (37,5) 24 (51,1) 0.348
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Anticuerpo anti-péptido 3
Titulo 1/25

Titulo 1/50

Titulo 1/100

Titulo 1/200

Titulo 1/400

Anticuerpo anti-péptido 3
Negativo
Positivo

Anticuerpo anti-péptido 3
Menor a 50
Mayor a 50

Anticuerpo anti-péptido 3
Menor a 100
Mayor a 100

Positivo péptido 2 o péptido 3

Péptido 2
Péptido 3

Positivo péptido 2 o péptido 3

NO
SI

5 (31,3)
6 (37,5)
5 (31,3)
0 (0,0)
0 (0,0)

11 (68,8)
5(31,3)

5(31,3)
11 (68,8)

11 (68,8)
5 (31,3)

6 (37.5)
10 (62,5)

13 (81,3)
3(18,8)

12 (25,5)

16 (34,0)

14 (29,8)
4 (8,5)
1(2,1)

29 (61,7)
18 (38,3)

12 (25,5)
35 (74,5)

28 (59,6)
19 (40,4)

16 (34,0)
31 (66,0)

33 (70,2)
14 (29,8)

0,755

0,613

0,656

0,514

0,802

0,390

Tabla 11. Asociacion entre los niveles leve-moderado vs alto de DKK-1 con

anticuerpos anti-péptido carbamilado en el grupo con ARt

Leve — Moderado Alto Valor p
n=63 (100%) n=63 (100%)
Anticuerpo anti-péptido 2
T!tulo 1/25 10 (24,4) 2(9,1)
Tiwlo 1/50 12 (29.3) 9 (40,9) 0,350
Titulo 1/100 13 (31,7) 5(22,7) '
Titulo 1/200 4(9,8) 5(22,7)
Titulo 1/400 2 (4.9) 1(4,5)
Anticuerpo anti-péptido 2
N i 0,819
egativo 18 (43,9) 9 (40,9)
Positivo 23 (56,1) 13 (59,1)
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Anticuerpo anti-péptido 2

Menor a 1/50 13 (31,7) 4(18,2) 0:249
Mayor a 1/50 28 (68,3) 18 (81,8)
Anticuerpo anti-péptido 2 0782
Menor a 1/100 22 (53,7) 11 (50,0) '
Mayor a 1/100 19 (46,3) 11 (50,0)
Anticuerpo anti-péptido 3
Titulo 1/25 11 (26,8) 6 (27,3)
Titulo 1/50 16 (39,0) 6 (27,3) 0,253
Titulo 1/100 13 (31,7) 6 (27,3)
Titulo 1/200 1(2,4) 3(13,6)
Titulo 1/400 0(0,0) 1(4,5)
Anticuerpo anti-péptido 3
Negativo 27 (65,9) 13 (59,1) 0595
Positivo 14 (34,1) 9 (40,9)
Anticuerpo anti-péptido 3 0.970
Menor a 1/50 11 (26,8) 6 (27,3) o
Mayor a 1/50 30 (73,2) 16 (72,7)
Anticuerpo anti-péptido 3 0378
Menor a 1/100 27 (65,9) 12 (54,5) ’
Mayor a 1/100 14 (34,1) 10 (45,5)
Positivo péptido 2 o péptido 3
Péptido 2
Peéptido 3 15 (36,6) 7 (31,8) 0.705
26 (63,4) 15 (68,2) ’
Positivo péptido 2 o péptido 3
NO
SI
31 (75,6) 15 (68,2) 7 0,527
10 (24,4) (31,8)

En cuanto a las variables clinicas reumatoldgicas aquellos que presentaban niveles
leves de DKK-1 manifestaron tener mas de una articulacion dolorosa para en el
93,3%, el 80,0% con niveles moderados y el 60,9% con niveles altos tenian mas de
una articulacion dolorosa. Se identificd6 mas de una articulacion inflamada en 86,7%
pacientes con categoria leve de DKK-1, 76,0% con niveles moderados y 60,9% con
niveles altos de DKK-1 en suero.

La asociacion entre los niveles de DKK-1 en suero y las variables de actividad
articular arrojo que aquellos con niveles leves de DKK-1 el 86,7% presentaba

DAS28-VSG mayor a 3,2 , los que tenian niveles moderados de DKK-1 el 72,0%
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presentaba DAS28-VSG mayor a 3,2 y los que tenian niveles altos de DKK-1 el
73,9% presentaba DAS28-VSG mayor a 3,2. En cuanto al indice VAS, el 33,3% con
niveles leves de DKK-1, el 36,0% con niveles moderados y el 43,5% con niveles
altos tuvieron un valor mayor a 50 para el indice VAS. No se encontraron
asociaciones estadisticamente significativas entre los niveles de DKK-1y los indices

de actividad reumatolégica (Tabla 12 y 13).

