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A. RESUMEN
El Inductor debil de la apoptosis de la familia del factor de necrosis tumoral (TWEAK) es
una citoquina multifuncional que controla muchas actividades celulares, incluida la
proliferacion, la migracion, la diferenciacién, la apoptosis, la angiogénesis y la
inflamacién. Ademas, tiene un papel importante en la patogénesis de la nefropatia lGpica
(NL), su produccion estimula a las células renales a producir distintas citoquinas
proinflamatorias. Otra de las quimioquinas que tiene participacion en la NL es la proteina
quimioatractante de monocitos-1 (MCP-1) que se produce en los rifiones por células
mesangiales, endoteliales y monociticas en respuesta a la presencia de inmunocomplejos
y mediadores inflamatorios, es responsable de la infiltracién de leucocitos en el rifidn.
Investigaciones previas han demostrado que los niveles tanto de TWEAK y MCP-1 en la
orina de pacientes con NL, se correlacionan con la actividad de la enfermedad. Su
excrecion en la orina es un excelente indicador de su produccion y secrecion local, y por
lo tanto puede tener méas potencial que un marcador basado en suero para reflejar la
actividad inflamatoria en el rifion.
OBJETIVO: Asociar los niveles urinarios del TWEAK, MCP-1 y los marcadores
serolégicos con la remisién y reactividad de la nefropatia ldpica
METODOLOGIA: Se incorporaron 85 pacientes (22 pacientes control y 63 pacientes
caso), los cuales firmaron su consentimiento para participar en el estudio. El grupo control
correspondia a pacientes sin antecedentes clinicos y familiares de enfermedad
autoinmune. EIl grupo caso cumplia al menos 4 criterios de la Sociedad Americana de
Reumatologia. Este grupo fue subdividido en 4 subgrupos en funcién a la actividad de la
enfermedad, la actividad de la enfermedad fue evaluada por los niveles de anti-ds-DNA y
niveles de complemento C3 y C4; mediante gRT-PCR se midid los niveles de expresion
de la citoquina TWEAK y la quimioquina MCP-1 en muestras de orina de pacientes
lupicos, los niveles de estas moléculas fueron asociados con los valores séricos de los
marcadores serolégicos cominmente empleados en la clinica.
RESULTADOS: La expresion urinaria de mRNA de TWEAK y MCP-1 estaba

significativamente aumentada en pacientes con NL activa (P <0,05). La expresion de
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TWEAK se correlaciond positivamente con los niveles séricos de anticuerpos anti-ds-
DNA, anti-nucleosoma y niveles de 32-microglobulina (r = 0,414 p < 0,001; r = 0,405 p
< 0,001; r = 0,427 p < 0.001). El nivel de expresion de MCP-1 se asocid positivamente
con los niveles de expresion de TWEAK (r = 0,299 p = 0,031), los niveles séricos de

anticuerpos anti-ds-DNA y anti-nucleosoma (r = 0,390 p < 0,05; r = 0,376 p < 0,05).

CONCLUSIONES: El presente estudio demuestra que la MCP-1 y TWEAK pueden ser
considerados como biomarcadores de la actividad de la NL.

PALABRAS CLAVE: Proteina quimioatractante de monocitos — 1 (MCP-1), Inductor
Débil de la Apoptosis de la Familia del Factor de Necrosis Tumoral (TWEAK), nefropatia
lapica (NL).
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SUMMARY

The Tumor necrosis factor-related weak inducer of apoptosis (TWEAK), this is a
multifunctional cytokine that controls many cellular activities, including proliferation,
migration, differentiation, apoptosis, angiogenesis and inflammation. In addition, it has
an important role in the pathogenesis of Lupus nephritis (LN), its production stimulates
renal cells to produce different proinflammatory cytokines. Another chemokine involved
in LN is the Monocyte chemotactic protein — 1 (MCP-1) that is produced by the kidneys,
mesangial, endothelial and monocytic cells in response to the presence of immune
complexes and inflammatory mediators. It is responsible of the leukocytes infiltration in
the kidney. Previous research has shown that the urinary levels of TWEAK and MCP-1
patients with LN correlate with the activity of the disease. Its excretion in the urine is an
excellent indicator of its production and local secretion, and therefore may have more
potential than serologic markers to reflect the inflammatory activity in the kidney.

OBJECTIVE: To associate the urinary levels of TWEAK, MCP-1 and serological
markers with the remission and reactivity of lupus nephritis.

METHODOLOGY: 85 patients were included (control 22 and case 63), who signed their
consent to participate in the study. The control group corresponded to patients without
clinical and family history of autoimmune disease. The case group met at least 4 criteria
of the American Society of Rheumatology for lupus diagnostic. This group was
subdivided into 4 subgroups according to the activity of the disease evaluated by the levels
of anti-ds-DNA and complement levels C3 and C4; qRT-PCR was employed to measure
the urinary levels of expression of the cytokine TWEAK and the chemokine MCP-1. The
levels of these molecules were associated with the serum values of the serological markers

commonly used in the clinic.

RESULTS: The mRNA urinary expression of TWEAK and MCP-1 was significantly
increased in patients with active LN (P <0.05). TWEAK expression correlated positively
with serum levels of anti-ds-DNA, anti-nucleosome and f2-microglobulin (r = 0.414 p
<0.001, r = 0.405 p <0.001, r = 0.427 p <0.001). The level of expression of MCP-1 was
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positively associated with TWEAK expression levels (r = 0.299 p = 0.031), serum levels
of anti-ds-DNA and anti-nucleosome antibodies (r = 0.390 p <0.05). ; r = 0.376 p <0.05).

CONCLUSIONS: The present study demonstrates that MCP-1 and TWEAK can be

considered as biomarkers useful to measure the LN activity.

KEYWORDS: Monocyte chemotactic protein — 1 (MCP-1), Tumor necrosis factor-related
weak inducer of apoptosis (TWEAK), Lupus nephritis (LN).
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B. INTRODUCCION
Las manifestaciones heterogéneas del lupus eritematoso sistémico (LES) son causadas por
la desregulacion cronica del sistema inmune y la produccion de auto-anticuerpos
patdgenos que conducen al dafio progresivo de 6rganos. La afectacion renal se produce en
el 50% de los pacientes con LES, y la Nefropatia lGpica (NL) sigue siendo la causa
predominante de morbilidad y mortalidad en esta enfermedad (Chiu, 2010) (Xu et al.,
2016) (Abujam et al., 2013). A pesar de los avances en el manejo de esta enfermedad, se
ha logrado poco con respecto a los resultados adversos de la NL, incluyendo insuficiencia
renal crénica (IRC) o mortalidad. La deteccion temprana y el tratamiento oportuno son
imprescindibles para minimizar el riesgo de inflamacion inducida en la NL, y asi detener

el dafio renal preservando la funcion del mismo.

Las citoquinas son los mediadores inmunoldgicos clave que se han relacionado con la
patogénesis de la enfermedad (El-shehaby et al., 2011). En otros paises han demostrado
que las citoquinas y entre ellas la proteina quimioatractante de monocitos — 1 (MCP-1) o
ligando de quimioquinas 2 (CCL2), contribuyen a la lesion renal en NL. La infiltracidn de
monocitos y células T en el rifidn depende de las citoquinas liberadas por las células
renales residentes lesionadas. Durante la inflamacion, la liberacion sostenida de citoquinas
por las células lesionadas produce un gradiente de concentracion creciente que es maximo
dentro del tejido dafiado y es responsable del movimiento unidireccional de las células
infiltrantes (Abujam et al., 2013). La MCP-1 es un quimioatractante potente de monocitos,
células T y células asesinas naturales, responsable de inducir dafio renal tubular y/o
glomerular. Se sabe que las células del parénquima renal, mas notablemente las células
mesangiales y células epiteliales tubulares, producen MCP-1 en respuesta a IL-1, TNF-a,
INF-y y complejos de IgG circulante. La MCP-1 contribuye a la inflamacion, pero no esta
claro si se limita su produccion a determinados tejidos y si recluta solo macrofagos

especificos (Susianti et al., 2014).
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Otra citoquina que también participa en la patogénesis de NL es el Inductor Débil de la
Apoptosis de la Familia del Factor de Necrosis Tumoral (TWEAK). El TWEAK puede
regular la proliferacion celular, la muerte celular, la diferenciacion celular y la
inflamacion. El TWEAK vy su receptor afin Fnl4 estan constitutivamente presentes en el
rifidn (células renales intrinsecas y leucocitos infiltrantes) (Schwartz et al., 2006);
TWEAK contribuye a la inflamacion del rifion promoviendo la secrecién de citoquinas
por las células renales a través de la activacion candnica y no canénica NF«kB (Figura 6).
TWEAK también promueve la proliferacion de células tubulares. Sin embargo, TWEAK
induce la apoptosis mesangial y tubular en condiciones proinflamatorias. Estos datos
indican que TWEAK es una citoquina multifuncional en el rifion, cuyas acciones son
moduladas por el microambiente celular, lo cual sugiere que TWEAK puede proporcionar
informacidn diagnostica y ser un objetivo terapéutico en la lesion renal (Xuejing et al.,
2012) (Xu et al., 2016). Los avances en lo referente al diagndstico de la deteccion del
desarrollo precoz de la NL, motivan a los investigadores de diferentes paises y en
particular el nuestro, a desarrollar estudios para determinar el valor predictivo en nuestra
poblacién de los marcadores potenciales de diagndstico y seguimiento de enfermedades

renales que se estan describiendo a nivel mundial.

Es importante destacar, que el dafio renal que se presenta en los pacientes con NL esta
relacionado con el tiempo de padecimiento de la enfermedad, por lo tanto, es necesario
identificar métodos no invasivos, rapidos que permitan predecir el riesgo de aparicion de
NL en los pacientes. Por lo mencionado anteriormente, se propone evaluar si los niveles
urinarios de las moléculas MCP-1 y TWEAK podrian ser una herramienta de laboratorio
util para predecir riesgo o reactivacion de NL en pacientes lUpicos bolivianos en general
y pacefios en particular. Ademas es importante establecer el grado de correlacion de
resultados que existe entre estos dos marcadores con los marcadores seroldgicos
comunmente empleados por los clinicos (anti-ds-DNA, anti-nucleosoma, [2-
microglobulina, anti-C1q, niveles de C3 y C4). EI método que se empleo es la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa a partir de Transcripcion Inversa en tiempo real (QRT-PCR),

el cual permitira discernir la expresion génica de ambas moléculas en la misma muestra.
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C. ANTECEDENTES
El LES es una enfermedad autoinmunitaria con etapas de remision y reactivacion que
afectan a multiples organos, entre ellos al rifion. La NL es una de las formas mas comunes
y graves de LES, la cual se caracteriza clinicamente por la activacién de los linfocitos y
la inflamacion intra-renales. La mayoria de las citoquinas que participan en esta patologia
funcionan de forma parécrina, por lo que la deteccién de los niveles de expresion de estas

citoguinas en el sitio de la patologia es de relevancia bioldgica (Xu et al., 2016).

El diagnostico precoz de la actividad del LES, especialmente al nivel de actividad renal,
es extremadamente importante para las decisiones del régimen terapéutico y las
modificaciones del tratamiento asi como el prondstico. En la actualidad, la actividad de
LES se evalla basandose en sintomas clinicos y pardmetros bioquimicos tales como auto-
anticuerpos (por ejemplo, anti-ds-DNA) y componentes del complemento del suero. Sin
embargo, la correlacion entre estos marcadores y NL es imperfecta, y su utilidad para
reflejar la actividad de la enfermedad y la prediccion de resultado sigue siendo
controversial, por ejemplo, existen grupos de pacientes con NL activa que no tienen
anticuerpos anti-ds-DNA elevados, mientras otros pacientes con LES sin compromiso
renal presentan titulos altos de auto-anticuerpos anti-ds-DNA, algunas caracteristicas de
estos anticuerpos como son la capacidad de fijar complemento, el isotipo y la capacidad

de unirse al tejido glomerular podrian explicar esta situacion (Ferreira et al., 2012).

La biopsia renal ha sido y es el estandar de oro para la evaluacion del dafio renal y la
actividad de la enfermedad, pero su caracteristica invasiva ha restringido su uso.
Actualmente, existe un interés en la busqueda de nuevos biomarcadores que evallen la
actividad de NL. En los ultimos afos, estudios en modelos animales que padecian NL
evidenciaron que el TWEAK se expresa en niveles altos. Ademas, otros estudios también
detectaron valores altos de TWEAK en muestras de orina de pacientes con NL. Los
investigadores propusieron que el nivel de TWEAK urinario puede reflejar la actividad de
NL (Xuejing et al., 2012); otro de los biomarcadores ampliamente estudiado es MCP-1,

que interviene en la mediacion de la inflamacion y la lesion en NL. En pacientes con LES
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y NL activa los niveles de MCP-1 en orina estan elevados; pero estos estan reducidos
después del tratamiento inmunosupresor (El-shehaby et al., 2011).

D. JUSTIFICACION
La biopsia renal es el estdndar para determinar dafio renal en pacientes con LES, el analisis
microscopico de la muestra identifica las etapas tempranas y tardias de la enfermedad. Sin
embargo, la biopsia renal es un analisis costoso, invasivo, que conlleva riesgo y es
inaplicable para el monitoreo consecutivo de la enfermedad. (Xu et al., 2016) (Abujam et
al., 2013). Ademas, puede no ser representativo, ya que solo se muestrea un nimero
limitado de glomérulos, lo que motiva a buscar e identificar nuevos biomarcadores que
proporcionen informacidn sobre el estado de actividad de la enfermedad. Es asi que, en el
presente trabajo se pretende medir el nivel de expresion de la citoquina TWEAK y
quimioquina MCP-1 en orina, siendo estos mediadores inmunoldgicos clave para el
desarrollo de la enfermedad. La MCP-1 y TWEAK se mediran en sedimentos urinarios en
pacientes con NL y lupicos sin NL, lo que ayudara a disefiar nuevas estrategias de
diagnostico y terapéutica para los pacientes con LES que desarrollan NL, pretendiendo

ademas establecer valores de corte para cada transcrito y su correcta asociacion clinica.

Uno de los problemas que cursa el nefrélogo es el seguimiento del tratamiento de
pacientes diagnosticados con NL en las etapas de reactivacion o remision, por lo que, el
presente trabajo pretende proponer a la medicién de niveles de expresion de ambas
citoquinas MCP-1 y TWEAK como biomarcadores urinarios para el seguimiento de la
evolucion y tratamiento de la enfermedad, para dicho cometido, se pretende cuantificar la

expresion de estas citoquinas mediante el método molecular de qRT-PCR.

E. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Hace 30 afios, la sobrevida de pacientes con NL severa clase IV era de uno a dos afios, y
del restante la mitad moria antes de los 5 afios. De la misma manera la evolucion hacia la
IRC en la NL era mayor al 50% a 5 afios; la falta de diagndstico fino en nefrologia y la
falta de un tratamiento especifico y oportuno para la NL llevan a un continuo e irreversible

dafio en el rifion (Chiu, 2010). En la mayoria de los pacientes el inicio temprano al
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tratamiento para NL tiene una respuesta gratificante, logrando controlar la enfermedad y
evitando en gran medida las recaidas de la enfermedad. Las frecuencia y severidad de las
recaidas, depende de maltiples factores como ser: el oportuno inicio del tratamiento en
relacién al tiempo de diagnostico, intensidad del tratamiento inicial y del tratamiento de

sostén (Bermejo et al., 2010).

