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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es un desorden inflamatorio crénico con
una alta prevalencia de enfermedad cardiovascular debido a una acelerada
aterosclerosis. La enfermedad cardiovascular ha emergido como una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en pacientes con LES. La
presente investigacion tiene como propdsito relacionar los valores séricos de
leptina con los factores de riesgo cardiovascular (FRC) y fibrindgeno en
pacientes con LES. Para ello, se empled una muestra de 15 pacientes con
enfermedad controlada, a las cuales se les determiné: perfil lipidico
(colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c y triglicéridos), ICC e IMC, fibrinégeno
y leptina. Se realizaron estadisticas descriptivas, ANOVA; los datos fueron
analizados utilizando Epi Info 3.5.3. El valor promedio de HDL-c fue 40,4
mg/dL; ICC: 0,80; IMC: 25,3 kg/m?; fibrindgeno: 168,6 mg/dL; y de leptina
22,2 ng/dL. Todos los FRC son independientes entre si, lo que indica que a
pesar de que las pacientes con LES presenten valores elevados de Leptina
no quiere decir que padezcan de un proceso aterotrombético. A su vez, las
pacientes sanas no estan exentas de desarrollar un evento cardiovascular
per se a sus valores menos elevados de leptina.

Palabras Clave: LES, leptina, riesgo cardiovascular, fibrinégeno.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory disorder with
a high prevalence of cardiovascular disease due to accelerated
atherosclerosis. Cardiovascular disease has emerged as one of the main
causes of morbidity and mortality in patients with SLE. The purpose of this
research is to relate serum leptin values with cardiovascular risk factors
(CRF) and fibrinogen in patients with SLE. For this, a sample of 15 patients
with controlled disease was used, who were determined: lipid profile (total
cholesterol, HDL-c, LDL-c, VLDL-c and triglycerides), ICC and BMI, fibrinogen
and leptin. Descriptive statistics, ANOVA; data were analyzed using Epi Info
3.5.3. The mean HDL-c value was 40.4 mg/dL; ICC: 0.80; BMI: 25.3kg/m2;
fibrinogen: 168.6 mg/dL; and leptin 22.2 ng/dL. All the CRFs are independent
of each other, which indicates that although patients with SLE present high
values of Leptin, it does not mean that they suffer from an atherothrombotic
process. In turn, healthy patients are not exempt from developing a
cardiovascular event per se at their lower leptin values.

Palabras Clave: SLE, leptin, cardiovascular risk, fibrinogen.



INTRODUCCION

El LES es una enfermedad autoinmune multisistémica de etiologia
desconocida que predominantemente afecta a mujeres pre-menopdausicas en
edades comprendidas entre 20-30 afos (Zeller y Simone, 2008). Esta
patologia se caracteriza por la produccion de autoanticuerpos, complejos
inmunes, mediadores solubles de comunicacién celular (adipoquinas,
interleuquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y hormonas), que
contribuyen en la génesis del dafio de multiples 6rganos y sistemas como:
rindn, pulmon, higado vasos sanguineos, entre otros (Marjon y cols., 2009;

Toms y col., 2011).

Estudios realizados a nivel mundial demuestran que la prevalencia de
LES varia en Norte América, Asia y el Norte de Europa presentando una
mayor incidencia de esta patologia la poblacion hispana y afroamericana,
correspondiendo 90% de los casos a mujeres en edad fértil con una relacion
mujer/hombre de 9:1 (Abadi y Gonzalez, 1993). Es importante destacar, que
los valores de incidencia y prevalencia que se han reportado difieren
respecto a los criterios de inclusion empleado y a las diferencias reales por
razones genéticas o ambientales, que se encuentran relacionadas a nivel

intrapersonal en las mujeres que presentan LES (Font y cols., 2003).

En Venezuela para el afio 2010 el Centro Nacional de Enfermedades
Reumaticas (CNER) registré 156 casos de pacientes con LES de 4758 casos
reportados de enfermedades reumaticas. Para el estado Aragua en el
Hospital Central de Maracay se reportaron 93 casos con LES de 731

pacientes con enfermedades reumaticas.
Estudios de prevalencia han demostrado que estos pacientes presentan
manifestaciones clinicas de enfermedad isquémica cardiaca entre 8-16%,

anormalidades de perfusion alrededor de 38%, ateroesclerosis en 28-40% de
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los casos estudiados. Adicionalmente, se ha confirmado que estos pacientes
exhiben un riesgo de presentar un infarto al miocardio entre 9-50 veces mas
en comparacién con la poblaciéon general (Bruce y col., 2003; Zeller y
Appenzeller, 2008).

Esta enfermedad autoinmune presenta una alta incidencia de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis, infarto al miocardio,
arteritis, trombosis, embolizacion y flujo coronario anormal); sin embargo, la
razon y/o el mecanismo que conlleva a estos pacientes tener una mayor
incidencia de padecer una patologia cardiaca es desconocida (Roman,
2003). Al respecto, existe la teoria en donde la deposicion de complejos
inmunes causa dafo en la capa intima del endotelio vascular, favoreciendo
de esta manera un estado inflamatorio crénico que tiene un rol central en la
patogénesis de la ateroesclerosis y es un importante factor de riesgo para
enfermedades vasculares. En tal sentido, diversas investigaciones
epidemioldgicas han demostrado que existe un enlace entre la inflamacion
con el desarrollo de eventos cardiovasculares y/o trombéticos (Esdaile y col.,
2001; Haque y cols., 2008).

Por lo antes expuesto, los pacientes que presenta esta enfermedad
tienen una alta morbilidad y mortalidad cardiovascular, por ello, el LES es
ahora identificado como un factor de riesgo independiente para el desarrollo
de disfuncion endotelial y cambios vasculares que favorecen la formaciéon de
placas ateroescleréticas (Tracey y cols., 2011). Evidencias epidemioldgicas
y clinicas han expuesto que los factores de riesgos tradicionales
(dislipidemia, hipertensién arterial, obesidad, indice de masa corporal (IMC),
indice cintura cadera (ICC), tabaquismo y diabetes mellitus) no pueden
explicar por completo la alta morbi-mortalidad cardiovascular en LES, ya que
existen otros factores de riesgo que deben tomarse en cuenta, tales como:

los propios de la enfermedad (tiempo de evolucién de la enfermedad,
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tratamiento con corticosteroides (prednisona), aumento de anticuerpos
antifosfolipidicos y anticardiolipinas, actividad de la enfermedad) y ciertos
mediadores de la inflamaciéon como: citoquinas, disminucién de la respuesta
inmune innata, fibrindgeno, proteina C reactiva (PCR), adipoquinas y/o estrés
oxidativo. Todos estos factores en conjunto y de manera independiente
podrian: 1) favorecer a que se presente una mayor incidencia de desarrollar
enfermedades cardiovasculares en LES, 2) establecer el posible mecanismo
fisiopatoldégico que conlleva a la formacion de placas ateroesclerodtica

(Fonollosa y Pallares, 2007, Fostegard, 2008, Skaggs y cols., en el 2012).

El estado inflamatorio presente en LES puede con frecuencia producir
una respuesta sistémica o general conocida como reaccion de fase aguda,
caracterizada por: fiebre, leucocitosis, hipoalbuminemia, niveles disminuidos
de transferrina y produccién de proteinas de fase aguda como: PCR, lectina
de unién a manosa, haptoglobina, proteina A sérica y fibrindgeno, entre otros
(Piery col., 2004).

En la actualidad se considera al fibrinbgeno como un marcador
inflamatorio y no s6lo un componente de la coagulacion, ya que juega un
papel importante en la trombosis y en la génesis de las enfermedades
cardiovasculares, debido a que: 1) Regula la proliferacién, quimiotaxis y
adhesion celular, 2) Incrementa la vasoconstriccion en los sitios de lesion en
la pared vascular, 3) Estimula la agregaciéon plaquetaria e 4) Induce la
produccion de PCR por parte de las células musculares lisas vasculares,
hecho que se suma a los efectos pro-inflamatorios de esta proteina de fase
aguda (Guo y cols., 2009).

