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RESUMEN

El Lupus eritematoso sistémico es una enfermedad cronica autoinmune de origen
desconocido, caracterizada por episodios de remision y de reactivacion clinica que
puede llegar a comprometer varios 6rganos y sistemas. Sin embargo muchos estudios
han propuesto a varios genes como factores predisponentes de la enfermedad, entre los
que se considera el gen que codifica el FcyRIIIB que se expresa en la membrana celular
de los neutréfilos y presenta dos polimorfismos el NA1 y el NA2 que en diferentes
poblaciones han mostrado diferente grado de susceptibilidad a LES, se asocian también
a una depuracion ineficiente de complejos inmunes y alteracion del proceso de
fagocitosis. El presente estudio pretende determinar el efecto del polimorfismo de los
alelos NA1 y NA2 en pacientes con lupus eritematoso sistémico sobre la capacidad
fagocitica de polimorfonucleares y la capacidad de depuracién de complejos inmunes
inducidos. Para dicho efecto se estudiaron 69 pacientes lupicos y 72 controles sanos. Los
pacientes lipicos cumplian al menos cuatro criterios clasificatorios de la Sociedad
Americana de Reumatologia. Los polimorfismo genéticos del FcyRIIIB fueron
determinados por PCR. Los resultados muestran que los pacientes lipicos expresan el
genotipo NA1/NA2 en un 74.19%, tal genotipo influye a tener niveles de complejos
inmunes circulantes elevados (T= 2.532; p < 0,013) asociados a la disminucién de
fagocitosis con respecto a un paciente aparentemente sano.

En conclusion los pacientes lipicos que tengan el genotipo NA1/NA2 tienen un doble
de riesgo a tener niveles de complejos inmunes circulantes elevados como a presentar un

menor porcentaje de fagocitosis con respecto a un paciente aparentemente sano.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus is a chronic autoimmune disease of unknown origin,
characterized by episodes of clinical remission and recovery that can compromise
several organs and systems. However many studies have proposed several genes
predisposing factors of the disease, including considering the gene encoding FcyRIIIB
expressed in the cell membrane of neutrophils and has two polymorphisms the NA1 and
NA2 in different populations have shown different degrees of susceptibility to SLE.
They are also associated with an inefficient clearance of immune complexes and
impaired phagocytosis. This study aims to determine the effect on the phagocytic
capacity of polymorphonuclear and treatment capacity of immune complexes induced
polymorphism of NA1 and NA2 alleles in patients with systemic lupus erythematosus.
For this purpose 69 lupus patients and 72 healthy controls were studied. The lupus
patients met at least four classification criteria of the American Society of
Rheumatology. Genetic polymorphism FcyRIIIB were determined by PCR. The results
show that patients expressed genotype lupus NA1/NA2 in a 74.19% such influences
genotype have elevated levels of circulating immune complexes (T = 2.532; p <0.013)

associated with decreased phagocytosis with respect to a apparently healthy patient.

In conclusion the lupus patients with genotype NA1/NA2 have a stuntman to be
circulating immune complexes levels high as to present a lower percentage of

phagocytosis regarding an apparently healthy patient.
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L INTRODUCCION

El Lupus eritematoso sist¢émico (LES) es una enfermedad autoinmune de origen
desconocido, potencialmente mortal, caracterizada por episodios de remision y de
reactivacion clinica que puede llegar a comprometer varios drganos y sistemas. Se trata
de una enfermedad que produce dafio por la actividad de mas de 100 autoanticuerpos,
ademads del deposito de complejos inmunes en los tejidos y la excesiva activacion del
complemento provocando una regulacion inadecuada del sistema inmune. (Mora et al.,

2014); (Medina et al., 2013)

Muchas de las funciones esenciales del sistema inmune son mediadas por glicoproteinas
de superficie conocidas como receptores Fc (FcR), que interaccionan en forma
especifica con el dominio constante o region Fc de inmunoglobulinas homologas.
(Salmon, Edberg, & Kimberly, Fc receptor gama III en los neutrofilos humanos. Las

variantes alelicas tienen capacidades funcionalmente distintas, 1990)

Los receptores Fc se clasifican segun el tipo de Inmunoglobulina que reconozcan en a, €,
y v que se unen a las IgA, IgE e IgG, respectivamente, los FcyR regulan una variedad de
respuestas inmunologicas de orden humoral y celular, incluyendo la fagocitosis,
degranulacién, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo y depuracion de

inmunocomplejos entre otras. (Li, Ptacek, Brown, & Edberg, 2009)

Estos receptores tienen variantes alélicas que afectan cualitativa y cuantitativamente sus
funciones, el receptor FcyRIIIB tiene dos formas alélicas NA1 y NA2 que se unen a
IgG1 e IgG3 y tiene un papel importante en la depuracion de complejos inmunes, parece
modificar la capacidad fagocitica de los neutrofilos; esta involucrado en neutropenias

autoinmunes y aloinmunes.



En nuestro medio existen pocos estudios referidos al tema por eso con este trabajo se
plante6 determinar como influye el polimorfismo de alelos NA1 y NA2 del receptor
FcyRIIIB sobre la capacidad fagocitica y la capacidad de depuraciéon de complejos
inmunes en pacientes con lupus eritematoso sistémico, para de esta manera poder
generar instrumentos que expliquen tanto la fisiopatologia de la enfermedad, ayuden a

un mejor manejo del paciente y colaboren con nuevos esquemas de tratamiento.

I1. ANTECEDENTES

Se han realizado varios estudios en diferentes poblaciones en relacion a la asociacion de
los polimorfismos NA1 NA2 con el lupus eritematoso sistémico, de los cuales podemos

mencionar algunos.

En 1999 Yap y colaboradores en un estudio en pacientes lipicos chinos reveld que las
frecuencias génicas para FcyRIIIB-NA1 y FcyRIIIB-NA2 fueron 0.648 y 0.347, mientras
que en los controles sanos emparejados étnicamente eran 0.680 y 0.320,
respectivamente, no hallando una asociacion entre un determinado polimorfismo del
FcyRIIIB con los pacientes lupicos (Yap S. , Phipps, Manivasagar, & Bosco, 1999). En
el mismo afo Hatta Y. en Japon y el 2003 en Tailandia Siriboonrit U., asociaron la
presencia del genotipo NA2/NA2 con la presencia de lupus (Odds ratio OR 2.5). Sin
embargo, un afio antes Manger en 2002 reporto que no existia asociacion entre el
genotipo NA1/NA1 y NA2/NA2 y la presencia de LES. El 2004 Chen Y. en Taiwan
observo que el genotipo FcyRIIIB NA1/NA1 confirid proteccion contra el lupus
neuropsiquiatrico (p=0.028). (Brambila & Davalos, 2009)

En Latinoamérica no existen articulos que muestren investigaciones similares, solo en

un estudio previo de poblaciéon mixta boliviana que padece LES, Yanarico y Sosa
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afirman que el 74% de los pacientes lipicos se caracterizan por portar el genotipo
NA1/NA2 y establecieron que es un factor de riesgo que predispone 33 veces mas a un
individuo a padecer la enfermedad. Por otra parte mientras el genotipo NA1/NA1 estuvo
presente en un 90% mas frecuente en el grupo control siendo este un factor que protege

22 veces mas a un individuo a padecer LES. (Yanarico & Sosa, 2015)

Salmon y colaboradores demostraron que los FcyRIIIB activan a los FcyRIIA para la
fagocitosis, Observaron que el efecto fagocitico es mayor cuando se emplean neutréfilos
de donantes homocigotos para el alelo NA1 que cuando se utilizan neutrofilos de
donantes homocigotos para el alelo NA2 (Salmon, Millard, Brogle, & Kimberly, 1995).
Este mismo hallazgo lo habian reportado en un estudio previo (Salmon, Edberg, &
Kimberly, Fc receptor gama III en los neutrofilos humanos. Las variantes alelicas tienen

capacidades funcionalmente distintas, 1990).

Fosatti y colaboradores indicaron que el FcyRIIIB no es necesario para la fagocitosis de
complejos inmunes insolubles, tal como bacterias opsonizadas por el suero, porque los
neutrdfilos que carecian del receptor produjeron una depuracion similar. Sin embargo,
Salmon y colaboradores demostrd que la respuesta a complejos inmunes solubles fue
reducida en los neutrdfilos carentes del FcyRIIIB, y que los neutrdfilos de individuos
FcyRIIIB-deficientes tenian una capacidad reducida de depuraciéon de complejos

inmunes solubles (Niederer et. al., 2010)

Se asume que el fendmeno de degranulacion de material celular se incrementa en los
individuos NA2/NA2, permitiendo la liberacion de antigenos propios y sustancias
inflamatorias que producen dafio a los mismos tejidos y favoreciendo las respuestas
autoinmunes. Estas diferencias podrian ser la base de la asociacion entre el polimorfismo

NA2 FcyRIIIB-NA1 y la susceptibilidad LES. El alelo NA2 del FcyRIIIB presenta



asociaciones estadisticamente significativas entre el polimorfismo del gen con la

susceptibilidad a LES. (Yanarico & Sosa, 2015)

Al conocer que la poblacion boliviana lupica presenta el genotipo NA1/NA2 y con el
antecedente de que el alelo NA2 predispone a los pacientes a una menor capacidad de
fagocitosis y depuraciéon de complejos inmunes, es necesario saber si los pacientes
lupicos heterocigotos NA1/NA2 tienen una alteracion a nivel de las funciones antes

mencionadas con respecto a las personas aparentemente sanas.

II. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune, caracterizada por la
presencia de células B autorreactivas, produccion de autoanticuerpos, depdsito de
complejos inmunes de Ag-Ac; activacion del sistema de complemento que en conjunto

afectan a multiples 6rganos y sistemas. (Li, Ptacek, Brown, & Edberg, 2009)

La prevalencia del lupus varia entre 14 y 50 por 100.000 caucdasicos y hasta 200 por
100.000 individuos de origen africano. En los Estados Unidos la incidencia varia entre
1.8 y 7.6 casos por 100.000 personas por afio y su prevalencia varia entre 14.6 y 50.8 por
100.000 habitantes (Anaya et al., 2005), afecta sobre todo al sexo femenino con una
relacion de 9 a 1 y la mayor incidencia se da entre la segunda y la quinta década de la

vida (Rojas, 2012).

En poblaciones latinas como en ciertas poblaciones de Brasil se reporta una incidencia
de 8.7 por cada 100.000 habitantes y grados tan altos de prevalencia como 159 de
100.000 habitantes en Puerto Rico. El lupus es una enfermedad que ha aumentado mas

de 10 veces su incidencia en paises occidentales durante los ultimos 60 afios (Tikly,

2008)



En Bolivia el estudio realizado por Quispe entre los afios 2000 y 2004, reportd que las
mujeres eran mas afectadas en una relacion 6:1, con edades comprendidas entre 15 y 56
afios (Quispe, 2006). En nuestro pais, se estima actualmente cerca de 20000 personas lo
padecen en alguna de sus formas, la mayoria los casos estan concentrados en la ciudades
de La Paz y Santa Cruz. En el departamento de La Paz, en el Instituto SELADIS se
reportan a un promedio de 130 personas con la enfermedad, correspondiendo el 90% a

mujeres en edad fértil. (Perez, 2014)

Se conoce que en el lupus eritematoso sistémico tanto la fagocitosis por los
polimorfonucleares como la depuracion de los complejos inmunes se ven afectadas, el
relacionar estos aspectos con el polimorfismo de los alelos NA1 y NA2 del gen
FcyRIIIB nos puede orientar acerca de la influencia de este gen en el desarrollo y la
severidad de la enfermedad. Ademas dada la importancia de la deteccion y tratamiento
oportuno, se hace indispensable la biisqueda de nuevas herramientas de diagnostico que
coadyuven a dilucidar la fisiopatologia de la enfermedad, faciliten un mejor manejo
clinico del paciente y sirvan ademas como base para el desarrollo de nuevos esquemas

terapéuticos o de prondstico.

IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmunitaria en la que los 6rganos,
tejidos y células se dafian por la adherencia de diversos autoanticuerpos y complejos

Inmunitarios.

Personas que padecen LES cuando existe la interaccion entre los genes de
predisposicion 'y factores ambientales desencadenantes, originando respuestas

inmunitarias anormales. Las personas afectadas pueden cursar con sintomatologia



variada como ser: eritema malar, fotosensibilidad, artritis, trastornos neurologicos,

trastornos hematoldgicos, trastornos inmunolédgicos y trastornos renales.

La enfermedad se caracteriza por presentar periodos alternados de exacerbacion y
remision, en cada periodo de exacerbacion se va produciendo lenta y progresivamente
dafo orgéanico. En algunos casos la enfermedad puede ser muy leve o pasar a ser muy

grave, incluso fulminante.

En Bolivia el LES afecta a 20000 personas, de estas el 90% de los casos corresponden a
mujeres en edad reproductiva, se presenta en todas las edades y en todos los grupos
étnicos. En el departamento de La Paz, en el instituto SELADIS se hace el seguimiento a

un promedio de 130 personas con la enfermedad.

Al haberse demostrado en un estudio realizado por Yanarico en 2015 que la poblacion
boliviana lupica presenta el genotipo NA1/NA2 y con el antecedente por estudios en
otras poblaciones de que el alelo NA2 predispone a los pacientes a una menor capacidad
de fagocitosis y depuracién de complejos inmunes, es necesario saber si los pacientes
lupicos heterocigotos NA1/NA2 tienen una alteracion a nivel de las funciones antes

mencionadas con respectos a las personas aparentemente sanas.

De demostrarse este hecho se podrian cambiar estrategias terapéuticas del clinico que
hace el control y seguimiento del paciente, mejorando las condiciones de vida del

paciente, por lo que se pretende responder a la siguiente pregunta de investigacion:

(Cudl serd el efecto de la capacidad fagocitica y la capacidad de depuraciéon de
complejos inmunes inducidos por el polimorfismo de alelos NA1 y NA2 en pacientes

con lupus eritematoso sistémico?



V. MARCO TEORICO

El Lupus Eritematoso Sistémico es el prototipo de las enfermedades autoinmunes no-
organo especificas, caracterizada por un proceso inflamatorio cronico y dafio en
diferentes 6rganos y sistemas debido, principalmente, al deposito de complejos inmunes
y activacion del sistema de complemento. El mecanismo patogénico de la enfermedad
probablemente resulte de la interaccion de factores genéticos, inmunoldgicos,

endocrinos y ambientales. (Anaya et al., 2005)

A. HISTORIA DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Hipécrates (460 - 375 a.c.) fue el primero en describir las tlceras cutidneas
correspondientes probablemente a lesiones lipicas, hacia 916 a.c. Herbernus de Tours
fue el primero en aplicar el término lupus a una enfermedad de la piel, mas adelante
Robert Willan (1757-1812) clasifico al lupus como una de las enfermedades destructivas
y ulcerosas de la cara, pero la primera descripcion clara de lupus eritematoso se acredita
a Laurent Theodore Biett de la Escuela de Paris de Dermatologia, que lo llamé eritema
centrifugo. En 1833 Pierre Louis Alphee Cazenave estudiante de Biett utilizo por
primera vez el termino lupus eritematoso y describio al lupus como una enfermedad rara
que es mas frecuente en mujeres jovenes, ademas de puntualizar la presencia de una
lesion en la cara con bordes elevados refiriéndose quizas al lupus eritematoso discoide

clasico. (Ravi, Mallavarapu, Edwin, & Grimsley, 2007) (Smith, 1988)

En 1846 Ferdinand von Hebra describe con el termino seborrea congestiva a la erupcion
que se distribuye principalmente en mejillas, cara y nariz que se asemeja a alas de
mariposa. Moritz Kaposi en 1872 describe las manifestaciones sistémicas del lupus, que
incluyen, fiebre, anemia, linfadenopatias, artritis y perdida de peso. Entre 1895 y 1903
William Osler (1849-1919) estudio pacientes que presentaban ademas de la erupcion
malar otras lesiones en multiples organos designando con el nombre de lupus
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eritematoso sistémico. Jonathan Hutchinson reconoce a la fotosensibilidad como una
manifestacion del eritema malar, en 1902 Sequira y Balean describen como

sintomatologia ademas al fendmeno de Raynaud, y la nefritis lapica.

En 1908 y 1923 se hicieron importantes contribuciones para la comprension de la
enfermedad, Alfred Kraus y Carl Bohac describieron las complicaciones pulmonares y

Emanuel Libman y Benjamin Sacos la endocarditis.

En cuanto al tratamiento, en 1894 Payne del hospital St. Thomas de Londres, utilizo la
quinina y cuatro afios mas tarde, se demostro el beneficio de la asociacion de salicilatos
con quinina. A mediados del siglo veinte Philip Showalter Hench descubri6 la eficacia
de los corticoesteroides en el tratamiento del lupus eritematoso sistémico y
enfermedades reumaticas, por lo que se le dio el premio Nobel de Fisiologia y Medicina

en 1950. (Olgant, 2012) (Wikipedia, 2015)

En relacion al diagnostico del lupus en 1948 el hematdlogo Malcolm Hargraves
descubri6 las células LE en muestras de pacientes lipicos, seis afios mas tarde George
Friou continuando los estudios de Miescher y Facunnet revel6 que la gama globulina
reaccionaba con el ADN de los nticleos de las células, denominandolo factor antinuclear,
ademas de describir la prueba de la inmunofluorescencia indirecta para detectar dichos
anticuerpos. En 1941 se identifico a la cardiolipina, antigeno importante para la prueba
de Enfermedades Venéreas (VDRL del inglés Venereal Research Laboratory), para la
deteccion de sifilis, y observaron que muchos pacientes lipicos tuvieron una reaccioén
positiva de esta prueba. Beck en 1961 describio los diferentes patrones de fluorescencia;

desde entonces ha habido contribuciones muy importantes para el diagnostico.

