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1. RESUMEN.

La espondilitis anquilosante (EA) afecta principalmente a varones jovenes menores de 30
afos. Es claro que el diagndstico y tratamiento oportunos pueden, eventualmente,
disminuir la progresion a anquilosis y discapacidad permanente. Actualmente no existen
biomarcadores confiables que reflejen el grado de actividad de la EA, y los miR tienen alto
potencial para funcionar como marcadores. Sin embargo, para que los miR puedan
funcionar como marcadores de enfermedad, deben ser medidos en muestras faciles de
obtener y rdpidas de procesar, lo que no sucede con su determinacién en células
mononucleares de sangre periférica; asi, nosotros proponemos realizar la medicion de estos

en plasma, el cudl si es facil de obtener y rapido de procesar.

Se explord si hay diferencias en la concentracién de miR-221, miR-16 y let-7i libre en el
plasma de pacientes con EA en comparacién con individuos sanos, y si estas diferencias son
capaces de reflejar el grado de actividad de la EA. Ademas, evaluar si el nivel de miR-16,
miR-221 y let-7i libre en plasma correlaciona con la actividad de la EA evaluada mediante
las escalas clinicas ASDAS, BASFI, BASDAI y ASQolL; asi con las concentraciones séricas de
Metaloproteasa (MMP) 1 y 9, molécula de adhesién al endotelio vascular (VCAM-1) y

moléculas de adhesidn intercelular (ICAM-1).



2. ANTECEDENTES
2.1 Etiopatogenia y epidemiologia de espondilitis anquilosante.

La espondilitis anquilosante (EA) es una entidad clinica perteneciente al espectro de
padecimientos denominados como espondiloartritis (SpA). La EA se caracteriza por
episodios alternantes de artritis en el esqueleto axial y periférico, formacién de hueso en

sitios aberrantes e involucro de tejidos extra articulares [1].

La asociacion de EA con HLA-B27 es ampliamente conocida, y este subtipo de HLA tiene 3
caracteristicas que lo distinguen del resto del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) tipo I. 1) especificidad de unidn, 2) tendencia a plegarse y 3) predileccién de las
cadenas pesadas a formar homodimeros durante el proceso de reciclamiento de la

superficie celular.

La especificidad de unidn del bolsillo de unién B en la hendidura de unién del HLA-B27+ es
a péptidos de longitud menor 30 amino acidos (aa), y que esta union confiere un fenotipo
de lento plegamiento resultado en una acumulacién de una porciéon de las cadenas pesadas

sintetizadas de novo en el reticulo endoplasmico (RE), lo que produce estrés en el RE.

Aparte se han proceso otras vias en las cuales el HLA-B27 esta involucrada en la patogénesis

de la EA [2] Fig 1.
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Non-Canonical B27

Arthritogenic
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Fig 1. Hipdtesis actuales de HLA-B27 en EA.
KIR3DL2 1) Péptidos artritogénicos se unen a HLA-B27 adecuadamente plegados y son
presentados a linfocitos CD8+ autorreactivos

B27 Dimers 2) Reconocimiento no candnico de HLA-B27, por inmunoglobulinas asesinas
(KIR3DL2)
3) Formacidn de oligdmeros mal plegadas unidas a BiP a las cadenas pesadas
causando estrés del RE.
Tomado de Colbert R A, Tran T M, Layh-Schmitt G. HLA-B27 misfolding and ankylosing
spondylitis. Molecular immunology. 2014; 47: 44-51.
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La autofagia es una via conservada y estrictamente conservada por lo que contenido celular
pueden ser secuestrados y dirigidos a degradacién lisosomal. La autofagia es un proceso
basal presente en las células, sin embargo la acumulacién de proteinas mal plegadas induce

la expresién de esta via.

Se han propuesto complejos de genes no-HLA a la patogénesis de EA, uno de los mas
estudiados y asociados; tanto en razas blancas y no blancas, es el ERAP; tanto los haplotipos
ERAP-1ty ERAP-2. ERP-1y ERAP-2 son amidopepetidasas encargadas de degradar proteinas
a péptidos con la longitud adecuada para unirse al complejo f2m-cadena pesada, lo cual
es indispensable para que el HLA-B27 madure a un complejo trimolecular en el reticulo
endopldsmico. El ERAP-1 también promueve la expresién de receptores de superficie para
TNF, IL-1 e IL-6 y es posible que puedan modificar el balance de citocinas y su unién a sus

receptores. Otros genes no-HLA propuestos son genes IL-1R, IL-23R [3].

La prevalencia e incidencia de la EA tiene diferencias considerables entre las diferentes
poblaciones y grupos étnicos. La prevalencia es mucho mas comun entre familiares
relacionados en primer grado con pacientes HLA-B27+, ya que el 10 al 30% de ellos tienen

signos o sintomas de EA.

En México la EA corresponde al 60% de todas las SpA; teniendo una prevalencia del 0.09%
de la poblacién, esto fue reportado en el 2008, que corresponde a 64, 686 individuos. En la
poblacién pediatrica con artritis idiopatica juvenil, la variedad artritis relacionada con
entesitis representa el 35%; y la asociacién en esta poblacidn con la presencia de HLA-B27
es del 90%. El 75% de los pacientes con artritis relacionada con entesitis cumpliran los
criterios de Nueva York modificados para EA en un periodo de 5 a 10 después de haber

presentado los sintomas.