Navarro y colaboradores (2011), demostraron que 62% de los
pacientes con LES que formaron parte de la muestra del estudio,
presentaban una elevacion de los valores plasmaticos de fibrindgeno, lo que

sugiere que los pacientes con LES tienen un mayor riesgo de sufrir
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enfermedad cardiovascular, ya que este reactante de fase aguda tiene efecto
sobre la funcién de las células endoteliales, la permeabilidad vascular y en el
trafico de células inflamatorias, contribuyendo de esta manera al dafio

endotelial y al desarrollo de ateroesclerosis.

Por otra parte, ha sido bien documentado el efecto que tienen diversos
mediadores, llamados adipoquinas (leptina, resistina, visfatina vy
adiponectina) que son sintetizados por el tejido adiposo blanco y presentan
funciones bioldgicas y fisioldgicas relacionadas con la inmunidad, la
inflamacion, la homeostasis de glucosa, el metabolismo lipidico, la regulacién
del apetito, la angiogénesis, ateroesclerosis y la hemostasia (Lago y cols.,
2007; Chung y cols., 2009, Toussirot y cols., 2010). Ante lo expuesto, el
tejido adiposo blanco no sélo actua como un érgano de almacenamiento,

sino que también tiene funciones endocrinas (Chung y cols., 2009).

Leptina, resistina y vifastina tienen efectos pro-inflamatorios, aterogénicos
y estan asociados con la resistencia a la insulina (Lago y cols., 2007). El
incremento de las concentraciones séricas es encontrados en modelos
animales de obesidad, en individuos con diabetes, ateroesclerosis y eventos
coronarios (Chung y cols., 2009). En contraste, la adiponectina tiene efectos
anti-inflamatorios, anti-aterogénica y anti-diabética. Concentraciones séricas
de la adiponectina son encontradas en pacientes con diabetes o con
sindrome metabdlico y esta asociada con la progresion de la ateroesclerosis
(Whitehead y cols., 2006).

Diversos estudios en individuos con LES han demostrado incrementé de
las concentraciones séricas de adiponectina, leptina y visfatina y han
demostrado estar relacionadas de manera independiente con el IMC, debido
a que estos pacientes se caracterizan por presentar un incremento de la
circunferencia abdominal, lo cual favorece un mayor almacenamiento de

células adiposas favoreciendo de manera directa en la mayor produccion de
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de estas hormonas (Chung y cols., 2009). Antes lo expuesto, las
adipocitoquinas pueden proveer un mecanismo de enlance entre la obesidad,

el estado inflamatorio sistémico y la ateroesclerosis.

En nuestro pais existen pocos estudios sobre leptina en pacientes con
LES. La leptina es una proteina de 16 kDa codificada por el gen ob (Barbosa
y cols., 2012), la cual parece ser uno de los mejores marcadores biolégicos
para obesidad y por ende para el desarrollo de enfermedad cardiovascular.
Al respecto, Vadacca y colaboradores (2011) en su estudio encontraron una
correlacién entre concentraciones séricas elevadas de leptina y un
incremento de presentar una patologia cardiovascular en individuos con LES,
debido probablemente a la asociacidn que se ha observado entre esta
hormona pro-inflamatoria, el incremento de la circunferencia abdominal, la
dislipidemia y la rigidez vascular, favoreciéndose de esta manera la alta

incidencia que tiene esta poblacion de padecer un evento cardiovascular.

En LES la leptina, la dislipidemia y parametro inflamatorio en conjunto no
se han determinado y esto podria ayudar a explicar mejor el mecanismo
fisiopatolégico por el cual los pacientes en dicha patologia presentan una
mayor incidencia de enfermedades cardiovasculares. Por lo que, la presente
investigacion tiene como finalidad determinar los niveles séricos de leptina y
su relacion con factores de riesgo cardiovascular y proteinas de fase aguda
en esta poblacion. De esta manera, se mejoraria la calidad de vida de estos
pacientes, ya que los medicamentos, asi como la dosis y el tiempo de
duracion del tratamiento pueden afectar la actividad y la funcién biolégica de
los parametros bioquimicos antes mencionados, favoreciendo el inicio y el

desarrollo de una enfermedad cardiovascular o un evento aterotrombético.
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Objetivos:

Objetivo General

Relacionar la leptina con factores de riesgo cardiovascular y con
biomarcadores de inflamacion en pacientes con LES que asistieron al
servicio de reumatologia del Hospital Central de Maracay, Abril-Mayo,
2012.

Objetivos Especificos

-Determinar factores de riesgo cardiovascular como: presion arterial,
indice de cintura/cadera (ICC) e indice de masa corporal (IMC),
colesterol, triglicéridos, HDLc, LDLc, VLDLc, glicemia, acido urico, en
pacientes con LES y en individuos aparentemente sanos (grupo

control).

-Determinar parametros bioquimicos de funcionamiento renal y

hepatico en pacientes con LES y en grupo control.

-Determinar biomarcadores de inflamacion: contaje total de glébulos
blancos, velocidad de sedimentacion globular y fibrinbgeno en

pacientes con LES y en grupo control.

-Determinar las concentraciones séricas de leptina en pacientes en

ambos grupos de estudio.

-Correlacionar la concentracién sérica de leptina con los factores de
riesgo cardiovascular y con los biomarcadores de inflamacion en

pacientes con LES.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacién

El tipo de investigacion se caracterizé por ser un estudio descriptivo,
correlacional, ya que se establecid y se relaciono la concentracion sérica de
leptina con multiples factores cardiovasculares y con biomarcadores de
inflamacion en mujeres con LES, y de corte transversal, ya que se evaluo la

muestra en estudio en un periodo determinado.

Poblacion

La poblacién estuvo representada por las pacientes que acudieron a la
consulta del servicio de reumatologia del Hospital Central de Maracay- Edo.
Aragua, el en periodo Abril-Mayo 2012, los cuales han sido diagnosticadas
con LES.

La muestra estuvo constituida por 15 pacientes del género femenino
en edades comprendidas entre 37 £ 50 afios y por 15 individuos sin ninguna
patologia aparente (grupo control) y con iguales caracteristicas de género y
etarias. Fueron excluidos del estudio pacientes que para el momento de la
seleccidon de la muestra no presentaban infecciones activas, cirugias

recientes, trastornos hepaticos, problemas renales y/o embarazos.

16



Instrumento de recoleccion de datos

Para fines de la recoleccion de la informacion las pacientes
seleccionadas fueron informadas del estudio, luego se les solicitd la firma de
un consentimiento informado (Anexo A) que fue previamente aprobado por el
comité de bioética del citado hospital, el cual era necesario para su
participacion en la investigacion y se les aplic6 una encuesta clinica-
epidemioldgica (Anexo B) donde se registraron datos relevantes para la

investigacion (Anexo B).

Procedimiento Experimental:

Determinacién de la circunferencia abdominal (CA): se determind
mediante una cinta métrica dispuesta alrededor de la cintura del individuo en
estudio y cuya cifra en centimetros sera asentada como medida de CA.

Valores referenciales: Hombres < 102cm y Mujeres 88 cm.

El indice de masa corporal (IMC): es una medida de asociacion entre el
peso en kilogramos (Kg) y la talla en metros cuadrados (m?) de un individuo

(Tabla 1). Se calcula segun la expresion matematica:

peso(kg)

Mo = estatura?(m)

17



Tabla 1. Parametros del indice de Masa Corporal

IMC (Kg/m?). Grado de Peso
<18,5 Peso insuficiente
18,5-24,9 Peso normal
26,9 — 30 Sobrepeso
>30 Obesidad

Fuente: Volenski, 2006.

El indice cintura/cadera (ICC): es una relacion en donde se divide el
perimetro de la cintura (cm) entre el de la cadera (cm). El indice se obtuvo
midiendo el perimetro de la cintura a la altura de la ultima costilla flotante y el

perimetro maximo de la cadera a nivel de los gluteos (OMS, 2004).

cintura(cm)

ICC =

cadera(em)

Interpretacion:

ICC =0,71-0,85 normal para mujeres.