Poco se conocia de la estructura de los antigenos hasta 1979, cuando Lerner y Steitz
encontraron que la mayor parte de los antigenos nucleares extraibles (ENA) eran

particulas de RNA y proteinas (ribonucleoproteinas). Las mas importantes y conocidas
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son el anti-Sm, anti-UIRNP, anti-Ro y anti-La que fueron encontrados en estos

pacientes.

Otro avance importante se dio en 1959 donde se trabajo un modelo murino donde
estudiaron mecanismos de tolerancia inmunolédgica, inmunopatogénesis de la formacion
de autoanticuerpos, la glomerulonefritis y evaluaron nuevas terapias para el lupus.
Ademas en 1954 se describi6 el lupus eritematoso inducido por medicamentos cuando se

utilizo la hidralazina como antihipertensivo.

En 1971 la American Rheumatism Association (ARA) establecieron los criterios de
clasificacion del LES, que posteriormente fueron revisados en 1982 (por el colegio

Americano de Reumatologia), 1997 y 2012.

En 1902, Sequira y Balean publicaron una serie amplia de pacientes con lupus discoide y
sistémico, proporcionaron detalles clinicos y patoldgicos de una joven que muri6é de
glomerulonefritis. En 1904, Jadassohn public6 una revision exhaustiva de lupus discoide
y sistémico, incluyendo las caracteristicas clinicas y los hallazgos patoldgicos. Entre
1895 y 1904 Sir William Osler publico 29 casos de lo que se denominé el grupo eritema
de las enfermedades. Quizas su mayor contribucidon fue mostrar que las enfermedades de
la piel podrian ir acompanados de una variedad de manifestaciones sistémicas. En
retrospectiva mayoria de sus pacientes sufrian de enfermedades distintas de la LES y fue

solo en su papel de 1904 que se describieron dos casos con LES. (Smith, 1988)

B. EPIDEMIOLOGIA

Se estima que hay cinco millones de personas que padecen LES en todo el mundo, en
Espaia lo sufren 40.000 mil personas y en los Estados Unidos, el nimero de pacientes
es superior a 250.000., (Nucamendi & Guillen, 2013) (Estrada, 2014) (Cerezo, Aparicio,
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Parrondo, & Vallejo, 2015)

En Santa Cruz - Bolivia de 100 mil habitantes 250 padecen de lupus (Callejas, 2015) y
aunque no hay cifras oficiales en otros departamentos, segiin datos del Instituto de
Servicio de Laboratorio y Diagnostico e Investigacion en Salud SELADIS, en promedio,
cada afio se detectan 130 pacientes con lupus y entre 2011 y 2015 se registraron 584

nuevos casos solo en la Ciudad de La Paz. (Carrillo, 2015) (Perez W. , 2014)

La incidencia y prevalencia del LES varian en funcion del area geogréfica y de la etnia,
siendo mas frecuente y grave en ciertas etnias, como los nativos indigenas americanos,

orientales y afroamericanos.

Esta patologia afecta principalmente a las mujeres en edad fértil (entre 20 y 40 afios), en
una proporcion 9:1 entre el genero femenino y masculino, en la primera década de la
vida la relacion es 3:1 pero también se han descrito ademds casos en ancianos donde la

relacion es de 8:1. (Mendoza, 2007) (Gomez, Paladio, Sunyer, & Catalan, 2012)
La esperanza de vida de estos pacientes ha mejorado, en los afios cincuenta la tasa de

supervivencia era de 4 afos 50% aprox. y hoy es de 80%, las tasas de supervivencia a

los 10 y 20 afios de edad son del 75 y 50%. (Estrada, 2014) (Saucedo M., 2015)

C. ETIOPATOGENIA

1. FACTORES HORMONALES

El papel hormonal en la patogenia del LES es complejo, interactivo y dindmico. Los

estrogenos desempefian un papel importante en la etiologia de esta enfermedad, lo cual
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se deriva de varias observaciones:

* mayor incidencia en mujeres en edad reproductiva,

* su exacerbacion durante los ciclos menstruales, la gestacion, el periodo
postparto, la ingesta de anticonceptivos orales y la terapia hormonal sustitutiva,

* su menor incidencia en los periodos premenarquico y postmenopausico donde

los niveles de estrogenos estan disminuidos. (Ruiz, 2014)

Las hormonas sexuales actiian como factores moduladores del sistema inmunitario. Los
estrogenos influyen en la sintesis de inmunoglobulina, la diferenciacion de células B, el
fenotipo de células T, la actividad de las células asesinas naturales y la secrecion de
determinadas citosinas. En conjunto los estrogenos potencian la inmunidad humoral y
celular. Los estrogenos han demostrado inhibir las células T supresoras, lo cual en teoria
podria incrementar la actividad T-helper, por eso aumentaria la maduracion de las
células B, con un resultado final que seria un incremento en la produccién de
inmunoglobulinas. (Carrio, 2004). La mayoria de los estudios demuestran que tanto las
mujeres como los varones con LES tienen concentraciones normales de las hormonas
sexuales. Sin embargo, existen alteraciones en el metabolismo, los estrogenos se
metabolizan en el higado por accidon de las enzimas microsomales pertenecientes a la
familia del citocromo P450. La estrona se puede transformar en 2-hidroxiestrona por un
proceso de 2-hidroxilacion o bien en 16a-hidroxiestrona, precursor del estradiol, a
través de una 16 hidroxilacion, los pacientes lupicos tienen un aumento de la 16
hidroxilacion en detrimento de la 2 hidroxilacion, razoén por la que aumenta la actividad
estrogénica periférica a expensas de los metabolitos feminizantes mas potentes, como la
16-hidroxiestrona y el estradiol, lo que ha sido observado también en familiares de
primer grado de pacientes con lupus, en mujeres con lupus, ademas se ha encontrado una
mayor oxidacion de la testosterona en el carbono 17, lo que lleva a una perdida de la

actividad androgénica, resultando un estado de hiperestrogenismo cronico (Porcel, 1995)
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No solo hay evidencias de la relacion entre las hormonas sexuales y el desarrollo de
LES, sino que también se demuestra la correlacion entre la actividad de la enfermedad y
los mayores niveles de estrégeno en ambos sexos, asi como la menor cuantificacion de
testosterona. Se sabe ademas que los androgenos tienen algunas propiedades
inmunosupresoras, por lo que un estado funcional de hipoandrogenismo es importante
en la patogénesis de la enfermedad. En este sentido, un estudio en varones con LES
observd que estos tenian valores significativamente mas bajos de testosterona/estradiol
que varones sin LES, luego de estimulacion con la hormona gonadotropina coridnica.

(Bordenave, Torres, & Montiel, 2012)

Los niveles séricos de dehidroepiandrostenodiona (DHEA) pueden estar bajos en
pacientes con LES y se ha descrito hiperprolactinemia y algunas anormalidades del eje
hipotdlamo hipo6fisis suprarrenal en estos pacientes. (Masardo, 2009) (Marcel, et al.,

2004)

2. FACTORES AMBIENTALES
Dentro de los factores ambientales que pueden condicionar la expresion de determinados

genes no podemos olvidar la accion de la luz ultravioleta como factor predisponente al

LES y su reactivacion. (Ruiz, 2014)
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Fig.1 Factores involucrados en la patogénesis del Lupus. (Anaya et al., 2005)

a) La radiacién ultravioleta.

La radiacion ultravioleta es el factor ambiental mas ligado a lupus y provoca
exacerbacion en el 70% de los pacientes con LES. El espectro B puede ser mas
importante que el A para activar la enfermedad en los humanos. Aunque es aconsejable
que los pacientes eviten la exposicion intensa a los espectros UVA y UVB, algunos
datos sugieren que la exposicion a UVA puede ser beneficiosa para el LES. Varios
experimentos han sugerido mecanismos por los que la exposicion a la luz UV podria

acelerar la enfermedad.
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La exposicion del DNA a la luz UV aumenta los dimeros de timina, que convierten el

DNA en mds inmunogénico.

La exposicion de los queratinocitos a la luz UV induce apoptosis, ocurriendo tres
eventos que llegan a exponer las moléculas proteicas convirtiéndolas como antigénicas

mediante los siguientes mecanismos

* Movimiento de antigenos de proteina-RNA y de proteina-DNA nucleares y
citoplasmicos hasta la superficie de las células, en vacuolas rodeadas por
membrana (antigenos de nucleosomas, Ro/SS-A y RNP Ul).

* Inversion de la membrana quedando expuestas las partes antigénicas de los
fosfolipidos.

* Modificacion de las proteinas intracelulares, convirtiéndolas en antigénicas.

Estos antigenos propios, representarian en estimulo principal para que los pocos
linfocitos que escapan a los mecanismos de autotolerancia pasen a convertirse en
autorreactivos. Ademas, el dafio de las células inducido por la luz UV aumenta la
liberacion de proteinas de choque térmico, que participan en la activacion de las células

T autorreactivas. (Harris, et al., 2006).

b) Ladieta

Es otro factor que puede favorecer el desarrollo de la enfermedad en individuos con

predisposicion genética.

En estudios realizados en macacos que consumieron brotes vegetales de alfalfa
desarrollaron LES, debido a que contenian un aminoacido aromatico la L-canavanina
que ademas se encuentra en algunas leguminosas como: las lentejas, el frijol comun,

habas, frijol de soya y germinados de soya. En ratas alimentadas con L-canavanina, se
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encontrd que los ANA estimulan la sintesis de inmunoglobulinas, también la produccion
de anticuerpos anti-ADN de doble cadena y anticuerpos que producen dafio glomerular,
ademas la L-canavanina es un antimetabolito que compite con la L-arginina bloqueando
sus funciones en la sintesis de precursores del ADN actuando como antimitético al
detener la sintesis de proteinas en fase G1 a S del ciclo celular e induciendo apoptosis.

(Lopez, Gutierrez, & Ruiz, 2015) (Ruiz, Lopez, & Parra, 2016)

La arginasa renal transforma la arginina en ornitina y esta por medio de la enzima
ornitindescarboxilasa dependiente del fosfato de piridoxal se transforma en poliaminas
(putrescina, espermidina y espermina) las cuales se producen en todas las células y se
localizan principalmente en el citoplasma. Estos compuestos tienen un papel muy
importante en los procesos de crecimiento, multiplicacion y diferenciacion celular, por
lo tanto al disminuir los niveles de arginina se considera que también disminuyen los
niveles de poliaminas. (Ver Figura 2 ) Como resultado de sus multiples cargas positivas
las poliaminas se unen con facilidad al DNA y ademas estimulan la biosintesis del RNA
y por lo tanto la sintesis de proteinas. Cuando se presenta disminucion de la sintesis de
poliaminas, también disminuye el crecimiento celular y la division celular y como
resultado final de este proceso se presenta disminucion de la produccion de eritrocitos,
disminucién de leucocitos y disminucion de plaquetas, también se observa disminucién
de los linfocitos T y disminucion de la sintesis de hemoglobina, que correlaciona con lo
observado en los enfermos con LES. (Duarte, Diaz, Vargas, Rubio, Fernandez, & Lee,

2005)
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Fig. 2 Metabolismo de L-arginina. Enzima o6xido nitrico sintetasa (iNOS), oxido
nitrico (ON), ornitina decarboxilasa (ODC), LNMMA: N-G-metil-L-arginina,
DFMO: di-fluor-metil ornitina, ODC: ornitina decarboxilasa, NOHA: NG-hidroxi-
L-arginina. (Stempin & Cerban, 2007)

La arginina tiene capacidad de estimular la celularidad y la respuesta del timo, ademas
tiene efecto estimulador de la liberacién y secrecion hormonal, favoreciendo la
liberacion de diferentes hormonas como la hormona del crecimiento, prolactina,
insulina, glucagon, somatostatina, catecolaminas, aldosterona y vasopresina. La arginina
constituye el unico sustrato para la sintesis de oOxido nitrico. La alimentacién
suplementada con arginina mejora la respuesta de las células T y aumenta la fagocitosis.

(Duarte, Diaz, Vargas, Rubio, Fernandez, & Lee, 2005)

En ratones dietas deficientes de acidos grasos esenciales como el acido linoleico y el
linolénico, resultan benéficas para aquellos animales susceptibles al LES, ya que
disminuyen los niveles de acido araquidonico, el cual actiia como precursor en la sintesis
de las prostaglandinas y leucotrienos, suprimiendo la produccion de autoanticuerpos y el

deposito de complejos inmunitarios en glomérulos, por lo que desarrollan una nefritis
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menos severa. Una dieta alta de grasas insaturadas omega-3, como el acido
eicosapentaenoico (aceite de pescado), grasas saturadas limitadas, y restriccion caldrica
en ratones los protegia contra el lupus, retrasé su inicio y prolong6 la esperanza de vida.
Este efecto fue asociado con un incremento de citocina TGF- 1 y la disminucion de la
secrecion de las citocinas IL-1f, IL-6 y TNFa, y mediadores proinflamatorios como la
prostaglandina E2 (PGE2). A su vez, se registr6 disminucién en la produccion de

autoanticuerpos como anti-dsDNA y anticardiolipinas. (Harris, et al., 2006)

c) Infecciones

Se ha podido asociar en diferentes estudios de causas infecciosas del lupus, como la
administraciéon de lipopolisacaridos bacterianos a los ratones con LES, aceler6 la
enfermedad. Talal en un estudio refirié que en la tercera parte de los pacientes lupicos se
detectaron anticuerpos contra la proteina gag retrovirica p24 del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV)-1, en s6lo 1 de 120 controles (Harris, et al., 2006).
Los oncornavirus tipo C han sido implicados en la nefritis de los ratones NZB/B1 y las
cepas relacionadas. Sundsfjord y col. han encontrado que en los pacientes con LES
presentan el virus polioma BK persistente, en relacion a los controles, y un estudio
realizado en nifios demostrd que aquéllos con LES presentaban datos de infeccion por
virus de Epstein-Barr, con significativamente mas frecuencia que los controles sin LES,
de la misma poblacion, demostrado asociacion temporal entre la infeccion por virus
Epstein-Barr y la aparicion de manifestaciones lupicas (Harris, et al., 2006). Griffiths y
col. han implicado al retrovirus humano 5 en la sinovitis del LES y la artritis
reumatoidea. Siendo probable que los patdgenos infecciosos sean capaces de activar las
células B, las T y los monocitos del sistema inmunitario innato, y empeorar el LES,
probablemente mediante un aumento de citosinas proinflamatorias, o incluso inducir la
enfermedad en un individuo con los genes predisponentes. (Enrriquez & Mejia, 2013)
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Se ha propuesto que algunos virus, entre los que se encuentran el parvovirus B19, el
virus de Epstein—Barr y el citomegalovirus, son muy frecuentes en los pacientes con
LES, pero existe controversia sobre su papel patogénico para inducir la expresion de la

enfermedad. (Enrriquez & Mejia, 2013)

d) Exposicién a compuestos quimicos

Un significativo nimero de estudios epidemiologicos y experimentales han hallado
relaciones potenciales entre LES la exposicion ocupacional o no ocupacional a
sustancias quimicas, entre las que destaca el silice, sustancia que es un adyuvante
conocido que promueve a un aumento de la produccidon de citocinas proinflamatorias
(factor de necrosis tumoral y la interleucina-1) y se ha implicado en modelos murinos de
LES y estudios epidemioldgicos confirmaron al silice cristalino como un promotor en
algunos pacientes con lupus, asi como en aquellos pacientes con silicosis que predispone

unas 20 veces mas a padecer lupus que en la poblacién normal. (Wallace & Hannahs,

2013)

e) Farmacos

Se sabe que numerosos farmacos son capaces de inducir una variante de lupus llamado
lupus farmacoldgico, principalmente quinidina, procainamida e hidralazina. Se supone
que se debe a una alteraciéon entre el farmaco y el ADN que modificaria sus
caracteristicas y lo convertiria en antigénico. En el lupus farmacologico, las
manifestaciones dermatoldgicas y articulares son frecuentes y las manifestaciones

renales y neuroldgicas son muy raras (Enrriquez & Mejia, 2013) (Durd, 2010)

MEDICAMENTOS DEFINITAVAMENTE ASOCIADOS A LUPUS INDUCIDO POR FARMACOS




Clorpromacina
Isoniacida
Hidralacina

Metildopa
Minociclina

Procainamida
Quinidina

MEDICAMENTOS POSIBLEMENTE ASOCIADOS A LUPUS INDUCIDO POR FARMACOS

Acebutolol
Acecainida
Acido nalidixico
Adalimumab
Alopurinol
Aminoglutetimida
Amoproxan
Antiomalina
Atenolol
Atorvastatina
Benoxaprofeno
Captopril
Carbamacepina
Clorprotixeno
Clortalidona
Cimetidina
Cinaracina
Clonidina
Danazol
Diclofenaco
Difenilhidantoina
Disopiramida
Enalapril
Espironolactona
Estreptomicina
Estrogenos
Etanercept
Etosuximida
Etilfenacemida

Fenilbutazona
Fenitoina
Fenopirazona
Fluvastatina
Griseofulvina
Guanoxan
Ibuprofeno
Inflixima
Interferon-a
Interferon-y
Interleucina -2
Labetalol
Leuprolida
Levodopa
Levopromacina
Litio
Lovastatina
Mefenitoina
Mesalacina
Metimazol
Metilsergida
Metiltiouracilo
Metoprolol
Metrizamida
Minoxidil
Nitrofurantoina
Nomifensina
Oxfensatina
Osprenolol

Paraminosalicilico
Penicilamina
Penicilina
Peracina
Perfenacina
Piratiacina
Piritoxina
Practolol
Prometacina
Propafenona
Propiltiouracilo
Propanolol
Psoralenos
Quinidina
Reserpina
Simvastatina
Sunidal
Sulfadimetoxina
Sulfametoxipiridacina
Slfasalacina
Tetraciclinas
Tetracina
Tionamida
Tioridacina
Timolol
Tolazamida
Tolmetin
Trimetadiona

Tabla 1. Medicamentos inductores del lupus medicamentoso (Aufion, Hernandez,

Sevillano, & Enrique, 2014)

f) Estrés.
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En los seres humanos el estrés esta involucrado en una serie de enfermedades como la
aterosclerosis, el infarto de miocardio y enfermedades autoinmunes. En relacion al lupus
el estrés induce una hiperoxia y dafio oxidativo, lo que provoca el aumento de la
produccion de la IL 6 que por un lado induce a que las células B autorreactivas se
activen, proliferen y se diferencien hacia células B que producen un exceso de
autoanticuerpos contra antigenos nucleares, y por otro lado puede ser la causa del
decremento de células Treg y aumento de las células proinflamatorias Th 17

caracteristica en pacientes lapicos. (Yang, Yang, Zou, & Li, 2016)

A pesar que todavia se desconoce el mecanismo, se ha sugerido que el estrés es un
posible desencadenante de los brotes en el lupus. Los pacientes asocian sus primeros

sintomas o el empeoramiento de la enfermedad a un acontecimiento estresante.