Actualmente, la biopsia renal es obligatoria en todos los pacientes con LES con clinica de
afectacion renal como ser: aumento de creatinina, disminucion de filtrado glomerular,
proteinuria, hematuria y sedimento activo. La biopsia renal aporta informacion
imprescindible para clasificar la NL segun las caracteristicas histologicas, ayuda a
establecer un prondstico y planificar el tratamiento; lamentablemente la biopsia renal, al
ser invasiva no es Util para el seguimiento de la enfermedad. También se emplea
marcadores seroldgicos para detectar actividad lupica del LES o NL como ser: anticuerpos
anti-ds-DNA, niveles de complemento, auto-anticuerpos anti-cromatina y anti-C1q; y para
evaluar el funcionamiento renal: creatinina, aclaramiento de creatinina y proteinuria; pero
ninguna de las pruebas es especifica para predecir la reactivacion de la enfermedad o la
remision de esta (Braun et al., 2007). Pueden producirse dafios significativos en los
riflones antes de que se evidencie clinicamente que la funcion renal esté deteriorada, por
ejemplo, la proteinuria persistente puede no necesariamente indicar una inflamacién en
curso en los rifiones y puede ser contribuida por lesiones crénicas preexistentes o dafio
reciente en los rifiones durante el curso de la enfermedad. Las reactivaciones de la NL
pueden ocurrir sin ningun aumento observable y reciente en el grado de proteinuria (Chiu,
2010).

Al no existir un marcador de laboratorio fiable para predecir el inicio de eventos de
reactivacion de la enfermedad, se esta en busca de biomarcadores que puedan predecir

este hecho y ademas, predecir el inicio del dafio renal.
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Toda la problematica hasta aqui planteada, motiva a que el presente trabajo trate de
responder la siguiente pregunta de investigacion:
¢Cual es el grado de asociacion entre los niveles urinarios de las citoquinas TWEAK,
MCP-1 con los niveles de los marcadores seroldgicos (anti-ds-DNA, anti-nucleosoma,
anti-Clq, p2-microglobulina, niveles de C3 y C4) de pacientes con NL activa o en
remision?
F. MARCO TEORICO
1. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
En la patologia del LES se observan dos situaciones:
- Una de las caracteristicas de la enfermedad autoinmune es la produccion de auto-
anticuerpos, que parece ser el resultado de la interaccion entre factores genéticos
y ambientales (exdgeno o enddgeno), que inciden en el sistema inmunitario para
desencadenar la secuencia de eventos que conducen a la exacerbacion de
fendmenos fisioldgicos propios de la autoinmunidad. Se reconoce que en la
exacerbacion la respuesta inmunitaria a los antigenos nucleares y sus
correspondientes auto-anticuerpos desempefian un papel amplificador tanto a

través de los mecanismos de la inmunidad adquirida, como de la inmunidad innata.

- Otrasituacion, es el desarrollo de la inflamacion y dafio en los 6rganos diana. Las
celulas apoptdticas parecen ser el origen de los auto-anticuerpos (Figura 1);
especificamente son las vesiculas apoptoticas que se exponen en la superficie de
la célula que entra en apoptosis y que contienen restos celulares, entre ellos acidos
nucleicos y nucleétidos. En circunstancias normales el sistema mononuclear
fagocitico, particularmente los macrofagos, se encargan de retirar de la circulacion
es0s restos apoptoticos. En este proceso participa el sistema del complemento, a

través de la opsonizacion de las particulas apoptoticas por su factor C3b.
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Figura 1. La célula apoptética expone en su superficie las vesiculas apoptdticas conteniendo antigenos
nucleares; debido a un deficiente aclaramiento de las particulas apoptoticas por el sistema mononuclear
fagocitico, aquellas se acumulan y ganan acceso a los linfocitos B autorreactivos, los cuales sintetizan auto-
anticuerpos; los IC formados por esos anticuerpos y sus respectivos antigenos nucleicos tienen capacidad
para activar el complemento y conducir a lesiones en los tejidos y también para activar a las CDP; las
CDP responden con la produccién de IFN-o por vias dependientes de TLR7 y TLR9; IFN-a tiene muiltiples
efectos sobre el sistema inmunitario que favorecen el desarrollo de autoinmunidad, como la diferenciacion
de linfocitos B a células plasméticas productoras de anticuerpos, la activacion de células Ty la maduracién
de las células dendriticas. Todo ello conduce a un circulo reverberante que intensifica y perpetia el proceso
autoinmunitario. (CDP: células dendriticas plasmocitoides; IC: inmunocomplejos; IFN: interferén; LB:
linfocito B; M@: macrofago; TCR: receptor de células T; TLR: toll-like receptor)(Sifuentes et al., 2012)

En el LES ademas de existir un incremento de la apoptosis celular, existe un aclaramiento
deficiente de células apoptoticas y ambas alteraciones conducen a la acumulacion de
material necrdtico secundario, capaz de desencadenar inflamacion, generacion de
fragmentos nucleares modificados que son identificados como sefiales de peligro por el
sistema inmunitario, dando como respuesta un estimulo para que los LB autoreactivos
inicien la sintesis y secrecion de anticuerpos dirigidos contra los fragmentos nucleares de
células apoptoéticas. Tras la secrecion de auto-anticuerpos y su unién a los antigenos
nucleares se forman los correspondientes inmunocomplejos (IC), fundamentalmente

DNA/anti-DNA, con capacidad para depositarse en los tejidos. Posteriormente, con la
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participacion del sistema del complemento se provocaria inflamacion local y/o lesion

como ocurre tipicamente en el glomérulo renal (Sifuentes et al., 2012).

Estos IC que contienen productos nucleicos son también captados por las células
dendriticas plasmocitoides (CDP) por medio de los receptores Fcy-IIAr e interiorizados
en los endosomas. Los receptores Toll-like (TLR) 7 y 9, anclados en la membrana del
endosoma, son activados por estos IC e inician la cascada de la transduccién que conduce
a la activacion de los factores de transcripciéon IRF 7/5 y NFkB, con la produccion de
grandes cantidades de IFN-a, las CDP son las productoras profesionales de IFNa y, en
menor medida, de otras citocinas proinflamatorias, como la IL-6 (Sifuentes et al., 2012).
Es de interés que la hidroxicloroquina, uno de los mas antiguos farmacos utilizados en el
LES, inhibe la union de las cadenas de &cidos nucleicos a estos TLR a través de la

elevacion del pH del endosoma y, por tanto, son farmacos inhibidores de los TLR.

El IFN-a secretado por las CDP tiene efectos que favorecen la autoinmunidad: promueve
la maduracion de las células dendriticas, activa los linfocitos T (LT) (incluidos linfocitos
autorreactivos, que pueden haber escapado a la tolerancia central) e interviene en la
diferenciacion de LB a células plasmaticas productoras de auto-anticuerpos. De esta
manera, el IFN-a es un gran activador del sistema inmunitario y con su aparicion en escena
se completa un circuito en el que al aumentar la presencia de células plasmaticas se
incrementa la sintesis de auto-anticuerpos, se forman mas IC conteniendo acidos nucleicos
y se activan mas CDP, las cuales van a producir mas IFN-a, cerrandose asi un circulo
reverberante que mantiene y multiplica los mecanismos de autoinmunidad (Sifuentes et
al., 2012).

2. NEFROPATIA LUPICA
La patogénesis de la NL se relaciona en gran medida con el LES por las siguientes
caracteristicas: la desregulacion compleja de las respuestas inmunes a los auto-antigenos
nucleares, incluyendo la inhibicion de mecanismos reguladores, la inflamacion cronica, la

acumulacion de auto-anticuerpos y la formacion de IC patdgenos. (Munroe et al., 2015).

Esther Casablanca A. 12



Numerosos estudios han demostrado que los antigenos nucleares promueven la
patogénesis del LES, con fuertes respuestas inmunitarias dirigidas contra los &cidos
nucleicos, las histonas y las proteinas ribonucleares. Sin embargo, los mecanismos de
muerte celular programada, junto con las alteraciones en la maquinaria de limpieza de
residuos apoptaticos, permiten la persistencia de antigenos que pueden ser modificados y
percibidos por el sistema inmune como antigenos (auto reactividad contra los auto-
antigenos ubicuos). Este proceso es conceptualmente similar a la inmunizacion en la que
las células plasmaticas de larga vida autorreactivas y las células T de memoria aseguran
la memoria inmune a largo plazo, lo que puede usarse para explicar por qué no hay cura

para esta enfermedad.

Las particulas nucleares enddgenas pueden conducir la autoinmunidad de dos maneras:
como autoadyuvantes y auto-antigenos. Por ejemplo, las particulas nucleares se asemejan
a las particulas virales porque activan los mismos receptores de reconocimiento de acido
nucleico viral, es decir, la sefializacién de TLR7 en las células presentadoras de antigeno,
donde promueven efectos autoadyuvantes; asimismo, el DNA nucleosomico o el DNA
dentro de complejos inmunes también pueden activar TLR9 en células B y CDP (Munroe
etal., 2015).

Las células T citotdxicas, las células Th17 asi como las células B, se infiltran en el rifion.
Sin embargo, el mecanismo patogénico esencial para la aparicién de la NL esta en la
activacion de las células B y T fuera del rifion. La activacion no especifica de las células
B autorreactivas explica la respuesta policlonal del auto-anticuerpo, también los depdsitos
de inmunoglobulinas IgM, 1gA e IgG (IgG1 e 1gG3) activan el complemento; este doble
proceso supera el doble papel de los factores del complemento en la NL. Por un lado, la
deficiencia del complemento afecta la opsonizacion y la eliminacion de los auto-antigenos
de espacios extracelulares, pero, por otro lado, los factores del complemento también
causan directamente dafio renal relacionado con los depdsitos de IC. Segun el tipo, la
duracion y la gravedad de la NL, los IC se depositan en el mesangio, en el espacio
subendotelial o en los capilares peritubulares subepitelial. Dentro del glomérulo, los
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depdsitos de complejos inmunes subepiteliales conducen a glomerulonefritis membranosa

secundaria y sindrome nefrotico (Kulkarni et al., 2012).

2.1. Etiologia intrarenal

El desarrollo y la deposicién de IC en NL ha sido ampliamente estudiado, ya que los
depdsitos de IC renales se encuentran en casi todos los pacientes con LES. Estudios
recientes indican que los IC que contienen auto-anticuerpos anti-nucleares interactian con
nucleosomas atrapados en una forma antigeno especifica, particularmente en pacientes
con LES con especificidad de auto-anticuerpos a componentes nucleosémicos, como la
cromatina y el ds-DNA. Ademas, un gran nimero de pacientes lupicos llevan anticuerpos
anti-C1q, capaces de amplificar la activacion del complemento patogénico que resulta en
dafio renal cuando los auto-anticuerpos interactian con IC que contienen anti-C1lq. A
pesar de la presencia de IC, muchos pacientes de LES nunca desarrollan enfermedad renal
clinica, aunque tienen evidencia histoldgica de inflamacion intrarrenal (Kullkarni et al.,
2012). La nefritis clinicamente silenciosa sugiere que la presencia y/o deposicién de IC
por si sola no es suficiente para impulsar el desarrollo de NL y que estan involucrados
otros factores patoldgicos como ser: la creciente inflamacion, la apoptosis y la
acumulacion de matriz extracelular, que pueden reducir el flujo sanguineo glomerular y
dafar la barrera de permeabilidad glomerular, ademas de los factores genéticos (Figura
2).
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FIGURA 2: La predisposicion genética nos brinda un impacto de riesgo moderado en LES. Los factores
ambientales, hormonales y epigenéticos afiaden complejidad a este modelo patogénico y el resultado de la
desregulacién del sistema inmune. La formacién in situ de complejos inmunitarios entre los anticuerpos
anti-cromatina circulantes y la cromatina glomerular extracelular parece ser el evento iniciador en NL.
Dichas especificaciones autorreactivas se generan por respuestas inmunitarias relacionadas con la
captacion defectuosa de detritos celulares apoptoéticos por neutréfilos, macréfagos y un aumento en la
rotacion de células inflamatorias. La formacién de tejido linfoide tubulointersticial, la produccién de
anticuerpos intrarrenales y la activacion del complemento contribuyen a la inflamacion renal. La
activacion de las células dendriticas (CD) aumenta la produccion del CMH Il para la presentacion
antigénica y la liberacion de los receptores de IFNa, lo que lleva a la activacion de las células T y la
diferenciacion de las células B en las células plasméticas productoras de anticuerpos. Los leucocitos y las
células intrinsecas del rifién producen citoquinas proinflamatorias y quimiocinas en respuesta a complejos
inmunitarios y fragmentos del complemento, amplificando un circulo vicioso de inflamacion renal y
promoviendo la nefritis. Existen varios intermediarios de inflamacion como ser: factor de necrosis (TNF)
como inductor débil de apoptosis (TWEAK) promueve la proliferacién celular glomerular, inflamacion y
apoptosis. Por el contrario, otros como el factor de crecimiento transformante beta (TGFb) promueven
cicatrices en los glomérulos lesionados y el tdbulo intersticial a través de la deposicién de matriz
extracelular (Quintana et al., 2016).

La inflamacién asociada con el dafio renal en pacientes lUpicos esta mediada por la
produccion de TNF-a en el sitio de dafio. El receptor 1 de TNF-a (TNFR1) se expresa
normalmente a nivel glomerular y en las células endoteliales peritubulares y se regula
positivamente en respuesta a la lesion renal en NL, asociandose principalmente con la
forma soluble de TNF-a. El segundo receptor de TNF-a (TNFR2), no se expresa en el

rifidn hasta que se ha producido inflamacion, siendo la presencia de TNFR2 esencial para
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el desarrollo de glomerulonefritis. TNFR2 se asocia con la forma de TNF-a ligada a la
membrana, promoviendo la secrecion de mediadores pro-inflamatorios. La citoquina
TWEAK interactGa con el receptor Fnl4, y la expresion de los genes que codifican
TWEAK y Fn14 son regulados en el glomérulo y tabulo intersticial de pacientes LES con
NL.

Los datos histopatoldgicos de los rifiones de pacientes con LES y NL sugieren que la
inflamacion que tiene lugar en el rifion es un microcosmos de desregulacion del sistema
inmune, con la interaccion entre las células parenquimatosas y los leucocitos,
determinando asi el grado de dafio renal. Las células presentadoras de antigeno
profesionales (APC), células Th diferenciadas (Thl, Th2, Th3 y Tfh) y linfocitos B, asi
como centros germinales ectdpicos, estan presentes en el rifion en la NL (Nowling et al.,
2011). Estos tipos de células deben ser reclutados en el rifidn inflamado por quimiocinas,
como MCP-1/CCL2 macrofagos, IL-8/CXCL8 y CXCR5, que se unen al BCA-
1/CXCL13 del linfocito B, todos ellos asociados con NL. Ademéas de los procesos
proinflamatorios que conducen al dafio renal, los mecanismos de proteccién renal que
previenen la NL clinica en algunos pacientes con LES con IC pueden ser alterados, lo que
aumenta el riesgo de desarrollar NL que puede ser refractario a los regimenes de

tratamiento actual y progresar a enfermedad renal cronica.

Las variantes genéticas que contribuyen a comorbilidades sistémicas también pueden
contribuir al desarrollo y gravedad de la NL. Por ejemplo, la hipertensién se ha asociado
con NL y puede ser un factor de riesgo para un resultado deficiente. Las variantes
genéticas dentro de los genes codificadores de la enzima convertidora de angiotensina y
codificantes del angiotensindgeno confieren una mayor susceptibilidad al desarrollo y la
gravedad de NL. Para los pacientes con LES la desregulacion inmune de las respuestas de
IFN de tipo | y la presencia de auto-anticuerpos asociados con lupus puede proporcionar
el segundo golpe necesario para dafar los podocitos en la NL y la progresion a enfermedad

renal cronica (Munroe et al., 2015).
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2.2. FISIOPATOLOGIA Y ETIOGENIA
Se cree que el lupus se desarrolla en respuesta a una combinacion de factores internos y
externos del cuerpo, incluidas las hormonas, la genética y el medio ambiente.
2.2.1. Factor ambiental
Actualmente, la mayoria de los investigadores hace referencia de un agente ambiental,
como un virus o posiblemente un quimico, encontrado al azar por un individuo
genéticamente susceptible, el cual actia como desencadenante de la enfermedad (Parks et
al., 2017). Los investigadores aun no han identificado un agente medioambiental

especifico, pero la hipdtesis sigue siendo probable.