ICC =0,78-0,94 normal para hombres.

Valores mayores: Sindrome androide (cuerpo de manzana).

Valores menores: Sindrome ginecoide (cuerpo de pera).
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Determinacién de presién arterial: Este examen se hizo mediante el uso de

un manometro digital (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de presion arterial.

Categoria Sistolica (mmHQ) Diastélica (mmHQ)
Optima <120 <80
Normal <130 <85

Normal- alta 130-139 85-89
Hipertension

Estadio 1 140-159 90-99

Estadio 2 160-179 100-109

Estadio 3 180 6 mas 110 6 mas

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2004).

Obtencion de la Muestra:

A las participantes de este estudio se les extrajo 10 mL de sangre,

previa asepsia de la region antebraquial por puncion venosa, la misma se

distribuyo de la siguiente manera:

Una parte de la misma se mezclo en una relacion 1:9 con citrato de
sodio al 3,8%, para la determinacién del contaje total de globulos
blancos, de la velocidad de sedimentacion globular (VSG) y
ademas, se obtuvo plasma por centrifugacion a 1500 g por 15

minutos para poder obtener la concentracion de fibrindgeno.

El resto se afiadioé en un tubo de ensayo seco, que fue centrifugado
a 2500 revoluciones por 10 minutos para la determinacion de la
concentracion sérica de perfil lipidico (colesterol, HDL-c,
triglicéridos, LDL-c y VLDL-c), urea, acido urico, transaminasas:
aspartato amino tranferasa (AST) y alanino amino tranferasa (ALT),

creatinina, urea, acido urico y leptina.
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Parametros bioquimicos:

Determinacién de la concentracion sérica de Glucosa: Se determiné
mediante la reaccién enzimatica cuantitativa utilizando el estuche de la casa
comercial BIOSCIENCE, la reaccién consintié en hacer reaccionar la glucosa
oxidasa (GOP) con la glucosa presenta en la muestra, obteniendo un
compuesto coloreado rojo cuya intensidad de color es proporcional a la
concentracion de glucosa en la muestra, para que esta reaccion se llevara a
cabo fue necesario mesclar 2,5mL del reactivo de trabajo con 0,02 mL de la
muestra, se mezcld e incubo por 10 min a 37°C y la lecturas de la densidad
optica se hizo a 510nm (Stat Fax Millenium Ill). Valores de referencia: 70-
110mg/mL.

Determinacion del perfil lipidico:

Colesterol total: Para la determinacion de este analito se utilizé el método
de CHOP-PAP (BIOSCIENCE), el cual se fundamenta en que el colesterol
esta presente en sangre en forma de ésteres de colesterol, los cuales son
hidrolizados por la enzima colesterol oxidasa, produciéndose en el proceso
agua oxigenada. Esta se detecta con el sistema Trinder, observandose un
color rosado, cuya intensidad es proporcional a la concentracién de la
muestra, la cual es medida a 500 nm, agregandose 1,0 mL de reactivo de
trabajo y 0,01 mL de muestra, mezclandose e incubandose por 10 minutos a
37°C. Valores de referencia: 2 200 mg/dL.

HDL-c: La separacion de las HDL-c de las lipoproteinas presentes en suero
se logré mediante la precipitacion de las LDL-c, VLDL-c y quilomicrones con
un reactivo precipitante (acido fosfotungstico e iones de magnesio),
quedando en el sobrenadante las lipoproteinas de alta densidad (HDL-c),
cuya concentracion sérica se determiné por el método para el colesterol total
(CHOP-PAP, Bioscience). Para ello, se agregé 2,5 mL de reactivo de
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colesterol enzimatico y 0,2 mL del sobrenadante mezclandose e incubandose

por 10 minutos a 37°C. Valores de referencia: 40-60 mg/dL.

Triglicéridos: Método utilizado GPO Trinder (CHEMROY), en donde los
triglicéridos séricos son hidrolizados por la enzima Lipasa y llevados a
Glicerol. El Glicerol es fosforilado por el ATP a Glicerol 3 Fosfato mas ADP,
mediante la accion de la enzima Glicerol Kinasa (GK). El glicerol 3 fosfato, es
entonces convertido en Dihidroxiacetona Fosfato (DAF) y peroxido de
hidrégeno, por la accién de la peroxidasa produce un colorante rojo que se
lee a 520nm (Stat Fax Millenium lll). La intensidad del color producido es
directamente proporcional a la concentracion de Triglicéridos en la muestra.
Para ello, se adicion6 1 mL del reactivo con 0,01 mL del suero, se mezclo e

incubd por 5 minutos a 37°C. Valores de referencia: 36 a 165 mg/dL.

LDL-c y VLDL-c: se determinaron mediante el método indirecto de la formula

matematica de Friedewald.

LDL-c: Colesterol total — VLDL - HDLc.

Valores de referencia: < 129mg/dL.
VLDL-c: Triglicéridos / 5. Valores referenciales: > 190 mg/dL.
Parametros de evaluacién del funcionamiento renal:

Determinacién de creatinina: Para la determinacion de creatinina se utilizé
un estuche comercial (BIOGAMMA), el cual de fundamenta en la reaccién de
Jaffé (Henry y John, 2005), en donde la creatinina reacciona con el acido
picrico en solucién alcalina, para formar un tautdbmero de picrato de
creatinina (cromégeno). La cantidad de cromégeno que se forma bajo
condiciones controladas, es directamente proporcional a la concentracion de
creatinina en la muestra y se mide fotométricamente a 490-510 nm (Stat Fax

Millenium IIl). Para ello, se mezclan 1,5 mL de reactivo de acido picrico con
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1,5 mL de reactivo alcalino mas 0,2 mL, se mezcld y se incubd por 5 minutos
a 37 °C. Valores de referencia: 0,6 — 1,4 mg/dL.

Determinacion de urea: La concentracion sérica de este analito se
determind mediante un estuche de la casa comercial BIOSCIENCE. Esta
técnica se fundamenta en la siguiente reaccion: la urea presente en la
muestra es disociada por accion de una enzima (Ureasa), produciéndose
amoniaco y dioxido de carbono. El amoniaco liberado se determiné utilizando
la reaccién de Betherlot que produce un color azul verdoso cuya densidad se
mide a 610 nm (Stat Fax Millenium lll), siendo proporcional la concentracién
de la urea presente en la muestra. Para ello, se adicioné en un tubo de
ensayo (13 x 100) 0,5 mL de reactivo de color mas 0,2 mL de ureasa y
0,01mL de suero, se mezcld y se incubo a 37°C por 5 minutos. Luego, se le
agrego 0,5 mL de reactivo base y se incubd nuevamente por 5 minutos a
37°C, por ultimo, se le adicioné6 3 mL de agua desionizada. Valores de

referencia: 17-45 mg/dL.

Determinacién de acido urico: Para la obtencion de la concentracion sérica
de este marcador de funcionalismo renal se utilizo un estuche comercial
(BOSCIENCE). La técnica empleada se describe a continuacion: se mezcld
20 uL de suero con 1mL de reactivo de acido urico, se incub6 a 37°C durante
5 min para luego ser leida la densidad oOptica a 545 nm (Stat Fax Millenium

[II). Valores de referencia 1,5 - 7,0 mg/dL.