(Gutierrez, Diaz, & Gomez, 2006)

3. FACTORES GENETICOS

Muchos trabajos han dedicado su atencion a la influencia del aspecto genético, por lo

que se han asociado genes relacionados con las vias inmunoldgicas que son importantes

en la patogénesis del LES. (Ver Tabla 2)
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Tabla 2. Modificado de Dubois. Vias inmunoldgicas y genes involucrados con la

patogénesis del LES (Wallace & Hannahs, 2013)

VIAS GENES
RESPUESTA Sefial TLR/IFN IRF5/7, STAT4, TLR7/8, IRAK1, ACP5, SPP1
INMUNE
INNATA Sefial NF-kB TNFAIP3, TNIP1, PRKCB
DEPURACION Complemento Clg/r/s, C4A&B, C2, C3, CFHR3&1, CR2
DE COMPLEJOS Fagocitosis FeyRIIA, FeyRIIIA, FeyRIIIB, FeyRIIB, ITGAM
INMUNES Degradacion del DNA TREX1, DNASEI
Presentacion de antigeno HLA-DR2&DR3, HLA clase II1
R]IE;&U[}EI\?EA Sefial de células T PTPN22, TNFSF4, CD44
ADAPTATIVA Sefial de células B BLK, BANKI, LYN ETS1, PRDMI, IKZF1
Citoquinas IL10, IL21
MODIFICACION o
EPIGENETICA Metilacion del DNA MECP2
. PXK, XKR6, UBE2L3, JAZF1, SCL15A4,
GO Diggerenite UHRF1BOI1, RSGRP3, WDFY4

La susceptibilidad al LES depende de multiples genes. Los genes de susceptibilidad son

definidos como aquellos que con su polimorfismo aumentan el riesgo relativo a padecer

una enfermedad, una persona es susceptible a desarrollar LES cuando tiene por lo menos

3 6 4 genes susceptibles, que aumenten el riesgo relativo. Tal es el caso de los

polimorfismos de los receptores FcyRIIA, FcyRIIIA, FcyRIIIB, y varios otros que

pueden estar involucrados en desarrollar Lupus. (Riera H., 2015) (Harris, et al., 2006)

En gemelos monocigdticos se observa la enfermedad hasta en 50%, y en dicigoticos en

5%. También ocurre en un 7% de los pacientes que tienen familiares con la enfermedad
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o con otras enfermedades autoinmunes sistémicas. (Ramos & Lom, 2008)

Se ha observado una asociacidon con antigenos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility Complex o también
llamado HLA, del inglés Human Leukocyte Antigens) clase II y III. De los antigenos
HLA de clase II, el HLA DR2, HLA DR4 y el HLA DR3, se asocian con la produccion
de cierto tipo de autoanticuerpos (anti-Ro, anti-La, antifosfolipidos, anti-DNA) y de esta
manera con una expresion particular de la enfermedad, como lupus cutaneo subagudo,

sindrome antifosfolipido o nefritis liipica grave, respectivamente. (Ramos & Lom, 2008)

4. POLIMORFISMO DE ALELOS NA1 Y NA2 DE FcyRIIIB

La predisposicion genética al lupus se hereda como un rasgo complejo en el que pueden
estar asociados varios genes como el de los receptores Fc de gamma globulinas entre

otros. (Cervera R. , 2008).

Los FcyR son una familia heterogénea de glicoproteinas de membrana que se unen la
fraccion Fc de la Inmunoglobulina G (IgG) cuando esta forma complejo inmune con el

antigeno. (Anaya et al., 2005)

a) Estructura de los receptores Fc

Los receptores Fc estan compuestos por una cadena principal alfa (o) y cadenas
accesorias beta (B), gama (y), xi (§), que influyen sobre la respuesta inmunologica,
debido a los receptores de activacion o de inhibicién que posean, ya sea en su cadena o
o en sus cadenas accesorias. Los receptores Fc contienen tres dominios clasificados de
acuerdo con su ubicacion, llamados dominio extracitoplasmatico, dominio

transmembrana y dominio de activacion/inhibicion.
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El receptor de activacion posee una region basada en tirosinas (ITAM) en su region
citoplasmatica que actuia como unidad central para la transmision de sefales, que
permite funciones como son: citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC),
citotoxicidad dependiente de complemento (CDCC), endocitosis, regulacion de
anticuerpos, produccion de citoquinas inflamatorias, potenciacion de la presentacion

antigénica y regulacion del estallido respiratorio.

El receptor Fc inhibidor contiene un dominio de inhibicidon basado en tirosinas (ITIM)
en su porcion citoplasmatica, que regula las funciones de los dominios activadores como
es el caso de la regulacion de anticuerpos y la activacion de la apoptosis de las células B.

(Gomez, Cafias, & Anaya, 2005)

FcyRIIIB no se encuentra en otras especies, es un receptor de activacion, carece de un
dominio transmembrana y citoplasmatico y esta anclado a la superficie celular mediante
un enlace glicosilfosfatidilinositol (GPI), no tiene otras subunidades conocidas y su

mecanismo de sefalizacion es aun desconocido. (Rosales & Uribe, 2013)(Ver fig. 3)

IgG
FcyRl FcyRIIA FcyRIIB FcyRIIC FcyRINIA FcyRIIB - FcRn

WA R RD R G

[
L]
| ITIM n h | e B.m
na a a o na a
High Low High & Low :'gh
ffinity e affinity P Low ™ affinity o BN
2 pH<6.5
Recycling
Function = Activation  Activation Activation  Activation ? Transport
Ag uptake...
Variant Hias  Ryas Viss  Fisg
1gG 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E 2 (2 @) @) @ @ S 2
subclass 3 3 3 3 3 33 3 3
9 4 4 4 4 4 4 4 4 4
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Figura 3. Los receptores de IgG humana . Representacion esquematica de los
receptores de IgG humana en la membrana celular (Bruhns, 2012)

b) Funciones de los receptores Fc

Las funciones que cumplen los FcR pueden clasificarse en tres: regulacion de la
respuesta inmune, ingesta de complejos inmunes y funciones del receptor neonatal para

IgG (FcRn).

En la primera funcion se puede destacar la proliferacion de las células B, fagocitosis por
macrofagos y degranulacion de mastocitos. La internalizacion, después de la union
receptor-inmunoglobulina, da lugar a varias funciones efectoras como fagocitosis,
histolisis, degranulacion y activacion de sitios blancos en regiones génicas de union a
factores de transcripcion, las cuales inician cascadas de inflamacion. (Isenberg, Shen,

Van Vollenhogen, & Weisman, 2013)

En la segunda funcidn, la ingesta de complejos inmunes, los FcyRs pueden activar la
internalizacién de antigenos capturados por anticuerpos, lo cual finaliza con la
degradacion del complejo antigeno-inmunoglobulina-complemento, definicion de la ruta
de procesamiento y presentacion antigénica ya sea mediada por moléculas HLA clase I o
clase II. Los FcyRs son capaces de retirar complejos inmunes unidos a eritrocitos o asi
como la eliminacion de complejos inmunes no unidos a los eritrocitos. (Isenberg, Shen,

Van Vollenhogen, & Weisman, 2013)

La ultima funcion se relaciona con FcyRn que es importante para el mantenimiento de
los niveles séricos de IgG en neonatos que se alimentan con leche materna. (Anaya et

al., 2005)
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El FcyRIIIB se expresa en altos niveles en los neutrofilos y en algunos basoéfilos, es el
mas abundante de los FcR en la circulacion, se ha demostrado que el papel que juega el
FcyRIIIB se relaciona con la secrecion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en
respuesta al estimulo de inmunocomplejos, ademas la fagocitosis de células opsonizadas
parece ser aumentada por FcyRIIIB pero no es dependiente de ella (Niederer et. al.,
2010). EI FcyRIIIB puede generar algunas sefiales intracelulares y es un potenciador de
otros receptores en la célula, la cooperaciéon de FcyRIIIB con FcyRIIA y CR3 es
necesaria para la fagocitosis, la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos y
degranulacion eficientes de las células fagociticas. (Isenberg, Shen, Van Vollenhogen, &

Weisman, 2013), (Hundt & Schimidt, 1992)

c) Genética de los FcR y polimorfismos

Existen ciertas similitudes tanto en la localizacion de los genes como de la homologia en
la secuencia de FcR en varias especies. Los genes para FcyR humana constituyen una
familia de ocho genes ubicados en el brazo largo del cromosoma 1 (1g21-23). En la
posicion 1923 del cromosoma, se encuentran agrupados los genes que constituyen el
locus FCyRII y FCyRIIIL, siendo FCyIIA, FCyIIB, FCyIIC, FCyRIIIA y FCyRIIIB. (Ver
fig. 4)
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Mouse: Chromosome 1

Cen

Fegr1 Fecgr3 Fcgrd Fcgr2b
—> «— —>

Rat: Chromosome 13

H% Cen

Fegr1 Fecgr3 Fcgrd Fecgr2b
—> «— —>

Chimpanzee: Chromosome 1

«—
Cen Fegr1 Fcgr3

Human: Chromosome 1

Een Fcgr1 Fcgr2A

Figura 4. Organizacion Genomica de los FcR en varias especies. (Rosales & Uribe, 2013)

Los receptores FcyRII estan formados por tres genes, cuyos productos de transcripcion
son proteinas FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIC, que son receptores de baja afinidad para
IgG que se encuentran ampliamente distribuidos. Los receptores FcyRIIA y FcyRIIC
tienen una activacion basada en un motivo de tirosina, en cambio el FcyRIIB es el unico
receptor que contiene un motivo de inhibicién en su dominio citopldsmico. Dichos
receptores FcyRII, se expresan constitutivamente en los neutrofilos y se unen a IgG
monomérica con baja afinidad y tienen una mayor afinidad por los dimeros de IgG o

agregados. (Costa, 2012)

En relacion a la familia FcyRIII, presentan dos genes (FCyRIIIA y FCyRIIIB) que
codifican receptores FcyRIIIA y FcyRIIIB como producto de la transcripcion, se
consideran de baja afinidad, sin embargo, FcyRIIIA une IgG monomérica con afinidad
intermedia y tanto FcyRIIIA y FcyRIIIB se unen a IgG multimérica y a los complejos

inmunes de manera eficiente. (Costa, 2012)

Existen varios polimorfismos en los FcyRII y FcyRIII, para FcyRIIIB existen dos

isoformas NA1 y NA2, y una variante SH que forma parte de NA2. Los alotipos NA1 y
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NA2 difieren debido a sustituciones de cinco aminoacidos en el dominio extracelular

denominada el antigeno neutrofilico (NA), en la posicion 65 y 82. (Ver Tabla 3)

Tabla 3. Mutaciones puntuales observadas en las variantes del gen FcyRIIIB.

(Costa, 2012)
Variantes Posicidn de nucleoétidos Posicidn de aminoacido
Alélicas | 141 | 147 | 227 | 266 | 277 | 34/9 | 36 | 38 | 65 78 82 [ 106
NA1 G C A C G G Arg | Leu | Asn | Ala | Asp | Val
NA2 C T G C A A Ser | leu | Ser | Ala | Asn | lle
SH C T G A A A Ser | leu | Ser [ Asp | Asn | lle

Estas sustituciones promueven dos sitios de glicosilacion adicionales en NA2 (Ver Fig.
5), en cuanto a SH es el resultado de una mutacion en el gen NA2; el intercambio de una
citosina a la adenina en la posicion 266 da como resultado la sustitucion de una alanina

por acido aspartico. Estas diferencias afectan la capacidad de FcyRIIIB para interactuar

con IgG humana. (Rosales & Uribe, 2013)

FcyRIIIb
HNA-1la HNA-1b

A

Sitios de
Glicosilagao

.i\nc ora
de GPI
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Fig. 5 Representacion esquematica de las variantes polimorficas del receptos
FcyRIIIB. HNA-1a: NA1; HNA 1b: NA2. (Costa, 2012)

Las isoformas NA1 y NA2 pueden interactuar de manera diferente con otros receptores
de la superficie celular, tales como la b2-integrina, CD11b / CD18. Las interacciones
con otros receptores de la superficie celular pueden ser criticos o esenciales para la

funcioén FeyRIIB. (Li, Ptacek, Brown, & Edberg, 2009)

Ademas un estudio demostro que los neutrdfilos que expresan el genotipo NA2/NA2 del
gen FcyRIIIB tienen una menor capacidad fagocitica que los neutrofilos que expresan el
genotipo NA1/NAL1. Se asume que el fenémeno de degranulacion de material celular se
incrementa en los individuos NA2/NA2, permitiendo la liberacion de antigenos propios
y sustancias inflamatorias que producen dafio a los mismos tejidos y favoreciendo las
respuestas autoinmunes y haciendo a los individuos homocigotos NA1 que puedan ser
mas resistentes a la infeccion bacteriana. Estas diferencias podrian ser la base de la
asociacion entre el polimorfismo NA2 y la susceptibilidad LES. Por otro lado como se
habia mencionado anteriormente, FcyRIIIB carece de una secuencia de sefal en el
citoplasma y su interaccion con otros receptores de superficie celular es importante para
una respuesta efectora completa, ya que es necesaria la cooperacion entre FcyRIIIB,
FcyRIIA y CR3 (CD11b, CD18 ; Mac-1), para una eficiente funcion en la fagocitosis y
la degranulacion por citotoxicidad dependiente de anticuerpo. (Isenberg, Shen, Van

Vollenhogen, & Weisman, 2013); (Yanarico & Sosa, 2015); (Costa, 2012)

D. FISIOPATOLOGIA

1. Autoanticuerpos patogenos.

Todos los individuos producen numerosos anticuerpos que reaccionan con moléculas
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propias, la mayoria de estos son inmunoglobulinas (Ig) M, tienen avidez débil por los

antigenos propios, y reactividad cruzada amplia con multiples antigenos.

Los autoanticuerpos patogenos generalmente son IgG tienen avidez alta por los
antigenos propios y poseen especificidad restringida, son codificados por varios genes y
pueden presentar varias mutaciones, aumentando su potencial patogeno, influyendo en la
capacidad para unirse a los tejidos diana, capacidad para activar el complemento, carga

neta que favorece la adherencia a regiones anionicas de la membrana o del DNA.

Los pacientes con lupus eritematoso presentan en suero una amplia gama de
autoanticuerpos producidos por una activacion policlonal de las células B, que estan
dirigidos a distintos compartimentos celulares (nucleo, citoplasma y membrana) o como
factores solubles en circulacion. Algunos de estos anticuerpos pueden observarse en
varias enfermedades del coldgeno mientras que otros son especificos de la forma

sistémica de la enfermedad o se asocian con alguna de las variantes.

Ciertos anticuerpos son considerados como criterio diagnostico de LES (anti-ADN y
anti-Sm), ya que son especificos de la enfermedad, mientras que otros se presentan
también en otras patologias autoinmunes (anti-RNP, anti-SS-A, anti-SS-B, anti-histonas,
anti-Clq etc.). Ademas, la presencia de varios de estos autoanticuerpos estd relacionada

con la actividad de la enfermedad.

a) Anticuerpos antinucleares. (ANAs).

Los anticuerpos antinucleares circulantes (ANA) son un grupo de autoanticuerpos no
especificos dirigidos contra componentes del ntcleo celular y por lo tanto muy utiles
como marcadores, por lo que se constituye como el anélisis de primera eleccion en el
diagnostico para una variedad de enfermedades autoinmunes y enfermedades del tejido

conectivo incluyendo al Lupus Eritematoso Sistémico.
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Estos anticuerpos pueden ser detectados por inmunofluorescencia (IFI) que se basa en la
union de los anticuerpos antinucleares presentes en el suero del paciente, con varios
sustratos celulares fijados en ldminas que contienen los antigenos nucleares y
citoplasmaticos. Los anticuerpos reconocen antigenos localizados en el nucleo,
antigenos del citoplasma o de las membranas celulares, ademas de proteinas nucleares

no histonas y anticuerpos organoespecificos.
Hay cinco tipos basicos de ANA: granular, difuso, periférico, centromérico y nucleolar.