Tabla 12. Asociacion entre los niveles leve, moderado y alto de DKK-1 en suero con

marcadores e indices de actividad reumatoldgica en pacientes con ARt

Leve n=63 Moderado n=63 Alto n=63 Valor
(100%) (100%) (100%) P
Articulaciones dolorosas
Ninguna 1(6,7) 5 (20,0) 9(39,1) 0,061
Mayor a 1 14 (93,3) 20 (80,0) 14 (60,9)
Articulaciones inflamadas
Ninguna 2 (13,3) 6 (24,0) 9(39.1) 0,197
Mayor a 1 13 (86,7) 19 (76,0) 14 (60,9)
DAS28 VSG 0,642
Menor a 2,6 2,6-3,2 1(6,7) 4 (16,0) 5(21,7) ’
Mayor 3,2 1(6.7) 3(12,0) 1(4.3)
13 (86,7) 18 (72,0) 17 (73,9)
VAS
0,789
Menor a 50 10 (66,7) 16 (64,0) 9 13 (56,5)
Mayor a 50 5 (33,3) (36,0) 10 (43,5)
HAQ
Menor a 1 3(20,0) 13 852,0) 11 (47,8) 0,154
11-2 3(20,0) 1 (4,0) 3(13,0)
21-3 2 (13,3) 0 (0,0 3(13,0)
Mayor a 3 7 (46,7) 11 (44,0) 5(21,7)
4,00 0 (0,0) 0(0,0) 1(4.3)
RAPID
Menor a 12 0(0,0) 1 (4,0 3(13,0) 0,328
6,1-12 9 (60,0) 13 (52,0) 8 (34.,8)
3,1-6 4(26,7) 4 (16,0) 8 (34,8)
Menor a 3 2 (13,3) 7 (28,0) 4 (17,3)
SDAI
Menor a 3,3 0(0,0) 2 (8,0) 1(4,3) 0,805
33-11 3(20,0) 6 (24,0) 6 (26,1)
Mayor a 11 12 (80,0) 17 (68,0) 16 (69,6)
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IMC

Menor a 25 7 (46,7 11 (44,0) 12 (52,2) 0,985
25-30 6 (40,0) 10 (40,0) 8 (34,8)
Mayor a 30 2(13,3) 4 (16,0) 3(13,0)

DAS 28 VSG (Disease Activity Score) VAS (Visual Analogue Scales) HAQ (Health Assessment
Questionnaire) SDAI (Simple Disease Activity Index) IMC (Indice de Masa Corporal)

100,00%
90,00%
80,00%
70,00% . . .
H Ninguna articulacion
60,00% dolorosa
50,00% B Al menos 1 articulacion
40.00% dolorosa
, (]
30,00%
20,00% ‘
o - .
0,00%
Leve Moderado Alto
Leve Moderado Alto
Ninguna
articulacion 6,70% 20,00% 39,10%
dolorosa
Al menos 1
articulacion 93,30% 80,00% 60,90%
dolorosa

Tabla 23. Asociacion entre las subcategorias leve vs moderado-alto de DKK-1 en

suero con marcadores e indices de actividad reumatolégica en pacientes con ARt

Leve n=63 Moderado - Alto

(100%) n=63 (100%) Valorp
Articulaciones dolorosas
Ninguna 2 (12,5) 13 (27,7) 0,219
Mayor a 1 14 (87,5) 34 (72,3)
Articulaciones inflamadas
Ninguna 3(18,8) 14 (29,8) 0,390
Mayor a 1 13 (81,3) 33(70,2)
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DAS 28 VSG

Menor a 2,6 2 (12,5) 8 (17,0) 0,860
2,6-3,2 1(6,3) 4 (8,5)

Mayor 3.2 13 (81,3) 35 (74,5)

DAS28

Menor a 3,2 4 (25,0) 19 (40,4) 0,268
Mayor a 3.2 12 (75,0) 28 (59,6)

VAS

Menor a 20 11 (68,8) 28 (59,6) 0,514
Mayor a 20 5(31,3) 19 (40,4)

HAQ

Menor a 1 4 (25,0) 23 (48,9) 0,415
11-2 3(18,8) 4 (8,5)