El 45% de los pacientes con SpA indiferenciada, tendran criterios diagndsticos de EA en los

siguientes 3 afios de haber presentado sintomas.

El gasto anual de para el tratamiento anual de un paciente con en EA es aproximadamente

$1710 délares, siendo el 25.3% cubierto por la familia directamente, esto es reportado por



los servicios de salud en EUA, sin contar que las pérdidas econémicas por ausencia laboral

ya que la mayoria de los pacientes inician sintomatologia en edad productiva laboral [4].
2.2 Manifestaciones clinicas.

Musculoesqueléticas.

Lumbalgia

Es el sintoma mas comun, presentdndolo hasta el 80%, el dolor puede ser severo en fases
iniciales de la enfermedad, se puede localizar en la articulacidn sacroiliaca y se irradia a las
crestas iliacas, trocanter mayor o regién dorsal del muslo. El dolor alterna del lado a lado y
se incrementa con movimientos que provoquen un movimiento repentino de la espalda.
Con la evolucién suele volverse bilateral persistente con sensacion de rigidez y dolor en la
parte inferior de la espalda que es peor en la mafiana, el dolor suele despertar al paciente

mientras duerme, especialmente durante la segunda mitad del suefio.
Dolor tordcico.

Esto es debido al involucro de la columna toracica y la presencia de entesitis en las
articulaciones costoesternal y esternoclavicular, que se incrementa con movimientos
inspiratorios y espiratorios. En fases iniciales de la enfermedad se puede evidenciar una leve

a moderada reduccidn de la expansién de la caja toracica.
Entesitis.

Estas lesiones son en sitios de unidn de tendones y esqueleto; complejo entesial, siendo
los sitios mas afectados tenddn de Aquiles, articulaciones costoesternal, procesos

espinosos, cresta iliaca, trocanter mayor, tuberosidades tibiales.
Articulaciones extra axiales.

Las articulaciones coxofemorales y glenohumeral son las mas frecuentes articulaciones
extra axiales, afectando hasta el 35%. En poblacion mexicana la enfermedad coxofemoral
la mads comun. La rodilla también se puede afectar en EA. La articulacion

temporomandibular se afecta en el 10% de los casos.
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Manifestaciones extra axiales.

Oftalmoldgico.

Uveitis anterior aguda o iridociclitis es el mas comun manifestacion extra articular, ocurre
en el 25 a 30% de los pacientes; no hay una clara relacién con la actividad articular. La
mayoria de los ataques se autolimita entre las 4 a 8 semanas; sin embargo se debe de dar

tratamiento oportuno para evitar secuelas oculares.
Enfermedad cardiovascular.

Las afectaciones pueden ser silentes o causar manifestaciones clinicas, que involucran
aortitis ascendente, incompetencia de vdlvula adrtica, conduccién eléctrica anormal,

cardiomegalia y pericarditis.

La incompetencia adrtica es secundaria a la dilatacién e inflamacién de la aorta. Las
alteraciones en la conduccién eléctrica se incrementan conforme a la duracién de la
enfermedad. La prevalencia de infarto al miocardio es de 4.4% en pacientes con EA,

comparado con el 2.1% de la poblacion general.
Enfermedad pulmonar.

El involucro pulmonar es una rara manifestacién tardia, caracterizada por fibrosis pulmonar
de I6bulos superiores, suelen aparecer a 2 décadas después de la presentacién del inicio de

la enfermedad. Las manifestaciones pueden ser tos, disnea y algunas veces hemoptisis.
Involucro neuroldgico.

Las complicaciones neurolégicas de EA pueden ser causados por fractura, inestabilidad
articular, compresiéon o inflamacién. Los niveles de raices nerviosas mas comunmente
involucrados son C5-C6 o C6-C7. La subluxacién atlantoaxial espontdnea se observa mas en

pacientes con afectacion periférica que aquellos con afectacidn axial Unicamente.

El sindrome de cauda equina es una rara pero grave complicacién, el sindrome afecta las
raices nerviosas lumbosacras. Las lesiones no compresivas existen; como pueden ser

aracnoiditis y adhesién aracnoidea.
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Involucro renal.

La nefropatia por IgA ha sido reportada en el 37% de los pacientes, hematuria microscépica
y proteinuria puede ocurrir en el 35%, la significancia clinica de estos hallazgos y el deterioro

de la funcién renal es incierta [5].
2.3 Tratamiento.

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINE) tienen eficacia y efectividad demostrada para
el alivio de sintomas. Cuando se administran por periodos prolongados hasta por un afio,
pueden mejorar la movilidad espinal y los reactantes de fase aguda. Se ha demostrado
misma eficacia con inhibidores selectivos y no selectivos de COX-2, sin embargo el riesgo a

efectos adversos gastrointestinales son mas frecuentes con el uso de los ultimos.