* El modelo granular se correlaciona con anticuerpos frente a varias
fibronucleoproteinas y se observa en enfermedades mixtas del tejido conectivo
(EMTC), lupus eritematoso sistémico y enfermedades del sistema periférico
(ESP).

* Los modelos difuso y periférico, se correlacionan con anticuerpos frente al ADN
nativo (ADNn) o ADN de doble hélice (ADNds), se asocian con LES; estos dos
modelos pueden presentarse juntos.

* El modelo centromérico es caracteristico del sindrome CREST (calcinosis,
fenémeno de Raynaud, dismotilidad esofagica, esclerodactilia y telangiectasias).

* Finalmente, los anticuerpos dirigidos contra el ARN nucleolar producen un
modelo nucleolar y se asocian con LES y ESP. (Carpinelli, Giménez, Ferreira,

Rovira, & Picagua, 2010)

b) Anticuerpos Anti dsDNA

Son anticuerpos dirigidos contra epitopos ubicados en la estructura del ADN, que se
pueden determinar por IFI, radioinmunoensayo o ELISA. Su hallazgo es muy especifico

de lupus eritematoso sistémico, donde se logra detectar en hasta un 70% de los
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pacientes. Altos titulos serian indicadores de impacto renal y las determinaciones

seriadas son utiles para el monitoreo de la actividad y el control terapéutico.

La presencia de Ac anti-ADNn suelen asociarse con anticuerpos depositados en la zona
de la membrana basal epidérmica (test de la banda lipica) en piel clinicamente sana,

niveles bajos de complemento sérico, enfermedad renal y mal pronostico.

Aunque un titulo significativo confirma la presuncion de LES un test negativo no lo

descarta pues la presencia de anticuerpo anti-ADNn se constata solo en el 70%.

Se expresan casi exclusivamente en pacientes de LES por lo cual se consideran
anticuerpos marcadores de enfermedad, acompanan la actividad y presencia de nefritis.
Cuando tienen altos titulos se asocian a compromiso organico grave (riion y SNC). Los
niveles de anti DNA son variables y aumentan con frecuencia con la actividad de la
enfermedad especialmente cuando hay compromiso renal. (Sociedad Argentina de

Dermatologia, 2006)

c) Anticuerpos Anti-Sm(Smith)

El antigeno Smith es una proteina no histona caracterizada en 1966 y es el primer
autoantigeno proteinico nuclear que se describié en el LES. El antigeno al que se unen
los anticuerpos anti Smith consta de una serie de proteinas (B, B’, D, E, F y G) que
forman complejos con ARN nucleares pequefios (U1, U2, U4-6 y US5). Esos complejos
de proteinas nucleares y ARN se denominan particulas nucleares pequefias de
ribonucleoproteinas (RNPsn). Son importantes para el corte y empalme del ARN

mensajero, un paso definitivo en el proceso de transcripcion de ARN a partir de ADN.

La reaccion inmunitaria anti Sm consiste en la union de muchos anticuerpos a muchos

antigenos proteicos, siendo detectados a través de inmunoblotting o ELISA. Los
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anticuerpos anti Sm se encuentran solamente en el 18-30% de pacientes con LES (baja
sensibilidad), pero son infrecuentes en otras enfermedades, por lo que su hallazgo es
altamente especifico para el lupus sistémico (especificidad superior al 90%). La
determinacion de los titulos de anti Sm puede ser util para el diagndstico, especialmente

cuando los anticuerpos anti DNA no son detectables. (Landaeta, 2015)

d) Anticuerpos anti SS-A (Ro)

Son anticuerpos antinucleares que reconocen proteinas (autoantigenos) celulares con
pesos moleculares de 52 a 60 kd, estos autoantigenos son denominados Ro50 y Ro60,
que se localizan en el citoplasma y el nucleo respectivamente, Ro60 se une a pequefios
RNAs no codificantes (Y-RNA) de funcion atn desconocida, pero se conoce que Ro60
actuaria como una proteina chaperona de RNAs y que en moléculas defectuosas puede
acelerar su degradacion. Un fallo en el gen que codifica Ro60 predispone a

enfermedades autoinmunes.

Los anticuerpos anti Ro/SSA se encuentran en aproximadamente el 50% de los pacientes
con LES y se ha asociado con manifestaciones clinicas como fotosensibilidad, purpura
palpable, enfermedad pulmonar intersticial, lupus neonatal y bloqueo cardiaco

congénito.

Los anticuerpos anti Ro/SSA se encuentran en aproximadamente el 75% de los pacientes
con sindrome de Sjogren primario y los titulos altos de estos anticuerpos se asocian a
una mayor incidencia de manifestaciones extraglandulares, especialmente purpura y

vasculitis. (Bloch, 2015)

e) Anticuerpos anti La/SSB
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Reaccionan contra una fosfoproteina nuclear de 46 kd. El antigeno forma un complejo
con pre 5S ARN y ARN de pretransferencia que se encarga del transporte y maduracién

del ARN. Interviene en las transcripciones realizadas por la polimerasa III del ARN.

Acompanan a los anti Ro en los pacientes con LES (10 a 20%) o Sindrome de Sjogren
(50 a 60%). Presentan Actividad aislada en cirrosis biliar primaria y hepatitis

autoinmune.

2. Inmunocomplejos patégenos

Los complejos inmunes son compuestos moleculares formados por el enlace entre
anticuerpos y antigenos solubles, luego de esta interaccion, los complejos inmunes
pueden ser objeto de algunas de estas respuestas como ser depositados por el

complemento, opsonizados, fagocitados o procesados por proteasas.

El depodsito de complejos inmunes es una caracteristica importante en algunas
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, crioglobulinemia,

esclerodermia, artritis reumatoidea y Sindrome de Sjogren.

La eliminacién inadecuada de inmunocomplejos en pacientes lupicos puede asociarse a

dos situaciones:

a. Numero reducido de receptores de complemento en globulos rojos. Los
complejos inmunes son transportados por receptores de complemento en
glébulos rojos humanos para ser eliminados, por lo tanto aquellos pacientes que
tengan una alteracion genética codificaran receptores defectuosos que no
cumpliran dicha funcidn, desencadenando un deposito de inmunocomplejos en
los tejidos, en otros casos una mayor cantidad de complejos inmunes se fija a los
receptores provocando una perdida de receptores de superficie, incidiendo en un
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menor numero de receptores y posterior deposito de complejos en los tejidos.

b. Fagocitosis ineficiente. Los complejos inmunes se unen a receptores Fc de varias
células (Macrofagos, monocitos, neutrofilos), para ser internalizados y
fagocitados, una alteracion genética de los receptores FcyRIIIB y FcyRIIA causa
una fagocitosis ineficaz y por tanto acumulo de inmunocomplejos. (Harris, et al.,

2006)

Los inmunocomplejos grandes son captados por el sistema fagocitico mononuclear y
son eliminados con rapidez, los complejos pequefios son excretados con la orina y los
complejos de tamafio intermedio tienen mas probabilidad de escapar a estos mecanismos

y unirse al tejido.

Los inmunocomplejos pueden tener cierto tropismo por algunos tejidos debido a la
carga cationica que permite su union a los aniones presentes en el tejido. (Harris, et al.,

2006)

a) Nefropatia lupica y complejos inmunes

Los complejos inmunes se encuentran muy implicados en el desarrollo de la nefropatia
lupica, debido a que se depositan en la superficie interna de la pared capilar glomerular,
se disocian y atraviesan la membrana basal glomerular y se vuelven a reconstituir en el
espacio subepitelial, o bien los autoanticuerpos se unen a antigenos de la membrana
luminal de los podocitos, especificamente a proteinas como la megalina, receptor
asociado y al plasmindgeno formando complejos inmunes in situ. El deposito de
complejos inmunes determina la activacion de la cascada del complemento produciendo
complejos de ataque a membrana (C5b-C9), que a su vez activan la formacioén de
especies reactivas de oxigeno e inducen la produccion de proteinasas especificas como

gelatinasas y metaloproteinasa-9 que podrian conducir a la degradacion del coldgeno de
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la membrana basal y asi desarrollar un dafio glomerular. (Silvarifio, Ottati, & Naboa,

2015) (Martini, 2002)

3. Trastornos linfocitarios

El LES se caracteriza por una alteracion del sistema inmunolégico, que resulta en
activacion  policlonal de las células B, sintesis de autoanticuerpos,

hipergammaglobulinemia y formacion de complejos inmunes.

Se han descrito numerosas alteraciones inmunes en linfocitos T y B de pacientes con
LES, sin embargo su papel en la patogenia de la enfermedad no se conoce por completo.

Asi se reconocen los siguientes acontecimientos:

* La hiperreaccion de las células T y B se traduce por una mayor expresion de
determinadas moléculas, como HLA-D y CDA40L, lo que demuestra que las
células son activadas facilmente por los antigenos que inducen las primeras
sefiales activadoras y las moléculas que estimulan la activacion celular completa
a través de una segunda sefial. (Braunwald & Longo, 2005)

* Disminucion de linfocitos T citotoxicos y T supresores (normalmente frenan la
respuesta inmune) y aumento LTh.

* Activacion policlonal de LB en fases tempranas de la enfermedad, existe
evidencia que estas células son mas sensibles a los efectos estimulatorios de
citoquinas como IL-6. De esta forma, las células B en los pacientes con LES son
mas susceptibles a la activacion policlonal por antigenos, citoquinas y otros
estimulos.

* Las células B en los pacientes con LES tienen, ademas, mayores concentraciones
de calcio intracitoplasmatico comparadas con los controles, ademas de

disfuncion del sistema de sefiales entre células inmunes, que se manifiestan en
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aumento de respuestas del calcio, hiperfosforilacion de sustratos proteicos
citosdlicos y disminucion del factor nuclear kappa B.

* Dependencia de la produccion de citoquinas Th2 (favorecen la produccion de
anticuerpos).

* En el LES se han detectado diversas anormalidades en los linfocitos T. Aunque
su numero total en sangre periférica puede estar disminuido, probablemente
debido a la presencia de anticuerpos antilinfocitos, se sabe que juegan un papel
importante en la interaccion con los linfocitos B lo que induce a estos ltimos a
producir autoanticuerpos. Sin embargo, la activacion celular T es defectuosa en
pacientes con LES, y su capacidad para proliferar en respuesta a un estimulo
mitogénico y para producir IL-2 se encuentra reducida. Las razones que explican
el defecto de la respuesta Thl son especulativas, entre éstas estdn un defecto en
la interaccion entre CPA y células T, efectos supresores de los linfocitos T CD8+
y las células NK, la presencia de inhibidores de IL-2, una baja regulacion de los
receptores de IL-2 y disminucion de linfocitos T reguladores (Treg) CD4+
CD25+. (Anaya et al., 2005)

El resultado final de estas anormalidades es la produccion sostenida de autoanticuerpos
patdgenos y la formacion de complejos inmunitarios que se unen a ciertos tejidos,
provocando: secuestro y destruccion de las células revestidas de Ig, fijacion y
segregacion de las proteinas del complemento, y liberacion de quimiotractantes,

péptidos vasoactivos y enzimas destructoras en los tejidos.

4. Desbalance de citoquinas.

Los pacientes con LES tienen en general un desbalance de citoquinas con aumento de

aquellas proinflamatorias y disminucion de las inmunorreguladoras, creando el entorno
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favorable para el desarrollo de autoinmunidad.

Se ha descrito aumento de IL-4, IL-6 e IL-10; éstas interleucinas inducen a que las
células B autorreactivas se activen, proliferen y se diferencien hacia células B que
producen un exceso de autoanticuerpos contra muchos antigenos nucleares, por su parte
los linfocitos T de pacientes lupicos producen y responden menos a IL-2, produciendo
de esta manera menos IFN, IL-12, TGFB, TNFa e IL-1. (Palomo, Ferreira, Sepulveda,
Rosemblatt, & Vergara, 2002)

Las manifestaciones clinicas de piel y articulares de pacientes con LES se correlaciona
con aumento de la union de los anticuerpos IgG anti-células endoteliales estimulado por
la IL-1a. Se considera que la IL-1 podria participar en el dafo vascular y en la patologia
cutdnea. La exposicion a la luz ultravioleta puede inducir a la fraccion
monocito/macrdofago de las células mononucleares de sangre periferica de pacientes con
LES a producir IL-6, lo que sugiere que la liberacion de esta citocina puede participar en
la exacerbacion de la fotosensibilidad. Los pacientes con manifestaciones neuroldgicas,
revelan niveles de IL-1 e IL-6 elevados pero no detectable de TNF alfa e IL-2. (Romero,
Garcia, & Leal, 2009)

5. Apoptosis.

El sistema inmunoldgico utiliza la apoptosis para eliminar los clones autorreactivos de
células B y T, por lo que los defectos de este sistema contribuirian a la persistencia de
estos clones, ademas las células T de pacientes lupicos también muestran resistencia a la
muerte celular inducida por activaciéon (AICD) mediada por TCR, en comparaciéon con
las células T normales. Este defecto podria prolongar la supervivencia de las células T
activadas y contribuir al aumento de la activacion de las células B para producir
anticuerpos. Se cree que la resistencia a la AICD puede ser debida a los niveles
disminuidos de TNF-a en las células T resultantes de un polimorfismo genético en
pacientes con lupus.
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En los pacientes con LES, tanto los monocitos como los linfocitos de sangre periférica
pueden mostrar tasas de apoptosis aumentada, y se cree que son el resultado de procesos
de sefializacion mediada por Fas anormales. La tasa de apoptosis también se ha
demostrado que se correlaciona directamente con la actividad de la enfermedad. Estas
anomalias pueden deberse a polimorfismos genéticos o defectos en la expresion de Fas-

FasL.

Las tasas masivas de apoptosis sobrecargan a las células fagociticas y por lo tanto
desencadenan la formacion de autoanticuerpos. A la inversa, menores tasas de apoptosis
de las células autorreactivas pueden también resultar en el aumento de la respuesta

autoinmune.

Se pudo observar que varios genes estan involucrados en la interrupcion o bien la ruta
apoptotica o alteracion de los mecanismos implicados en la limpieza de las células
muertas, restos celulares, y los complejos inmunes. Estos incluyen, entre otros,
Fas/FasL, Bcl-2, los miembros de la cascada del complemento, y DNA asa. El gen Scl-3
que tiene un rol en el control de la apoptosis, acelera el LES, y ademds activa a las
células dendriticas, con aumento de la secrecion de citocinas proinflamatorias.

(Enrriquez & Mejia, 2013)

Se ha demostrado que los autoantigenos del LES se concentran dentro de las células
apoptoticas, especificamente las vesiculas apoptdticas que se exponen en la superficie de
la célula que entra en apoptosis y que contienen restos celulares, entre ellos acidos
nucleicos y nucledtidos. En condiciones normales el sistema mononuclear fagocitico, en
especial los macrofagos, se encargan de retirar de la circulacion esos restos apoptéticos.
En este proceso intervienen varias moléculas, como C3b que opsoniza las particulas
apoptoticas, la lisofosfatidilcolina secretada por la propia célula apoptotica que permite
atraer a los fagocitos y moléculas de superficie como la fosfatidilserina oxidada, que son

reconocidas por receptores scavenger (carrofieros) en la superficie del fagocito, como
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CD36 y oxLLDL, facilitando su internalizacion. (Sifuentes, Garcia, Boteanu, Lois, & Zea,

2012)

Como en el lupus esta aumentada la apoptosis y hay un aclaramiento deficiente de las
células apoptoética, se produce una acumulacion de material necrético secundario que es
capaz de desencadenar inflamacion, por otro lado los fragmentos nucleares modificados
que son identificados como sefiales de peligro por el sistema inmunitario (danger
signals), promueven la sintesis y la secreciéon de anticuerpos dirigidos a su

neutralizacion por parte de linfocitos B (LB) autorreactivos.

Una vez instaurada la secreciéon de autoanticuerpos estos se unen a los antigenos
nucleares formando los correspondientes inmunocomplejos, principalmente ADN/anti-
ADN, que tienen la capacidad de depositarse en los tejidos donde, junto al sistema del

complemento, provocaran lesiones como ocurre en el glomérulo renal.

Los complejos inmunes que contienen productos nucleicos son también captados por las
células dendriticas plasmocitoides (CDP) por medio de los receptores FcyRIIA e
interiorizados en los endosomas. Los receptores toll-like (TLR) 7 y 9, anclados en la
membrana del endosoma, son activados por estos inmunocomplejos e inician la cascada
de la transduccion que lleva a la activacion de los factores de transcripcion IRF
7/5 y NFkB, con la consiguiente produccion de grandes cantidades de IFNa. Las CDP
son las productoras de IFNa y, en menor medida, de otras citocinas proinflamatorias,
como la IL-6. Es por eso que estos complejos inmunes se los denomina “complejos
interferogénicos”, debido a que promueven la formacién de IFNa por las CDP.