2,1-3 2(12,5) 3(6,4)

Mayor a 3 7 (43,8) 17 (36,1)

SDAI 0,585
Menor a 3,3 0 (0,0) 3(6,4) ’
33-11 4 (25,0) 11 (23,4)

Mayor a 11 12 (75,0) 33(70,2)

IMC

Menor a 25 7 (43,8) 23 (48,9) 0,863
De 25a 30 7 (43,8) 17 (36,2)

Mayor a 30 2 (12,5) 7 (14,9)

La comparacion de las subcategorias leve-moderado y alto de DKK-1 en suero con
los marcadores e indices de actividad reumatica, evidencio que los individuos con
niveles leve-moderados de DKK-1 presentaban mas de una articulacion dolorosa en
34 (82,9%) y con niveles altos 14 (63,6%) presentaban al menos una articulacion
dolorosa. Por otra parte se identificé 32 (78,0%) con niveles moderado-alto con mas
de una articulacién inflamada y 14 (63,6%) con niveles altos sin encontrarse

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 14).

Tabla 14. Asociacion entre las subcategorias leve-moderado vs alto de DKK-1 en
suero con marcadores e indices de actividad reumatoldgica en pacientes con ARt

Leve - Moderado Alto Valor p
n=63 (100%) n=63 (100%)
Articulaciones dolorosas
Ninguna 7(17,1) 8 (36,4) 0,087
Mayor a 1 34 (82,9) 14 (63,6)
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Articulaciones inflamadas
Ninguna
Mayor a 1

DAS 28 VSG
Menor a 2,6
2,6-3,2
Mayor 3,2
DAS28

Menor a 3,2
Mayor a 3,2

VAS
Menor a 20
Mayor a 20

HAQ
Menor a 1
1,1-2
21-3
Mayor a 3

RAPID
Menor a 12
6,1-12
3,1,6
Menor a 3

SDAI
Menor a 3,3
3,3-11
Mayor a 11

IMC

Menor a 25
De 25 a 30
Mayor a 30

9 (22,0)
32 (78,0)

6 (14.6)
4 (9,8(
31 (75,6(

15 (36,6)
26 (63,4)

27 (65,9)
14 (34,1)

17 (41,5)
4(9,8)
2 (4.,9)

18 (43,9)

1(2,4)
22 (53,7)
9 (22,0)
9 (22,0)

2 (4,9)
10 (24,4)
29 (70,7)

18 (43,9)
17 (41,5) 6
(14,6)

8 (36,4)
14 (63,6)

4 (18,2)
1(4,5)
17 (77,3)

8 (36,4)
14 (63,6)

12 (54,5)
10 (45,5)

10 (45,5)
3(13,6)
3(13,6)
6 (27,2)

3(13,6)
8 (36,4)
7 (31,8)
4(18,1)

1(4,5)
5(22,7)
16 (72,7)

12 (54,5)
7 (31,8)
3(13,6)

0,219

0,738

0,986

0,378

0,262

0,253

0,986

0,705
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5. DISCUSION

La erosidn Osea es una caracteristica central de la AR y estad asociada con la
gravedad de la enfermedad y un pobre resultado funcional, este desbalance entre
osteoformacion y reabsorcion lleva a la pérdida de hueso cortical, caracterizandose
por la presencia de pequefias irregularidades en la superficie del hueso (63, 98).
Actualmente el mejor predictor de erosion 6sea en AR temprana se hace mediante
evaluaciones radiogréficas, sin embargo el uso de biomarcadores predictivos que
expresen la progresion estructural de la enfermedad son muy restringidos en la
practica clinica (99). En hallazgos recientes se han encontrado mecanismos
patogénicos relacionados con la pérdida 6sea, como es el caso de la proteina
Dickkopf-1 (DKK-1), debido a que se han encontrado niveles elevados en suero del
marcador DKK-1 en patologias asociadas con resorcion 6sea como la AR (8, 17).
Por lo tanto podria considerarse como un nuevo biomarcador de prondstico en

individuos con AR temprana.