Si bien, los elementos ambientales que pueden desencadenar lupus y causar su activacién
no se conocen del todo, los més citados son la luz ultravioleta (UVA y UVB); infecciones
(incluidos los efectos del virus Epstein-Barr) y la exposicion al polvo de silice en entornos
agricolas o industriales (Mak et al., 2014).

Otros ejemplos de desencadenantes ambientales potenciales incluyen:

e Los medicamentos de sulfa, que hacen que una persona sea mas sensible al sol,
como: Sulfatrimetoprim, sulfisoxazol, tolbutamida, sulfasalazina, diuréticos;
medicamentos de tetraciclina sensibilizantes al sol como la minociclina, penicilina
u otros medicamentos antibidticos como: amoxicilina; ampicilina; cloxacilina.

e Infeccidn, resfriados o enfermedades virales

e Agotamiento

e Estrés emocional, como el divorcio, la enfermedad, la muerte en la familia u otras
complicaciones de la vida.

e Cualquier otra cosa que cause estres al cuerpo, como cirugia, dafio fisico, lesion,
embarazo o dar a luz.

2.2.2. Factor hormonal
Las hormonas son los mensajeros que regulan muchas de las funciones del cuerpo. Debido
a que 9 de cada 10 casos de lupus se encuentran en mujeres, los investigadores han

analizado la relacion entre el estrogeno y el lupus (Vidaver, 2002; McMurray et al., 2003).
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Si bien, los varones y las mujeres producen estrogenos, su produccion es mucho mayor en
las mujeres. Muchas mujeres tienen mas sintomas de lupus antes de los periodos
menstruales y/o durante el embarazo cuando la produccién de estrégenos es alta. Esto
puede indicar que los estrogenos regulan de alguna manera la severidad del lupus. Sin
embargo, no se ha demostrado ningun efecto causal entre los estrégenos o cualquier otra
hormona y el lupus. Ademas, los estudios de mujeres con lupus que toman estrogenos en
pastillas anticonceptivas 0 como terapia posmenopausica no han mostrado un aumento en
la actividad de la enfermedad. Los investigadores ahora se centran en las diferencias entre
hombres y mujeres, mas alla de los niveles hormonales, lo que puede explicar por qué las
mujeres son mas propensas al lupus y otras enfermedades autoinmunes (Grimaldi, 2006).

2.2.3. Factor genético
Los investigadores identificaron mas de 50 genes que se asocian con el lupus, y aunque la
mayoria de estos genes no han demostrado causar directamente lupus, se cree que

contribuyen a ello (susceptibilidad genética) (Li et al., 2013).

El lupus puede desarrollarse en personas sin antecedentes familiares, pero es probable que

existan otras enfermedades autoinmunes en algunos miembros de la familia.

2.3. TRATAMIENTO

La NL activa requiere terapia inmunosupresora combinada y glucocorticoide (Tabla 1).
La terapia actual es toxica y las respuestas demoran en conseguir el efecto deseado: menos
del 50% logran una respuesta completa, definida como proteinuria < 0,5 g/ 24 h en 12
meses, con funcion excretora normal. Existe incertidumbre en como utilizar las terapias
bioldgicas especificas debido a la evidencia no concluyente de los ensayos y la ausencia
de biomarcadores de estratificacion para explicar las tasas de respuesta (Quintana et al.,
2016).
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Tabla 1. Histologia renal y su correspondiente tratamiento (Directrices del Colegio Americano de
Reumatologia para el tratamiento y el manejo de la nefritis lUpica)

Riesgo de enfermedad renal

ISN Histologia . Tratamiento propuesto
en etapa terminal
| OM: Normal, mesangial ID Muy poco ACEI/ARB; HC
I OM: Mesangial hlipercelularldad, Muy poco ACEI/ARB: HC
mesangial ID
/Y OM: GN Focal o difuso. Hipercelularidad 0% GC; CYC; MMF;
Endo/estracapilar, ID sub-endotelial 0 rituximab
OM: GN Membranoso, BM GC; CYC; MMF;
\Y . L <10% L
ensanchamiento sub-epitelial ID rituximab

ISN, clase histolégica; OM, microscopia Optica; 1D, depdsitos inmunitarios; GN, glomerulonefritis; BM,
membranas de base; ACEi / ARB, inhibidores de la ACE inhibidores de los bloqueadores del receptor de
angiotensina; HC, hidroxicloroquina; GC, glucocorticoides; CYC, ciclofosfamida; MMF, micofenolato
mofetil. (Quintana et al., 2016)

La clasificacion es importante debido a la terapia inmunosupresora que sélo esta indicada
en pacientes con dafio glomerular activo y trastornos de clase 111y Clase 1V, asi como en

la clase V en NL que presentan proteinuria > 1 g por 24 h.

Las recientes declaraciones del consenso (Colegio Americano de Reumatologia,
asociacion contra el reumatismo — asociacién Europea renal — asociacién Europea de
dialisis y trasplante) recomendaron una inmunoterapia de inmunosupresion primaria que
consistente en micofenolato mofetil (MMF) o ciclofosfamida. Dada la toxicidad de la
ciclofosfamida, se recomendd un régimen de dosis bajas (500 mg/m? por via intravenosa
cada 2 semanas durante 3 meses), mientras que el régimen de dosis alta (750-1000 mg/m?
por via intravenosa una vez al mes para las dosis) debe ser administrado a pacientes con

progresion de la enfermedad (Yong et al., 2008).

La eleccion entre el MMF y la ciclofosfamida es un tema de controversia, aunque los datos
de ensayos revelaron que los afroamericanos y los hispanos parecian tener una peor
respuesta a la ciclofosfamida que a MMF. Ademas de la etnicidad, también debe
considerarse los efectos toxicos colaterales en la eleccion de farmacos inmunosupresores.
El MMF fue asociado sin fracaso ovarico y leucopenia. Sin embargo, aumento el riesgo

de diarrea comparada con la ciclofosfamida. El tacrolimus se ha combinado con el MMF
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y los glucocorticoides en un grupo de poblaciones chinas, y se ha demostrado que es
superior a un régimen basado en ciclofosfamida. El tacrolimus también se ha comparado
con el MMF con similares tasas de eficacia temprana, pero mayores tasas de recaida mas
tarde (Palmer et al., 2017; Mok et al., 2014).

El tratamiento inmunosupresor de la NL se combina con glucocorticoides, que comienza
con un bolo intravenoso de metilprednisolona (500-750 mg / dia durante 3 dias) es
recomendado por el consenso Europeo y Americano como la dosis cumulativa de
glucocorticoides. Otra recomendacion es que los pacientes que responden al tratamiento
inicial deben continuar con la terapia de mantenimiento inmunosupresor, en este momento
la principal preocupacion deberia ser bloquear la respuesta del sistema inmunitario para
inhibir la produccién de anticuerpos y prevenir la activacion de la enfermedad. Se puede
utilizar MMF o azatioprina para este propo6sito, aunque el MMF debe continuar cuando se
utiliza con éxito como terapia de induccion (Quintana et al., 2015).

2.4. DIAGNOSTICO CLINICO Y LABORATORIAL
2.4.1. Criterios del colegio Americano de Reumatologia (ACR) y
del grupo de Clinicas Colaboradoras Internacionales del

Lupus Eritematoso Sistémico (SLICC).

El diagnostico inicial del LES depende de la forma de presentacion y la exclusion de los
diagnosticos alternativos. Dada la heterogeneidad de las presentaciones clinicas, existen
algunos pacientes para quienes las caracteristicas clinicas y los estudios de laboratorio de
apoyo hacen que el diagnostico de LES resulte relativamente sencillo. Por el contrario,
hay otros que presentan quejas aisladas o caracteristicas infrecuentes de la enfermedad,
convirtiéndose en un desafio para el diagnostico. Los datos demograficos también deben
tenerse en cuenta cuando se evalla a un paciente para LES, ya que se produce
principalmente en mujeres jovenes en edad fértil. Ademas, el LES se presenta con mayor
frecuencia en ciertos grupos raciales y étnicos, en particular afroamericanos, asiaticos,

africanos caribefios e hispanoamericanos, en comparacion con los caucasicos.
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Un grupo de expertos de consenso sobre LES, el SLICC, ha propuesto criterios revisados
para dicho diagndstico. La clasificacion como LES por los criterios SLICC requiere que
un paciente satisfaga al menos 4 de 17 criterios, incluyendo al menos 1 de los 11 criterios
clinicos y 1 de los 6 criterios inmunologicos (Tabla 2) (Petri et al., 2012), o que el paciente
tenga nefritis demostrada por biopsia compatible con LES en presencia de anticuerpos
antinucleares (ANA) o anticuerpos anti-DNA bicatenario (ds-DNA).

Los criterios SLICC fueron validados mediante el analisis de 690 pacientes con LES u
otras enfermedades reumaticas. En esta prueba de validacion inicial, los criterios revisados
de SLICC tuvieron una mayor sensibilidad pero una menor especificidad que los criterios
de clasificacién ACR de 1997 (sensibilidad de 97 frente a 83 por ciento y especificidad

de 84 frente a 96 por ciento, respectivamente) (Petri et al., 2012).
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Tabla 2. Clasificacidn del LES por los criterios SLICC del 2012.

Criterios Clinicos
1. Lupus cutaneo agudo, incluyen:

Rash malar

Lupus bulloso

Necrosis toxica epidérmica variante de LES

Rash maculopapular lUpico

Rash lupico fotosensible

en ausencia de dermatomiosistis

O lupus cutaneo subagudo (lesiones policiclicas anulares y/o psoriasiformes no induradas que
resuelven sin cicatriz, aunque ocasionalmente dejan despigmentacion postinflamatoria o telangiectasias

2. Lupus cutaneo cronico, incluyen:

Lupus discoide clasico: lupus profundus, lupus sabafion o perniosis lUpica.
Localizado (por encima del cuello)
Generalizado (por encima y debajo del cuello)
Lupus hipertréfico (verrugoso)
Paniculitis lapica
Lupus mucoso
Lupus eritematoso tumidus
Lupus chillblain
Sobreposicion lupus discoide/liquen plano
Ulceras orales, incluyen:
Ulceras en e paladar (bucal, lengua)
Ulceras nasales
en ausencia de otras causas como vasculitis, enfermedad de Behget, infeccion (herpesvirus),
enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reactiva
Alopecia no cicatricial (adelgazamiento difuso o fragilidad capilar con cabello visiblemente roto)
en ausencia de otras causas como farmacos, deficiencia de hierro o alopecia androgénica

5. Afectacién articular de 2 o méas articulaciones, caracterizado por inflamacién o edema,

o sensibilidad en 2 o mas articulaciones y al menos 30 minutos de rigidez matutina.

6. Serositis:

Pleuritis tipica por mas de 1 dia (derrame pleural o roce pleural ).
Dolor pericéardico tipico durante mas de 1 dia (derrame pericardico, o roce pericardico)
en ausencia de otras causas como infeccién, uremia y Sindrome de Dressler.

7. Afectacion renal: Relacion proteinuria/creatinuria (o proteinuria de 24 horas)

que representen 500 mg de proteinas/24 horas o cilindros hematicos.

8. Alteraciones neuroldgicas

Convulsiones

Psicosis

Mononeuritis multiple

en ausencia de otras causas conocidas como vasculitis primaria

Mielitis

Neuropatia periférica o craneal

en ausencia de otras causas como vasculitis primaria, infeccién y diabetes mellitus
Estado confusional agudo

en ausencia de otras causa como uremia, farmacos y toxico-metabdlicas

9. Anemia he molitica.

10

11.

. Leucopenia (< 4000/mm3 al menor una vez)
en ausencia de otra causa conocida como ser el sindrome de Felty, farmacos e hipertension portal

Linfopenia (< 1,000/mm3 al menos un vez)
en ausencia de otra causa conocida como cordicoides, farmacos e infeccién
Trombocitopenia (<100.000/mm3) al menos una vez

en ausencia de otras causas conocidas como farmacos, hipertension portal y purpura trombocitopenica

Criterios inmunolégicos

1.
2.

3.

ANA positivo: en valores por encima del nivel del rango de referencia del laboratorio
Anti-ds-DNA positivo: en valores por encima del nivel de referencia del laboratorio

(o >2 veces el nivel de referencia si es realizado por ELISA).

Anti Sm postivo: presencia de anticuerpos anti-antigeno nuclear Sm
. Anticuerpos antifosfolipidos:

Resultado positivo para anticoagulante lUpico

falso reactante de reagina (RPR, VDLR)

titulos medios o altos de anticardiolipina (IgA, 1gG o IgM)
resultado positivo para anti 32-glicoproteina (IgA, 1gG o IgM)

. Niveles de Complemento bajo: C3, C4, CH50.
. Coombs directo positivo en ausencia de anemia hemolitica.
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Debido a que el LES se caracteriza por la remision y reactividad de la enfermedad se han
creado numerosos regimenes segun las manifestaciones y el grado de dafio del paciente;
sin embargo, durante muchos afios se ha estudiado y se han planteado diversos sistemas
para definir el tipo de tratamiento a prescribir durante el curso de los brotes lGpicos. Esto
dio origen al indice de actividad, que define el grado de afeccion lupica en cualquier
momento dado, y que puede oscilar desde la remision o actividad minima o nula, hasta la
actividad grave que comprometa la vida del paciente (Tabla 3) (Ighe et al., 2015; Ines et
al., 2014; Ruiz et al., 2012).

La determinacion del grado o intensidad de la enfermedad, en un momento dado, establece
criterios terapéuticos y, a largo plazo, identifica el grado de dafio progresivo que ha
experimentado el paciente; por ende, es de gran ayuda para el prondstico a largo plazo y
determinante para indicar el tratamiento. El tratamiento es proporcional a la intensidad de
la actividad. Es fundamental cuantificar los cambios y las respuestas clinicas de los
pacientes (diferentes en cada uno), ya que el tratamiento varia de uno a otro, segun la

actividad, los 6rganos afectados y el dafio acumulado.