(Sifuentes, Garcia, Boteanu, Lois, & Zea, 2012)

El IFNa secretado favorece la autoinmunidad, promueve la maduraciéon de las células
dendriticas, activa los linfocitos T (LT) incluso los linfocitos autorreactivos, que pueden

haber escapado a la tolerancia central e interviene en la diferenciacion de LB a células
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plasmaticas productoras de autoanticuerpos, aumentando en mayor medida la formacion
de los complejos interferogénicos que nuevamente activan a mas CDP, las cuales van a

producir mas IFNa, acrecentando los mecanismos de autoinmunidad. (Ver Fig. 6)

Estudios en pacientes con LES hallaron una sobreexpresion de genes relacionados con el
IFN y con la granulopoyesis, lo que apoya la hipétesis de que el [FNa desempefia un

papel protagonista en la fisiopatologia de esta enfermedad.
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Fig. 6. La apoptosis en la patogenia del Lupus. (Sifuentes, Garcia, Boteanu, Lois, & Zea,
2012)

E. DIAGNOSTICO

Debido a la complejidad de la enfermedad y una variedad de diagnosticos diferenciales,
en 1971 la Asociacion Americana de Reumatologia (ahora Colegio Americano de
Reumatologia) (Ver Tabla 4) publico los criterios preliminares para la clasificacion del
lupus eritematoso generalizado, pero por presentar baja especificidad y sensibilidad,
dichos criterios fueron revisados y mejorados en 1982, estos incluyen eritema malar,

lupus discoide, fotosensibilidad, ulceras orales, artritis, serositis (pleuritis/pericarditis),
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alteraciones renales, neuroldgicas, hematolégicas e inmunitarias, y anticuerpos

antinucleares.

El diagnoéstico se puede realizar si se reinen cuatro o mas de estos 11 criterios en algin

momento durante el curso de la enfermedad, alcanzando una sensibilidad y una

especificidad de 96%. Sin embargo, no es necesario que se presenten simultdneamente

para poder hacer el diagnostico, en ciertos casos se puede observar una sola

manifestacion durante varios meses o afos antes de que se acumulen mas

manifestaciones que permitan sospechar el diagnostico. (Robles, Cajigas, & Ventura,

2011) (Lopez Guarch, Alarcon, Fontana, & Casado, 2008)

Tabla 4. Criterios de clasificacion del lupus eritematoso sistémico segun el Colegio

Americano de Reumatologia (L6pez Guarch, Alarcon, Fontana, & Casado, 2008)

Criterio

Definicion

1. Eritema malar

Eritema fijo, plano o elevado, sobre las eminencias malares,
respetando los pliegues nasolabiales

2. Rash discoide

Zonas eritematosas elevadas con escamas queratéticas
adherentes y taponamiento folicular. En las lesiones antiguas

41



puede producirse cicatrizacion atrofica.

3. Fotosensibilidad

Erupcion cutdnea desproporcionada tras exposicion a la luz
solar, por historia u observada por el médico

4. Ulceras orales

Ulceras orales o nasofaringeas, normalmente indoloras,
observadas por el médico.

5. Artritis

Artritis no erosiva en dos o mas articulaciones periféricas, con
inflamacién, derrame sinovial o dolor a la palpacion

6. Serositis

Pleuritis: historia clinica convincente, roce auscultando por un
médico o demostracion de derramepleural. Pericarditis:
documentada por electrocardiograma, roce auscultando por
unmédico o demostracion de un derrame pericardico.

7. Nefropatias

Proteinuria persistente superior a 0,5 g/dia o >3+si no se ha
cuantificado. Cilindruria: de hematies o hemoglobina, cilindros
granulosos, tubulares o mixtos.

8. Alteracion Neuroldgica

Convulsiones o psicosis, en ausencia de trastorno metabdlico,
electrolitico o de fA&rmacos que las puedan producir

9. Alteracion Hematolédgica

Anemia hemolitica con reticulocitosis o Leucopenia < de
4000/mm3 en < 2 ocasiones o Linfopenia < de 1500/mm3 no
secundaria a farmacos

10. Alteracion Inmunolégica

Anti ADN positivo o AntiSm positivo o Anticuerpos
antifosfolipidos  positivo basado en 1)  Anticuerpos
anticardiolipinas IgG IgM (+) a titulos medios o altos 2)
Anticoagulante lapico (+) o Serologia luética falsamente (+)
durante al menos 6 meses

11. Anticuerpos Antinucleares
positivos

Titulo anormal de  anticuerpos  antinucleares  por
inmunofluorescencia o por otro test equivalente en ausencia de
farmacos capaces de producir lupus inducido por los mismos.

Para el diagnostico de lupus eritematoso sistémico son necesarios cuatro de estos 11 criterios, no

necesariamente simultaneos.

1. Nuevos Criterios Diagnosticos

El grupo Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) revis6 y valido

los Criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) para el
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lupus eritematoso sistémico con el fin de mejorar la relevancia clinica, cumplir los
estrictos requisitos de metodologia, e incorporar nuevos conocimientos acerca de la

inmunologia del LES.

De acuerdo con la regla SLICC para la clasificacion de SLE, el paciente debe satisfacer
por lo menos 4 criterios de los 17 criterios, incluyendo al menos un criterio clinico y un
criterio inmunoldgico o el paciente debe tener una biopsia para la nefritis lipica en la

presencia de anticuerpos antinucleares o anti-dsDNA.

Las ventajas de los nuevos criterios es que permiten mejor clasificacion que los previos
(los de la American College Rheumatology), alcanzando mayor sensibilidad (94% frente

a 86% de los anteriores criterios) y especificidad similar (92% vs 93%).

a) Criterios clinicos.

Piel. Cualquiera de los siguientes se requiere para cumplir 1 criterio. Rash malar y
fotosensibilidad; lupus cutaneo agudo y sub-agudo; ulceras orales y alopecia que no deje

cicatriz.

Lupus cutineo agudo. Se incluye al rash malar (no cuenta si es malar discoide), lupus
ampolloso, necrolisis epidérmica toxica (variante lapica), Rash maculo papular lupico,
rash fotosensible asociado a LES. Todos los anteriores, en ausencia de dermatomiositis 6
lupus cutdneo subagudo (lesiones psoriasiformes no induradas y/o lesiones anulares
policiclicas que resuelven sin cicatriz (ocasionalmente presentan despigmentacion

postinflamatoria o telangiectasias).

Lupus cutdneo cronico: incluye

a. Rash discoide clasico localizado (por encima del cuello) 6 generalizado (por
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encima y debajo del cuello)

b. Lupus hipertrofico (verrucoso)

c. Paniculitis lupica (lupus profundus)
d. Lupus “mucoso”

e. Lupus eritematoso “tumidus”

f. Lupus “chillblains”

g. Lupus discoide/liquen plano “overlap”

Ulceras orales: paladar — bucales — lengua 6 ulceras nasales (éste criterio se cumple en
ausencia de otras causas como vasculitis, infeccion por herpes, enfermedad inflamatoria

intestinal, artritis reactiva y alimentos acidos)

Alopecia “sin cicatriz” (non scarring): Los cabellos presentan adelgazamiento difuso
6 fragilidad visiblemente quebrados (este criterio se cumple en ausencia de otras causas

como alopecia areata, medicamentos, deficiencia de hierro y alopecia androgenética).

Sinovitis: que comprometa dos 6 mas articulaciones y que se caracterice por edema 6
derrame o dolor en 2 6 mas articulaciones y 30 minutos de rigidez matinal. Debe
especificarse claramente que el dolor si sea articular debido a que la fibromialgia

también ocasiona dolor generalizado.

Serositis:
* Pleuritis tipica por mas de un dia o derrame pleural o frote pleural
* Dolor pericardico tipico (dolor en posicion dectbito que mejora sentandose
hacia adelante) con una duracién mayor a un dia o derrame pericardico o
frote pericardico o pericarditis por electrocardiograma.
Las caracteristicas anteriores no deben relacionarse con infeccion, uremia y pericarditis

de Dressler.
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Renal. Relacion proteinuria/creatinuria (6 proteinas en orina de 24 horas) que
representen 500 mg de proteinas/24 horas 6 cilindros hematicos.

* La relacion proteinuria/creatinuria es suficiente para definir el criterio sin

requerirse estudio renal en 24 horas. La estimacion de la proteinuria desde

“cintilla” es insuficiente para el juicio clinico y es una medida poco

confiable. Aun asi, es claro que el “gold standard” es la relacion

proteinuria/creatinuria en orina de 24 horas.

Neurologico:
* Convulsiones — psicosis 6 mononeuritis multiplex (en ausencia de otras
causas conocidas como vasculitis primaria)
* Mielitis — Neuropatia craneal o periférica (en ausencia de otras causas
conocidas como vasculitis primaria, infeccion y diabetes mellitus)
* Estado confusional agudo (en ausencia de otras causas conocidas, incluyendo

causas toxico-metabolicas, uremia, medicamentos)

Anemia hemolitica 6 Coombs directo positivo.
Leucopenia (<4000/mm’ al menos una vez) En ausencia de otras causas conocidas
como Sindrome de Felty, medicamentos e hipertension portal.
Linfopenia (<1000/mm’ al menos una vez) En ausencia de otras causas conocidas como
uso de corticoesteroides, medicamentos e infeccion.
Trombocitopenia (<100 000/mm’ al menos una vez)

* En ausencia de otras causas conocidas como medicamentos, hipertension

portal y purpura trombotica trombocitopénica.
* Resultado de biopsia renal compatible con nefritis lupica.
* Leucopenia/Linfopenia

* Trombocitopenia
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b) Ceriterios Inmunologicos

1. ANA por encima del rango de referencia.

2. Anti DNA de doble cadena por encima del rango de referencia, excepto el
que sea tomado por el método ELISA: dos veces por encima del rango de
referencia del laboratorio.

3. Anti Sm

4. Anticuerpos anti fosfolipido: cualquiera de los siguientes.

a. Anticoagulante lapico
b. VDRL falsamente positivo
c. Anticardiolipinas a titulos intermedios o altos (IgA, IgG o IgM)
d. Anti B2 glicoproteina I (IgA, IgG o IgM)
5. Hipocomplementemia (C3/C4 6 CH50 bajos)

6. Coombs Directo Positivo en ausencia de anemia hemolitica.

Los anteriores son acumulativos y no necesitan estar presentes concurrentemente.
Ademas cada criterio contribuye independientemente con puntuacion a la clasificacion.

(Petri et al., 2012)

F. TRATAMIENTO

El tratamiento de los pacientes con LES es individualizado para cada tipo de paciente,
no hay un tratamiento etioldgico o curativo para el LES, sino sintomatico para las
manifestaciones de esta enfermedad, y tiene que ser flexible e individualizado para cada

tipo de paciente. (Gomez, Paladio, Sunyer, & Catalan, 2012)
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1. Medidas generales

* Actividad fisica moderada y reposo en pacientes con la enfermedad activa.

* Proteccion solar debido a que exacerba el lupus y exposicion al frio en pacientes
que presenten como sintoma el signo Raynaud

* Dieta hipocalorica baja en grasas saturadas y rica en insaturadas, balanceada, rica
en proteinas, vitaminas E, A, C, selenio, aceite de pescado, calcio y vitamina D.

* Evitar el cigarrillo debido a que puede desencadenar la enfermedad y a su vez
puede interferir en el metabolismo de los antimalaricos.

* Manejo del stress que también puede asociarse a una mayor actividad de la

enfermedad. (Stringa & Troielli, 2006)

2. Farmacoterapia.

Existen cuatro grupos de medicamentos utilizados en el tratamiento del lupus
eritematoso  sistémico:  Antiinflamatorios, corticoesteroides, antipalidicos e

inmunosupresores.

En pacientes con manifestaciones leves como mialgias, artralgias y sintomas generales,
es posible que se beneficien s6lo con la administracion de un antiinflamatorios. Sin
embargo, si no hay mejoria o los sintomas progresan a franca artritis, serositis y
manifestaciones mucocutdneas de moderada intensidad, serd necesario emplear

glucocorticoides a dosis variables junto con antipalidicos.

En manifestaciones mas severas que pongan en peligro la vida, como hemocitopenias
graves, compromiso renal o del sistema nervioso, son necesarias dosis altas de
glucocorticoides, prednisona o metilprednisolona por via intravenosa junto con
inmunosupresores para tratar de suprimir la actividad de la enfermedad. Entre los

inmunosupresores mdas utilizados se encuentran la azatioprina, ciclofosfamida,
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ciclosporina A, metotrexato y micofenolato de mofetil, medicamentos que requieren
vigilancia clinica y de laboratorio para detectar a tiempo efectos colaterales y datos de

toxicidad. (Ramos & Lom, 2008)

a) Glucocorticoides

Los glucocorticoides orales, particularmente la prednisona o prednisolona, han
constituido durante afios la base del tratamiento del LES y de la mayoria de las
enfermedades autoinmunitarias sistémicas. Habitualmente acompafian a los farmacos
inmunodepresores e incluso pueden tener uso preventivo en situaciones de actividad de

el lupus.
Actlian por 2 vias: una gendmica, y otra no genoémica.

* La via gendmica se activa mediante la union del glucocorticoide a un receptor
intracelular, con posterior internalizacion en el nucleo, para luego reprimir la
expresion de genes que participan de la respuesta inflamatoria. Simultdneamente,
se estimula la transcripcion de moléculas vinculadas con la gluconeogénesis y el
metabolismo lipidico y 6seo, que es responsable de la mayoria de los efectos
adversos.

* La via no genOmica, por su parte, consta de diferentes mecanismos. Los
glucocorticoides interactian con el receptor citosolico modulando vias
intracelulares antiinflamatorias mediante un mecanismo independiente del
nicleo, o pueden unirse a un receptor de membrana con modulaciéon de la

sintesis de ATP intracelular.

Las 2 vias se activan en momentos y a dosis diferentes. La gendmica requiere horas para
empezar a hacer efecto, la no gendémica es notoriamente mas rapida y potente. Se ha

comprobado que por encima de 30 mg/dia de prednisona o equivalente, el receptor
48



intracelular estd ocupado en un porcentaje cercano al 100%, por lo que es improbable
que dosis superiores tengan un efecto clinico mucho més marcado. La via no gendmica,
en cambio, se activa a partir de dosis de 100mg. (Gomez, Paladio, Sunyer, & Catalan,
2012)

La utilizacion prolongada de corticoides por mas de 5 afios puede causar dafio como
osteonecrosis avascular, las fracturas por osteoporosis, la diabetes mellitus y las

cataratas, por lo que se recomienda utilizar dosis bajas < a 7,5mg/dia. (Ruiz, Ugarte,
Cabezas, & Medina, 2014)

b) Antipalidicos

Los antipaludicos tienen un efecto beneficioso sobre el control de la actividad del lupus
eritematoso, asi como en la supervivencia de los pacientes. Ademas de tener un efecto
protector frente a las trombosis, el desarrollo de dafio irreversible, las infecciones, la
aterosclerosis, el sindrome metabolico e, incluso, las neoplasias. Igualmente, se ha
propuesto un efecto beneficioso en el metabolismo glucidico y lipidico en pacientes con

LES. (Ruiz, Danza, & Khamashta, 2013)

La hidroxicloroquina es uno de los antipaludicos mas antiguos en el tratamiento del
LES. Es eficaz para manifestaciones menores de la enfermedad, como artritis, lesiones

cutdneas y serositis.

¢) Inmunosupresores

El tratamiento con fAirmacos inmunosupresores se debe reservar a aquellos pacientes que

no respondan al tratamiento con antipaludicos ni glucocorticoides o a los pacientes en
49



que no se puede reducir la dosis de esteroides por debajo de las que serian aceptables en

un tratamiento cronico.

La ciclofosfamida se utiliza en casos de LES con afectacion orgdnica grave,

especialmente en casos de nefropatia lupica, vasculitis cerebral o hemorragia alveolar.

El metotrexato es un andlogo del 4acido félico que inhibe la sintesis de purinas y por lo
tanto de DNA y RNA. Es util principalmente en el tratamiento de pacientes sin
afectacion organica y con manifestaciones cutdneas o artritis asociadas a LES, con el

objetivo de reducir la dosis de corticoides. (Gomez, Paladio, Sunyer, & Catalan, 2012)

d) Terapia bioldgica.

Como en el Lupus existe un fallo en el reconocimiento de antigenos propios y un exceso
en la produccion de anticuerpos, las células T y B, son usadas como dianas terapéuticas

en la terapia biologica.

Los tratamientos con anticuerpos dirigidos a células T presentan efectos adversos por lo
que han sido descartados, en cambio la cé¢lula B es una diana mas apropiada en esta

enfermedad, por lo que se tienen los siguientes abordajes:

* Anticuerpos dirigidos a receptores especificos de células B. Disponemos de Ac
contra dos receptores CD20 (rituximab, ofatumumab) y CD22 (epratuzumab).
* Limitar la activacion BAFF/APRIL. Bien mediante anticuerpos contra BAFF

(belimumab) o mediante el receptor (atacicept). (Marenco & Fernandez, 2010)

El belimumab es un anticuerpo monoclonal humano que se une especificamente a la
forma soluble de la proteina estimuladora de linfocitos B humana (BLyS), cumple un

papel esencial en la homeostasis y la supervivencia de las células B. BLyS se une a 3
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receptores en la superficie de estas células, entre ellos, el receptor 3 (BR3). La inhibicion
de la uniéon de BLyS a BR3 promueve la apoptosis y evita la diferenciacion y

maduracion de los linfocitos B. (Scott, 2012)

Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que se une especificamente al
antigeno CD20, expresado principalmente por los linfocitos B, y promueve la
deplecion mediante la citotoxicidad mediada por anticuerpos y por el complemento. Se
puede utilizar indicacidon no aprobada en casos de anemia hemolitica y trombocitopenia

graves (Gomez, Paladio, Sunyer, & Catalan, 2012)

VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

* Determinar el efecto sobre la capacidad fagocitica de polimorfonucleares y la
capacidad de depuracion de complejos inmunes inducidos por el
polimorfismo de los alelos NA1 y NA2 en pacientes con lupus eritematoso

sistémico

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Establecer la frecuencia de presentacion de las manifestaciones clinicas de
pacientes lapicos que asisten al instituto SELADIS.