Los farmacos modificadores de la enfermedad (FARME) de la artritis reumatoide,
metotrexato, leflunomida y sulfasalazina en la EA proveen modesta mejoria solo en artritis

periférica.

Mientras que los glucocorticoides pueden ser efectivos en tratamiento local intra articular

0 en entesitis periférica.

EL pamindronato, un bisfosfonato administrado por via intravenosa (1V), mostré efectividad

sintomatica en afectacion axial.
Terapia bioldgica.

El tratamiento anti-TNF es la piedra angular en la EA; cuatro anti-TNF han probado beneficio
en el EA, infliximab, etanercept, adalimumab y golimumab. Todos han demostrado
respuesta ASAS-20 en rango de 55 a 60% y respuesta ASAS-40 en rango de 45-50%. El grupo
de pacientes que ha tenido mejor resultado con esta terapia, son aquellos con estadio pre-
radiografico y con una enfermedad de corta duracidn con mejoria en parametros objetivos;
reactantes de inflamacion, cambios histopatoldgicos de la sinovia y hallazgos en resonancia
magnética; sin embargo hasta el momento no han demostrado eficacia en la prevencién en

el dafio estructural [5].
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2.4 Evaluacion y seguimiento.

El tratamiento temprano de la enfermedad ha mostrado disminuir la tasa de progresion de
dano radiografico, por lo que las escalas clinimétricas y biomarcadores que graduan la
actividad de la enfermedad, juegan un papel crucial para valorar respuesta o falla a
tratamiento. Sin embargo, hasta el momento no hay un consenso sobre la aplicacién de

estas herramientas para la medicion de la actividad de la enfermedad [1].

La medicion de la actividad y las alteraciones funcionales en los pacientes con EA se realiza
mediante la aplicacion de escalas clinicas. En estas se incluye el indice de actividad de la
enfermedad de espondilitis anquilosante (BASDAI, por sus siglas en inglés), propuesta en el
afio de 1994 por Garrett y colaboradores y que evalla los 5 principales sintomas de EA
(cansancio, artritis axial y periférica, dreas de sensibilidad y rigidez articular matutina)
mediante el uso de escalas analogas visuales de 10 cm. Este indice tiene confiabilidad,
reproducibilidad y sensibilidad al cambio. EIl BASDAI ha sido usado como medidor de la
actividad de la enfermedad en ensayos clinicos que prueban diferentes tratamientos;

actualmente, hay versiones adaptadas a diferentes idiomas, incluyendo el espafiol [6].

EL indice de la funcionalidad de EA (BASFI, por sus siglas en inglés) es el instrumento
preferido para la medicidn de la funcién en EA. La funcidn fisica no es un parametro unico,
sino mas bien una coleccién de diferentes conceptos de salud. El deterioro de 0.5 a 1 unidad
por afio o un puntaje basal alto de BASFI pueden predecir un curso de la enfermedad severa

con el tiempo [7].

Recientemente se han creado nuevas herramientas para medir la actividad que incluyen
variables clinicas y de laboratorio, como el puntaje de actividad de la EA (ASDAS, por sus
siglas en inglés), la cual es simple, reproducible y discrimina entre diferentes grados de
actividad de la enfermedad y de remisién: Ademas de explorar los 5 principales sintomas
de EA, esta escala incluye los reactantes de fase aguda proteina C reactiva (PCR) y velocidad
de sedimentacién globular (VSG) [8]. En estudios exploratorios se encontrd sensibilidad y
especificidad para remision de 76.9% y 88%, para actividad leve de 86.9% y 75.8%, y para

actividad alta de 85.8% y 76%, respectivamente [9]. Si bien es atractivo y facil de realizar, la
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medicion de PCR y VSG en forma independiente es insuficiente en el ambito de EA, ya que
son poco especificos de la enfermedad; sin embargo sus niveles séricos no se correlacionan

bien con el grado de actividad de la enfermedad [10].

Instrumento para medir la calidad de vida para espondilitis anquilosante (ASQoL) toma una
serie de conjuntos de pardmetros que ayuda a valorar el impacto de la EA y podria ayudar

a valorar la respuesta del tratamiento segun el punto de vista del paciente [11].

Existen otras escalas que incluyen estudios de imagen sea radiografia o resonancia
magnética. Estas incluyen al indice radiolégico de espondilitis anquilosante (BASRI), sin
embargo su aplicacién involucra mayor costo y no es factible realizarlo en forma rutinaria

en la consulta diaria [12].

Se han explorado diferentes biomarcadores séricos, los cuales estan involucrados en la
fisiopatogenia de la enfermedad y su correlacion con la actividad de la enfermedad, Tabla

1 [9]. Su valor clinico estd por definirse.