Tabla 3. indice de actividad de la enfermedad del lupus eritematoso sistémico (SLEDAI)

Valor | Manifestacion Definicion
8 Convulsion Apariencia reciente, exclusion de causas metabdlicas, infecciones o
medicamentos
8 Psicosis La alteracién de la actividad normal asociada con deterioro grave de la

percepcion de la realidad. Incluye: alucinaciones, incoherencia, el
empobrecimiento del contenido del pensamiento, pensamiento ilgico,
comportamiento extrafio, desorganizado o cataténico. Exclusion de la
insuficiencia renal o el medicamento
8 Paralisis cerebral Alteracién de la funcién mental con la orientacién alterada, memoria u
otro inicio repentino y curso fluctuante. Incluye: alteracion de la
consciencia con una capacidad reducida para concentrarse, incapacidad
para permanecer atento y mas con al menos 2 de los siguientes: los
trastornos de percepcidn del habla incoherente, insomnio o somnolencia
durante el dia, el aumento o disminucidn de la actividad psicomotora

8 Trastornos Retinopatia retiniana del lupus, incluye: nddulos, hemorragias retinianas,
visuales exudados o hemorragias coroideas serosas, neuritis éptica. Exclusion de
una causa hipertensiva, infecciosa o0 medicinal
8 Nervios Neuropatia sensorial o motor de aparicién reciente que afecta a un nervio
craneales craneal
8 Dolor de cabeza | Dolor de cabeza intenso y persistente, migrafia, pero pueden ser resistentes

a los principales analgésicos
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8 Accidente Accidente cerebrovascular de aparicién reciente. Arteriosclerosis excluida.
cerebrovascular
8 Vasculitis Ulceraciones, gangrena, nédulos digitales dolorosos, peri-infarto o
evidencia histoldgica de vasculitis o arteriografia.
4 Artritis Mas de 2 articulaciones dolorosas con signos de inflamacion (dolor,
hinchazén y derrame articular)
4 Myositis Dolor / debilidad muscular proximal asociado con elevacion de creatin-
fosfoquinasa (CPK) y/o aldolasa o cambios electromiograficos o una
biopsia gue muestra signos de vasculitis
4 Cilindros Cilindros urinarios de glébulos rojos
urinarios

4 Hematuria > 5 g/ campo en ausencia de litiasis, infeccién u otra causa

4 Proteinuria > 0.5 g/ 24h. Inicio reciente o reciente aumento de més de 0,5 g/ 24h

4 Piuria > 5 GB / campo en ausencia de la infeccion

2 Alopecia Aparicion o recurrencia de la placa de alopecia o difusa reciente

2 Ulceras mucosas Nueva aparicién o reaparicion de Ulceras orales 0 nasales

2 Pleuresia Dolor en el pecho con friccion origen pleural o derrame pleural o

engrosamiento

2 Pericarditis Dolor pericardico con al menos una de las siguientes manifestaciones:
friccién, derrame o confirmacion electrogréfica o por ultrasonido.

2 Reduccién de Disminucion de CH50, C3 0 C4

complemento
2 Positividad anti- > a 25% valor normal de laboratorio
DNA

1 Fiebre > 38 ° en ausencia de causa Infecciosa

1 Trombocitopenia <100.000 plaguetas / mm3

1 Leucopenia <3000 GB / mm3 en ausencia de una causa de droga

2.4.2. Criterios de clasificacion de la Sociedad de Nefrologia
(ISN)/ Sociedad de Patologia Renal (RPS)

La clasificacion de la NL es critica, desde la atencion al paciente hasta la comparacion de
resultados y ensayos terapéuticos entre diferentes clinicas. Aunque el conocimiento de la
etiologia de LES es incompleta, esté claro que los diferentes mecanismos efectores de la
enfermedad pueden ser efectuados solos o en conjunto para producir los patrones
pleomorficos de NL. En el rifidn, los antigenos intrinsecos tales como los componentes de
la matriz extracelular o las glicoproteinas de células pueden servir como dianas para la
union de auto-anticuerpos. Asimismo, la lesion renal en la NL puede resultar de auto-
anticuerpos (anti-ds-DNA, anti-nucleosoma) que se unen a antigenos circulantes,
formando IC preformados, que llegan a depositarse en las paredes glomerulares causando

inflamacion y citotoxicidad por la posterior union del complemento a la region Fc.
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Ademas, dicha citotoxicidad puede dirigirse a los podocitos en el contexto de la nefropatia
membranosa, donde la formacion de IC in situ ocurre a lo largo de la membrana basal
glomerular sub-epitelial o hacia las células endocapilares. Ademas de la directa lesién
celular y tisular por los complejos inmunes, los auto-anticuerpos con actividad
antifosfolipidico o crioglobulina también pueden promover lesiones vasculares

trombéticas e inflamatorias en LES.

2.4.2.1. Patrones de lesion glomerular
Basado en varios modelos experimentales de enfermedades autoinmunes por depdsitos de
complejos inmunes en el rifidn y observaciones de biopsias renales en humanos; los
patrones de dafio glomerular estan mediados por la acumulacion de inmunoglobulinas y
su antigeno especifico, y la capacidad de activar el complemento y otra proteasas
provocando asi una respuesta inflamatoria celular. Estos patrones de lesion se dividen en

tres grupos:

a) Patron mesangial
El patrén mesangial, es el resultado de la acumulacién de complejos inmunes y de la
hipercelularidad en la matriz mesangial, como puede ocurrir en el nefropatia por IgA o

NL mesangial proliferativa.

b) Patrén endotelial
El patron endotelial tiene un componente exudativo, se caracteriza por la acumulacion de
leucocitos, lesion de células endoteliales y un patrén de proliferacion endocapilar. Este
patron esta asociado a menudo con una destruccién de la pared capilar, existe una leve
deposicion de IC. Esta categoria es amplificada por una glomerulonefritis post infecciosa,
por los anticuerpos anti-membrana glomerular basal (GMB), vasculitis sistémica y las

formas endocapilares proliferativas de la glomerulonefritis lUpica.

En el patron endotelial de lesion glomerular puede estar separado del patron difuso y
global por una forma focal segmentario (como se ve en la poliangitis microscépica), en la
que pueden prevalecer diferentes mecanismos patogénicos. El patron de lesion endotelial

puede ser causado por mecanismos no inmunolégicos como la hipertension, toxinas
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bacterianas que inducen la microangiopatia trombotica y eventos tromboticos en el

sindrome del anticoagulante IUpico asociado a LES.

La acumulacion persistente de complejos inmunes en el espacio subendotelial puede
provocar lesiones graves y cronicos, incluida la interposicion celular y la produccion del
GMB. Este cambio endocapilar usualmente se asocia con la patologia mesangial porque
el mesangio tiene una directa continuidad con el espacio sub endotelial y son accesibles a
IC circulantes. Este patron combinado de lesion mesangiocapilar o patron membrano

proliferativo es comun en la fase cronica de la NL.

c) Patron epitelial
En el patrdn epitelial los anticuerpos y el complemento influyen en el dafio citotoxico en
los podocitos, resultando una lesion de la pared capilar no exudativa, no proliferativa,
como puede verse en las formas idiopaticas y asociados a LES de glomerulopatia

membranosa.

Las manifestaciones clinicas de estos tres patrones morfoldgicos pueden predecirse en
base a la topografia y el caracter de las lesiones glomerulares. La patologia mesangial
conduce a un sindrome de hematuria microscopica y proteinuria subnefrotica con una tasa
de filtracion glomerular (TFG) minimamente reducido; el patron endocapilar se
caracteriza por una aguda reduccion de la TGF, hematuria y proteinuria de leve a
moderada; y el patron membranoso se asocia con proteinuria significativa, en el sindrome
nefrotico frecuentemente existe preservacion o una gradual reduccion del TFG (Mok et
al., 2014).

2.4.2.2. Clasificacion de la nefropatia lUpica
Con el fin de dar cabida a los puntos de vista clinico patoldgico y patogénico que se han
acumulado desde 1982 y modificado en 1995 a partir de la clasificacion original de la
OMS 1974, con el objeto de eliminar las incoherencias y ambigiiedades se propuso la
nueva clasificacion (Tabla 4) (Weening et al., 2004). En general, tiene gran similitud con
la clasificacion de 1974, pero introduce varias modificaciones importantes con respecto a

las diferencias cuantitativas y cualitativas entre las lesiones de clase Il y IV
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(Bombardier et al., 1992, Markowitz et al., 2007). El objetivo principal fue estandarizar
definiciones, enfatizar las lesiones clinicamente relevantes, uniformar y reproducir los
reportes entre centros. Al igual que las clasificaciones precedentes, esta nueva

clasificacion esta basado exclusivamente en la patologia glomerular.

Tabla 4. Clasificacion de la nefropatia lupica por la Sociedad Internacional de Nefrologia/
Sociedad de Patologia Renal (ISN/RPS) 2003.

Clase | Nefritis lUpica mesangial minima
Glomérulos normales por microscopia dptica, pero con depdsitos inmunes mesangiales por inmunofluorescencia
Clase Il Nefritis ldpica mesangial proliferativa
Hipercelularidad mesangial de cualquier grado o expansion de la matriz mesangial por microscopia, con depositos
inmunes mesangiales.
Algunos aislados de depésitos sub-epiteliales o sub-endoteliales pueden ser visibles por inmunofluorescencia o
microscopia electrénica, pero no por microscopia de luz
Clase Il Nefritis ldpica focal
Glomerulonefritis focal o extracapilar, segmentaria o global, activa o inactiva que involucra < 50 % de todos los
glomérulos, generalmente con depositos inmunes subendoteliales focales, con o sin alteraciones mesangiales.

Clase 111 (A) Lesiones activas: NL focal proliferativa
Clase 111 (A/C) Lesiones activas y cronicas: NL focal proliferativa y esclerosante
Clase 111 (C) Lesiones cronicas inactivas con cicatrices glomerulares: NL focal esclerosante

Clase IV Nefritis ldpica difuso
Glomeruloneftitis focal o extracapilar, segmentaria o global, activa o inactiva que involucra > 50 % de todos los
glomérulos, tipicamente con dep6sitos de complejos inmunes sub-endotelial, con o sin alteracion mesangial. Esta
clase se divide en NL difuso segmentario (IV-S) cuando la lesion es > 50 % en los glomérulos, y NL difuso global (IV-G)
cuando la lesién es > 50 % del total de glomérulos. Segmental es definido como lesion glomerular que implica menos
de la mitad del penacho glomerular.
Clase IV-S (A) Lesion activa: NL proliferativa segmental
Clase IV-G (A) Lesion activa: NL proliferativa global
Clase IV-S (A/C) Lesion crénica y activa: NL proliferativa difuso, segmental y esclerosante
Clase IV-G (A/C) Lesion cronica y activa: NL proliferativa difuso, global y esclerosante
Clase IV-S (C) Lesion cronica inactiva con cicatrices: NL difuso, segmental y esclerosante
Clase IV-G (C) Lesion cronica inactiva con cicatrices: NL difuso, global y esclerosante
Clase V' Nefritis lUpica membranoso
Depositos inmunes subepiteliales globales o segmentarios o sus secuelas morfoldgicas mediante microscopia Optica y
mediante inmunofluorescencia o microscopia electronica, con o sin alteraciones mesangiales.
La nefritis lipica de clase V puede ocurrir en combinacion con clase 111 o 1V, en cuyo caso ambos seran diagnosticados
La nefritis Iipica de clase V puede mostrar esclerosis avanzada
Clase VI Nefritis lopica avanzado esclerosante
>90% de glomérulos globalmente esclerosados sin actividad residual

Los tejidos obtenidos para la biopsia y evaluacion precisa de las alteraciones glomerulares,
celulares y de la pared capilar deben contener un minimo de 10 glomérulos para el analisis
microscopico. Se requiere de la inmunofluorescencia para un analisis completo de la
biopsia renal y deberia incluir tinciones que detecten 1gG, IgA e IgM, cadenas ligeras
kappa y lambda, componentes del complemento C3 y C1g.
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Si bien el papel de la microscopia electronica en el diagnostico y la clasificacion de la
glomerulonefritis lapica no puede subestimarse y puede ser esencial en algunos casos, la
falta de instalaciones de microscopia electronica disponibles en muchos centros en todo
el mundo no debe evitar que el patélogo de un diagnéstico de NL usando una combinacién
de estudios completos de microscopia de luz e inmunofluorescencia (Weening et al.,
2004).

2.5. BIOMARCADORES EN LA NEFROPATIA LUPICA
El concepto de biomarcador estd enmarcada en las caracteristicas o cambios fisioldgicos,
bioquimicos o morfologico medible y evaluable a nivel molecular, bioquimico o celular
que actlia como indicador de un proceso normal o patoldgico, 0 como respuesta a una
intervencion terapéutica. Actualmente para la NL se estudio distintos biomarcadores para
el diagnostico y para el seguimiento de la reactivacion de la enfermedad, entre ellos se
destaca:
2.5.1. Biomarcadores seroldgicos
2.5.1.1. Anticuerpos anti-ds-DNA

El DNA es el portador de la informaciéon genética de un individuo, y como tal, esta
presente en cada célula nucleada. En la célula, el DNA se encapsula en nucleosomas. Estos
nucleosomas forman la estructura basica de la cromatina y tienen una funcion importante

en la compactacion del DNA en el nucleo de la célula.

Desde hace décadas se sabe que los anticuerpos anti-DNA de doble cadena estan muy
relacionados con el LES. Este se caracteriza por remisiones y exacerbaciones que suelen
estar asociadas a la presencia de anticuerpos antinucleares, en particular anti-DNA de
doble cadena. Estos anticuerpos raras veces son encontrados en otras enfermedades
autoinmunes, y su presencia casi siempre estd relacionada con la actividad de la
enfermedad, en particular cuando muestran la capacidad de fijar el complemento. Los
anticuerpos anti-DNA de doble cadena solo pueden unirse a la poliribosa-fosfato, a los
pares de bases desoxiguanosina-desoxicitidina y desoxiadenosina-desoxitimidina y a

algunas conformaciones muy especiales de la doble helice (Hsieh et al., 2016).
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La mayoria de las personas normales tienen en su suero inmunoglobulinas IgM anti-DNA
de una sola cadena, que pertenecen a los autoanticuerpos naturales presentes en todas las
personas. Estos anticuerpos tienen una baja afinidad hacia el DNA y otros auto-antigenos
como la tiroglobulina o la miosina. Por el contrario, los anticuerpos 1gG anti-DNA de
doble cadena no suelen estar presentes en los individuos normales y muestran una alta
afinidad hacia el DNA y otros antigenos (Liu et al., 2013). Ademas, el anti-ds-DNA esta
presente en 50% a 70% de los pacientes con LES. Los IC circulantes de DNA/anti-DNA
se considera que desempefian un papel en la patogénesis de LES. Esta union del DNA por
anticuerpos puede ocurrir en la circulacion, pero también puede ocurrir in situ. En el sitio
de deposicidon de IC se da la activacion del complemento que conduce a la inflamacion y
a las caracteristicas de la enfermedad del LES. En afios posteriores, este concepto de la
fisiopatologia del LES ha sido cuestionado y se ha propuesto una hipétesis modificada.
Este concepto se basa en estudios que han demostrado que el anti-ds-DNA puede
interactuar a través de nucleosomas con estructuras tisulares como el sulfato de heparina,
la principal cadena lateral de glicosaminoglicanos de la membrana basal glomerular
(Shoenfeld et al., 2014).

2.5.1.2.Anticuerpos anti-nucleosoma
Los nucleosomas estan constituidos por un octamero de histonas (cuatro homodimeros
H2A, H2B, H3 y H4) alrededor de cual se enlazan 146 pb de DNA. La conformacion de
los nucleosomas es indispensable para la compactacion del DNA en el ndcleo. Su
modificacion durante la apoptosis de las células, altera su estructura antigénica

permitiéndoles romper la tolerancia inmunoldgica.