* Determinar asociacion entre el polimorfismo NA1 y NA2 del gen FcyRIIIB
con la susceptibilidad a lupus eritematoso sistémico.

* Evaluar la relacion entre el porcentaje de fagocitosis, la capacidad fagocitica

celular y los niveles de CIC en pacientes lupicos y en controles en funcion al
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polimorfismo NA1 y NA2 del gen FcyRIIIB asociadas a las manifestaciones
clinicas de la enfermedad.

* Correlacionar los valores promedio de los niveles de complejos inmunes
circulantes, el porcentaje de fagocitosis y la capacidad fagocitica celular con
los niveles de anticuerpos anti dSDNA de pacientes ltpicos

* Determinar la posible asociacién entre las manifestaciones clinicas de los
pacientes lupicos con el polimorfismo NA1 y NA2 del gen FcyRIIIB.

* Asociar la relacion que existe entre la capacidad de fagocitosis de las células
de pacientes lupicos con el uso de corticoides en pacientes con Lupus

eritematoso sistémico

VII. DISENO METODOLOGICO

A. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio realizado fue analitico comparativo de casos y controles.

B. DESCRIPCION DE LA POBLACION

1. Grupo Casos.

Pacientes que fueron diagnosticados con lupus eritematoso sistémico mediante clinica y
confirmados por laboratorio que asistieron al Instituto SELADIS entre julio de 2015 y

marzo de 2016.

2. Grupo Control.
Personas que en el momento del estudio no presentaron antecedentes de patologias
autoinmunes y que no sean parientes hasta 4to grado de pacientes diagnosticados con

lupus.
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3. Criterios de inclusion.
Para los casos se incluyeron pacientes diagnosticados con LES con o sin nefritis lapica,
de cualquier género y edad. En los controles participaron aquellas personas

aparentemente sanas que no estén cursando ningun proceso infeccioso

4. Criterios de exclusién.
En el grupo denominado casos se excluyeron aquellas pacientes que se encontraban
embarazadas, o que estaban cursando cualquier enfermedad autoinmune. En el grupo de
controles se excluyeron aquellas personas que estaban cursando con procesos

infecciosos.

5. Criterios de eliminacién.
Se eliminaron del estudio aquellos pacientes que posterior a dar su consentimiento se

negaron a participar.

6. Tamaifio de la muestra.

El tamafio de la muestra ha sido determinado por conveniencia estando principalmente
definido por criterios presupuestarios del proyecto y por criterios de inclusion-exclusion
de la muestra en estudio. Para la determinacion de las frecuencias genotipicas y alélicas
se trabajo con una poblacién mayor que ya se contaba con datos de x casos y controles
de un estudio de asociacion genética de riesgo a lupus previamente realizado. En el
estudio propiamente dicho de asociacion entre el polimorfismo NA1 y NA2 del gen
FcyRIIIB, con los de complejos inmunes se incluyeron a 74 pacientes diagnosticados
con LES mediante clinica y laboratorio, y 77 personas aparentemente sanas como grupo
control. Para el estudio de la fagocitosis se conto con una poblacién menor (69 pacientes
y 70 controles) debido a que existieron pacientes que donaron la muestra para hacer el
estudio. Todos los participantes involucrados en el estudio dieron su consentimiento
informado para participar en el mismo.

53



7. Aspectos éticos.
A los pacientes que participaron en la investigacion se les informé los objetivos, el
alcance del estudio y probables complicaciones de la toma de la muestra. Los pacientes
que aceptaron formar parte del estudio dieron su consentimiento escrito (Ver Anexos), a
los que se les entregd posteriormente una copia de los resultados obtenidos. Vale

recalcar que este estudio no tuvo ninglin costo monetario para los pacientes.

8. Contexto y lugar.
La investigacion se realizo en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética
del instituto SELADIS de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la

UMSA.

9. Financiamiento.
El trabajo de investigacion fue financiado por el Laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del Instituto SELADIS por lo que estas nuevas herramientas de
diagnostico de laboratorio podran ser empleadas para conocer el curso clinico de la

enfermedad en los pacientes lupicos.

C. MATERIAL BIOLOGICO

Naturaleza de la muestra. Muestra de sangre entera venosa

D. MATERIALES Y METODOS

1. Anamnesis y toma de muestra.
El trabajo se inicio con la elaboracion de la historia clinica a los pacientes
diagnosticados con Lupus, posteriormente se realizd la toma de muestra, obteniendo

7mL de sangre venosa, la que se repartié en dos tubos y un portaobjetos, un tubo con
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EDTA K3, para la extraccion de ADN, otro sin anticoagulante para obtener el suero
usado en la determinacion de complejos inmunes y un portaobjetos donde se coloco

sangre total sin anticoagulante para evaluar la fagocitosis.

2. Extraccién de DNA.
A partir de la sangre venosa tomada en tubo con EDTA K3, se realiz6 el aislamiento
del ADN del paciente mediante el protocolo de obtenciéon del ADN que se basa en el
uso del kit comercial Blood Genomic DNA Extraction de Favorgen ®. El material

genético obtenido fue guardado a -4°C hasta el momento de su uso.

3. Genotipaje de FcyRIIIB NA1 Y NA2 por PCR convencional (Reaccion
en cadena de la polimerasa).

Para el genotipaje de FcyRIIIB se sigui6 el protocolo optimizado de Yanarico y Sosa
(Yanarico G, Sosa F., 2014). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mediante
primers alelo-especificos para los antigenos NA1 y NA2: NA1 forward: 5° CTC AAT
GGT ACA GGG TGC TC 3’, NAl reverse: 5° GGC CTG GCT TGA GAT GAG GT
3’; NA2 forward: 5’ CTC AAT GGT ACG GCG TGC TT 3” y NA2 reverse: 5° CAC
CTG TACTCT CCACTGTCGTT 3°.

El PCR fue elaborado utilizando 250ng de DNA genémico, Tris HCI (pH 8.3)
10mmol/L, KCI 50mmol/L, MgCl, 1,5mmol/L, dNTPs 0,2mmol/L, primers a una
concentracion de 20pmol cada uno y una unidad de Taq polimerasa, todo esto en un
volumen total de reaccion de 50ul. El1 PCR se hizo en 30 ciclos consistiendo en 94°C 1

min, 63°C 1 min y 72°C 1 min y una extension final a 72°C por10 min.
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4. Revelado de los productos amplificados.
El material amplificado fue identificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 2,5
% a voltaje constante (3 V/cm) en tampén TBE 1X y teflido con SybrGreen 1/1000
(SIGMA-Aldrich, USA).

5. Interpretacién de los resultados.
La presencia del alelo FcyRIIIB NA1 gener6 fragmentos de 118 pb, y el alelo NA2
fragmentos de 171 pb. Los productos obtenidos fueron observados en un

transiluminador a una longitud de onda de 254 nm.

6. Evaluacién de la concentracion de complejos inmunes por precipitacion
con Polietilenglicol (PEG).

Se determind la concentracion de complejos inmunes con el suero fresco de los
pacientes utilizando el metodo de precipitacion con PEG 6000, diluyendo una parte de
suero en 2 partes de buffer borato pH 8.4 y luego se afiadieron 32 partes de PEG al
4,166%, incubandose por una hora a temperatura ambiente y finalmente se realizo la
lectura a 450nm de longitud de onda. Una vez obtenidos los resultados estos fueron
comparados con los del grupo control y a la vez se asociaron con valores de dsDNA,

para considerar si también sirve de referencia para determinar lupus activo.

7. Evaluacion de la fagocitosis por observacion directa de placas.
Para evaluar la fagocitosis se seguid el protocolo de Navarrete utilizando 1 mL de
muestra de sangre venosa total, colocada en portaobjetos dentro de una cdmara humeda
a 37°C por el lapso de 30 min, luego se elimind el codgulo realizando lavados con
solucion salina fisioldgica al 0,9% atemperada tambien a 37°C, una vez eliminado el
codgulo, a las células adheridas al portaobjetos se le afiadio 400 uL de una solucion de

levaduras al 0,01%, (previamente incubada a 37°C por 30 min), se incubd nuevamente
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por 30 min a 37°C y luego se lavoé nuevamente con solucion fisioldgica atemperada,
posteriormente se procedid con el secado y la tincidn panoptica, para observar al
microscopio y realizar el recuento del nimero de levaduras fagocitadas y el porcentaje

de fagocitosis (Navarrete, Pinilla, Mufioz, Ruiz, & Cifuentes, 2007)

8. Analisis de datos estadisticos.
El andlisis de datos se realizd mediante el programa SPSS version 20 (version de
prueba) y el programa Prism version 5 Oc (version de prueba) para determinar las
caracteristicas de la poblacion se utilizoé estadistica descriptiva convencional, las pruebas
de correlacion, t de student, Odds ratio y Chi® se aplicaron para determinar el grado de

asociacion de las diferentes variables involucradas en el estudio.

VIII. RESULTADOS

A. Parametros descriptivos de la muestra estudiada
En la siguiente tabla se observa las caracteristicas descriptivas de los pacientes lipicos

captados en el presente estudio. El genero femenino fue el més frecuentemente afectado

en un 95.9% de los casos.

Se evidencio que la edad promedio de inicio de la enfermedad fue de alrededor de los 28
afios, y los pacientes padecian la enfermedad 7 afios en promedio, la complicacion renal
se encontro en el 36.5% de los pacientes. En cuanto al tratamiento se determino que un
71.6% de los pacientes es tratado con corticoides, seguido de antipalidicos e
inmunosupresores con un 51.4% y 37.8% respectivamente, otros medicamentos son

administrados con menor frecuencia.

Tabla 5. Caracteristicas descriptivas de los pacientes con Lupus

CARACTERISTICAS FRECUENCIAS
Femenino 95.9 %
Edad de inicio de sintomas 28+ DS 13
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Duracion de la enfermedad 7+DS7

Complicacioén Renal 36.5 %

Tratamiento recibido

Corticoides 71,6 %
Antipaludicos 51.4 %
Inmunosupresores 37.8 %

B. Manifestaciones clinicas en pacientes lapicos

En la tabla 6, se observan las manifestaciones clinicas que fueron referidas por los
pacientes estudiados; la artritis fue el sintoma mas frecuente padecido tanto al inicio,
durante y como en los 10 ultimos dias antes de la toma de muestra para el presente
estudio, presentandose en un 63.5%, 78.4% y 54.1% respectivamente. Otras
manifestaciones clinicas reportadas de manera frecuente por los pacientes fueron la
manifestaciones dérmicas, la fotosensibilidad y las ulceras orales; cabe destacar que
durante la enfermedad los pacientes tuvieron complicaciones hematologicas y renales en

un 43.2% y 36.5% respectivamente.

Tabla 6. Manifestaciones clinicas que refirieron los pacientes lupicos involucrados

en el estudio, SELADIS. 2016

Manifestaciones Clinicas Alinicio Durante Ultimos dias*
Artritis 63.5% 78,4%  54,1%
Fotosensibilidad 29.7% 51,4%  29.7%
Eritema malar 20.3% 40,5% 13.5%
Ulceras orales 17.6% 47,3% 10.8%
Edema 16.8% 21,0%  4,2%
Alteraciones Hematologicas 12.2% 43.2%  16.2%
Cefalea 11.2% 15.4%  5.6%
Alteraciones Renales 8.1% 36.5% 19.0%
Alteraciones Neural 8.1% 20.3%  4.1%
Cansancio 7.0% 9.8% 5.6%
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Caida de Cabello 5.6% 12,6% 0%
Ulceras en extremidades 4.8% 6,6% 4.2%

Fiebre 4.2% 5,6% 1.4%
Vasculitis 2.8% 9.2% 3,2%
Serositis 2.7% 5.4% 1.4%
Otros 19.6% 21.0%  23.8%

*Manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes desde 10 dias antes de la toma de

muestra

C. Asociacion del polimorfismo NA1 NA2 con lupus eritematoso
sistémico

Mediante el empleo de la técnica de PCR optimizada y validada de Yanarico y Sosa
(Yanarico, 2015) se procedi6 a identificar los genotipos del polimorfismo del receptor
FcyRIIIB tanto en los pacientes lipicos como en los controles que decidieron participar

en el estudio.

En la corrida electroforética (figura 6) de los productos amplificados de la PCR, se
puede observar los tres polimorfismos genotipicos identificados mediante la PCR, en la
columna 1 el patron del peso molecular que nos marca la banda de referencia de 150pb,
por tanto las bandas correspondientes al alelo NA1 con 118pb las encontramos en las

columnas 2, 6, 9 y 11, del mismo modo el alelo NA2 con 171pb se encuentra en las
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columnas 4 y 5, los heterocigotos con genotipo NA1/NA2 se observan en las columnas

3,7,8y 10.

Patron de
Peso Molecular

150 pb

Heterocigoto
NA1/NA2

Homocitogo

NA2/NA2

171 pb
Homocigoto
NA1/NA1
118 pb

Figura 7. Corrida electroforética de los productos amplificados de la PCR que
muestra los polimorfismos del FcyRIIIB de pacientes con lupus eritematoso
sistémico

En la tabla 7, se aprecian que entre los genotipos NA1/NA1, NA1/NA2 y NA2/NA2, el
genotipo mas frecuentemente encontrado en pacientes lupicos es el NA1/NA2 con un
74,19%, mostrando significancia estadistica con un valor de OR de 4.09, el valor hallado
nos indica que la persona que porta este genotipo tiene el cuadruple de riesgo de padecer
LES en relacion a una persona que no porta dicho genotipo, también se observa que el
genotipo NA1/NAT1 es un factor de proteccion, por lo tanto, una persona que porta dicho

genotipo tiene menor probabilidad de padecer lupus.

Tabla 7. Tabla de comparacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo del

gen FcyRIIIB en pacientes con LES y controles
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CASOS CONTROLES Odds | Inferior | Superior |  cpj.cuadrado
FcyRIIB (+) % (+) % Ratio | 95% G| 9% CL 5@ T vator-p
NA1/NA1 29 1871 | 86 55,48 0,18 0,11 031 | 44,91 | 2,06E-11
NA1NA2 | 115 | 7419 | 64 41,29 4,09 2,53 6,62 | 3439 | 4,52E-09
NA2/NA2 11 7,1 5 3,23 2,29 0,78 6,76 2,37 | 0,12349

En la siguiente tabla, se puede observar que desde el punto de vista del polimorfismo
alélico, el alelo NA2 tiene un OR de 2,53, revelando que la persona que porta este alelo
tendra 2,5 veces mayor predisposicion de riesgo de la enfermedad, lo que se correlaciona
con una mayor frecuencia de presentacion en pacientes lipicos de los genotipos
NA1/NA2 y NA2/NA?2 vistos en la tabla 7. Ademas se observa que el alelo NA1 tiene
caracter protector, que concuerda con el genotipo NA1/NA/1 que es mas frecuente en

personas sanas.