Segun los resultados del presente trabajo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles leve, moderado o alto de DKK-1 con
la actividad de la enfermedad medida por DAS28 o SDAI, HAQ, RAPID Il o VAS.
Sin embargo, si se encontré asociaciones estadisticamente significativas con la
presencia de progresion radiologica precedida por la variable SENS con p=0.050,
método de puntuacion empleado para evaluar el dafio estructural en las radiografias
de pacientes con AR (100), lo cual tiene relacién con el aumento de los niveles de
DKK-1 en relacion con la disminucién de la densidad 6sea presente en los mismos,
evidenciando asi la progresiéon de dafio 6seo en los pacientes con niveles moderado
0 alto de DKK-1 (101). El Score SENS mayor a 2 se correlaciono con los niveles de
DKK-1 en suero, nos puede indicar que la proteina DKK-1 podria considerarse como
un biomarcador de resorcion 6sea y dafio articular en pacientes con AR de reciente
inicio.

En concordancia con estos resultados autores como Garnero y colaboradores

encontraron que el aumento de DKK-1 sérico se asocié con un mayor riesgo de
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progresion 0sea evidenciada por los cambios en la puntuacion radioldgica (97, 102).
Sin embargo, la literatura existen hallazgos inconsistentes donde demuestran
asociacion entre DKK-1 y el dafio radiologico (8, 102), mientras que otros estudios
no describen dicha asociacion (19, 103, 109).

Entre las manifestaciones clinicas mas evidentes en los individuos con AR es el
dafio articular y discapacidad, dicha destruccion articular puede presentarse en
etapas tempranas del curso de la enfermedad y avanzar a diferentes velocidades,
entre esto una de las caracteristicas mas notorias en estos pacientes son el dolor
articular que presentan en el desarrollo de sus actividades diarias (104, 105). A
pesar que no se encontr6 diferencias estadisticamente significativa, se observo una
tendencia entre los niveles séricos leve, moderado y alto de DKK-1 y las
articulaciones dolorosas (p= 0.061), lo cual es concordante con la descripcién de la

enfermedad como lo informan Kahlenberg J y colaboradores (21).

Por otra parte no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles seéricos leve, moderados o altos de DKK-1con niveles aumentados de FR,
anti-CCP o reactantes de fase aguda (PCR, VSG), no obstante, la descripcion de la
enfermedad en los pacientes concuerda con la clinica establecida en pacientes con
AR, ya que los valores de FR, anti-CCP, PCR, VSG se encontraron aumentados en
dichos pacientes, sin asociarse con los niveles séricos de DKK, por lo tanto no se
asocio con la actividad de la enfermedad, pero si con compromiso 6seo debido a su
asociacion con SENS. De igual modo la presencia del sexo femenino sobre el
masculino en cuanto a la presencia de la enfermedad es mayor y esto se debe
posiblemente a la produccion de estrégenos, ya que autores manifiestan el papel de
esta hormona en la modulacion de la respuesta inmune y una incidencia de 2— 10
veces mayor en el desarrollo de enfermedades inflamatorias y autoinmunes (106,
107, 108).

En contraste con los resultados encontrados, hay estudios donde demuestran
asociacion entre los niveles elevados de anti CCP y reactantes de fase aguda con
niveles aumentados de DKK-1 y una elevada progresion radiografica como lo
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encontrado por Seror y colaboradores, donde el aumento del nivel sérico de DKK-1
se asoci6 con una expresion aumentada de la actividad de la enfermedad, presencia
de erosiones Oseas y reactantes de fase agua (8). Sin embargo, otros estudios no
mostraron ninguna asociacion con los niveles de DKK-1 y las variables de
laboratorio expuestas anteriormente como lo explica Wechalekar y colaboradores
no encontraron asociacion entre los niveles altos de DKK-1 y la presencia de

erosiones 6seas (109).

A pesar de no encontrarse asociaciones estadisticamente significativas entre DKK1
y marcadores de actividad de la enfermedad, esto podria deberse al nimero de
individuos que participaron en el estudio, la heterogeneidad de las diferentes
poblaciones, esto debido a que la mayoria de pacientes era procedente de otras
ciudades, el punto de corte de evolucion de la AR en los pacientes, todos estos
factores podrian haber jugado un papel importante en los resultados. En estudios
recientes, se ha informado que los niveles séricos de DKK-1 estan implicados en la
etiologia de la AR y desempefian un papel importante en la disminucion de la
densidad 6sea (8, 102, 109). Igualmente otros estudios que describen esta
asociacion como Wang S et al (19) y Rossini M et al (110), encontrando la presencia
de niveles altos de DKK-1 y erosiones 6seas evaluadas por el indice SHS en
pacientes con AR establecida, por lo tanto podria estar relacionado con los estadios
de la enfermedad, ya que en etapas avanzadas de la enfermedad es mayor la
presencia de erosiones 0sea, por lo cual es mas evidente el papel que cumple la
proteina DKK-1. Cabe resaltar que nuestro estudio se realiz6 con individuos de AR
con menos de dos afios de evolucion, siendo este uno de los posibles motivos que
no se encontrara aumentada en gran medida la proteina en nuestros pacientes,
afectado asi el resultado.
6. CONCLUSIONES