La participacion de los anticuerpos anti-nucleosoma en la patologia del LES se enmarca
en la disminucion de la fagocitosis de las células apoptdticas (Figura 3). Esta eliminacion
insuficiente provoca la liberacion de nucleosomas apoptoticos, los cuales se convierten en
inmunogénicos por modificaciones durante la apoptosis. Hasta ahora, las modificaciones
inducidas por la apoptosis que se dirigen al lupus incluyen la hiperacetilacion de H4 (en
las posiciones 8, 12 y 16) y H2B (en la posicion 12), o la trimetilacion de H3 (en la
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posicion 27) (Liu et al., 2013). Las células dendriticas mieloides que detectan estos
nucleosomas modificados digieren y presentan estos auto-antigenos de manera
inmunogénica para las células T. Estas células T activadas estimularan a las células B a
producir anticuerpos anti-nucleosémicos. Posteriormente, estas células T especificas de
nucleosoma también pueden inducir auto-anticuerpos para ds-DNA e histonas por
propagacion de epitopes. Despueés de la formacion compleja de estos auto-anticuerpos con
nucleosomas presentes en la circulacion, estos complejos estan dirigidos a las membranas
basales, especialmente a la membrana basal glomerular. Este potencial nefritogénico se
debe a la unién de los componentes de la histona cargados positivamente del nucleosoma,
a los residuos cargados negativamente en el heparan sulfato (un componente del GBM),
lo que da inicio al desarrollo de inflamaciones locales en el glomérulo, lo que resulta en
NL (Shoenfeld et al., 2014).
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Figura 3. Resumen del mecanismo que conduce a la formacién de auto-anticuerpos anti-nucleosomicos y
su papel en la patogénesis de la NL (Shoenfeld et al., 2014).
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Los anticuerpos anti-nucleosomas se encuentran en aproximadamente 75% de los
pacientes con LES y pueden ser detectados en fase mas temprana que los anticuerpos anti-
ds-DNA, ademas sus niveles estdn asociados con la actividad de la enfermedad
determinada por el SLEDALI, pero también esta presente en el 70 — 100% de pacientes con

Lupus inducido por drogas.

2.5.1.3. Complemento C3y C4
El sistema del complemento es una parte importante de la inmunidad innata que defiende
al huésped contra los microorganismos infecciosos, elimina los IC y las células muertas,
y sirve de puente entre la inmunidad innata y adaptativa. EI complemento puede activarse
a través de vias clasicas, alternativas y lectinas de union a manosa (MBL), cada una con

diferentes iniciadores.

La ruta clasica se activa cuando C1q de C1 se une con alta avidez a la porcion Fc de la
inmunoglobulina M (dominio CH3) o IgG (dominio CH2) en los IC. Ademas, las
Inmunoglobulinas y el C1q también se unen a las células apoptoticas para facilitar su
eliminacion, lo que le otorga un papel importante en la tolerancia inmunoldgica. La union
de C1q a su objetivo desencadena su cambio conformacional y autoactivaciéon de Clr,
seguido de la activacién de C1s. C1 activado escinde tanto C4 como C2 para generar C4a

/ C4b 'y C2a/ C2b. C4b2a actlia como una convertasa C3 que escinde y activa C3.

La ruta alternativa se activa espontaneamente por un cambio de conformacion de C3, que
ocurre lenta pero continuamente para generar C3 hidrolizado [C3 (H20)]. C3 (H20) se
une al factor B en la fase fluida. Tras la escisién del factor B por el factor D (adipsina), se
forma una C3 convertasa C3(H20)Bb, que puede ser estabilizada por properdin y
amplificarse para formar C3bBb. La ausencia de properdin conduce a la desactivacién
irreversible del sitio catalitico en la convertasa. Las proteinas reguladoras que inhiben el
ensamble de la convertasa y promueven su disociacion protegen las células del hospedero

contra el dafio mediado por el complemento.

La via de las lectinas se inicia por la union de MBL a grupos terminales de carbohidratos

en ciertos microorganismos que conduce a la activacion de las serina proteasas asociadas
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a MBL (MASP). MASP activado escinde C4 a C4ay C4b. El C4b inmovilizado induce la
unién de C2, que también se escinde por MASP y genera la C4b2a C3 convertasa (Bao et
al., 2015).

Independientemente de la via de activacion, finalmente se produce la escision de C3y C5,
con la generacion de las anafilatoxinas C3a y C5a, opsoninas C3b y C5b para iniciar el
ensamblaje no enzimatico del complejo de ataque de membrana C5b-9, que puede

provocar la muerte celular.

Para evitar lesiones en los tejidos del huésped, la activacion del complemento esta
estrictamente regulada por una serie de proteinas asociadas a la membrana celular y al
plasma. Factor acelerado de desintegracion (DAF) es una proteina de membrana anclada
en glicosilfosfatidilinositol (GPI), que se une a C3b y C4b y acelera la descomposicién de
C3 (C4b2a en la ruta clasica y C3bBb en la ruta alternativa) y C5 (C4b2a3b en la ruta
clasica y C3bBb3b en la via alternativa). CR1 es una glicoproteina transmembrana de
cadena Unica que tiene las funciones combinadas de DAF y proteina cofactor de
membrana, acelera la descomposicion de las convertasas C3 y C5 como DAF, y también
sirve como un cofactor para la inactivacién mediada por factor 1 de C3by C4beniC3by
iC4b (Pickering et al., 2000).

Las proteinas plasméticas C4bp y el factor de complemento H (CFH) también tienen
actividad de cofactor para la inactivacion mediada por el factor | del plasma C4b y C3b
en las vias clasica y alternativa, respectivamente. Por Gltimo, en cualquiera de los
"extremos" de las cascadas del complemento se encuentran el inhibidor de C1 (C1-INH)
y CD59, que inhiben la activacion de C1 y la formacion de C5b-9, respectivamente (Bao
et al., 2015).

El papel del sistema de complemento en el LES.

Las funciones patdgenas de la activacion del complemento en el LES se indicaron a partir
de afios de observaciones clinicas: se ha observado una baja actividad hemolitica del
complemento total y una disminucion de los niveles de C3 y C4 en aproximadamente el

75% de los pacientes con LES con nefritis focal y el 90% en pacientes con nefritis difusa.
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Ademas, la interaccion de los isotipos de IgG, IgA e IgM con C1q, C4 'y C3 (y C5b-9; el
Ilamado patrén de “casa completa™) en los glomérulos esté casi exclusivamente presente

en los glomérulos de pacientes con NL.

Se encontrd que los pacientes con LES con linfopenia y neutropenia tenian niveles mas
bajos de DAF y CD59 en los neutrofilos, y los pacientes con LES con anemia tenian una
menor expresion de CD59 y CR1 en los eritrocitos, y la expresion se correlaciona con la
actividad de la enfermedad. En los neutrofilos de pacientes con LES, los IC regulan los
niveles de transcripcion de CR1, tanto directa como indirectamente mediante la inhibicion
de la expresion de CR1 inducida por IFN-y, un ejemplo de como la actividad del lupus

afecta la expresion de CR1 (Birmingham et al., 2010).

El manejo deficiente de los IC juega un papel importante en la patogénesis de la nefritis
lUpica. Dado que el sistema del complemento se requiere en todos los pasos del
metabolismo normal de la IC, cualquier nimero de alteraciones puede conducir a una
acumulacion patoldgica glomerular de la IC, particularmente en condiciones de exceso de
IC, como en el LES. Los estudios han demostrado la asociacion de SLE con niveles bajos
de CR1 en los eritrocitos, un sitio clave de unién y transferencia de IC al sistema de
fagocitos mononucleares, lo que sugiere que un sistema de limpieza de eritrocitos/IC

defectuoso puede estar relacionado con la patogénesis del LES.

Recientemente, se informo que las deficiencias de C1q, C4, C2 o C3, la fagocitosis de las
células apoptoticas se redujo en comparacion con los estudios que utilizaron de sueros
normales, lo que indica roles importantes de todos estos componentes de la via clasica del

complemento en el aclaramiento de celulas apoptoticas y necroticas.

El complemento también juega un papel importante en las complicaciones trombdticas
asociadas con LES. El riesgo de trombosis es particularmente alto en pacientes con LES
con auto-anticuerpos anti-fosfolipidos (aPL). Una explicacion es que los IC que contienen
fosfolipidos se unen a las plaquetas, lo que posteriormente puede activar la via clasica del
complemento, como lo demuestra el hecho de que los pacientes con LES tienen niveles

elevados de Clg, C3d y C4d en sus plaquetas, especialmente en pacientes con
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antecedentes de trombosis venosa. Los sueros de pacientes con LES con anticuerpos aPL
tienen una mayor capacidad para activar la via clasica en plaquetas heter6loga. Aunque la
deposicion de C1qg y C4d sobre las plaguetas no es especifica para el LES, se asocia con
trombosis venosa. Un estudio también sugiere que las particulas pequefias y densas de
HDL pueden activar el sistema del complemento y estan relacionadas con la aterosclerosis
subclinica en pacientes con LES (Pickering et al., 2000).

2.5.1.4. Anticuerpos anti-C1q

La activacion del sistema del complemento es el primer paso en la prevencién de dafios
por IC. El inicio de la activacion del complemento se produce a través de tres vias: la
clasica, la alternativa y la via de la lectina. La via clasica del sistema del complemento se
considera la via mas importante en el aclaramiento de IC. Esta via puede ser activada por
complejos inmunes que contienen IgM e IgG después de la union de C1g. ElI C1q es un
subcomponente del primer componente (C1) de la via clasica. Es una glicoproteina
altamente cationica con un peso molecular de 410 kD. C1q consta de seis copias, cada una
de tres cadenas polipeptidicas, A, B y C. Las cadenas A, B y C son ricas en aminoacidos
hidroxilados y estan unidas entre si mediante enlaces disulfuro en dimeros, unidos estos
dimeros forman un triple de estructura helicoidal que se asemeja al colageno. Hacia el
extremo N-terminal de C1q, las hélices triples estan paralelas entre si y divergen hacia el
extremo C-terminal. EI extremo N-terminal se llama la regién de tipo colageno que esta
unida por las cadenas de conexion al extremo C-terminal, que se llama la regién de las
cabezas globulares. Se dice que la estructura macromolecular de C1q se parece a un ramo
de seis tulipanes con "tallos™ que consisten en gran parte la region similar al colageno
(CLR) (Hegazy et al., 2012).

La funcion de C1q esta directamente relacionada con su estructura. La union de las
regiones Fc de las inmunoglobulinas a las porciones de la cabeza globular de C1q induce
la distorsidn de la cadena de conexidn, lo que cambia la conformacion de la region similar
al colageno. El equilibrio dindmico entre C1q y los otros subcomponentes de C1, Clry

Cl1s, posteriormente cambia e induce una activacion adicional de la cascada de proteinas
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que componen la ruta clésica. Esto resulta en la prevencion de la formacion de IC en la
red y asegura su eliminacion de la circulacion por el sistema de fagocitos mononucleares.
Aunque, la proteina de reconocimiento de la via de la lectina se une a la manosa, y esto se
relaciona estructuralmente con el C1q, no se sabe que esta involucrada en los mecanismos
de eliminacion del complejo inmune. Es decir, la activacion de C1 mediante la unién de
complejos inmunes a C1q es un requisito previo para la eliminacion del complejo inmune
(Chen et al., 2018).

Los IC o las inmunoglobulinas agregadas no son las Gnicas sustancias que se unen al C1q,
ya que el DNA, la proteina C reactiva, las proteinas prionicas, amiloides y otras sustancias
también se unen a C1qg. Ademas, el C1g del mismo modo se une directamente a una serie
de receptores celulares que estan presentes en linfocitos, fibroblastos, membranas
intracelulares y otras superficies celulares, como las membranas mitocondriales. La unién
de C1q a los receptores celulares puede inducir fagocitosis, quimiotaxis y actividad

procoagulante, aungue el papel fisiologico de C1q en estos procesos no estéa claro.

La asociacion del anti-C1q con la NL activa, se basa en los depositos inmunes
subendoteliales. El anti-C1lq contribuye a la formacion y/o persistencia de depdsitos
inmunes subendoteliales promoviendo la agregacion de diferentes IC que contienen C1q
en la membrana basal glomerular renal. La agregacion de los complejos unidos a Clq se
ve reforzada por anti-C1q, lo que conduce a depdsitos inmunitarios mas grandes, de mayor
duracion y mas patégenos. Los anticuerpos anti-C1q de pacientes con LES probablemente
no influyen directamente en la activacion del complemento, ya sea in vitro o in vivo. Se
ha informado que IgG anti-C1q en los sueros de pacientes con sindrome de vasculitis
urticarial hipocomplementémica y LES es predominantemente el isotipo 1gG2, aunque
todos los pacientes también tienen anticuerpos 1gG1, IgG3 y/o 1gG4. Siendo la IgG3 anti-
C1q de pacientes con MPGN la que predomina. En otros estudios, el anti-C1q aislado de
pacientes con LES muestra la misma distribucién de subclase que la 1IgG normal (IgG1>

1gG2> 1gG3> 1gG4) (Figura 4). La clase predominante de anti-C1q en pacientes con
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vasculitis reumatoide es la IgA. No se sabe si los diferentes isotipos de anti-C1q podrian
afectar la activacion del complemento de diferente forma (Mora et al., 2014).

Figura 4. Estructura del
Clgy anticuerpos anti C1q.
La parte de wunién a
antigeno a la regién Fab de
anti-C1q se une a epitopos
en la regién de C1q de tipo
colageno. Por el contrario,
las cabezas globulares de
C1q son los sitios de unién
para las porciones de Fc de
IgG en complejos inmunes.

Immune complex

Globular
heads

Collagen-like
region

Aunque el anti-C1q se dirige a la CLR de Clq, no se observa reactividad cruzada ni
correlacion entre los anticuerpos contra el coldgeno de tipo Il humano y anti-C1lq en
pacientes con LES o artritis reumatoide. El anti-C1g demuestra caracteristicas de una
respuesta dirigida por antigeno, con multiples mutaciones en la regién de union a antigeno.
Se ha sugerido que anti-C1g/anti-CLR podria surgir después de la inmunizacién por el
neoantigeno expresado en C1qg cuando C1q se une a complejos inmunes. Algunos anti-
Clg se unen especificamente a Clg en células apoptoticas tempranas (pero no en
complejos inmunes o células apoptéticas tardias), lo que sugiere que las células

apoptoticas podrian servir como un inmundgeno.

Los anticuerpos contra C1qg son mas frecuentes entre los pacientes con lupus que presentan
un polimorfismo en el receptor FcyRIIa, en los que el aminoacido en la posicion 131 de
la molécula FcyRIIa contiene una arginina, lo que conduce a una disminucion de la union
a las moléculas de la subclase 1gG2. Este polimorfismo también se asocia con un mayor
riesgo de NL y con una disminucion del aclaramiento de los anticuerpos subclase 1gG2
(Shoenfeld et al., 2014).

Esther Casablanca A. 36



2.5.1.5. Beta-2-microglobulina

La Beta-2-microglobulina (B2M) se descubrio por primera vez en 1964 en la orina de
sujetos con enfermedad de Wilson o envenenamiento por cadmio. Es una proteina de 100
aminoacidos de peso molecular relativamente pequefio (11,800 Da, tamafio 11 A) y esta
codificada por un gen en el cromosoma 15 en humanos. La estructura secundaria de la
molécula consiste en dos hojas B unidas por un solo enlace disulfuro. La estructura
terciaria de la molécula es similar al dominio constante de las inmunoglobulinas (Larocca
etal., 2014).

A diferencia de las inmunoglobulinas, la f2M no forma dimeros sino que se asocia con el
complejo principal de histocompatibilidad 1 (MHC-I)/antigeno leucocitario humano |
(HLA-I) en la superficie de todas las células nucleadas. La interaccion entre f2M con la
cadena alfa del HLA-I es esencial para la presentacion del antigeno. La molécula f2M
también forma complejos con muchas moléculas similares a MHC-I no clésicas (MHC-
Ib) como ser: grupo de diferenciacion 1 (CD1), MR1, HLA-E, -F, -G, receptor neonatal
de Fc (FcRn), y proteina de la hemocromatosis humana (HFE)/HLA-H gue participan en
la inmunidad de la mucosa, la vigilancia de tumores, la tolerancia inmune materno-fetal,
la inmunoglobulina y la homeostasis de albimina, asi como el metabolismo del hierro. No
solo B2M es para interactuar Yy estabilizar la estructura terciaria del MHC | o moléculas
similares, sino que también esta involucrado ampliamente en la regulacion funcional de
la supervivencia, proliferacion, apoptosis e incluso metastasis en células cancerosas (Li et
al., 2016)

Los valores de f2M en suero y plasma reflejan la activacion del sistema inmunitario
celular, asi como un marcador tumoral en ciertas neoplasias malignas hematologicas
(Zychowska et al., 2018). Para la enfermedad inflamatoria del intestino, se sugirio la
utilizacion de B2M como parametro de actividad. Los niveles de f2M también aumentan
durante la infeccién con algunos virus, incluidos el citomegalovirus y el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH). Por otro lado, la anomalia de los valores de B2M en la

orina indica trastornos de filtracion renal o de reabsorcion. Dado su pequefio tamafio, esta
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proteina puede difundirse libremente entre los espacios intravascular y extravascular y
pasa por la membrana basal glomerular, y luego se reabsorbe, se degrada hasta el 99.9%
y se descompone por las células del tubulo proximal. El rifion que es el sitio principal del
catabolismo 2M puede aislar y metabolizar esta proteina, incluso en caso de ausencia de
filtracion glomerular. En condiciones normales, el metabolismo de esta proteina cambia

ligeramente en un individuo.