Biomarcador Prueba estadistica | Valor de P Comparador
Metaloproteasa-3 Correlacién de | 0.0007 BASDAI
de matriz Spearman
0.017 BASDAI
0.01 BASDAI
ROC
0.009 BASDAI
0.014 PCR
Correlacion de
Spearman
Nivel basal de BALP | Correlacién de | 0.005 PCR
Spearman
Neopéptido C2C Regresion lineal 0.048 PCR
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Propéptido-C de

colageno tipo Il

Factor estimulador
de colonias de

macroéfago

Amiloide A

Interleucina 6

Basal de VEGF

VEGF a 2 aios

Correlacidn

Spearman

Correlacion

Spearman

Correlacidn

Spearman

Correlacion

Spearman

Correlacion

Spearman

Correlacidén

Pearson

Correlacion

Spearman

Correlacion

Spearman

Correlacion

Spearman

de

de

de

de

de

de

de

de

de

0.04

<0.05

<0.05

0.004

0.007

<0.0001

<0.0011

<0.0011

0.034

0.001

0.0327

0.030

0.009

0.018

0.010

0.011

VSG

VSG

BASDAI

BASDAI

BASDAI

BASDAI

PCR

VSG

PCR

VSG

BASDAI

PCR

VSG

BASDAI

PCR

VSG
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0.003 BASDAI

2.5 MicroRNA en espondilitis anquilosante.

Los microRNA (miR) son moléculas pequefias monocatenarias de acido ribonucleico (RNA)
no codificante, constituidos aproximadamente de 22 nucledtidos, que regulan la expresidn
de multiples genes a nivel post transcripcional. Estos miR juegan un papel importante en las
vias de regulacién de procesos fisioldgicos [13], y su expresion alterada se ha encontrado

implicada en la patogénesis de diferentes formas de artritis [14, 15].

El involucro de los miR en EA apenas se estd explorando [16, 17]. En un estudio se
exploraron 270 miR en linfocitos T de sangre periférica de pacientes con EA. Sin embargo,
Unicamente el miR-16, miR-221 y let-7i se encontraron sobre expresados en los pacientes
con EA. De hacer notar, la concentracién de estos miR mostré una correlacién positiva con
el indice BASRI para columna lumbar. Adicionalmente, no se encontré correlacion con los
niveles séricos de PCR o el grado de sacroiliitis por radiografia [17]. Se ha demostrado que
la sobreexpresién de miR-16, miR-221 y let-7i suprime la expresion de Bcl-2, c-kit y TLR4,
respectivamente. Ademads, let-7i se ha visto involucrado en la sobreproducciéon de

interferén-y y en la supresion de la expresidn del receptor TLR-4.
2.6 VCAM e ICAM en espondilitis anquilosante.

Las manifestaciones extra articulares son responsables del incremento de la morbilidad y
mortalidad en los pacientes con espondilitis anquilosantes. Una alta incidencia de
mortalidad cardiovascular sea reportado en los paciente con EA, Han y colaboradores
encontraron un incremento de riesgo a ateroesclerosis 1.5 veces mas en comparacion a

poblacién sana.

Este incremento de riesgo cardiovascular se observa en diferentes patologias reumaticas,
esto es secundario a la mediacidon de factores inflamatorios, los cuales se asocian a

ateroesclerosis acelerada. Especialmente en paciente con EA la hipertensidn, niveles bajos
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de colesterol-HDL y apoA-1 se correlaciona con este incremento del riesgo cardiovascular

[18].

Las moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 se encuentran expresadas en la superficie
luminal de las células endoteliales o en forma soluble en el plasma. Su funcién es mediar la
adhesion de varios tipos de leucocitos a la superficie endotelial para su posterior diapédesis.

Su produccion es estimulada por citocinas inflamatorias.

En el 2012 Stinghen y colaboradores, explord la correlacidn entre los niveles plasmaticos de
VCAM-1 e ICAM-1 con el grado de actividad de la enfermedad; usando escalas de actividad
de la enfermedad (BASDAI, BASFI, ASDAS y ASQol) y reactantes de inflamacion (PCR). En
una cohorte de 85 pacientes sin tratamiento de terapia anti-TNF, encontraron que los
niveles de ICAM-1y VCAM-1 no se correlaciond con ninguna de las escalas de actividad de
la enfermedad y reactantes de la inflamacidn [19], sin embargo estos resultados son
contradictorios; ya que Garg y colaboradores, en el 2014 realizaron un estudio de
intervencién en un grupo de 32 pacientes solo con tratamiento con fadrmacos modificadores
de la enfermedad (FARME), recibieron tratamiento con rosuvastatina 10 mg/dia o placebo
por 24 semanas. Se realizaron mediciones basales de dilatacién media de flujo (FMD) por
USG-Doppler, escalas de actividad (BASDAI y BASFI), reactantes de inflamaciéon (PCR y VSG),
citocinas inflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF-a) y moléculas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-1). En
este estudio se reportd mejoria de la FMD, disminucién de niveles séricos de IL-6, PCR,
ICAM-1, posterior al tratamiento. Pero no se encontré mejoria en los puntajes de las escalas

BASFI y BASDAI [20].
2.7 Metaloproteasas en espondilitis anquilosante.