La proteina DKK-1 cumple importantes funciones en la formacion ésea, por lo cual

Su aumento en pacientes con artritis reumatoide temprana puede conllevar a la
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aparicion de erosiones 0seas y dafio articular en los pacientes, aunque no se obtuvo
asociaciones estadisticamente significativas entre las categorias leve, moderado y
alto de niveles séricos de DKK-1 en suero con marcadores reumatolégicos como el
FR, anti-CCP y reactantes de fase agua (PCR y VSG), estos si fueron concordantes
los resultados de estos marcadores con la descripcion de la enfermedad,
posiblemente la proteina DKK-1 tendria mas protagonismo en estadios mas
avanzados de la enfermedad, donde se puede evidenciar el dafio 6ésea en los
pacientes.

La evaluacion sérica de los niveles de la proteina DKK1 es bueno para establecer
el dafio progresivo articular visible por radiologia, aunque carece de capacidad

diagnostica en el desarrollo de la enfermedad en fases tempranas.

La actividad de la enfermedad medida por DAS28, HAQ, VAS, RAPID 3y SDAI, no
presentd ninguna asociacion con los niveles de DKK-1 de los pacientes con ARt
estudiadas, esto pude deberse a que son pacientes de reciente comienzo con
apenas 2 afos de evolucion de la enfermedad. Sin embargo si se encontré el Score
SENS mayor a 2 en correlacién con los niveles de DKK-1 en suero, siendo este un
indice de puntaje de dafo radiolégico, nos puede indicar que la proteina DKK-1
podria considerarse como un biomarcador de resorcion 6sea y dafo articular en

pacientes con AR.

En este sentido es recomendable que se aumente el tamafio de la muestra, el
tiempo de progreso de la enfermedad, ya que en nuestro caso los pacientes no
tenian un diagnostico mayor a dos afios de AR, teniendo asi poca actividad de la
enfermedad, por lo cual esto podrian haber interferido en los resultados, debido a
gue no presentaban mayor dafio radiolégico, siendo asi importante ampliar los
estudios en etapas mas avanzadas de la enfermedad. El papel de DKK-1 como
regulador de la densidad mineral 6sea en pacientes con ARt requiere mayor
investigacién para poder determinar su papel en estadios tempranos de la AR en

relacion con los indices de actividad de la enfermedad.
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8. Anexos

FORMATO DE CRITERIOS DE EXCLUSION

Fecha: Género: F] Edad:
Nombre: C.C: Procedencia:
Paciente con proceso infeccioso en curso SI__ | NO__
Paciente con diagndstico de otra enfermedad autoinmune. SI__ | NO__
Pacientes que rehudsen entrar al estudio y por tanto no firmen el consentimiento informado SI_ | NO__
Pacientes que rehusen entrar al estudio o cuyos padres no autoricen el ingreso al mismo SI__ | NO__
Recibi6 tratamiento periodontal en los Ultimos seis meses SI__ | NO__
Consumio6 Antibidticos en los ultimos 3 meses SI__ | NO
Paciente en lactancia o embarazo SI__ | NO__
Paciente con ortodoncia SI__ | NO
Paciente con céncer SI__ | NO__
Paciente con Diabetes SI__ | NO
Pacientes con nimero de dientes menor de 6 SI__ | NO__
Paciente reconoce porque perdi sus dientes SI__ | NO
ACEPTADO
NOMBRE EXAMINADOR FIRMA
Observaciones:
DATOS EPIDEMIOLOGICOS COMPLEMENTARIOS:
1. Tipo de Vivienda Propia: Arrendada: Comun: Alojamiento:
2. Estado Civil Casado: Soltero: Viudo: Union libre:
3. Nivel de estudios Primaria: Bachillerato: Universitario:
4. Actividad econémica Hogar: Independiente: Empleado dependiente:
Pensionado: Estudiante:
5. Actividad fisica Sl: NO: Leve: Moderada: Excesiva:
6. Talla: Peso:
7. Paciente con exposicion actual a cigarrillo. Cuantos diarios: SI__ NO__s.
Paciente con exposicion pasada a cigarrillo. Hace cuanto: SI_ NO__
9. Paciente fumador pasivo. Hace cuanto: SI__  NO
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