La causa mas importante del aumento de B2M en suero es la insuficiencia renal, aunque
en la funcion renal normal, factores como la inflamacion grave, el cancer y las anomalias
inmunolégicas pueden aumentar los niveles séricos de P2M. El trastorno de los
glomérulos del rifidn causaria un aumento de f2M en la sangre y una disminucion de f2M
en la urea; en contraste, el trastorno de los tdbulos del rifion causaria un aumento de f2M
en la urea y una disminucion de f2M en la sangre. Ademas, los niveles séricos altos de
B2M en el momento predecirian la mortalidad a largo plazo y la pérdida de injerto en los

receptores de trasplante de rifion (Argyropoulos et al., 2017).

2.5.2. BIOMARCADORES URINARIOS
Los biomarcadores tradicionales que evaltan el progreso de la NL tienen una respuesta
limitada para verificar la eficacia del tratamiento, y son inadecuadas para detectar la
activacion o remision en la NL de una manera oportuna, lo que lleva a una dificultad en
la atencion clinica del paciente. Ademas, las medidas de laboratorio tradicionales de la
funcién renal, como la depuracién de creatinina o la proporcion de proteina a creatinina,
reflejan una pérdida significativa de la funcion renal, de tal manera que puede producirse
dafio renal importante antes de ser detectado por estos métodos. Por lo tanto, son
necesarios nuevos biomarcadores que pueden detectar rapidamente la afectacion,
gravedad, predecir la activacion, controlar la respuesta al tratamiento y la progresion de

la enfermedad, estos fueron el objeto de intensas investigaciones (Bennett et al., 2013).

Esther Casablanca A. 38



2.5.2.1. Inductor Débil de la Apoptosis de la Familia del Factor
de Necrosis Tumoral (TWEAK)

La citoquina, Inductor débil de la apoptosis de la familia del factor de necrosis tumoral
(TWEAK), es una glicoproteina de membrana tipo Il de 249 aminoacidos (30 kDa)
expresada por células del sistema inmune (monocitos-macr6fagos) y células no inmunes,
cuya produccion endogena y fisioldgica es baja. El gen TWEAK humano se localiza en el
cromosoma 17. Su dominio extracelular C-terminal es susceptible de proteolisis por
proteasas que permiten que la forma soluble de la molécula (STWEAK) circule
libremente. EI dominio intracelular N-terminal también posee regiones susceptibles de
clivaje por proteasas que facilitan la exposicion de secuencias de localizacion nuclear cuya
funcién hasta el momento es incierta. Debido a su homologia estructural con el TNF, su
actividad bioldgica es dependiente de la formacion de trimeros para su union especifica al
receptor Fn14 (CD 266). El Fn14 es una proteina de membrana tipo | de 129 aa expresada
en bajas concentraciones en las células y que pertenece a la superfamilia de receptores del
TNF (Bennett et al., 2013). Su dominio extracelular N-terminal posee regiones ricas en
serina que participan en la unidon con su ligando especifico TWEAK. El dominio
intracelular C-terminal permite el reclutamiento de proteinas del tipo TRAF (factores
asociados al receptor del TNF) que inician la cascada de sefializacion intracelular. A
diferencia de otros receptores de la superfamilia del TNF que reclutan complejos del tipo
FADD, TRADD y TRAF, el Fn14 solo recluta complejos del tipo TRAF (Figura 5). Esta
diferencia es muy importante, pues explica la capacidad apoptética débil del TWEAK,
que solo puede ser mediada por la via mitocondrial y no por receptores de muerte, propia

de la via extracelular (Michaelson et al., 2012).

De igual forma se ha podido establecer como el unico ligando del TWEAK al Fnl4. El
receptor tipo scavenger CD 163 expresado por macrofagos tiene la capacidad de ligar
TWEAK vy facilitar la interiorizacion y posterior depuracion de la forma soluble de la
molécula (STWEAK), por lo que se cree que este mecanismo constituye una via de
regulacion negativa del TWEAK/Fn14 (Gonzéles et al., 2016).
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Figura 5. Biologia basica del sistema TWEAK / Fn14. (a) TWEAK es una glucoproteina transmembrana de
tipo 11 que puede procesarse proteoliticamente, produciendo TWEAK soluble (sSTWEAK). Ambos se unen y
activan el receptor TWEAK (TWEAKR), Fn14. Ademas, el dominio intracelular N-terminal puede ser
escindido y contiene secuencias de localizacion nuclear (NLS). Fn14 es una proteina transmembrana de
tipo I que pertenece a la superfamilia de receptores de TNF que carece de un dominio de muerte (DD) pero
que contiene un dominio de unién a TRAF (TRAF BD). (b) La Fn14 se regula de manera rapida y fuerte
sobre la lesidn tisular. La trimerizacion del receptor tras la uniéon de TWEAK transduce la sefializacién
intracelular. TWEAK también puede unirse al receptor eliminador de CD163 en macrdéfagos. F, sitio de
escision de furina; mTWEAK, TWEAK anclado a la membrana; TNF, factor de necrosis tumoral; TRAF,
factor asociado al receptor de TNF (Sanz et al., 2014).

Una vez que se ha dado la union del mMTWEAK o sSTWEAK con su receptor Fnl4, la via
de sefalizacion intracelular puede derivar en una de las 3 vias efectoras: la inflamatoria,
la proliferativa o la apoptética (Figura 6). Quizés, la via mejor caracterizada es la
inflamatoria, pues se conocen vias de sefializacion citoplasmatica similares en otras
poblaciones celulares. Esta via efectora depende de la activacion canoénica o no canonica
del factor de transcripcion del NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas). La interaccion mTWEAK/Fnl4 favorece que
predominen sefiales de activacion candnica del NF-kB con la formacion del heterodimero

RelA/p50 en el citoplasma de la célula efectora.
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Por otro lado, la interaccion sTWEAK/Fnl4 favorece las sefiales de activacion no
candnica del NF-kB a través del heterodimero RelB/p52. Desde un punto de vista clinico,
esta diferencia en la forma de activacion del NF-kB no tendria un significado mayor, sin
embargo, desde el punto de vista inmunoldgico, las diferencias en el tipo de genes
transcritos y el tipo de células del sistema inmune reclutadas en el tejido diana son
fundamentales. La activacion canonica temprana del NF-kB (RelA/p50) favorece la
sintesis y secrecidon de la proteina guimiotractante de monocitos tipo 1 (MCP-1), la
guimiocina CCL5 (RANTES) y la quimiocina CXCL10 (IP-10). Este gradiente de
quimiocinas permite la infiltracion de macréfagos en los tejidos. De otro lado, la
activacion no canonica tardia del NF-kB (RelB/p52) favorece la sintesis de quimiocinas
CCL19 y CCL21, cuyo gradiente facilita la infiltracion de linfocitos T en los 6rganos diana
(Sanz et al., 2014).

La activacion de las 2 vias efectoras restantes como consecuencia de la interaccion
TWEAK/Fn14 va a depender especificamente del microambiente celular existente. En un
ambiente celular en ausencia de inflamacion y rico en factores de crecimiento, la via
efectora dominante serd la proliferativa. Por el contrario, en presencia de citocinas
proinflamatorias (TNFa, IFN y) predominard la via efectora apoptotica. Esta diferencia
totalmente opuesta en estas 2 vias efectoras radica principalmente en las diferentes
concentraciones citoplasmaticas de complejos proteicos antiapoptoticos (Bcl2) y
proapoptéticos (Bax) respectivamente. Ademas, en la via efectora proliferativa hay un
incremento en la actividad de proteincinasas activadas por mitégenos (MAPK) mientras
que en la via efectora apoptética existe un aumento funcional del complejo apoptosoma
(APAF-1, citocromo C, procaspasa 9) que media la muerte celular programada por via
mitocondrial. Estos hallazgos en la via efectora proliferativa han sido mostrados por Sanz
et al., en el escenario de hiperplasia renal compensatoria posnefrectomia unilateral, en
donde se evidencia proliferacion del epitelio tubular renal inducida por TWEAK/Fn14
(Gonzales et al., 2016).
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Figura 6. Papel del TWEAK/Fn14 en la nefritis lupica. La union del TWEAK al receptor Fn14 favorece la
activacién de una de las 3 vias efectoras, y esto depende del tipo de célula estimulada, el microambiente
celular y la sefializacion intracelular generada. IP-10: proteina 10 interferon gamma inducible; MAPK:
proteincinasas activadas por mitégenos; MCP-1: proteina quimioatractante de monocitos tipo 1; NF-kB:
factor nuclear kappa B (Gonzales et al., 2016).

Papel del TWEAKI/Fn14 en la nefritis lUpica

En estado de reposo celular, en ausencia de estimulos lesivos e inflamatorios, la expresion
de TWEAK y Fnl4 por parte de los tejidos es baja. Sin embargo, en fendmenos
inflamatorios como en el LES, existe un incremento en la expresion del receptor Fnl4 por
parte de las células renales, elevacion que no es proporcional a la disponibilidad del
MTWEAK/sTWEAK, cuyo incremento es menor a pesar de estas condiciones
proinflamatorias. Ademas, se ha podido establecer como en pacientes con NL existe un
incremento en la expresion del Fn14 en 3 tipos de células renales: los podocitos, las células
mesangiales glomerulares y el epitelio tubular proximal. Este fendmeno pudiera explicar,
en parte, la proliferacion mesangial, la podocitopatia y el dafio tubular observado en las
biopsias de pacientes con afectacion renal por LES. La activacion de la via inflamatoria
previamente mencionada contribuye a la infiltracion de macréfagos y linfocitos a nivel
glomerular y tubular, a la citotoxicidad directa mediada por estas células y a la apoptosis

mesangial y tubular, eventos que progresivamente favorecen el deterioro de la funcion
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renal. Todos estos cambios sumados a la activacion del sistema del complemento y al
depdsito de IC aceleran el dafio renal (Michaelson et al., 2012).

Se han empleado mdltiples modelos experimentales para evaluar la contribucion
potencial de la via TWEAK / Fnl14 a NL. Estos incluyen varios modelos en los que la
lesion renal se inicia por deposicion de auto-anticuerpos en el glomérulo, asi como otros
modelos inducidos por lesion tubular renal, los cuales pueden conducir a disfuncion renal
y fibrosis. Para apoyar el papel de TWEAK en la patogénesis de la NL, los investigadores
encontraron que la deficiencia del receptor TWEAK Fnl14 o anticuerpos anti-TWEAK
disminuyad el dafio renal, lo cual fue corroborado con la disminucién significativa de los
siguientes parametros: proteinuria, inmunocomplejos, niveles de IL-6, niveles de MCP-1
y la IP-10. Ademas, los investigadores también encontraron en orina niveles altos de
TWEAK los cuales fueron significativos en comparacion con los pacientes con LES sin
enfermedad renal y otros grupos control.

La citoquina TWEAK puede promover la inflamacién en el glomérulo, el sitio de lesion
primaria en NL, asi como inducir la inflamacion tubulointersticial, una caracteristica de
la cronicidad en NL. Las células renales sensibles a TWEAK comprenden los tipos de
células glomerulares que expresan Fnl4, incluidas las células endoteliales vasculares, y
las células mesangiales y podociticas que producen mediadores inflamatorios en respuesta
a la estimulacion TWEAK. Ademas, las células tubulares renales que expresan Fnl4 y

fibroblastos secretan mediadores inflamatorios en respuesta a TWEAK.

La matriz de mediadores proinflamatorios inducida por TWEAK en tipos de células
renales es muy amplia. Especificamente, se demostré que TWEAK inducia la expresion
de MCP-1, IP-10, RANTES, MIP-1a, ICAM-1 y VCAM-1 en multiples tipos de células
renales in vitro. TWEAK indujo la expresion de quimioquinas en el rifion, incluyendo
MCP-1 y RANTES. En evaluaciones adicionales demostraron la induccion en
quimioatractante de células T CCL-21, asi como CXCL-16, y la infiltracion de los
macrofagos y las células T en el rifién. Asi, TWEAK tiene el potencial de promover la

infiltracion de ambos tipos de células inmunes innatas y adaptativas en NL (Chi, 2010).
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2.5.2.2. Proteina quimioatractante de monocitos-1 (MCP-1)

Las quimiocinas juegan un papel importante en el reclutamiento selectivo de monocitos,
neutrofilos y linfocitos, asi como en la induccion de quimiotaxis a traves de la activacion
de receptores acoplados a proteina G. La proteina-1 quimioatractante de monocitos (MCP-
1/CCL2) es un miembro de la familia de las quimiocinas C-C, ubicado en el cromosoma
17 (chr.17, q11.2), compuesto de 76 amino&cidos y tiene un tamafio de 13 kDa, pertenece
a una familia compuesta por al menos cuatro miembros (MCP-1, -2, -3y -4). La estructura
del dominio de las MCP humanas se muestra en la figura 7. EI MCP-1 es un potente factor
quimiotéctico para los monocitos/macréfagos. Tanto CCL2 como su receptor CCR2 han
sido inducidos e involucrados en diversas enfermedades. La migracion de los monocitos
del torrente sanguineo a través del endotelio vascular es requerida para la vigilancia
inmunoldgica rutinaria de los tejidos, asi como en respuesta a la inflamacion (Satish et al.,
2009; Deshmane et al., 2009).
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La CCL2 es producida por muchos tipos de células, incluidas células endoteliales,
fibroblastos, epiteliales, de musculo liso, mesangiales, astrociticas, monociticas y
microgliales. La CCL2 regula la migracion y la infiltracién de monocitos, linfocitos T de

memoria y células asesinas naturales (NK) (Szeto et al., 2013).
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La infiltracion de monocitos y células T en el rifion media la lesién tisular. Durante la
lesion renal, las células infiltrantes se acumulan en los glomérulos y en el intersticio,
donde su interaccién con las células renales residentes, incluidas las células epiteliales
tubulares, estimula las células infiltrantes y residentes para generar moléculas que
promueven la lesion renal. En consecuencia, la acumulacion de monocitos y células T, y
la consiguiente inflamacion, da lugar a glomeruloesclerosis, atrofia tubular, fibrosis
intersticial e insuficiencia renal progresiva (Bardado et al., 2010). La infiltracion de
monocitos y células T en el rifidn depende de las quimiocinas liberadas por las células
renales residentes lesionadas. Estas quimiocinas pertenecen a una "superfamilia™ de
pequefas proteinas quimioatrayentes que promueven el reclutamiento y la activacién de
células infiltrantes. Durante la inflamacidn, la liberacion sostenida de quimiocinas por las
células lesionadas da como resultado un gradiente de concentracién creciente dentro del
tejido dafiado y es responsable del movimiento unidireccional de las células infiltrantes
(Chen et al., 2018).