La remodelacion de la matriz extracelular es clave para la homeostasis tisular. En situaciones
patoldgicas como es en EA la relacion normal del proceso de reparacién esta alterada. El
remodelado de la MEC libera productos de degradacidn proteica, neopéptidos, que son
generados por las proteasas expresados localmente en el area afectada. Estos fragmentos

de degradacién pueden servir como biomarcadores de la actividad de la enfermedad.
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Colagena tipo V es importante para la formacion de fibras de colageno, también se ha
implicado en la induccion de la activacidon y motilidad en diferentes tipos celulares. Se ve
sobre expresado en procesos de recambio tisular alto. Las MMP son endopeptidasas, las
cuales son claves en la degradacién proteica de la MEC como son el colageno y
proteoglicanos. La MMP 2 y 9 degradan el colageno tipo V, Veidal y colaboradores en el
2012, reportaron que estas dos metaloproteasas estan sobre activadas en la EA, esto fue
demostrado al encontrar altas concentraciones de C5M, neo péptido de degradacion de
coldgeno V, en los pacientes con EA a comparacién de controles sanos. Por lo que proponen
como un biomarcador este neopéptido como actividad de la enfermedad [21]. Skjot-Arkil H
y colaboradores en el 2012, reportaron que MMP y catepsina degradan la proteina C
reactiva, realizaron medicién de PCR sérica, MMP-PCR y catepsina-PCR (CAT-PCR) en 40
pacientes con EA y 40 controles pareados por edad y sexo, en dicho estudio se reportd que
en pacientes con EA tenian concentraciones elevadas de MMP-PCR y CAT-PCR a
comparacion de controles sanos, mientras que no hubo diferencia de concentraciones
séricas de PCR entre EA y controles sanos; también proponen a estos dos neopéptidos como

biomarcadores de la actividad de |la enfermedad [22].

La MMP-1 es una colagenasa intersticial que es capaz de degradar coldgeno tipo Il y tipo
lll, estd involucrado en multiples procesos fisiolégicos que mantienen la integridad
osteocondral. Kaspiris A. y colaboradores en el 2013 reportaron sobreexpresién de MMP-
1 en los osteoblastos en muestras de sinovia de pacientes con osteoartritis avanzada, ellos
proponen que esta sobre expresion promueve la degradacién de colageno tipo | no
mineralizada, exponiendo sitios de superficie dsea. Siendo esto un prerrequisito para
activacion de osteoclastos y degradaciéon dsea. En este mismo estudio se reporté la
presencia de células apoptédticas con sobreexpresion de MMP-1, sugiriendo que la MMP-1
tiene sustratos de como receptores de citocinas, enzimas y receptores de superficie celular

[23].

Con base en estos antecedentes, proponemos explorar la concentracidon de miR-221, miR-
16 y let-7i en plasma, asi como las concentraciones plasmaticas de IL-8, MMP-1, MMP-9,

VCAM e ICAM en pacientes con espondilitis anquilosante y su correlacion con el grado de
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actividad de la enfermedad, mediante la aplicacién de los indices clinimétricos BASDAI y
ASDAS; asi como su correlacion con funcionalidad y calidad de vida mediante la aplicaciéon

de BASFI Y ASQol respectivamente.
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3. Justificacion

La EA afecta principalmente a varones jovenes, alrededor de los 30 afios de vida. Es claro
que el diagndstico y tratamiento oportunos pueden, eventualmente, disminuir la
progresién a anquilosis y discapacidad permanente [4]. Actualmente no existen
biomarcadores confiables que reflejen el grado de actividad de la EA, y los miR tienen alto
potencial para funcionar como marcadores [9]. Sin embargo, para que los miR puedan
funcionar como marcadores de enfermedad, deben ser medidos en muestras faciles de
obtener y rdpidas de procesar, lo que no sucede con su determinacién en células
mononucleares de sangre periférica; asi, nosotros proponemos realizar la medicion de estos

en plasma, el cudl si es facil de obtener y rapido de procesar.
4. Hipotesis

La medicidon de miR-221, miR-16 y let-7i libre en plasma servird para discriminar pacientes

con EA de individuos sanos, y funcionara como marcador de actividad de la EA.
4.1 Objetivo principal

Explorar si hay diferencias en la concentracién de miR-221, miR-16y let-7i libre en el plasma
de pacientes con EA en comparacion con individuos sanos, y si estas diferencias son capaces

de reflejar el grado de actividad de la EA.
4.2 Objetivos secundarios

1- Evaluar si el nivel plasmatico de miR-16, miR-221 y let-7i libre en plasma correlaciona con

la actividad de la EA evaluada mediante las escalas clinicas ASDAS, BASFI, BASDAI y ASQolL.

2- Evaluar si el nivel plasmatico de MMP-1, MMP-9, VCAM-1, ICAM-1 y PCR solubles en
plasma correlaciona con la actividad de |la EA evaluada mediante las escalas clinicas ASDAS,

BASFI, BASDAI'y ASQolL.

20



5. METODOLOGIA

5.1 Disefio de estudio.

Estudio exploratorio de corte transversal.
5.2 Poblacidn elegible.

Pacientes de los departamentos y servicios de reumatologia de las siguientes sedes

hospitalarias:

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”
Hospital General “Manuel Gea Gonzalez”.

5.3 Criterios de inclusion.

Hombres y mujeres mayores de 18 afios de edad que cumplan los criterios diagndsticos

modificados de Nueva York de 1984, de acuerdo a:

Criterios radioldgicos

1- Sacroilitis bilateral grado 2l o unilateral grado Il a IV.