Parametros de evaluacion de funcionamiento hepatico:

Determinacion de la actividad sérica de la Transaminasa Glutamica
Oxalacética (AST): Su determinacion se llevd a cabo de acuerdo al
procedimiento establecido por la casa comercial (CHEMROY). Esta se
fundamenta, en la transferencia de un grupo amino entre L-Aspartato y el 2-

Oxo-glutarato. El Oxalacetato formado en la primera reaccién, va a
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reaccionar con el NADH en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) para
formar NAD. La actividad de la AST se determind midiendo el valor total de
oxidacion del NADH a 340 nm (Stat Fax Millenium Ill). El lactato
deshidrogenasa se incluye en el reactivo para convertir el piruvato endégeno
de la muestra a lactato durante la fase la anterior a la medicion. El
procedimiento empleado se describe a continuaciéon: 1,0 mL del reactivo se
adiciond en un tubo de ensayo (12x75) mas 0,1 mL de suero, se mezclé y se

incubd a 37°C por 3 minutos. Valores de referencia: 0-40 U/L

Determinacién de la actividad sérica de la transaminasa piravica (ALT):
La actividad de esta enzima se determiné a través del empleo de un estuche
comercial (CHEMROY)EI piruvato formado en la primera reaccion se reduce
a lactato en presencia de lactato deshidrogenasa y NADH. La actividad de
ALT se determin6é midiendo el valor total de oxidacion del NADH a 340 nm
(Stat Fax Millenium Il1). El piruvato endogeno de la muestra es convertido a
lactato mediante la LDH durante la fase lag antes de la medicién. Para ello,
se adicioné 1 mL del reactivo reconstituido a un tubo de ensayo (12 x 75), se
incubd a 37°C, luego se le agregé 0,1 mL del suero y se incub6é nuevamente

60 segundos a 37°C. Valores de referencia: 0-38 U/L.

Determinaciéon de la concentracion sérica de proteinas totales: Se
determind por la reaccion de Biuret (BIOGAMMA), en la cual las proteinas del
suero reaccionan con iones cupricos en solucién alcalina. EI complejo
coloreado resultante purpura violeta, se mide fotométricamente a 540 nm
(Stat Fax Millenium Il1). El reactivo de Biuret es estabilizado por un alcali, que
es agregado a la reaccion, para proveer una estabilidad indefinida del
reactivo, para llevar a cabo esta reaccion es necesario afadir 3 mL del
reactivo de biuret y 0,05 mL de suero, se mezcld y se incubo por 10 minutos.

Valores de referencia: 6,3-8,5 mg/dL.

Determinaciéon de la concentracion sérica de la albumina: Esta proteina

se determin6 mediante la técnica enlazante de un reactivo coloreado (verde
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de bromocresol) al analito. (BIOGAMMA). Para ello, se agreg6 2,5 mL del
reactivo de color de albumina mas 0,01 mL de la muestra se mezclé y se
dejo en reposo6 por 10 minutos, para formarse un complejo coloreado que se

mide a 630 nm (Stat Fax Millenium Ill). Valores de referencia: 3,5-5,1 mg/dL.

Determinacion de biomarcadores de inflamacion:

Determinaciéon de contaje total de glébulos blancos: Para ello, a 380 uL
de liquido de Turk se le agrego 20 uL de sangre completa anticoagulada
(relacién 1:9, citrato de sodio al 3,2% y sangre completa), se mezclo y
posteriormente se realizé el contaje de las células blancas en la camara de
Neubawuer, contando en los 4 cuadros de los extremos de la camara y
multiplicando la cantidad obtenida por 50 (factor), obteniendo la cantidad de

células por mm?. Valores de referencia: 450 — 11.000 cels/mm®.

Determinacién de la velocidad de sedimentacion globular (VSG): Para
poder determinar la VSG se llevé a cabo por el método de WESTERGREEN,
en donde se enrasa a cero la pipeta de sedimentacion, se coloca de manera
vertical en el soporte de Westergreen. Para ser leida la primera y segunda
hora en milimetros descendidos de los globulos rojos. Con estos valores se
obtiene el indice de Katz (IK), mediante la siguiente formula: IK=(1%"hora +
2%hora/2)/2. Valores referenciales: 105 mm. En este estudio la VSG se
expreso en cuatro categorias de acuerdo a lo establecido por Gladman y col.,
2000: <25 mm/h, 25-50 mm/h, 51-75 mm/h, >75 mm/h.

Determinacién de Fibrinégeno: Se determiné mediante un método semi-
cuantitativo (BIOGAMMA), basandose en una técnica de simple precipitacion
empleando un tampon, se afadieron 4,5 mL del reactivo de fibrinégeno (tubo

de ensayo 13 x 100) y 0,5 mL del plasma, para luego incubar a temperatura
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ambiente por 4 minutos y por ultimo fue leido a 510 nm (Stat Fax Mlllenium
[II). Valores de referencia: 200-400 mg/dL.

Determinacién de Leptina: La concentracion sérica de leptina se determin6
mediante un estuche de ELISA especifico para leptina humana (DRG Leptin,
DRG Instruments GmbH, Alemania). Para ello, se dispensaron 15 uL de cada
estandar (0 ng/mL, 2 ng/mL, 5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL),
controles (concentracion alta y baja) y muestras en los pocillos
correspondientes en la placa de poliestireno de 96 pozos; luego se agrego
100 uL del tampdén de ensayo (fosfato salino 0,1 M con albumina sérica
1,5%, Tween al 0,25%, Proclina 300 al 0,25%) en cada pocillo, se mezclé y
se incubd durante 120 minutos a temperatura ambiente: Después, se
realizaron 3 lavados con 300 uL de la solucion de lavado (fosfato salino 0,1M
con Tween 20 al 1%). Luego de anadié 100 uL de antisuero (anticuerpo
monoclonal anti-leptina biotinilado) a cada pocillo y se incubé durante 30
minutos a temperatura ambiente, transcurrido dicho tiempo se sacudi6
enérgicamente el contenido de los pocillos para lavar nuevamente los
pocillos 3 veces con la solucién de lavado. Se dispensaron 100 uL del
complejo enzimatico (Estreptadivina conjugada a peroxidasa de rabano en
Proclina al 0,3%) en cada pocillo, se incubé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Terminado este tiempo de incubacion se realizaron 3
lavados con la solucion de lavado. Posteriormente, se adicioné en cada
pocillo 100 pyL de la soluciéon de substrato (tetrametilbenzidina, TMB) y se
incubd por 15 minutos a temperatura ambiente (sin recubrir la placa). Por
ultimo, la reaccion enzimatica se detuvo mediante la adicion de 50 uL de
solucion de parada (H,SO4 0,5M), y se determind la absorbancia (Densidad
optica, DO) a 450 + 10 nm con un lector de microplacas (Biotek Multiplaque
Reader, modelo 250, USA). Valores referenciales: 3,63 — 11,09 ng/mL.
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Analisis Estadistico:

Los datos se presentan como la media + DS. Las caracteristicas
demograficas y clinicas se muestran como frecuencia y porcentajes para las
variables categéricas. Para poder establecer las diferencias con: los factores
de riesgo cardiovascular, los parametros bioquimicos de funcionamiento
renal y hepatico y los biomarcadores de inflamacién entre el grupo LES y el
grupo control, asi como, la correlacion de la concentracion de leptina con los
factores de riesgo cardiovascular y con los biomarcadores de inflamacién en
pacientes con LES se us6 la Prueba Mann-Whitney/Wilcoxon Two-Sample
Test (Kruskal-Wallis test for two groups). Los resultados se consideraron
estadisticamente significativos con un valor de P < 0,05. Este analisis se

ejecuto con el paquete estadistico de dominio publico Epi Info 3.5.3.
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Resultados

1. Datos demograficos y clinicos de las pacientes con lupus
eritematoso sistémico (LES) y pacientes aparentemente sanas
(Control).

Como se muestra en la Tabla 3, se evaluaron 15 pacientes con lupus
eritematoso sistémico (LES) y 15 aparentemente sanas (grupo control, CTR),
similares en edad (36,4 + 7,48 afios y 38,13 = 5,08 afos, respectivamente,
P=0,79) y sexo 100% (15/15) del género femenino. La duracion de la
enfermedad en la muestra en estudio oscilé entre 3 meses y 24 afnos (10,88
+ 7,39 afnos). Por otra parte, los pacientes presentaron valores normales de
tension arterial con un promedio de la presidn sanguinea sistélica 117,3
115,79 mmHg y de la diastolica 72+7,74 mmHg. Asimismo, 53,33% (8/15) de
los pacientes con LES y 46,67% (7/15) de los controles mostraron un estilo
de vida sedentario, por el contrario 46,67% (7/15) y 53,33% (8/15)
manifestaron tener un ritmo de vida agitado, encontrandose también que
6,67% (1/15) y 53,33% (8/15) consumian alimentos con altos niveles de

grasa en los respectivos grupos de estudio.