En consecuencia, el bloqueo de MCP-1 ofrece posibilidades terapéuticas en enfermedades
renales dependientes de lesion mediada por células T y/o monocitos, incluyendo
nefropatia I1gA, NL, glomerulonefritis membranoproliferativa, glomerulonefritis
progresiva rapida y nefritis tubulointersticial. EI MCP-1 puede ser responsable de inducir
dafio renal tubular y/o glomerular. Se sabe que las células del parénquima renal,
especialmente las células epiteliales tubulares y mesangiales, producen MCP-1 en
respuesta a la IL-1, el TNF-a, el INF-y y los complejos 1gG circulantes.

Los estudios experimentales han vinculado la expresion de MCP-1 en glomérulos con una
afluencia de macrofagos utilizando suero anti-timocitos. De forma similar, se observa que
la expresion de MCP-1 por células epiteliales tubulares aumenta el nimero de macréfagos
en isquemia renal, obstruccion ureteral y sobrecarga de proteinas. Debido a que MCP-1
se encuentra entre una amplia gama de moléculas inducidas en glomérulos y células
epiteliales tubulares durante la inflamacidon, no esté claro si esta quimiocina contribuye a

la inflamacion glomerular y/o tubulointersticial (Bennett et al., 2013).
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3. EXPRESION GENICA
La expresion génica es el proceso por el que la informacién de un gen es usada en la
sintesis de un producto génico funcional. Estrictamente el término abarca desde la
activacion del gen hasta que la proteina madura se localiza en el lugar adecuado y realiza
su funcion (Hernandez et al., 1994), aunque en algunos casos como en los genes no
codificantes de proteinas el producto génico es un RNA funcional (RNAm, RNAr o
RNAL).

Todas las células del organismo vivo regulan sus actividades mediante la activacion o
desactivacion de la expresion de sus genes y esta expresion es generalmente proporcional
al numero de copias de RNA mensajero de un gen determinado. Este hecho es crucial si
tratamos de identificar la presencia de productos celulares especificos ya que el RNAm es
traducido en los ribosomas para formar proteinas. Por lo tanto, es posible obtener datos
relativos a la produccién de elementos biol6gicos si la expresion de los genes de una célula

es conocida (McPherson et al., 2008).

Los métodos de estudio de la expresion génica se basan en su capacidad para detectar
RNAm especificos, y durante mucho tiempo el Northern blot ha sido la técnica mas
empleada para detectar moléculas de RNA. Actualmente, han aparecido técnicas mucho
mas precisas para el estudio de la expresion génica como la reaccion en cadena de la
Polimerasa a partir de Trasnscripcion Inversa en tiempo real (qQRT-PCR), y técnicas de
alta productividad como los chips de DNA (microarray) (Wu et al., 2016). Las estrategias
basadas en la secuenciacién masiva proporcionan enormes cantidades de datos y son muy
utiles para estudios de transcriptémica comparada, mientras que la gRT-PCR es mas
especifica y adecuada para el estudio de genes concretos.

3.1. Reaccidn en Cadena de la Polimerasa a partir de Transcripcion
Inversa en tiempo real (QRT-PCR)
En conjunto, el método qRT-PCR consiste en una extraccion de RNA seguida de la
sintesis de una cadena del DNA copia (DNAc) a partir del RNAm, empleando una

transcriptasa inversa y un PCR; el producto amplificado puede detectarse a tiempo real
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dado que la sefial de fluorescencia es proporcional a la cantidad de DNAc producida en
cada ciclo. Para ello los componentes imprescindibles son: los elementos de excitacion
(laser, diodos o lamparas haldgenas), elementos dpticos de deteccidn integrados al

termociclador y marcadores fluorescentes.
Los marcadores fluorescentes pueden ser de dos tipos:

d) Marcadores especificos: Utilizan sondas de é&cidos nucleicos marcadas con
moléculas fluorescentes, estos se unen a productos amplificados especificos y
emiten sefiales luminosas que se miden en el termociclador a medida que se
obtiene el producto de la PCR. Estos métodos son muy precisos, aunque requieren
de un disefio de secuencias especificas para su uso como sondas y por consiguiente
es mas laborioso y costoso.

e) Marcadores genéricos: Son moléculas fluorescentes que se unen
inespecificamente al DNA de doble cadena emitiendo una sefial fluorescente que
se procesa a tiempo real, de modo que un aumento en el producto de PCR supone
un aumento de fluorescencia detectada en cada ciclo de la PCR. Estos marcadores
son muy utilizados por su bajo costo y porque no requieren de un disefio
experimental previo (Ririe et al., 1997). A este tipo de marcadores pertenece el

fluoréforo SYBR Green, empleado en el presente trabajo.

Los valores detectados de fluorescencia forman una curva similar al crecimiento
bacteriano. En ésta curva el investigador fija un punto por encima de la linea base que se
denomina umbral del ciclo. Los valores umbral del ciclo (Ct) se determinan identificando
el ciclo en el cual la intensidad de emision del marcador fluorescente atraviesa el punto

umbral, por encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la reaccion.

Por otra parte, al representar graficamente la fluorescencia en funcion de la temperatura
se obtienen curvas de fusion; las curvas de fusion dependen del contenido de GC/AT vy la
longitud de la secuencia, eliminando la necesidad de realizar geles de electroforesis ya
que en ellas se pueden diferenciar los productos especificos de la PCR, dimeros de primer

y amplificaciones inespecificas (Figura 8).

Esther Casablanca A. 47



Melt Peak

e Producté especifico

20U

200 : :
Producto inespecifico iff
180k b BvRsREnSER G aYE Gy R

-d(RFU)/AT

1

0 'i'-' A 'I'I‘l%i—l TP ek
] 70 L5 80 85 ac 935
Temperature, Celsius

Figura 8. Curva de fusién DNAc detectada en el termociclador (D haene et al., 2010)

Los criterios mas importantes para la optimizacion son: especificidad, eficiencia y
reproducibilidad de la PCR en tiempo real. La especificidad depende exclusivamente de
los cebadores empleados, y la eficiencia de cada reaccion se calcula a partir de las
pendientes de la curva estandar obtenidas después de realizar diluciones seriadas de DNAc
(Figura 9) (Pfaffl, 2004).
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Figura 9. Curvas de amplificacion de las diluciones seriadas de DNAc (D haene et al., 2010).

La eficiencia de la reaccién se calcula en base a la pendiente de la recta de regresion

ajustada segun la formula E=10[/pendiente]
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En funcion de los objetivos del estudio se pueden llevar a cabo diferentes estrategias de
cuantificacion. Una de ellas es la cuantificacion absoluta, mediante la cual es posible
conocer el numero de copias de RNAm de un gen, relacionando la sefial de fluorescencia
obtenida con un namero de copias fijo de una secuencia estandar (curva de calibracion).
Estas curvas son muy reproducibles y permiten la generacion de datos especificos y
sensibles, pero deben ser rigurosamente validadas ya que la cuantificacion de la expresion
genética dependera exclusivamente de la precision de los estandares empleados (Pfaffl,
2004).

Otra de las cuantificaciones es la relativa que consiste en la deteccidon de diferencias
cuantitativas en la expresion de varios genes en distintas situaciones. Esta técnica se utiliza
para obtener la magnitud de los cambios fisioldgicos en los niveles de expresion genética
de un gen en estudio en comparacion con uno o mas genes de referencia (Pfaffl, 2004).

Tanto la cuantificacion absoluta como relativa se emplean controles enddgenos. Un
control enddgeno es un gen cuya expresion se mantiene relativamente constante en las
condiciones del experimento (entre diferentes tejidos, durante el tratamiento o
estimulacion, etc.) y que esta presente en todos los tipos celulares. Algunos de los
controles internos mas utilizados son la B-actina, cicloflina, glyceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, hipoxantina guanina, fosforibosil-transferasa y 18S del RNA ribosomal
(D"haene et al., 2010). Este control interno elimina las variaciones debidas a posibles
interferencias producidas por la degradacion parcial del RNA en alguna muestra, distinta
eficiencias en la transcripcion inversa, errores de pipeteo, etc.. Al proceso de eliminacion
de estas variaciones debidas a las condiciones experimentales mediante el uso de genes
endogenos se le Ilama normalizacion. Una vez normalizada una muestra diana y una
muestra control (calibrador), estas son comparables entre si, siendo posible determinar el
fold-change asociado. En los pacientes control el fold-change en la expresion génica
relativa es igual a uno por definicidn. Para la muestra target, la evaluacion indicara el fold-

change en la expresion génica relativa a la muestra control (Rao et al., 2013).
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Existen varios modelos matemaéticos disponibles para el célculo de la expresion relativa,
y todos ellos se basan en la comparacion de los valores Ct obtenidos en cada condicion
del estudio, normalizados con los controles internos. Uno de los métodos més utilizados
es el 2-AACt, desarrollado por PE Applied Biosystems (Perkin Elmer, Forster City, CA),

que asume una eficiencia del 100% en todas las reacciones.

G. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL
e Asociar los niveles urinarios de las citoquinas TWEAK, MCP-1 con los
marcadores serologicos de pacientes con nefropatia IUpica activa o en remision.
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analizar las caracteristicas demograficas de la poblacion en estudio (grupo control
Y grupo caso).
e Determinar el valor diagndstico de las pruebas de qRT-PCR optimizadas MCP-1
y TWEAK.
e Cuantificar la expresion génica de la citoquina TWEAK y quimioquina MCP-1
e Correlacionar los niveles de expresion de TWEAK y MCP-1 con los niveles
séricos de anticuerpos anti-ds-DNA, anti-nucleosoma, B2-microglobulina, anti-
Clq, creatinina, niveles de complemento C3 y C4.
e Comparar los niveles de citoquina y los niveles serologicos empleados para el
seguimiento entre los grupos caso — control.
H. DISENO METODOLOGICO
1. DISENO DEL ESTUDIO
1.1. Tipo de Disefio
El presente trabajo corresponde a un estudio de tipo caso-control.
1.2. Poblacion en estudio
Se tomo un total de 85 pacientes mayores de 18 afios que asistieron al Instituto SELADIS
entre los meses de febrero a mayo del 2017. Se dividieron a los pacientes en dos grupos:
grupo control 22 y grupo caso 63. ElI muestreo fue realizado por conveniencia, y fue
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determinado principalmente por los criterios de inclusion y exclusion, accesibilidad a los
pacientes y en funcion a la capacidad de financiamiento del presente estudio.
1.2.1. Criterios de inclusion

En el grupo caso se tomd en cuenta a pacientes mayores de edad y de cualquier sexo
atendidos en centros de salud de la ciudad de La Paz, diagnosticados mediante clinica y
confirmado por laboratorio (anticuerpos anti-ds-DNA positivos), los cuales tienen
determinada la actividad de la enfermedad mediante criterios establecidos en el formulario
que evalGa el indice de actividad de la enfermedad lupus eritematoso sistémico (en inglés
SLEDAI), el formulario SLEDAI validado por los especialistas reumatélogos (ver anexo
1).

1.2.1.1. Grupo control
Se recluto 22 pacientes como grupo control (aparentemente sanos), se les realizé pruebas
confirmatorias para descartar cualquier enfermedad autoinmune. Las determinaciones
analiticas que se realizaron fueron: Anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia

indirecta, Anticuerpos anti-ds-DNA y perfil ANA/ENA (Inmunoensayo lineal).

1.2.1.2. Grupo caso
Se dividio en cuatro sub grupos: pacientes con LES activa sin NL (grupo ), pacientes con
LES y NL activa (grupo Il), pacientes con LES inactiva sin NL (grupo 1) y aquellos
pacientes con LES y NL inactiva (grupo 1V), la clasificacion se realizd en funcion a sus
pruebas seroldgicas (Ac anti-ds-DNA, Niveles de C3 y C4). La presencia o ausencia de
NL y la actividad o no de la misma fue establecida por el médico tratante de los pacientes.

1.2.2. Criterios de exclusion
Se excluyd aquellos pacientes que tienen un diagnostico de enfermedad autoinmune

diferente LES y nefropatia por otra causa que no sea lupica.
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1.2.3. Criterios de eliminacion
Se elimind del estudio aquellos pacientes que no tenian todos los analisis complementarios
para el estudio de correlacion. O que desestimaron su autorizacion para participar en el

estudio.

2. DESCRIPCION DE LA POBLACION
2.1. Tamario de la muestra
El calculo del tamafio muestral se realizo por conveniencia (muestreo no probabilistico),
debido a la ausencia de estudios de incidencia y prevalencia de LES en nuestra poblacién
(el LES es una de las muchas enfermedades cronicas desatendidas por el Ministerio de

Salud), siendo que este varia en funcion a la raza o grupo étnico.

2.2. Aspectos bioéticos
A todos los pacientes se les inform6 en forma verbal y escrita el objetivo y el alcance del
presente estudio; ademas, se les explicd los posibles beneficios de los resultados que se
obtendran y de las posibles complicaciones que pudieran existir por la toma de muestra.
Todos los pacientes que aceptaron formar parte del estudio firmaron el consentimiento

informado para participar del estudio (ver anexo 2).

2.3. Sitio o contexto del estudio
El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética
del Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagndstico e Investigacion en Salud -

SELADIS de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la UMSA.

2.4. Financiamiento
El presente trabajo de grado fue financiado con fondos concursables provenientes del
Impuesto Directo a los Hidrocarburos mediante el proyecto “Evaluacion del valor
diagnostico de los marcadores seroldgicos y urinarios destinados a predecir la
exacerbacion de lupus eritematoso sistémico y nefropatia lipica” y con recursos propios
generados por el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto
SELADIS.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Ficha clinica y toma de muestra
Ficha clinica
Se realizo el llenado de una ficha clinica de cada paciente que participo en el estudio, la
ficha recab6 informacion referente a: datos personales (edad, sexo, afios que padece de la
enfermedad), datos de laboratorio (C3, C4, hemograma, plaquetas, creatinina) y la

medicacion que recibia al momento de la toma de muestra (ver anexo 1).

Muestra de sangre

A los participantes del estudio se les tom6 5 mL de sangre periférica en un tubo sin
anticoagulante, la muestra se centrifug6 a 2.000 rpm/5 min para separar el suero, el cual
fue empleado para evaluar los niveles de auto-anticuerpos (ANA, anti-ds-DNA, Anti-

Nucleosoma y anti-C1q) y el metabolito (2-microglobulina).

Muestra de Orina

Se indico al paciente el procedimiento para la recoleccién de la primera orina de la mafiana
(chorro medio, con previo aseo de la region genital en un frasco nuevo y estéril). Se
concentrd el sedimento urinario de la muestra recolectada mediante centrifugacion a 3.000
rpm/10 min. El sedimento obtenido fue trasvasado a un tubo Eppendorf y se resuspendio
en 600 uL Trizol. Las muestras resuspendidas se guardaron en congelacion (-20 °C) hasta
el momento de la realizacion del aislamiento de RNA.

3.2. Extraccion de RNA total de muestras de orina
Después de descongelar los sedimentos urinarios, se realiz6 el aislamiento del RNA total

de la siguiente manera:

Se mezcld de manera enérgica las muestras descongeladas que contenian trizol, después
se incubo 15 min en hielo, se afiadio 200 uL de Cloroformo y nuevamente se homogenizo
de manera enérgica posteriormente se incubd en hielo 15 min y se centrifugo a 12.000
rpm/15 min, se obtuvo el sobrenadante y se transfiri6 a otro tubo Eppendorf, al
sobrenadante se afiadid6 500 pL Isopropanol p.a. para precipitar RNA incubandolo

nuevamente en hielo por 48 horas, concluido el tiempo se centrifugd a 12.000 rpm/15 min
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y se desechd el sobrenadante; se lavo el pellet con 1 mL de etanol al 75%, se centrifug6 a
12.000 rpm/15 min (repitiendo el proceso de lavado 3 veces), se descarto el sobrenadante
con la ayuda de una micropipeta y se dejé secar durante 1 hora a temperatura ambiente
para asegurar que no tenga remanente de etanol, concluido el tiempo se resuspendio el
RNA en 50 uL de agua libre de nucleasas. EI RNA extraido se mantuvo a -20°C hasta el

momento de su uso.