Criterios clinicos.

1- Lumbalgia y rigidez lumbar de duracién de al menos de 3 meses, mejora con el ejercicio
y no mejora con el descanso.

2- Limitacién del movimiento de columna lumbar, tanto en el plano sagital y planos
frontales.

3- Limitacion de la expansion toracica en relacidén con los rangos normales para edad y

sexo.

Diagndstico definitivo es 1 criterios radioldgico + 2 criterios clinicos.

Las muestras de sanguineas se obtuvieron de individuos clinicamente sanos, donadores de
sangre del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, aparejados por edad (£5

afos) y género.
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5.4 Criterios exclusién.

Paciente con infeccidn activa, neoplasia, embarazo, cirugia o trauma reciente (ultimo mes).
5.5 Procedimientos.

1- Hoja de coleccion de datos (ver anexo1l)

2- La aplicacion de escalas clinicas BASDAI, ASDAS, BASFI y ASQoL (Anexo 1). El calculo de
puntaje de ASDAS se realizara por el investigador usando la aplicacién on-line

http://www.asas-group.org/clinical-instruments/asdas calculator/asdas.html

3- Toma de 6 cc de sangre periférica por venopunciéon en tubo impregnado con EDTA

mediante técnica de aspersion.

4- La medicién de las concentraciones plasmaticas de MMP-1, MMP-9, VCAM e ICAM se
realizard mediante inmunoensayo enzimatico ligado a enzimas con técnica de sandwich y

reactivos comerciales. Se utilizé reactivos de BioLegend.

5- La extraccion de RNA se realizé a partir de 100 microlitros de plasma usando el Direct-zol
RNA MiniPrep (Zymo Research) con 1 microL de RNA bacteriano (Roche). Posteriormente,
2,5 microlitros (RNA 25 ng) del aislado se utilizaran para la transcripcion inversa utilizando
el TagMan MicroRNA Transcription Kit (Applied Biosystems) en 15 microlitros de reaccién.
Las reacciones serdn incubadas en un termociclador durante 30 minutos a 16°C, 30 minutos
a42°C, y 5 minutos a 85°C. Después, 3 microlitros de DNAc seran amplificados utilizando el
ensayo especifico para cada miR en un LightCycler 480 Il (Roche, Basilea, Suiza) con el kit
LightCycler 480 Probes Master. Las condiciones de termociclado seran: desnaturalizacién
inicial a 95 ° C durante 10 min, seguido por 45 ciclos de 95°C durante 15 s, 60°C durante 30
s, y 72°C durante 3 s. La cuantificacidn relativa de miR se estimard por la férmula 2- (miR

objetivo — hsa-miR-39 Cp).
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5.6 Estadistico.

Se utilizé la prueba de d’Agostino-Pearson para evaluar el grado de normalidad de la
distribucién. Las variables dicotdomicas seran presentadas mediante frecuencias y
proporciones; mientras que las variables ordinales o dimensionales fueron representadas

como media y desviacion estandar.

La inferencia estadistica se realizd mediante coeficientes de correlacién de Spearman,
segun la distribucidn de los datos. Las diferencias se explord por prueba Mann-Whitney
para variables dimensiones y ordinales. Todos los analisis se realizarén a dos lados y se fijara

un valor de significancia en P<0.05.

La base de datos se generé en la hoja de calculo Excel (Microsoft Corporation, Redmond
WA, USA) y se analizara en el paquete estadistico GraphPad Prism ver 4.02 (Graph Pad Inc,
San Diego CA, USA).
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6. RESULTADOS.

6.1 Pacientes y controles.

Se reclutaron 17 pacientes con edad promedio 43.5 afios de edad, 6 mujeres y 11 hombres,

con tiempo de diagndstico de la enfermedad promedio de 12.85 afios. Los pacientes

numero 4, 6, 8 y 12 tienen tratamiento solo con analgesia, mientras que paciente 7 y 17

con terapia biolégica con anti-TNF, etanercept 50 mg semanal y adalimumab 40 mg

quincenal, respectivamente, resto de pacientes tenian tratamiento anti inflamatorio no

esteroideo (AINE), tabla 2.

2
L N LN WN R S

R R R R R R R
A L AN W N RO

17

Edad

44
39
66
49
29
39
27
53
28
53
56
26
20
38
59
62

54

<
00

Los controles sanos fueron un

Tratamiento

Meloxicam 15 mg diarios

Diclofenaco 5 mg/d

Sulfasalazina 1g/d, Prednisona 7.5 mg/d
Paracetamol 500 mg cada 8 horas en caso de dolor
Ibuprofeno 400 mg/8 hrs

Paracetamol 500 mg en caso de dolor

Etanercept 50 mg

Sulfasalazina 3g/d, celecoxib 200 mg/24 hrs.

sin tratamiento

Sulfasalazina 3g/d, celecoxib 200 mg/24 hrs.
Sulfasalazina 3g/d, Diclofenaco 50 mg cada 24 hrs

Paracetamol 500 mg cada 8 horas en caso de dolor.