Con relacion a los antecedentes personales y familiares, 26,67%
(4/15) de las pacientes con LES y 13,33% (2/15) de los controles han
padecido enfermedad cardiovascular (EC) tales como: taquicardia,
hipertension; asimismo 40% (6/15) y 66,67% (10/15) respectivamente,
referian antecedentes familiares de EC (hipertensién, infarto agudo al
miocardio, isquemia). Por otra parte, al evaluar las historias clinicas de las 15
pacientes con LES se encontr6 que las mismas presentaban otras
afecciones que en orden de frecuencia fueron sindrome antifosfolipidos
73,33% (11/15), enfermedad renal 33,3% (5/15), infecciones urinarias
(cistitis) 6,67% (1/15), otitis 6,67% (1/15), hipotiroidismo 6,67% (1/15),
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Tabla 3. Datos demograficos y clinicos de las pacientes con LES y pacientes

aparentemente sanas (Grupo Control).

LES CTR P
Nro. de Pacientes (n) 15 15 -
Género (Fem/Masc) 15/0 (100%) 15/0(100%) -
Edad (afos) 36,4 +7,48 38,13 £ 5,08 0,79
Talla (mts) 1,61+ 0,07 1,61+ 0,06 0,47
Peso (kg) 66,8 £ 19,40 60,93 + 6,98 0,66
Circunferencia de cintura (cm) 85+ 12,75 76,06 + 6,64 -
Circunferencia de cadera (cm) 106 + 15,64 102,6 + 7,47 -
TA Sistdlica (mmHg) 117,3 £ 15,79 115,3+ 5,16 0,32
TA Diastolica (mmHg) 72+7,74 74 + 6,32 1,0
Duracion de la enfermedad (afos) 10,88 + 7,39 0+0 -
Estilo de vida: -

Sedentarios 8/15 (53,33%) 7/15 (46,67%)

Agitado 7/15 (46,67%) 8/15 (53,33%) -
Habitos alimenticios (consumo de 1/15 6,67(%) 8/15 (53,33%) -
comidas altas en grasas)

Habitos tabaquicos 1/15 (6,67%) 0/15 (0%) -
Enfermedad Cardiovascular (EC) 4/15 (26,67%) 2/15 (13,33%) -
Tiempo que padecié EC:

<1 mes 0/15 (0%) 1/15 (6,67%) -

3-5 meses 1/15 (6,67%) 0/15 (0%) -

=1 ano 3/15 (20%) 1/15 (6,67 %) -
Antecedentes familiares de EC 6/15 (40%) 10/15(66,67%) -
Infecciones recientes 2/15 (13,33%) 2/15 (13,33%) -
Infecciones respiratorias (Asma) 0/15 (0%) 2/15 (13,33%) -
Infecciones urinarias (cistitis) 1/15 (6,67%) 0/15 (0%) -
Otitis 1/15 (6,67%) 0/15 (0%) -
Enfermedad renal 5/15 (33,3%) 0/15 (0%) -
Nefritis lUpica 3/15 (20%) 0/15 (0%) -
Proteinuria 2/15 (13,33%) 0/15 (0%) -
Otras patologias 2/15 (13,33%) 0/15 (0%) -
Osteocondritis 1/15 (6,67%) 0/15 (0%) -
Diabetes mellitus 0/15 (0%) 0/15 (0%) -
Hipotiroidismo 1/15 (6,67%) 0/15 (0%) -
Sindrome antifosfolipidos 11/15 (73,33%) 0/15 (0%) -
Tratamiento con esteroides 13/15 (86,67% 0/15(0%) -
(Prednisona)

Tratamiento con anticoagulantes 11/15 (73,33%) 0/15(0%) -
Tratamiento con antimalaricos 2/15 (13,33%) 0/15(0%) -
Tratamiento con antihipertensivo 4/15 (26,67%) 0/15(0%) -

Los datos estan presentados como frecuencia y porcentaje. Numero (Nro.);
Femenino/Masculino (Fem/Masc); grupo control (CTR), significancia estadistica P<0,05.
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osteocondritis 6,67% (1/15). En cuanto a los controles, la uUnica afeccion
reportada fue infecciones respiratorias (asma) con una frecuencia de 13,33%
(2/15).

Respecto al tratamiento de las pacientes con LES 86,67% (13/15)
recibio esteroides (prednisona 5-50 mg/dL), 73,33% (11/15) es tratado con
anticoagulantes orales, 13,33% (2/15) con antimalaricos y 26,67% (4/15) con
antihipertensivos, mientras que el grupo control no recibié ningun tipo de

tratamiento.

2. Factores de riesgo cardiovascular en pacientes con LES y en
individuos aparentemente sanos (grupo control).

En la Tabla 4, se puede observar que 26,67% (4/15) de las pacientes
con LES eran hipertensas diagnosticadas y con tratamiento anti-hipertensivo.
Al analizar los resultados del indice cintura/cadera (ICC) no se obtuvo
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos en estudio (0,79
1+ 0,07 vs 0,73 £ 0,04, P=0,91); sin embargo, 3/15 (20%) del grupo con LES y
1/15 (6,67%) del grupo control presentaron sindrome androide, ya que tenian
un ICC >0,85. Asimismo, 1/15 (6,67%) y 5/15 (33,33%) mostraron sindrome

ginecoide, respectivamente, puesto que su ICC fue <0,71.

Una vez evaluados los valores obtenidos del IMC (Kg/m?) entre ambos
grupos de estudio no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa
(25,33 £ 5,78 vs 23,26 + 2,37, P=0,43). Sin embargo, es importante destacar
que 13,33% (2/15) de las mujeres con LES y 6,67% (1/15) de las pacientes
pertenecientes al grupo control tenian un peso insuficiente (<18,5 Kg/m?),
33,33% (5/15) presentaban sobrepeso (26,9-30 Kg/m?) y 6,67% (1/15)
obesidad del grupo con LES, ya que presentaron valores elevados de este

indice antropométricos (>30 kg/m?), mientras que 46,67% (7/15) del grupo
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con LES y 93,33% (14/15) del grupo control tenian un peso adecuado (18,5-

26,9 Kg/m?).

Tabla 4. Factores de

Riesgos

Cardiovascular

Convencionales en las Pacientes con LES y Pacientes Control.

Tradicionales vy

LES (n=15) CTR (n=15) P
Hipertensién 4/15 (26,67 %) 0/15 (0%) -
indice de cintura/cadera (ICC) 0,79 £ 0,07 0,73+0,04 0,91
Normal (0,71- 0,85) 11/15 (73,33 %) 9/15 (60 %) -
Sindrome androide (> 0,85) 3/15 (20%) 1/15 (6,67%) -
Sindrome ginecoide (< 0,71) 1/15 (6,67%) 5/15 (33,3 %) -
indice de masa corporal (IMC) 25,33+5,78 23,26 + 2,37 0,43
Peso insuficiente (<18,5 Kg/m?) 2/15 (13,33%) 1/15 (6,67%) -
Peso normal (18,5- 26,9 Kg/m?) 7/15(46,67%) 14/15 (93,33%) -
Sobrepeso (26,9- 30 Kg/m?) 5/15 (33,3%) 0/15 (0%) -
Obesidad (>30 Kg/m?) 1/15 (6,67%) 0/15 (0%) -
Colesterol total 140 + 38 128 + 49 0,44
Hipercolesterolemia(=180 mg/dL) 2/15 (13,33 %) 2/15 (13,33%) -
Triglicéridos ( mg/dL) 104 £71 72 +44 0,34
Hipertrigliceridemia (=150 mg/dL) 3/15 (20%) 2/15 (13,33%) -
HDL-c (<35 mg/dL) 40,4 + 8,59 41,4 + 15,61 0,13
4/15 (26,67%) 6/15 (40%) -
LDL-c (>130 mg/dL) 79,06 + 34,14 72,13 £42,14 -
1/15 (6,67 %) 1/15 (6,67%) -
VLDL-c (>30 mg/dL) 20,66 + 14,08 14,46 + 8,79 0,44
3/15 (20%) 2/15(13,33%) -
indices de aterogenicidad:
Colesterol total/ HDL (>5) 36+1,12 3,53+1,45 -
1/15 (6,67 %) 1/15 (6,67 %) -
Colesterol LDL/HDL(>3,5) 2,0+£0,90 1,97 £ 1,14 -
1/15 (6,67 %) 1/15 (6,67 %) -
Glicemia (mg/dL) 86,4 + 14,84 77,26 +£9,10 0,55
1/15 (6,67 %) 0/15 (0%) -
Acido urico (mg/dL) 3,58 + 1,45 5,31+ 8,58 0,39

0/15 (0%)

1/15 (6,67 %)

Los valores estan presentados como media + DS, frecuencia y porcentajes. HDL-
colesterol (HDL-c); LDL-colesterol (LDL-c); VLDL-colesterol (VLDL-c), significancia

estadistica P<0,05, LES vs CTR.