Tabla 8. Tabla de composicion de las frecuencias alélicas del polimorfismo del gen

FcyRIIIB en pacientes con LES y controles

CASOS CONTROLES Odds | Inferior | Superior |  chjcuadrado
FeyRINB | (+) g (*) g Ratio |95%C.l.| 95%cC.. | X | Valor-P
NA1 173 | 5581 | 236 76,13 0,4 0,28 0,56 | 28,51 | 9,30E-08
NA2 137 | 44,19 74 2387 | 2,53 1,79 3,56 | 28,51 | 9,30E-08
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El andlisis de datos para determinar la existencia de correlacion entre las

manifestaciones clinicas con los polimorfismos genotipicos y alélicos evaluados en el

presente estudio mostrd que no existe asociacion estadisticamente significativa entre las

variables estudiadas, aspectos demostrados por los valores de intervalos de confianza y

de probabilidad. (Ver Tablas 9 y 10)

Tabla 9. Correlacion entre las manifestaciones clinicas y los genotipos del

polimorfismo del gen FcyRIIIB en pacientes con LES

MANIFESTACIONES | £ oiip POSITIVO | NEGATIVO Odds | Inferior | Superior Chi-cuadrado
CLINICAS Ratio | 95% C.I | 95% C.I.
N % N % Xi? Valor - P
NATNA1 | 6 |2069| 6 | 1579 1,39 0,4 4,87 0,27 06
ERITEMA MALAR |NATNA2 | 21 |7241| 20 | 76,32 0,81 0,27 2,46 0,13 0,72
NAZNA2 | 2 | 69 | 3 7,89 0,86 0,13 5,54 0,02 0,88
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NANAT | 7 [1892| 5 | 1667 | 117 0,33 413 0,06 0,81
FOTOSENSIBILIDAD | NATNA2 | 28 |7568| 22 | 7333 | 1,13 0,38 3,41 0,05 0,83
NnaziNA2 | 2 [ 541 | 3 10 0,51 0,08 3,3 0,51 0,48

NATNAT | 6 |1818] 6 | 1765 | 1,04 0,3 3,62 0 0,95

ULCERAS ORALES |NATNA2 | 24 [7273] 26 | 7647 | 0,2 0,27 2,47 0,12 0,72
NA2NA2 | 3 [ 900 | 2 | se8 16 025 | 1025 0,25 0,62

NANAT | 9 [1607| 3 | 2727 | o051 0,11 23 0,78 0,38

ARTRITIS NATNA2 | 44 |7857| 6 | 5455 | 3,06 079 | 11,76 28 0,09
nazNAa2 | 3 [ 536 | 2 | 1818 | o025 0,04 174 2,19 0,14

NATNAT | 41 [1577] 8 | 1951 | o077 0,21 2,85 0,15 0,7

ALTREé‘;\f‘:L'ggES NAUNA2 | 21 [8077] 20 | 70,73 | 1,74 0,53 5,68 0,85 0,36
NAZINA2 | 1 [ 385 | 4 | 976 0,37 0,04 3,51 0.8 0,37

NAIUNAT | 4 [ 125 | 8 | 2286 | o048 0,13 179 122 0,27

A"JEE,\'}Q%E):'SES NATNA2 | 26 [81.25| 24 | 6857 | 1,99 0,64 6.2 142 0,23
nazna2 | 2 [e2s | 3 | es7 | o7 0,11 4,56 0,13 0,72

NATNAT | 2 [1420] 10 | 1887 | o072 0,14 3,72 0,16 0,69

ALLEEQ%?N NAUNA2 | 10 [7143] 40 | 7547 | o081 0,22 3,03 0,1 0,76
NAZNA2 | 2 [1420] 3 | 566 | 278 042 | 1851 119 0,27

Tabla 10. Correlacion entre las manifestaciones clinicas y las frecuencias alélicas

del polimorfismo del gen FcyRIIIB en pacientes con LES

POSITIVO NEGATIVO i i Chi-cuadrado
MANIFESTACIONES Odds | nferior | Superlor
CLINICAS AR Ratio | 5% | 95%
N % N % C.l. C.l. XiZ | valor-P
ERITEMA MALAR NA1 33 | 569 | 41 | 540 1,13 0,57 224 | 0,12 0,73
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NA2 25 | 431 | 35 | 46,1 0,89 0,45 1,77 | 012 0,73
NA1 42 | s68 | 32 | 533 1,15 0,58 228 | 0,16 0,69

FOTOSENSIBILIDAD
NA2 32 | 432 | 28 | 467 0,87 0,44 1,73 | 016 0,69
NA1 36 | 546 | 38 | 559 0,95 0,48 1,87 | 0,02 0,88

ULCERAS ORALES
NA2 30 | 455 | 30 | 441 1,06 0,53 209 | 002 0,88
NA1 62 | 554 | 12 | 546 1,03 0,41 259 | 0,00 0,94

ARTRITIS

NA2 50 | 446 | 10 | 455 0,97 0,39 242 | 0,00 0,94
A TR ES NA1 20 | 5509 | 45 | 549 1,04 0,52 2,1 0,01 0,90
RENALES NA2 23 | 4441 | 37 | 451 0,96 0,48 1,03 | 0,01 0,90
A TR S NA1 34 | 531 | 40 | 571 0,85 0,43 168 | 022 0,64
HEMATICAS NA2 30 | 46,9 | 30 | 429 1,18 0,59 233 | 022 0,64
A TR NA1 14 | 500 | 60 | 56,6 0,77 0,33 1,77 | 039 0,53
NEURAL NA2 14 | 500 | 46 | 434 13 0,57 300 | 0,39 0,53

D. Asociacion de la concentracion de complejos inmunes, porcentaje de
fagocitosis y capacidad fagocitica con el Lupus eritematoso sistémico

El presente estudio nos permitio evidenciar que los pacientes lpicos se caracterizan por

presentar niveles elevados de complejos inmunes, con relacion a las personas no lupicas.

Si bien, no se encontré diferencias estadisticamente significativas, entre la capacidad

fagocitica y el porcentaje de levaduras fagocitadas por parte de las células de los

pacientes lipicos con respecto a los pacientes del grupo control (Ver Tabla 11), se

observo que las células de los pacientes lipicos tienen una menor capacidad de fagocitar

levaduras con respecto a las personas no lupicas.

Tabla 11. Asociacion entre los niveles de complejos inmunes, fagocitosis y

capacidad fagocitica en pacientes lupicos y controles. SELADIS. 2016

Odds Inferior | Superior [ Chi-cuadrado
GRUPO N MEDIA SD
Ratio 95% C.I. | 95% C.I. Xi? Valor - P
COMPLEJOS | CONTROLES | 77 0,15 0,04 48,91 2,88 830,72 | 19,4 | <0,001
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INMUNES PACIENTES
74 0,201 0,103
LUPICOS
PORCENTAJE | CONTROLES | 70 89,59 8,29
DE PACIENTES 1,38 0,42 4,57 0,28 0,5984
69 81,64 10,9
FAGOCITOSIS LUPICOS
CAPACIDAD CONTROLES 70 283,7 69,46
FAGOCITICA
PACIENTES 1,75 0,49 6,27 0,75 0,385
DE UPICOS 69 256,4 81,1
NEUTROFILOS L

En el andlisis de la verificacion de la posible asociacion existente entre los niveles de

complejos inmunes circulantes, capacidad fagocitica celular y polimorfismo del gen

FcyRIIIB, se muestra la tabla 16 en la que se observa que los pacientes lupicos que

expresan el genotipo NA1/NA2, tiene el doble de predisposicion a tener niveles de

complejos inmunes circulantes elevados (p < 0,05), también se observa que sus células

fagociticas tienen un menor porcentaje de fagocitosis con respecto a un paciente

aparentemente sano.

Tabla 12. Asociacion entre los niveles de complejos inmunes, capacidad fagocitica

con los polimorfismos NA1 NA2. SELADIS. 2016

NA1/NA1 NA1/NA2 NA2/NA2

Prueba | Valor Prueba MEDI | Prueba | Valor

PRUEBAS GRUPO MEDIA T P MEDIA T Valor P A T P
Controles 0,144 0,155 0,154

C?BSLE;(S)S 1,92 | 0,07 2,532 | 0,013 1,492 | 0,186
DL Pacientes 0,200 0,196 0,190
PORCENTAJE | Controles 90 89,61 88,33

DE 1,614 | 0,122 4,476 | 0,0001 0,47471] 0,651
FAGOCITOSIS | Pacientes 84,27 80,59 83,4
Controles 2779 287,12 246,33

FC:PACIHT)IA]Z 0,9665 | 0,345 1,775 | 0,0791 0,1499 | 0,885
GOCITICA | b, cientes | 260,11 258,06 235.8

En la tabla 13 se asociaron el valor promedio de los niveles de complejos inmunes con

los niveles de anticuerpos anti dsDNA en el rango normal y elevados. Para fines

practicos en el presente estudio, los valores bajos y dudosos de anti dsDNA se

consideraron “n” normales tanto con niveles normales y dudosos considerados para el
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estudio como normal y niveles elevados de anti dSDNA. Los datos obtenidos muestran
que los pacientes con niveles de anticuerpos anti dsDNA elevados estan asociados con
niveles mayores de complejos inmunes circulantes. Asi mismo se puede observar que la
asociacion de resultados entre el valor promedio del porcentaje de fagocitosis y de la
capacidad fagocitica celular con los niveles de anticuerpos de anti dsDNA no fue

estadisticamente significativa.

Tabla 13. Correlacion entre las medias de los niveles de complejos inmunes
circulantes, porcentaje de fagocitosis y capacidad fagocitica con los niveles de

anticuerpos anti dsDNA de pacientes lupicos. SELADIS. 2016

Valores de
anticuerpos anti N Media SD PruebaT| Valor-P
dsDNA
Complejos Normales y Dudosos | 29 0,163 0,073
2,438 0,017
inmunes Elevados 42 0,241 0,161
Porcentaje de | Normales y Dudosos 28 81,286 11,854
0,219 0,827
fagocitosis Elevados 41 81,878 10,346
Capacidad Normales y Dudosos 28 242,821 69,490
1,157 0,251
Fagocitica Elevados 41 265,756 87,718

E. Asociacion entre los niveles de los complejos inmunes y las
manifestaciones clinicas

En la tabla 14 se establece las posibles asociaciones entre la presentacion de las
manifestaciones clinicas y los niveles de complejos inmunes. La correlacion de
resultados mediante el estadigrafo Z permitié evidenciar que solamente existe diferencia

estadisticamente significativa entre los niveles de complejos inmunes circulantes con la
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presentacion de ulceras orales en los pacientes, siendo los niveles de complejos inmunes

mas bajos en pacientes lupicos que presentan dicha manifestacion clinica.

El andlisis del OR mostrado en la tabla 15 también muestra que no existe asociacion
estadisticamente significativa entre los niveles de complejos inmunes con las
manifestaciones clinicas evaluadas en el presente estudio. Si bien no reviste
significancia estadistica se resalta que los niveles de complejos inmunes altos tienen una
tendencia de induccion de riesgo hacia la artritis (OR 1,60; p = 0,522), alteracion

hematologica (OR 3,83; p = 0,06) y alteracion neural (OR 2,89; p = 0,39).

Tabla 14. Asociacion entre la media de complejos inmunes y las manifestaciones

clinicas de los pacientes lupicos.

COMPLEJOS INMUNES
PACIENTES LUPICOS
N MEDIA DE Prueba Z
CON ARTRITIS 39 0,211 0,112
-0,7614
SIN ARTRITIS 25 0,189 0,083
CON ALT RENAL 13 0,190 0,149
0,425
SIN ALT RENAL 51 0,206 0,087
CON ERITEMA MALAR | 10 0,201 0,078
-0,6597
SIN ERITEMA MALAR | 54 0,186 0,084
CON FOTOSENSIBILIDAD | 22 0,196 0,073
0,2821
SIN FOTOSENSIBILIDAD | 43 0,203 0,114
CON ULCERAS ORALES | 8 0,159 0,056
2,4913*
SIN ULCERAS ORALES | 55 0,208 0,106
CON ALT HEMATICA 12 0,231 0,161
_ -0,8689
SIN ALT HEMATICA 52 0,196 0,083

*La diferencia entre las medias y la DE es significativa cuando Z > 1,96 (p>0,05)
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Tabla 15. Correlacion entre los niveles de complejos inmunes y las manifestaciones

clinicas de los pacientes lupicos

Chi-
LUPICOS CON LUPICOS SIN Odds | Inferior | Superior | CUadrado
Cic cic Cic Cic Ratio | 95% C.I. | 95% C.l. | ., | Valor
CARACT CLINIC | alto | normal | % alto | normal | % P
Artritis 7 32 1795 | 3 22 12 | 1,60 | 0,37 6,89 [0,41| 0,52
Nefropatia 2 11 15,38 | 8 43 | 15,68 | 0,98 | 0,18 5,27 |0,00| 0,98
Fotosensibilidad | 2 20 9,09 8 35 | 18,60 | 0,44 | 0,08 2,26 [1,01| 0,31
Eritema malar 1 9 10,00 | 6 49 10,90 | 0,91 | 0,10 8,47 |0,01| 0,93
Ulceras Orales 0,5 8 5,88 | 10 45 | 18,18 | 0,28 | 0,01 531 |0,81| 0,37
Alteraciones
4 8 33,33| 6 46 | 11,53 | 3,83 | 0,88 16,69 |3,51| 0,06
hematolodgicas
Serositis 1 2 33,33| 9 52 | 14,75| 2,89 | 0,24 35,29 |0,75| 0,39
Alteracion
Neural 4 11 | 26,67 | 15 38 |28,30| 0,92 | 0,25 3,35 |0,02| 0,90

Al conocer que el 71,6% de los pacientes lupicos reciben corticoterapia y que los

corticoides influyen en la capacidad fagocitica celular, se evalu6 el efecto que los

corticoides pueden tener sobre la capacidad fagocitica de las células.

En el siguiente grafico se observa que el consumo de corticoides en pacientes liipicos no

afecta la capacidad fagocitica de las células. Se observa ademas que solamente 4

pacientes tratados con corticoides tenian la capacidad fagocitica disminuida.
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Grafico 1. Asociacion entre el porcentaje de fagocitosis y el uso de corticoides en

pacientes con Lupus eritematoso sistémico. SELADIS. 2016
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IX. DISCUSION

En el Instituto de Servicios de Laboratorios de Diagnoéstico e Investigacion en Salud
SELADIS desde el 2011, capta anualmente un promedio de 130 casos nuevos de
pacientes con lupus eritematoso sistémico, registrandose desde el 2010 hasta mediados
del 2015, 584 pacientes con la enfermedad, siendo en este grupo poblacional el genero
femenino el mas afectado en una relacion de 8:1 en relacion al genero masculino, lo que
correlaciona con la presente investigacion donde se encontrd mayor cantidad de mujeres
con lupus en una relacion 10:1 (95.9%) con respecto a varones, dichos valores se
asemejan a datos internacionales donde se dice que estan afectadas por cada 9 mujeres
un varén (Mendoza, 2007), en un estudio previo en nuestro medio Espinoza y col.
reporta que el género femenino se afecta en una relaciéon 8.6:1. (Espinoza, Calcina,

Mamani, Jimenez, & Gutierrez, 2015)

El promedio de edad de inicio de la enfermedad en la muestra estudiada fue de 28 afos,

lo cual coincide con otras investigaciones, que refieren que el lupus afecta a mujeres en
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edad fértil en un rango de edad de 20 a 40 afios. (Mendoza, 2007) (Abadi & Gonzales,
1993)

Durante el curso de la enfermedad se observa una variedad de manifestaciones clinicas,
en el presente estudio los pacientes refirieron que en el momento de ser diagnosticados
presentaban sintomas como la artritis (63.5%), la fotosensibilidad (29.7%) y el eritema
malar (20.3%). Asi mismo durante la enfermedad destacaron la artritis (78.4%), la
fotosensibilidad (51.4%) y las ulceras orales (47.3%), datos que tienen una cierta
coincidencia con otros estudios donde la artritis es el sintoma mas frecuente al inicio en
un 70% y durante la patologia en un 90% de los pacientes (Pila, Guerra, Estrada, &
Paulino, 2000), otras investigaciones también refieren como sintomas importantes a la
serositis en un 30%, no coincidiendo con este trabajo donde se halld que solo un 5.4%
de los pacientes desarrollan dicho sintoma, los sintomas cutdneos mostraron similares
frecuencias con otros estudios poblacionales. (Sanchez, Barajas, Ramirez, Morales, &

Barbosa, 2004)

Una de las complicaciones mas frecuentes y mas graves que presentan los pacientes
lupicos es la nefritis lupica, hallandose en un 36.5% de los pacientes estudiados,
porcentaje que coincide con otros estudios que refieren que esta complicacion esta
presente de un 30% a un 70% de los casos (Pinto, 2014), en otro estudio similar
realizado en nuestro pais se encontr6 que esta complicacion afectaba al 60% de

pacientes bolivianos. (Espinoza, Calcina, Mamani, Jimenez, & Gutierrez, 2015)

En los pacientes lUpicos estudiados la frecuencia genotipica mds frecuente fue
NA1/NA2 presente en un 74%, genotipo que predispone en 4 veces mas el riesgo de
padecer lupus, sin embargo se observo el genotipo NA1/NA1 fue mas frecuente en el
grupo control y tiene caracter protector. En un estudio semejante realizado por Gonzales
y colaboradores, encontraron que el genotipo NA2/NA2 presentd una asociacion débil a
LES (OR 1,5 p=0,03) (Gonzales, Aguilar, Sanchez, & Nunez, 2002). En Japon el
genotipo asociado a lupus fue el NA2/NA2, en un estudio previo en poblacion caucasica
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establecieron que si bien el genotipo NA1/NA2 esta en mayor frecuencia con un 44%,
no lo asociaron como genotipo de susceptibilidad para lupus debido a que los datos no
fueron significativos (Dijstelbloem, et al., 2000). En un meta-andlisis realizado por Xiao
y colaboradores, se indica que el genotipo NA1/NA2 tiene una asociacion de riesgo
modesta con lupus en poblaciones asiaticas, lo que no pasa en raza caucésica. (Xiao, et
al., 2016) En Bolivia Yanarico (2015) coincidié que el genotipo mas frecuente es el
NA1/NA2 en pacientes lapicos, considerandose un factor de riesgo que predispone 33
veces mas a un individuo a padecer lupus. En el presente trabajo con un tamafio muestral
mayor de pacientes bolivianos se ha establecido que el riesgo es solo 4 veces mas a

padecer lupus.