Sulfazalazina 3 g/dia, diclofenaco 100 mg/d
Sulfasalazina 3g/dia, prednisona 5 mg/d
Metotrexato 5 mg/sem.

Metotrexato 25 mg/sem, Etoricoxib 90 mg/di,
Prednisona 5 mg/d
Sundilaco 200 mg, adalimumab 40 mg cada 15dias

total de 14, siendo 6 mujeres y 8 hombres, con edad

promedio de 42.65 afios de edad.
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6.2 Expresion en plasma de los miR en pacientes con EA y controles sanos.

Se explord si habia diferencia de expresién de miR-16, miR-Let7i y miR-221 y que pudiera
identificar pacientes de los controles sanos esto se realizd mediante la prueba Mann-

Whitney, se encontré que solamente que miR-Let7i tiene un p<0.05 (p=0.03), ver tabla 3.

MIR EA (PROMEDIO) CONTROLES Valor de p
(PROMEDIO)

MIR-16 | 0.49830588 0.44312857 0.7

MIR-LET7I | 0.02050938 0.00109 0.003

MIR-221 | 0.00415 0.0026 0.1

6.3 Expresion en plasma de MMP-1, MMP-9, VCAM, ICAM e IL-8 en pacientes con EA y

controles sanos.

Se explord si habia diferencia de expresion de MMP-1, MMP-9, VCAM, ICAM e IL-8 y que
pudiera identificar pacientes de los controles sanos esto se realiz6 mediante la prueba
Mann-Whitney, se encontré que PCR, MMP-9 tienen una p<0.05 (p=0.003 y 0.009

respectivamente), ver tabla 4.

MOLECULA EA (PROMEDIO) CONTROLES Valor de p
(PROMEDIO)

PCR mg/dL | 20.2035882 2.97069231 0.003

MMP-1 | 1275.82353 635.642857 0.1

MMP-9 | 1202.47059 700.142857 0.009

VCAM | 14063.2941 13657.4286 0.3

ICAM | 12016.4706 12008.2857 0.6

6.4 Evaluacion de MMP-9, PCR y miR-Let7i como pruebas diagnésticas.

Se evaluaron las moléculas que mostraron una mayor concentracidon en pacientes con EA;
con un valor de p significativa (MMP-9, PCR y MiR-Let7i), como pruebas diagndsticas

mediante la curva ROC, ver tabla 5., Fg2, Fg3 y Fg4.

MOLECULA % SENSIBILIDAD, INTERVALO DE Valor de p
ESPECIFICIDAD CONFIANZA

MMP-9 | 85 0.71-0.99 0.0008

PCR mg/dL | 81 0.66-0.97 0.003

MIR-LET7I | 72 0.53-0.91 0.03
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Fig 2.

a) Comparacién de niveles séricos
de miR-Let7Zi en plasma de
pacientes con EA y controles sanos,
fue significativamente mayor en
pacientes con EA.

b) Curva ROC teniendo un %
sensibilidad/especificidad del 72%

Fig 3.

a) Comparacién de niveles séricos
de MMP-9 en plasma de pacientes
con EA vy controles sanos, fue
significativamente mayor  en
pacientes con EA.

b) Curva ROC teniendo un %
sensibilidad/especificidad del 85%

Fig 4.

a) Comparacion de niveles séricos
de PCR en plasma de pacientes con
EA y controles sanos, fue
significativamente mayor  en
pacientes con EA.

b) Curva ROC teniendo un %
sensibilidad/especificidad del 81%
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6.5 Correlacion de niveles de expresion plasmatica de miR-16, miR-Let7i, miR-221, MMP-
1, MPP-9, PCR, VCAM e ICAM con la puntacién obtenida en las escalas BASFI, BASDAI,
ASQolL y ASDAS.

Se explord la correlacidn entre las diferentes moléculas y las puntaciones obtenidas en las

diferentes escalas clinimétricas, mediante el coeficiente de correlacién de Spearman.

Se encontrd que las escalas BADAI y ASQoL no tuvieron correlacidn con ninguna de las
moléculas; mientras que el BASFI tuvo correlacidn directa con PCR, MMP-1 con valor de p
significativo (0.006 y 0.002 respectivamente), y con miR-16 tiene una correlacion negativa

(p=0.005).

Con la escala ASDAS se tiene correlacidn positiva con PCR y MMP-1 solamente con valor de

p significativa (0.001 y 0.004 respectivamente). Ver tabla5y Fg 5,6y 7.

ESCALA/MOLECULA r Valor de p
BASFI/MMP-1 | 0.065 0.004
BASFI/MIR-16 -0.65 0.005
ASDAS/MMP-1 1 0.65 0.004
5 100 p=0.005

‘ r=-065

7.54

E Fig 5.
g 504 - . Correlaciéon entre los niveles séricos de miR-16 vy

BASFI en pacientes con EA.
25+

0.0 T T T 1
000 025 050 075 1.00

miR-16 / miR-39
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Fig 6.

Correlacién entre los niveles séricos de MMP-1y BASFI

en pacientes con EA.

Fig 7.

Correlacién entre los niveles séricos de MMP-1 y BASFI

en pacientes con EA.
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7. Discusion.