Los valores promedio para colesterol (140 + 38 vs 128 + 49 mg/dL),
triglicéridos (104 = 71 vs 72 + 44 mg/dL), HDL-c (40 £ 9 mg/dL vs 41+ 16
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mg/dL), LDL-c (79 + 34 vs 72 + 42 mg/dL), VLDL-c (21 + 14 vs 14 + 9 mg/dL)
se encontraron dentro de los valores de referencia en las muestras
analizadas tanto en las pacientes con LES como en el grupo control y al
comparar estos parametros bioquimicos en ambos grupos no se encontro
una diferencia estadisticamente significativa (P>0,05). Con relacion a estas
variables lipidicas es importante resaltar que 13,33% (2/15) en ambos grupos
en estudio presentaron hipercolesterolemia, 20% (3/15) en el grupo LES y
13,33% (2/15) del grupo control tenian hipertrigliceridemia. Una
dislipoproteinemia se encontré en 26,67% (4/15) en los sujetos con LES y
20% (3/15) de los pacientes aparentemente sanos, debido a que tenian
concentraciones séricas LDL-c >130 mg/dL o VLDL-c >30 mg/dL. Al
determinar los indices de aterogenicidad tanto en el grupo con LES y en el
grupo control se encontraron dentro de los valores de referencia y ademas
no se encontré diferencia estadisticamente significativa al comparar estos

indices en los grupos en estudio.

Por otro lado, el 6,67% (1/15) tanto de las pacientes con LES y del
grupo control presentaron alteracion (valores superiores al referencial) de la
concentracion de glicemia en ayunas y solo 6,67% (1/15) del grupo control
presentd valores superiores al referencial de la concentracion sérica de acido
urico, mientras que todas las pacientes con LES arrojaron valores

referenciales del mismo.

3. Parametros bioquimicos de funcionamiento renal y hepatico en

pacientes con LES y grupo control.

Todos los valores de los parametros bioquimicos utilizados para
estimar el funcionamiento renal: urea (28+ 10 vs 29 + 14 mg/dL), creatinina
(0,8 £ 0,2 vs 0,88 £ 0,15 mg/dL), acido urico (3,6 £ 1,4 vs 5,3 £ 8,6 mg/dL),

asi como los de funcionamiento hepatico: proteinas totales (6,3 £ 0,7 vs 6,8 £
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0,7 g/dL), albumina (4,0 £ 0,5 vs 3,9 + 0,5), globulinas (2,3 £ 0,6 vs 2,9 £ 0,8
g/dL), relacion albumina/globulina (1,8 + 0,6 vs 1,5 + 0,6), transaminasa
oxalacética (AST, 47 + 25 vs 24 + 14 mg/dL), transaminasa piruvica (ALT, 62
+ 47 vs 25 £ 13 mg/dL), de ambos grupos en estudio (LES vs CTR) se
encontraron entre los valores referenciales, sin presentar ninguna correlacion
estadisticamente significativa (P>0,05) entre los grupos investigados (Tabla
5).

Tabla 5. Parametros bioquimicos de funcionamiento renal y hepatico en
pacientes con LES y grupo control.

LES (n=15) CTR (n=15) P

Funcionamiento renal

Urea (mg/dL) 28+ 10 29+ 14 0,60
Creatinina (mg/dL) 0,8+0,2 0,9+0,1 0,38
Acido urico (mg/dL) 3614 53+8,6 0,39
Funcionamiento hepatico

Proteinas totales (g/dL) 6,3+0,7 6,8+0,7 0,45
Albumina (g/dL) 40+£0,5 40+£0,5 0,40
Globulinas (g/dL) 23+0,6 29+0,8 0,35
Relacion Alb/Glob 1,8+0,6 1,5+0,6 0,45
AST 47+ 25 24 £ 14 0,30
ALT 62 + 47 25+ 13 0,70

Los valores estan presentados como media + DS. Albumina/Globulina (Alb/Glob),
transaminasa oxalacética (AST), transaminasa piravica (ALT), significancia
estadistica P<0,05, LES vs CTR.

4. Biomarcadores de inflamacién en pacientes con LES y grupo control.

En relacion a los biomarcadores de inflamacion determinados, cabe
destacar que 80% (12/15) de las pacientes con LES presentaban valores
referenciales en el contaje de globulos blancos y solo el 20% (3/15) tenian un
contaje de los mismos por debajo de los valores de referencia (leucopenia).

Por el contrario el 100% (15/15) del grupo control no presentd ninguna
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alteracion en dichos valores. Por su parte, el 100% (15/15) tanto de los
pacientes con LES como de los controles presentaron una velocidad de
sedimentacién globular (VSG) menor de 25 mm/h, ademas de
concentraciones de fibrinbgeno comprendidas entre 196 + 30 mg/dL vs 169 +

38 mg/dL, P=0,46), estadisticamente no significativo (Tabla 6).

Tabla 6. Biomarcadores de Inflamacién en pacientes con LES y grupo
control.

LES (n=15)  CTR (n=15) P

Contaje total de globulos Blancos:

Normal (4.500 - 11.000 céls/mm?). 6360 + 1072 -
15/15 (100%)
Leucopenia (<4.500 céls/mm?®). 5185 £ 1802 00 -
12/15 (80%) 0/15 (0%)

VSG:

<25 mm/h (%). 15/15 (100%) 15/15 (100%) -
25-50 mm/h (%). 0/15 (0%) 0/15 (0%) -
51-75 mm/h (%). 0/15 (0%) 0/15 (0%) -
>75 mm/h (%). 0/15 (0%) 0/15 (0%) -
Fibrinégeno (200-400 mg/dL). 196 + 30 169 + 38 0,46

Los valores estan presentados como media £+ DS, frecuencia y porcentaje (%).
Velocidad d sedimentacion globular (VSG) grupo control (CTR), significancia estadistica
P<0,05.

5. Concentraciones séricas de leptina en pacientes con LES y grupo
control.

Como se puede observar en la tabla 7, los valores séricos de leptina
obtenidos en las pacientes con LES y en el grupo control fueron 22,25 +
11,78 ng/dL vs 15,59 * 7,63 ng/dL, respectivamente, sin encontrarse
diferencias estadisticamente significativas (P=0,49) entre ambos grupos. Sin
embargo, es importante destacar que 86,7% (13/15) de las pacientes con
LES y 73,3% (11/15) del grupo control presentaron concentraciones séricas

elevadas de este parametro bioquimico. Al respecto se menciona que en el
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grupo con LES presentaron un valor minimo de 12, 9 ng/dL y un valor
maximo de 43 ng/dL y en el grupo control el valor minimo encontrado fue 3

ng/dL y el valor maximo 33 ng/dL.

Tabla 7. Concentraciones séricas de leptina en pacientes con LES vy
pacientes controles.

LES (n=15) CTR P
(n=15)
Concentraciones de Leptina (ng/dL) 22,25+ 11,78 15,59+7,63 0,49
Elevadas concentraciones de Leptina (ng/dL)  13/15 (86,7 %) 11/15 -
(73,3%)

Los valores estan presentados como media + DS, frecuencia y porcentaje (%) grupo
control (CTR), significancia estadistica P<0,05.