En relacién a la frecuencia alélica se establecid que la presencia del alelo NA2 implica
riesgo a padecer lupus. En un estudio previo en 1999 Yap y colaboradores determinaron
que algunos grupos étnicos, como chinos, malayos, japoneses, hispanos y nativos
americanos, expresan en mayor proporcion el alelo NA1, en contraste, los caucasicos de
Francia, Alemania, Estados Unidos, los afroamericanos e Indios asiaticos expresan el
alelo NA2 siendo este de susceptibilidad para LES (Yap S. , Phipps, Manivasagar, &
Bosco, 1999). Sin embargo, Li y colaboradores en poblacién japonesa reportaron el alelo
NA2 como de susceptibilidad para Lupus (Li, Ptacek, Brown, & Edberg, 2009). A su
vez, Yanarico quien estudio el mismo polimorfismo en poblaciéon boliviana también
sostuvo que el alelo NA2 es un factor de riesgo para padecer Lupus. En relacion al alelo
NAL, en el presente trabajo se encontré que es un factor de proteccion para lupus (OR
0,47), coincidiendo con otros trabajos similares en poblacion caucdsica en los que se
hall6 que este alelo NA1 también es un factor protector de Lupus (Morris, Roberts,

Witherden, Tarzi, Barros, & Wihttaker, 2010)

En el andlisis de la correlacion entre los polimorfismos NA1l y NA2 y las
manifestaciones clinicas no se observd una asociacion estadisticamente significativa. Al

igual que en este estudio, en poblacion alemana no encontraron asociacion significativa
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con ninguno de los polimorfismos del FcyRIIIB (Manger, et al., 2002). En cambio en
otro estudio en poblacion caucdsica determinaron que el alelo NA1 es protector para
padecer nefritis lapica (Morris, Roberts, Witherden, Tarzi, Barros, & Wihttaker, 2010).
En poblacion boliviana Yanarico refiere que pacientes lipicos con genotipo NA1/NA2
presentan riesgo de presentar manifestaciones dermatologicas, osteomusculares y
hematologicas, y considera al genotipo NA1/NA2 como factor de protecciéon de

manifestacion renal. (Yanarico & Sosa, 2015)

Los pacientes lupicos con el polimorfismo genotipico NA1/NA2 tienen niveles mayores
de complejos inmunes circulantes en comparacion con el grupo control de igual
genotipo. Como se habia mencionado antes este genotipo NA1/NA2 es de riesgo para
padecer lupus, por lo que se asume que los pacientes con el genotipo NA1/NA2 tienen
menor eficacia en la depuracion de sus complejos inmunes circulantes con respecto a los

pacientes que portan el genotipo NA1/NAL. (Salmon, Edberg, & Kimberly, 1990)

En relacion a la fagocitosis Xiao y colaboradores en un meta-analisis determinaron que
los individuos homocigotos para el alelo NA1 estan presentes células fagociticas con
mayor capacidad cuando estas estan opsonizadas con IgG en comparacion que los
individuos homocigotos NA2 (Xiao, et al., 2016). En cambio en este estudio los
pacientes lupicos heterocigotos NAI/NA2 se asocia a un porcentaje de fagocitosis
disminuido y también una tendencia no significativa a la disminucioén de la capacidad
fagocitica celular, por lo que podemos inferir que la funcién del FcyRIIIB es importante
en el proceso de la fagocitosis, y ademas como refiere la bibliografia este receptor
potencia la funcion de los receptores para anticuerpos de FcyRIIA y para el
complemento CR3 también involucrados en este mecanismo fagocitico celular.

(Isenberg, Shen, Van Vollenhogen, & Weisman, 2013)

Los complejos inmunes se forman como parte de una respuesta inmune ante antigenos
extrafos, la vida media de los CIC es transitoria, pero su presencia por periodos largos
puede deberse a estados patoldgicos cronicos o infecciones (Jane, Nerurvkar, &
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Karjodkar, 2007) (Jane, Nerurvkar, & Karjodkar, 2007), los niveles elevados de CIC se
han encontrado en una gran variedad de enfermedades entre las que se incluye al Lupus
eritematoso sistémico. En el presente trabajo se observa que el valor promedio de los
niveles de CIC en pacientes lupicos es superior al grupo control, y se consideran como
un factor de riesgo a padecer lupus (OR p=48,91), no hay que olvidar que los complejos
inmunes pueden estar presentes en varias patologias y esta prueba por tanto no seria
sensible para el diagnostico de lupus. Sin embargo podria contribuir a valorar la
actividad de esta enfermedad, puesto que hay evidencia que los niveles de complejos
inmunes se correlacionaron con la actividad de la enfermedad tanto en pacientes lipicos

como en pacientes con artritis reumatoidea (Chia, Barnett, Yamagata, Nutson, Restivo,

& Furst, 1979).

En la asociacion entre los niveles de complejos inmunes y las diversas manifestaciones
clinicas de los pacientes que hemos estudiado, solo se observo que pacientes lipicos con
ulceras orales presentan valores menores de complejos inmunes en relacion al grupo
control, dicho resultado puede ser debido al tratamiento con inmunosupresores que estan
recibiendo los pacientes, dichos medicamentos pueden reducir los niveles de complejos
inmunes y no presentarian niveles elevados como se esperaria. Ademads, algunos
inmunosupresores como el metotrexato tienden a la formacion de ulceras orales como
efecto secundario (Perez & Padilla, 2012). Por otro lado, en el caso de la nefropatia
lupica es poco probable que los CIC puedan atravesar la membrana basal glomerular y
depositarse en el espacio subepitelial, por lo que seria mas acertado pensar en la
formaciéon de complejos inmunes in situ que causarian el dafio renal, este hecho
explicaria que no todos los pacientes con complicacion renal en el presente estudio

tengan CIC elevados. (Avendafio, 2009)

Al correlacionar los niveles de anticuerpos anti dsSDNA con los niveles de complejos
inmunes, porcentaje de fagocitosis y capacidad fagocitica celular, se observd que los

pacientes con niveles de anticuerpos anti dsDNA elevados estdn asociados con niveles
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mayores de complejos inmunes circulantes, pero a pesar que existe una asociacion
significativa entre estas dos pruebas, se sigue considerando a la prueba de anticuerpos
anti dsSDNA como un test de alta sensibilidad para el diagnostico de lupus, en tanto la
prueba de complejos inmunes no tendria la misma sensibilidad, debido a que los
complejos inmunes pueden elevarse en muchas otras patologias, y no servirian para
realizar el diagnostico de lupus, siendo que la elevacion de niveles de CIC serian de
utilidad para realizar un control y evaluar la actividad lipica, junto con otros marcadores
de laboratorio (Vega, 1981) (Jane, Nerurvkar, & Karjodkar, 2007). Tanto el porcentaje
de fagocitosis como la capacidad fagocitica celular no mostraron tener asociacién con
los niveles de anticuerpos dsDNA, lo que se podria deber a que no existia una diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes lupicos y el grupo control en lo

referente a la fagocitosis.

Se evalu6 el posible rol de la corticoterapia sobre la capacidad fagocitica celular y se
determind que el 71.6% de los pacientes es tratado con corticoides y en general se
observd que la mayor parte de los pacientes estudiados no presentan disminucioén del
porcentaje de fagocitosis, ni de la capacidad fagocitica, lo que coincide con la
bibliografia que refiere que el uso prolongado de corticoides no se asocia con una
disminucién de la fagocitosis, y solo disminuye la capacidad fagocitica cuando las dosis
de corticoides son altas. (Jones, Morris, & Jayson, 1983) (Cervera & Font, 2005). En
este estudio en los 4 pacientes que mostraron una capacidad fagocitica disminuida no se
indago la dosis de corticoide que estaban recibiendo. Sin embargo los corticoides
inhiben la habilidad de las células fagociticas para salir de la circulaciéon sanguinea y
entrar en el tejido lesionado o inflamado (Brophy, Ferguson, Webber, Collins, Smith, &

Barnett, 2008).

X. CONCLUSIONES
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En los pacientes lupicos estudiados, el género femenino fue el mds frecuentemente
afectado en un 95.9% de los casos, con edad promedio al inicio de la enfermedad de 28
afios, se encontré6 que la complicacion renal estuvo presente en un 36.5% de los
pacientes. En cuanto al tratamiento se determino que un 71.6% de los pacientes es

tratado con corticoides.

Entre las manifestaciones clinicas referidas por los pacientes lupicos, la artritis fue el
sintoma mas frecuente padecido tanto al inicio, durante y como en los 10 altimos dias
antes de la toma de muestra. Otras manifestaciones clinicas reportadas de manera
frecuente por los pacientes fueron la manifestaciones dérmicas, la fotosensibilidad y las

ulceras orales.

El genotipo mas frecuentemente encontrado en pacientes lupicos fue el NA1/NA2
indicando que la persona que porta este genotipo tiene el cuadruple de riesgo de padecer
LES en relacion a una persona que no porta dicho genotipo. El genotipo NA1/NAT1 es un
factor de proteccion, por lo tanto, una persona que porta dicho genotipo tiene menor
probabilidad de padecer lupus. En el polimorfismo alélico, el alelo NA2 tiene mayor
predisposicion de riesgo de la enfermedad, y el alelo NA1 tiene carcter protector para el

lupus.

La correlacion entre los parametros evaluados en el presente estudio mostré que no
existe asociacion estadisticamente significativa entre las manifestaciones clinicas con los

polimorfismos genotipicos y alélicos del gen FcyRIIIB.

Los pacientes lupicos se caracterizan por presentar niveles elevados de complejos
inmunes con relacion a las personas no lupicas y los pacientes que expresan el genotipo
NAI1/NA2, tiene el doble de predisposicion a tener niveles de complejos inmunes
circulantes elevados y menor porcentaje de fagocitosis con respecto a un paciente

aparentemente sano.
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Se observo que los pacientes con niveles de anticuerpos anti dsDNA elevados estan
asociados con niveles mayores de complejos inmunes circulantes, asi como disminucién

de la capacidad fagocitica.

Los pacientes que presentaron ulceras orales, mostraron niveles de complejos inmunes

disminuidos.

Se establecid que en pacientes que reciben como tratamiento corticoterapia, la capacidad

fagocitica celular no se ve afectada.

XI. RECOMENDACIONES

Debido a que en pacientes lupicos el genotipo mas frecuente es NAI1/NA2 y que se
relaciona con niveles elevados de complejos inmunes, se recomienda realizar un estudio
similar con mayor tamafio muestral, si efectivamente los niveles de complejos inmunes
circulantes estan relacionados con los niveles de anticuerpos anti dsDNA y la
reactivacion de la enfermedad para poder confirmar la posible aplicacion de los niveles

de complejos inmunes como parte de los marcadores de actividad lupica.

Al haberse encontrado asociacion entre el polimorfismo NAI/NA2 y la disminucion
del porcentaje de fagocitosis, se deberia estudiar un modelo in vitro en cultivo celular
ademas la influencia de los medicamentos utilizados en el lupus sobre la fagocitosis, en

pacientes lipicos que presenten estos tres polimorfismos.

Finalmente para profundizar el conocimiento del polimorfismo del receptor FcyRIIIB se
puede estudiar si existe alguna otra mutaciéon en este gen en nuestra poblacion

determinando la secuencia dicho gen.
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SELADIS FORMULARIO DE HISTORIA
CLINICA LES

PACIENTES

il

1. DATOS PERSONALES

Apellidos y NOmbrES: Edad actu

Fecha de Nacimiento / Lugar de Nac. __Residencia:

Ocupacion:____ Estado civil:

Raza:
Direccion Actual

Telf.: Celular

CODIGO
FECHA /

al:

Dom:

Genero:M F

2. DATOS CRONOLOGICOS

Edad de aparicion del primer sintoma Edad de Dx de LES DuraciondelES

3. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS
Fuma:

Nunca ___ Enalgin momento En la actualidad
Alcohol: Nunca ___ En algiin momento En la actualidad

Nunca ___ En algun momento En la actualidad
Ab:

Anticoncertivos:
Gesta: Para:

4. ANTECEDENTES FAMILIARES
Familiar con LES

Familiar con otra patologia
5:

MANIFESTACIONES AL INICIO DE LA ENFERMEDAD

Erupcion Malar Fotosensibilidad Ulceras orales Artritis Serositis
Alteracion hematica Alteracion neural Otros

Afectacion renal

6. MANIFESTACIONES ACUMULADAS DE LA ENFERMEDAD

Erupcion Malar Fotosensibilidad Ulceras orales Artritis Serositis
Alteracion hematica Alteracion neural Otros

Afectacion renal

7. MANIFESTACIONES EN LOS ULTIMOS 10 DIAS

Erupcion Malar Fotosensibilidad Ulceras orales Artritis Serositis

Alteracion hematica Alteracion neural Otros

Afectacion renal

8. LABORATORIOS INICIALES

Ds- DNA ANA anti-Sm ___
Otros

Anticardiolipinas

9. TRATAMIENTO ATUAL

10. PATOLOGIAS ASOCIADAS

Tiroidopatia autoinmune Ulcera Duodenal ___ Hepatopatia ___ EPOC Diabetes

HAS sd Sjogren sd. Antifosfolipidico EMTC Otros

Dislipidemia

Medico tratante: Especialidad:

Observaciones: -




COMITE NACIONAL DE BIOETICA
COMISION DE £TICA DE LA INVESTIGACION

(CEI)

16. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE O PARTICIPANTE

Asoaciacién genética entre los polimorfismos del gen Fe-yRIII, CTLA-+4y HLAG con
susceptibilidad genética a Lupus, cun la capacidad fagocitica y niveles de complejos
inmunes cir Luldnft’b.

:,,

medico le ha diaznosticado Lupus Entematoso Sistemuico. ET Lupis

ad bastaniz complicada, ¢+ causa ain descomocida, &l 90% de los
con ldv; son mugeres pot lo que se asume que la enfermedad estd
¢nte relacienada con fas hernnonas “emeninas. pero también es posible ef 2fecto
protector de las hormonas nmsculmas. Se sabe que entre los factores que predisponen a
desarrollar la enfermedad se encuentan exponerse al sol, el uso de algunos
medicamentos, proba.‘:‘)o causades por una clase de virus, puede haber una transmision
como sucede con el color de los ojos o el color de cabello). En este
avés de examenes de labrz-rato:?o, deseamos estudiar en una muestra de su

vat
igunos elementos que nos permitan aclarar el ongen del problema que usted tiene
. hay un factor d:‘: herencia v si s “onchciorm alteraciones como la capacidad
c2iulas de depurar complejos imnunes o lo predispone al dafio de algiin drgano ea
11, De ¢sta manera praiendemos d\"\ida‘ a su medico, a usted, a sus hijos v 2 oo
indic;ﬁ‘;do!e; lo que d=bun hacer parz evitar complicaciones. Este upc\ J:‘
¥a se han hache en otros pﬁis:‘a‘ v en personas de diferentes razas, en La Paz, sera

KIA

la pxnura VeZ que se hagan estos exadnenes.

salud de nuestro equipo de laboratorio, ke hara algunas preguntas sobre su estado de salud v
0 examunara. Luego le tomaremes una muesta de 9 mL de sangre. Para ello utihizaremes
una jeringa v agwa nuevas para realizar la puncion en su brazo v obtener la muestra de
san;-;re c.r_;e sera analizada en nuestros laboratorios. Esta prueba puede causarle algunas
mo(csmg como sentir un dolor muy pasajero en ¢l momento de la puncion. Algunas veces
puede presentarse un pequeno moretdn en el lugar del pinchazo, si le sucediera a usted, por
favor comuniquese wunediatamente con nesotros para rectbr mstructiones o la indicacion
de alenn Tatamiento que nosotros le daremos sin costo alguno. Usted podra recoger los
resultados de sue examenes 2 los siete dias d= haberle tomado la muestra de sangre. El
examen clinico y Ja toma de muestra, tend-an una duracion de aproximadamente 10
minutos. El sobrante de la sangre-que usaremos para hacer las pruebas de laboratorio, sera
congelado v en funcion a los nuevos conocmuentos sobre la enfermedad utilizaremos el
sobrante que se guardd denmo de unos meses 0 alos para hacer otros estudios
complementarios que nos puedan axudar a tener una nejor nformacion sobre <! lupus.

St usted acepta pqmu'mr en el Pstud' 0 y su medico tratante estd de acuerdo, el personai de

Beneficios y riesgos

Tiene como beneficio deternunar la probabiiidud genéiica de enfermar con lupus o de sufrir
SUs complicaciones. Los estudios a ser efectnados no tendran ningln riesgo para usted.



OETICA

: NAL DE BI ’
COMITE NACIO ACION

COMISION DE ETICA DE LA INVESTIG
(CEI)

17. CONSENTIMIENTO INFORMADO

ro——— : -
b L R S afios de edad v con C.L....o.
expedido en ... .. manifiesto que he sido informado sobre los objeuves del Proyecto

de Investgacién «Asociacién genética entre los polimorfismos del gen FC'YRHI‘ CTLA' }
4 v HLAG con susceptibilidad genética a Lupus, con la capacidad fagocitica y niveles |
de complejos inmunes circulantes », que tiene como fin encontrar marcadores genencos .
de lupus o la asociacién de estos con sus manifestaciones clinicas. Esto penmitira confirmar |
la enfermedad enfermedad, prevenir las posibles comphcaciones v el nesgo famthar de
| desarrollar LES. '
He sido informado de Jos posibles riesgos de ia toma ¢ exrraccion de sangre. asi Mismoe que

Se me haran conocer los resultados de las pruzbas realizadas con mi muestra sanguinea y

los. del estudio en general. |

He sido también informado de que mis datos personales seran manejados

confidencialmente y estaran protezidos segir las normas sigentes de Bioética Que mi

participacion en el proyecto es VOLUNTARIA v que ¢n cualquier moinenic, puedo reurar

mMi consentimiento a segurr participande de! musmo, sin que M1 ralamiento medico

postenor se vea afectado. ' '

Por lo tanto, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a participar en este provects

NOMBRES Y APELLIDOS......................

Bt 0 oot o e R e+ e S0 . A
DIFECCION: .. .......

FIRMA. . ..

NOMBRE DEL RESPONSABLE DE LA OBTENCION DELCONSERNTIMIENTO
INFORMAICE .o s st cminss

Fecha .............