En nuestro estudio se demostré que miR-Let7i se encuentra sobre expresada en plasma de
pacientes con EA a comparacién de controles sanos en poblacion mexicana; mientras que
miR-221 y miR-16 no se encontré diferencia significativa; a comparacion del estudio
realizado por Lei N y colaboradores en poblacidn china, en el que se encontré los 3 miR
sobre expresados. Esta diferencia respalda la complejidad genética y la patogénesis de la

enfermedad, ya que se ha explorado numerosos miR y su correlacién con actividad de EA.

MiR-let7i induce autofagia para proteger la células T de la apoptosis mediante expresion a
la baja del receptor factor de crecimiento tipo insulinico tipo-1 (IGF1R), ya que inhibe vias
de seializacién abajo incluyendo inhibicion de la fosforilacion de mTOR y Akt. También
inhibe Bcl-2 y promueve la acumulacidn de Bax, todo esto resulta en inhibicion de apoptosis
acelerada de linfocitos T esto es confirmado por incision de la cascapsa 3y PPAR, Hou y
colaboradores también encontraron sobreexpresidn de este miR en los pacientes con EA en
comparacion con pacientes sano, por lo que puede ser una biomarcador util para

diferenciar de los individuos sanos y enfermos [24].

MiR-16 también se relaciona en procesos de apoptosis y diferenciacién celular, a
comparacion de lo reportado por Lei N y colaboradores no se encontrd sobre expresado en
EA con respecto a controles sanos, el gen de miR-16 se encuentra en el cromosoma 13q14,
y la deleccién bi alélica se asocia con baja expresion de miR-16 [25]. También se ha
explorado su nivel de expresién en artritis reumatoide y artritis idiopatica juvenil,
encontrandose sobre expresado en pacientes con actividad de la enfermedad. MiR-16
inhibe Bcl-2 y sobre expresa las proteinas Bmil y CCND1 en macrdéfagos y monocitos [26];
sin embargo esto no es observado en poblacién mexicana por alteraciones alélicas que no

permita la sobre expresion de este miR como es observado en otras poblaciones.

Si bien el miR-16 no es biomarcador adecuado para diferenciar individuos sanos y enfermos
en poblaciéon mexicana. Los niveles séricos tienen una correlacién inversa con los puntajes
en BASFI, lo cual estd en contra en lo observado al menos en All y AR, en donde la

correlacién es directa. Sin embargo se necesitan estudios longitudinales para explorar la
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correlacién entre las variaciones anuales de los puntajes del BASFI y los niveles séricos miR-
16; ya que un descenso anual del 0.5 a 1 punto del puntaje basal del BASFI se asocia con

una EA activa y mds agresiva [7].

Como se ha reportado en poblacion brasilefia e india, por Feijo V. y Garg N.
respectivamente, no hay correlacion entre los puntajes de BASDAI, BASFI y ASQolL ylos
niveles séricos de ICAM y VCAM, pero sin con las cifras de presién sistdlica y diastdlica
arterial, niveles séricos colesterol LDL y HDL asi como el incremento de riesgo
cardiovascular, sin embargo esto no es el fin nuestro estudio por lo que no recabamos estas

variables en nuestra muestra.

Hasta el momento no hay estudios exploratorios de los niveles de expresién de MMP1y EA,
sin embargo creemos que estd involucrada en la patogénesis de EA, ya que la
sobreexpresion de MMP1 afecta la integridad osteocondral, como lo reportd Kaspiris A. en
pacientes con osteoartritis avanzada. Si bien no es adecuado biomarcador para diferenciar
individuos sanos de enfermos, si tienen una correlacion directa con los puntajes en BASFI,
lo cual es de esperarse ya que puntajes basales altos de BASFI puede predecir una actividad
mas activa y grave. También tiene una correlacidon directa con ASDAS lo cual apoya su

correlacion con BASFI.

Los niveles séricos de MMP9 permiten diferenciar pacientes de controles sanos, ya que se
encuentra en concentraciones mas altas en los primeros. Como lo habia reportado Veidal y

colaboradores en el 2012, sin embargo no tiene correlaciéon con escalas clinicas.

Como ya es ampliamente conocido los niveles plasmaticos de PCR y otros reactantes de
fase agudo tienen una débil correlacién con la actividad en forma aislada, por lo que se ha
hecho el esfuerzo de incluirlo junto con otras variables clinicas como es en el ASDAS.
Aunque en este estudio se vio una diferencia entre las concentraciones séricas de los
pacientes con EA y controles sanos, se debe de tener con cautela ya que su elevacién no es

especifica de esta enfermedad.
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8. Conclusion.

Los biomarcadores que son Utiles para diferenciar a los pacientes con EA y controles sanos
en poblacién mexicana con PCR, MMP-9 y miR-Let7i, sin embargo no fueron capaces de
reflejar el grado de actividad de la EA. Los niveles séricos de MMP-1 es un biomarcador que
se correlaciona en forma directa con los puntajes obtenidos en las escalas ASDAS y BASFI.
Mientras que la correlacion fue inversa del biomarcador miR-16 con el puntaje obtenido en

la escala BASFI.
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