6. Correlacion de las concentraciones séricas de leptina con factores de
riesgos cardiovasculares y biomarcadores de inflamacioén en pacientes
con LES y grupo control.

Como se muestra en la Tabla 8, no se encontré una correlacion
estadisticamente significativa entre las concentraciones sérica de leptina con
los factores de riesgo cardiovascular y los biomarcadores de inflamacién
estudiados (P<0,05).

34



Tabla 8. Correlacién de las concentraciones séricas de leptina con factores
de riesgos cardiovasculares y biomarcadores de inflamacién en pacientes
con LES y grupo control.

Factores de riesgo cardiovascular: Leptina (P<0,05)
T.A sistdlica 0,1613
T.A diastdlica 0,4932
ICC 0,9072
IMC 0,2173
Colesterol 0,4026
Triglicéridos

HDL-c 0,2287
VLDL-c 0,4221
LDL-c 0,4951
Glicemia 0,5859
Acido urico 0,5042

Biomarcadores de inflamacién

Glébulos blancos 0,4655
VSG 0,3171
Fibrindbgeno 0,3899

T.A: tension arterial; VSG: Velocidad de sedimentacion globular
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DISCUSION

El desarrollo de ateroesclerosis en pacientes con LES es el resultado
de una interaccion compleja de factores de riesgo cardiovasculares,
biomarcadores de inflamacion, produccion de auto-anticuerpos, actividad de
la enfermedad (pacientes con LES no tratados) y/o terapias usadas para el
tratamiento de esta patologia. Evidencias recientes han sugerido que las
adipoquinas como la leptina pueden jugar un papel importante en el proceso
prematuro de ateroesclerosis tanto en individuos aparentemente sanos asi
como en patologias inflamatorias agudas o crénicas (Marjon y cols., 2009).
Es por ello, que en esta investigacidon se relacion6é las concentraciones
séricas de leptina con factores de riesgo cardiovasculares y con parametros
bioquimicos de inflamacion en pacientes con LES que se encontraban con la

enfermedad inactiva y en individuos aparentemente sanos.

En este estudio los pacientes con LES presentaron una concentracion
sérica mas elevada de leptina que el grupo control, resultado que se
correlaciona con otras investigaciones (Chung y cols., 2009; Marjon y cols.,
2009; McMahon y cols., 2010), sugiriendo una posible relacion entre esta
adipoquina y factores relacionados a esta patologia, aunado principalmente
al estado inflamatorio crénico que se presenta en esta enfermedad. Esto
probablemente se deba a que la proteina C reactiva (PCR) se une a la
leptina evitando su unién al receptor, produciendo una alteracion en la
sefalizacion intracelular y por ende se induce una resistencia a la leptina
(Chen y cols., 2006). Se ha demostrado a través de estudios in vitro que esta
adipoquina puede inducir la expresion de la PCR, lo cual indica que existe
una interrelacién entre la leptina y la PCR, lo cual podria explicar en cierta
manera el estado inflamatorio que se presenta en individuos con LES y a su

vez el desarrollo prematuro de ateroesclerosis.
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Es importante resaltar que en la mayoria de la investigaciones
relacionadas con leptina y con LES, la muestra en estudio son individuos con
esta patologia en su estado activo, en el cual existe un incremento del
contaje total de leucocitos quienes secretan citoquinas pro-inflamatorias (IL-
18, IL-6, Factor de necrosis tumoral-a) consideradas factores de riesgo
cardiovascular, ya que la liberacién de IL-1B e IL-6 por los macréfagos
pueden inducir la sintesis de proteinas de fase aguda (PCR, fibrindbgeno) y a
su vez inducen la expresion del factor tisular a nivel de células endoteliales,
neutrofilos y otras, favoreciendo de esta manera el desarrollo, progresion y

ruptura de la placa aterotrombdtica (Fostergard, 2008).

De acuerdo con los resultados obtenidos para los biomarcadores de
inflamacion determinados (contaje total de gldébulos blancos, VSG vy
fibrindgeno) la muestra en estudio no presentaba un estado pro-inflamatorio,
resultado que era de esperarse, ya que las pacientes con LES se
encontraban bajo un control médico, para evitar la recaida o activacion de la
enfermedad. Es importante sefalar, que existen investigaciones que difieren
de nuestros hallazgos como la de Navarro y cols., 2011, ya que encontraron
concentraciones plasmaticas elevadas de fibrinbgeno y una VSG alargada
indicando un estado pro-inflamatorio, y esto se puede explicar a que en ese
estudio las pacientes se encontraban con la enfermedad activa. Por lo antes
mencionados, las concentraciones de los biomarcadores de inflamacion
estan condicionados al estado activo o inactivo en esta enfermedad, lo cual

afecta la probabilidad de presentar o no una enfermedad cardiovascular.

Al evaluar los factores de riesgo convencionales en la muestra en
estudio se encontré que los pacientes presentaban niveles de tension arterial
normal, a pesar de que en la investigacion habia pacientes diagnosticados
con HTA. Este hallazgo difiere de otros estudios de caracter epidemioldgico
como los realizados por Bruce y colaboradores (2003), Bessant y

colaboradores (2006), en donde la HTA constituyéd uno de los principales
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factores de riesgo cardiovascular que con mayor frecuencia se presentan en
esta patologia. Este resultado podria explicarse porque los pacientes se
encontraban con la enfermedad en un estado inactivo y ademas presentaban

tratamiento con anti-hipertensivos.

Por otra parte, se evidencié que el mayor porcentaje de las mujeres
con LES presentaban un estilo de vida sedentario, lo cual es un factor de
riesgo comun en esta patologia autoinmune, debido a la llamada fatiga LES,
en donde se puede presentar: fibromialgia, anormalidades del sueno, y/o
depresion, esto se puede presentar tanto en estado inactivo como el activo
de la enfermedad, lo que sugiere que una parte sicolégica puede jugar un
factor determinante en la morbilidad de estas pacientes (Oviedo y cols.,
2006; Urowitz y Gladman, 2000).

Un hallazgo usual en los pacientes con LES es la alteracién del perfil
lipidico caracterizado por una hipertrigliceridemia y una dislipoproteinemia
(Santos y cols., 2010). En contraste a lo anteriormente expuesto, en la
muestra en estudio se encontré una concentracion sérica normal de
colesterol, triglicéridos, LDL-c, HDL-c y VLDL-c motivado probablemente al
estado inactivo de la enfermedad y al uso de drogas hipolipidémicas y de

esteroides.

Los valores de leptina no se correlacionan con los parametros clinicos
y/o de laboratorio considerados como: factores de riesgo cardiovascular y
biomarcadores de inflamacién, este resultado nos sugiere que tanto esta
adipoquina como las otras variables determinadas actuan de manera
independiente en el mecanismo complejo de ateroesclerosis. Este dato
difiere del estudio realizado por Yarfez y cols., 2010, ya que encontraron una
relacion directa, proporcional y positiva de leptina con edad, peso, estatura,
circuferencia abdominal, IMC, leucocitos, triglicéridos, insulina y HOMA. Esto
podria explicarse, ya que la hiperleptinemia y la resitencia a la insulina se

asocian con obesidad, siendo esto debido por el exceso de adipocitos, la
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asociacion con el deterioro en la sensibilidad a la insulina, y a la contribucién
de la leptina a la resistencia periférica de la insulina (Simén y Barrio, 2007,
Whipple y cols., 2002).

Por otra parte, existen estudio que han explicado que la asociacion
entre un incremento de leptina con hipertirglicéridemia se debe a que la
produccion de glucocorticoides por los adipocitos incrementa la acumulacién
de triglicéridos y la sintesis de acidos grasos, la insulina obliga a las células
grasas a tomar de la sangre lipidos, los cuales son convertidos en
triglicéridos, la deficiencia de insulina causaria el efecto contrario (Yarnez y
cols., 2010).

Con respecto a los valores de glucosa se encontraron normales en los
sujetos en estudio: 70-110 mg/dL, lo que indica una regulacion hormonal
catabdlica y anabdlica normal. La leptina regula la homeostasis de glucosa al
administrarse a roedores en los que disminuye la ingesta y se incrementa la

energia liberada (Yafiez y cols., 2010).

Un punto que es importante destacar en esta investigacion, es que la
leptina al no tener una asociacién con los factores de riesgo convencionales
y biomarcadores de inflamacion, nos indica que estas diferentes variables
actuan de manera independiente en el desarrollo de ateroesclerosis, tanto en

los sujetos que presente LES asi como en individuos aparentemente sanos.
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CONCLUSIONES

Los pacientes con LES en estado inactivo de la enfermedad presentan
una probabilidad menor de desarrollar un evento cardiovascular al
igual que en individuos aparentemente sanos, ya que los factores de
riesgo cardiovasculares y los biomarcadores de inflamacion se
encontraban dentro de sus valores de referencia en ambos grupos en

estudio.

La presencia de valores normales de colesterol, triglicéridos, HDL-c,
LDL-c, VLDL-c e indices de aterogenicidad disminuye el riesgo de
padecer una enfermedad cardiovascular, tanto en los pacientes con

LES y en individuos aparentemente sanos.

Los factores de riesgo cardiovasculares y/o los biomarcadores de

inflamacion puede modificarse de acuerdo con el estado inflamatorio.

La leptina se puede encontrar elevada en individuos sin y con estados

inflamatorios.

La leptina es un factor independiente de riesgo cardiovascular, ya que
no se correlaciond con los factores de riesgos convencionales ni con

los biomarcadores inflamatorios estudiados.

La leptina, los factores de riesgos convencionales y los biomarcadores
de inflamacién actuan en conjunto, pero de manera independiente en

el desarrollo de ateroesclerosis.

Los pacientes con LES deben ser considerados una poblacion de alto

riesgo para ateroesclerosis y otra enfermedad cardiovascular.
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RECOMENDACIONES

Para que haya una mejor explicacion en el mecanismo fisiopatoldgico
de los eventos aterogénicos que se presentan en éstos pacientes, es
necesario evaluar otros factores de riesgo cardiovascular como:
moléculas de adhesion, citocinas pro-inflamatorias (factor de necrosis
tumoral a, IL 1, IL 6), homocisteina, generacién de trombina y otras

adipoquinas.

Incluir en estudio posteriores ultrasonidos de carétidas en las mujeres
con LES tanto en estado activo como inactivo de la enfermedad, para
poder asociar diferentes parametros bioquimicos (leptina) con el

riesgo de desarrollar una ateroesclerosis subclinica.

Realizar estudios comparativos entre las diferentes variables clinicas
y/o de laboratorio consideradas como factores de riesgo
cardiovascular en individuos con la enfermedad de LES en estado

activo e inactivo.

En estudios posteriores se debe aumentar la n muestral.
Realizar estudios prospectivos para determinar si estos factores

pueden predecir una enfermedad cardiovascular futura en esta

poblacion.
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DEUS LIBERTAS CUITERA

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE BIOANALISIS
TRABAJO DE INVESTIGACION

ANEXO A
CONSENTIMIENTO INFORMADO

De la investigacion titulada;

LEPTINA EN PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO Y SU
RELACION CON FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR Y
PROTEINAS DE FASE AGUDA

El lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoidea son enfermedades de
etiologia inmunitaria, que cursan con un mecanismo natural de activacion
descontrolada y continuada de respuesta inflamatoria, ya que son trastornos
que aparecen cuando el organismo desarrolla una repuesta inmune
inadecuada contra sus propios organos y tejidos, todo este proceso genera
inflamacion y lesion, favoreciendo el desarrollo de una incidencia de eventos
cardiovasculares. Se pretende evaluar el estado inflamatorio y el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares a través de la determinacion de
pruebas de laboratorio como: leptina, perfil lipidico (triglicéridos, colesterol
total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c), perfil hepatico (transaminasa, bilirrubina),
proteinas de fase aguda (proteina C reactiva y fibrindgeno), asi como indices
antropomeétricos como indice cintura cadera (ICC) e indice de masa corporal
(IMC), en pacientes con LES que asisten a la consulta de reumatologia del

Hospital Central de Maracay, con la finalidad de ser usados como
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indicadores de aterogénesis o como predictores de complicacidon
aterotrombotica que pueden presentar dichos pacientes durante la evolucion
de las mencionadas enfermedades, debido a que los mismos cursan con un
acelerado proceso inflamatorio, haciéndolos vulnerables a sufrir o padecer
eventos cardiovasculares y por ende comprometer aun mas su condicion y

estilo de vida.

Yo , portador de la Cedula de Identidad n° ,

Domiciliado en ,

mayor de edad y en uso pleno de mis facultades mentales y sin ninguna

coaccion o violacion alguna, declaro mediante la presente:

1. Haber sido informado de manera clara, objetiva y sencilla, sobre todos
los aspectos relacionados con el presente proyecto de investigacion,
por parte de la autora del mismo, tutoreado por la Prof. Maria del Pilar

Navarro tutora cientifica del proyecto.

2. Tener conocimientos claro que el objetivo principal del estudio es:
LEPTINA EN PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO: RELACION CON FACTORES DE RIESGO
CARDIOVASCULAR Y PROTEINAS DE FASE AGUDA

3. Conocer el propdsito experimental expuesto por los investigadores, en
el cual se establece que mi participacion en el estudio consiste en
permitir que me realicen una toma de muestra de sangre 10 cc para la

determinaciéon de parametros bioquimicos y proteinas de fase aguda.

4. Que la informacion suministrada al equipo de investigacion sera
utiizada para lograr el objetivo planteado, pero que me sera
garantizada confidencialidad relacionada tanto con mi identidad como

con cualquier informacion relativa a mi persona.
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5. Que los resultados del proyecto solo seran utilizados para fines

académicos y de su investigacion.

6. Conocer que mi participacion en el estudio no representa riesgo ni

inconveniente alguno para mi salud.

7. Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido, ni pretendo recibir
beneficio de tipo econdémico, producto de los posibles hallazgos en el

referido proyecto de investigacion.

8. Que los resultados obtenidos en esta investigacion de los parametros
bioquimicos y proteinas de fase aguda seran entregados en un

reporte por escrito.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis
preguntas con respecto a este formato de consentimiento, y por cuanto la

participacion en este estudio es completamente voluntaria, acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a su vez autorizar al
equipo de investigacién de la Universidad de Carabobo, sede Aragua,

realizar el referido estudio.

2. Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion, sin que ello traiga

algun tipo de consecuencia para mi persona.
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Voluntario(A)

Firma:

C.l

Lugar:

Fecha: / /1200
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Investigador
Firma:
C.l:
Lugar:
Fecha: _/ /200



UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE BIOANALISIS
ASIGNATURA DE PROYECTO DE INVESTIGACION

ANEXO B

Se le presenta esta encuesta a los pacientes que acuden al servicio
de reumatologia de el Hospital Central de Maracay Aragua con el fin
de realizar nuestro trabajo de investigacion, titulado LEPTINA EN
PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO: RELACION
CON FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR Y PROTEINAS
DE FASE AGUDA por lo que se agradece responder cada una de
estas preguntas con la mayor sinceridad para asi llevar a cabo este
estudio.
ENCUESTA

|.- Datos Personales

1) Nombre y Apellidos

2) Edad: () afos

3) Sexo: M Q F Q

4) ¢ Ha sufrido usted de eventos cardiovasculares (EC)? Sl Q NO Q
5) ¢ Hace cuanto sufrié de estos eventos cardiovasculares?

De 1 mes 3 a 5 meses mas de un afno

6) Tienes familiares (padres, hermanos) con antecedentes de EC:

ss (J N
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7) ¢Quiénes?

Padre Q Madre Q
Hermanos Q Otros Q

8) Lleva un ritmo muy agitado de vida:

st () NO ()

9) Consume comidas altas en grasas:

ss (O no O

10) Ha sufrido de infecciones recientes:

11) Presenta problemas hepaticos:

12) Presenta problemas renales:
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Si Q NOQ
Si Q NOQ

O WO

SI NO