3.3. Evaluacién de la cantidad y calidad de RNA
Para cada muestra se determind la concentracion de RNA, en un espectrofotometro UV-
1800 (Shimadzu, Japon) se midid las absorbancias a una longitud de onda de 260nm,
teniendo en cuenta que una unidad de densidad 6ptica A260 equivale a 50ug/ml de RNA.
Los célculos se realizaron mediante la siguiente formula:

Long onda 260nm = pg/mL
[RNA] = (Az0/0,025)* factor de dilucion

Para la estimacion de su pureza se hicieron lecturas a 260 (Ac. nucleicos) y 280 nm

(proteinas) obteniendo los cocientes de pureza.

A 260
A 280

Pureza = x =

Se evaluo la calidad de la muestra bajo los siguientes rangos:

o Azeo/Azo =<1, 7 (contaminacion con proteinas)
o Axso/Az=>1,7<20 (buena calidad)
e Aoso/Azgo = > 2,1 (contaminacion con fenol, cloroformo, etc.).

3.4. Sintesis de DNA copia (DNACc)
La sintesis de DNAC se realizo a partir de 30 pug de RNA total utilizando el kit comercial
Super Script 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA), que ademas incluye la enzima
retrotranscriptasa reversa juntamente con cebadores hexameros aleatorios, para la sintesis
de DNAC a partir del RNA.

Previo a la sintesis de DNAc, para garantizar que el RNA no forme estructuras secundarias

se realizo el siguiente pre tratamiento a la muestra de RNA.
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- 12 uL de RNA (30 ug/mL) se incub6 10 min a 70 °C, concluido el tiempo se realiz6

un spin para luego llevarlo a hielo por 5 min.

Finalizado el pre-tratamiento, se preparé el mix para un volumen final de 20 pl, por
reaccion se afiadieron 4pl Buffer (First Strand 5X), 1ul cebadores hexameros (50 uM),
1ul DTT (0,1 mM), 1l mezcla de oligo(dT) (10 mM), 1pl de retrotranscriptasa reversa
(200 U/uL) y 12 pl de RNA total (30ug/ ml). Posteriormente se incub6 10 minutos a 20°C,
45 minutos 42°C y 3 minutos a 99°C.

3.5. PCR a tiempo real

Las reacciones de PCR a tiempo real se llevaron a cabo en un termociclador Step One plus
(Applied Biosystems) con capacidad para placas de 96 pocillos. En cada pocillo se
cargaron 20 pl de la siguiente mezcla de reaccion: 4 pl de DNAc (30 pg/ ml), 10 pl de
SYBR Green Supermix (mezcla optimizada de iTaqgTM DNA polimerasa, SYBR Green,
dNTPs, buffer y estabilizadores), 0,4 ul de cebador especifico directo (2 uM), 0,4 ul de
cebador especifico reverso (2 uM) y agua libre de nucleasas. EIl programa de PCR
utilizado, denominado en 2 pasos, consistié en una desnaturalizacién inicial de 10 min a
95°, seguida de 40 ciclos 15 seg a 95°C, 60 seg a 60°C. Se incluy6 un control negativo
(CN) por cada mezcla de reaccidn para descartar posibles contaminaciones cruzadas entre
muestras, también se empled un control endgeno (B-Actina). En la tabla 5 se muestran
todos los cebadores empleados en la reaccion.

Tabla 5. Secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados en la gPCR a tiempo real.

Cebadores Secuencia Tm
Directo 5°-CCC TGC GCT GCC TGG AGG AA 72
TWEAK *
Reverso 5°-AGA CCA GGG CCC CTC AGT GA 67
MCP-1* Directo 5°-AACACTCACTCCACAACCCAAG 60
Reverso 5°-TGTGGTTCAAGAGGAAAAGCAAT 59
Directo 5°-GCT CCT CCT GAG CGC AAG 62
p-Actina
Reverso 5°- CAT CTG CTG GAA GGT GGA CA 62

*Int J Clin Exp Med 2016;9(6):1123-11243

Esther Casablanca A. 55



Las secuencias de cebadores fueron blasteados en NCBI BLAST para corroborar la

especificidad de las secuencias a amplificar.

Después de cada gPCR se analizaron las curvas de fusién con el software Applied
Biosystems para identificar los productos especificos de la PCR, teniendo en cuenta que

estos se disocian a una temperatura mas alta que los artefactos como dimeros de primer.

Previamente a todos estos pasos se realiz6 la optimizacion del gRT-PCR. Las variables
que se evalud para la optimizacién fueron:

e Remocion del RNA complementario del DNAc
Dentro de la optimizacion se tomo en cuenta la remocion del RNA una vez obtenido el
DNACc. 20 uL de DNACc fue tratado con 1 uL RNAasa (4 mg/ml), dicha mezcla se incubd

a 37°C por 15 min, concluido en tiempo se realiz6 gRT-PCR.

La evaluacion se realizé comparando los CT de la muestra tratada con RNAasa (remocion
del RNA) y aquellos que no fueron tratados (DNAc-RNA), para ambas muestras se
empled cebadores dirigidos para el control de amplificacion B-actina. Todas las pruebas

se las realiz6 por triplicado.

e Temperatura de alineacién de los cebadores
Para obtener la temperatura ideal de alineacion para cada citoquina se realizé un gradiente

de temperaturas de un rango de 55 a 60 °C, tomando 12 puntos de temperatura.

Temperatura de alineacion °C
55,0 | 55,3 | 559 |56,8 |581 |594 |606 |619 |632 |64,1 |64,7 |650

e Concentracion de cebadores y muestra de RNA
Las concentraciones 6ptimas de cebadores y muestra de RNA se establecieron realizando
gradientes de concentracion para cebadores de 10, 5,2y 1 uM, y 50, 30, 15, 10 y 5 pg/ml
para muestra de RNA tanto para MCP-1y TWEAK (anexo 3).
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3.6. Curva de citoquinas MCP-1y TWEAK
Para la cuantificacion de ambas citoquinas se realiz6 una curva realizando diluciones
seriadas 1/5 a partir de una concentracion de 50 pg/ml del amplicon MCP-1 y TWEAK.
También dichas curvas nos ayudaron a evaluar la sensibilidad analitica del método, la

especificidad del método se evalué mediante la temperatura melting.

El limite de deteccion, definido como la menor cantidad de analito que puede detectarse
confiablemente por encima de los niveles de ruido de fondo y los limites de cuantificacion
que definen los extremos en los que la respuesta de medicion a los cambios en el analito
permanece lineal. En el estudio se emple6 un referente pasivo, el fluoréforo ROX (6-

carboxy-X-rhodamine) para normalizar la fluorescencia.

Repetitividad. Se evaluaron 5 muestras al azar. La evaluacion se realizé por el mismo
analista, en el mismo equipo y bajo las mismas condiciones de trabajo, cada muestra fue

procesada por triplicado.

Reproducibilidad. Se seleccionaron dos muestras al azar, mismas que fueron procesadas
cuantificando ambas citoquinas en 2 tiempos diferentes. La evaluacion tanto en el tiempo
1 como en el tiempo 2 fue procesada por dos analistas de manera segada, en el mismo

equipo y en las mismas condiciones de trabajo.

3.7. Validacién de las pruebas moleculares MCP-1 y TWEAK
El proceso de validacion de pruebas moleculares para uso diagndstico es un proceso
complejo, que determina la idoneidad de una prueba que se ha desarrollado, optimizado y
estandarizado adecuadamente para un fin concreto que incluye varias niveles de
evaluacion y validacion (Mattocks et al., 2010). La validacion incluye estimaciones de las
caracteristicas de rendimiento analitico y diagndstico de una prueba. En el presente trabajo
solo se abarcd el diagnostico de la prueba (caracteristicas analiticas y diagnosticas). Tanto
la validacion como la verificacion analitica se refieren solo a los procesos de laboratorio
y no evalua la forma en que se toma la decision de establecer una prueba, la validacién

clinica, la utilidad clinica o las implicaciones éticas, legales y sociales de la prueba.
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El proceso de validacion de la cuantificacion de las citoquinas (MCP-1, TWEAK) por
gRT-PCR se realizd6 mediante una metodologia disefiada y un flujo de trabajo para
identificar pardmetros que puedan afectar el rendimiento y las medidas de control que se

deben considerar.

Dentro de la validacion también se requiere un "estandar de oro" o prueba de referencia
que sea capaz de asignar el estado de la muestra sin error, pero con la ausencia casi
completa de pruebas de referencia o materiales de referencia certificados para pruebas
moleculares, se optd por emplear un conjunto de marcadores serolégicos cominmente
utilizado por los clinicos (anti-DNA-ds, C3, C4, anti-Nucleosoma, f2-Microglobulina y

anti-C1q) para el diagndstico, el curso y la gravedad de la enfermedad.

3.8. Cuantificacion de la expresion génica
Las cuantificaciones se llevaron a cabo en base al valor del ciclo umbral (Ct) registrado

en el software Applied Biosystems en base al siguiente modelo:

Cuantificacion relativa normalizada: Este método se basa en el modelo Delta Delta Ct
(AACt) desarrollado por PE Applied Biosystems (Perkin Elmer, Forster City, CA), uno de
los més utilizados a nivel mundial para obtener cuantificaciones rapidas de muchos genes
ya que no tiene en cuenta la eficiencia de la reaccion. Los valores obtenidos para cada gen
(gen diana) son normalizados con los niveles de Ct obtenidos para un gen calibrador, que
en todos los casos consistio en el mismo gen diana en las condiciones de tratamiento
control. Para ello se utilizd la formula 2724¢t
ACt = Ct (gen diana) — Ct (Control end6geno)
AACt = ACt — ACt(calibrador)
2-44Ct = Incremento de expresion del gen diana sobre el calibrador
3.9. Evaluacién de auto-anticuerpos por inmunofluorescencia
indirecta y por ensayo inmunoenzimaticos.

Para la eleccion de los pacientes control y la clasificacion de los diferentes grupos de los
pacientes caso se realizd las siguientes pruebas: anticuerpos antinucleares (ANA) que fue

determinado mediante Inmunofluorescencia indirecta (Kit ORGENTEC, Alemania),

Esther Casablanca A. 58



Panel ANA/ENA por Inmunoensayo lineal (MIKROGEN, Alemania), anticuerpos anti-
ds-DNA determinado por test de ELISA (Kit Trinity, USA), B2-microglobulina,
anticuerpos anti-nucleosoma y anticuerpos anti-C1q determinados por test de ELISA (Kit
ORGENTEC, Alemania). Todos los ensayos de las pruebas de inmunoserologia se

realizaron empleando las instrucciones de los fabricantes de los kits comerciales

4. Analisis de datos estadisticos.

Los datos se analizaron utilizando SPSS, las variables cuantitativas se describieron usando
media, desviacion estandar y datos categoricos usando frecuencia y porcentaje, la
asociacion entre las variables categdricas se midieron mediante la prueba de Chi cuadrado
(x?), para las pruebas no paramétricas el analisis se realizo mediante la prueba U de Mann-
Whitney. Para muestras independientes (niveles biomarcadores urinarios) entre los grupos
de pacientes con NL y sujetos control, para comparar 3 0 mas grupos la prueba de Kruskal
— Wallis (pacientes control, pacientes NL y pacientes lUpicos).

La prueba de correlacion de Rho de Spearman se utilizd para correlacionar los
biomarcadores urinarios con otras variables (marcadores seroldgicos). En todas las

pruebas, el valor p <0,05 se inferird como estadisticamente significativo.

La expresion génica se evalud por el AACt, que proporciona informacion sobre la cantidad
de expresién de un gen en valores relativos. Los valores obtenidos representan el nimero
de veces que se expresa mas el gen diana que el calibrador. Es decir, valores iguales a uno
representan una expresion idéntica entre el gen diana y el calibrador. VValores menores que
uno, expresion menor del gen diana frente al calibrador y valores mayores que uno,
expresion mayor del gen diana frente al calibrador. La correlacion entre la expresion
génica y los parametros clinicos (marcadores seroldgicos) se calcularon utilizando la

correlacion de Rho de Sperman.
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I. RESULTADOS
1. Parametros descriptivos de la muestra estudiada
El grupo control (n=22) presentd una media de edad de 24.32 afios con rangos de 22 a
32 afos, se incluyeron un total de 19 mujeres y 3 varones; en la tabla 6 se muestran las
caracteristicas demograficas y los resultados promedio de los marcadores serolégicos
evaluados en el estudio. Se observa que todos los controles dieron resultados no reactivos
a las pruebas de anticuerpos anti-ds-DNA, anticuerpos anti-nucleosoma, anticuerpos anti-
Clq, B2-microglobulina, perfil ANA/ENA por inmunoensayo lineal (ANA/ENA LIA) y
anticuerpos antinucleares por IFI (ANA IFI).

Tabla 6. Caracteristicas demogréficas y valores promedio de los marcadores serologicos
evaluados en el grupo control.

Grupo control

Variable Promedio + Desv.
Edad (afios) 24.32 £ 2.82
Sexo 19 (F):3 (M)
anti-ds-DNA (Ul/mL) 30.89 + 4.88
anti-Nucleosoma (U/mL) 10.52 £ 2.27
anti-C1qg (U/mL) 4.17 £ 2.47
B2 microglobulina (ug/ml) 2.05+0.77
ANA/ENA LIA Negativo (-)

65 % Negativo (-)

ANA IFI

35 % Positivo Patron granular titulo 1/40

Desv.: Desviacion estandar, F: femenino, M: masculino

El grupo caso (n = 63) se clasifico en 4 subgrupos en funcion al diagndstico clinico e
inmunoserologia: 27 pacientes con LES activo sin NL (grupo 1), 15 pacientes con LES y
NL activa (grupo I1), 13 pacientes con LES en remision sin NL (grupo I11) y 7 pacientes

con LES y NL en remision (grupo V).
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Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes del grupo caso se muestran en
la Tabla 7. El anélisis estadistico de los grupos caso - control muestra que no existe
diferencia significativa (p > 0.05) entre grupos para las variables edad en afios cumplidos,

edad del paciente al momento de diagnostico, sexo, porcentaje de hematocrito y anti C1q.

Tabla 7. Comparacion de las caracteristicas demograficas, hallazgos clinicos y datos de
laboratorio entre el grupo control — caso (4 subgrupos).

Variables Grupo Control Grupo | Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV Test Kruskal-Wallis
Promedio + Desv. Promedio + Desv. Promedio + Desv. Promedio + Desv. Promedio + Desv. Chi-cuadrado  valor-P
Edad (afios) 24.32£2.82 37+13.30 32.90 £9.35 39.07 £12.20 41.85+12.50 3.34 0.342
Edad de diagnéstico (afios) =~ ----------- 29.80 + 13.50 26.90 + 10.40 35.20 £ 12.60 32.40+7.90 3.10 0.376
Sexo 19 (F):3 (M) 24 (F) :3 (M) 14 (F):1 (M) 12 (F):1 (M) 6(F):1(M) 0.66 0.955
Creatinina (mg/dL) = -=-=-m----- 0.82+0.16 0.93+0.33 0.76 £ 0.11 1.10 £ 0.30 10.52 0.015*
Hematocrito (g%) = ----------- 41.90 £7.20 4250 +£5.73 44 £5.10 43 £13.30 2.45 0.484
C3(mg/dL) - 85.50 + 27.20 78.70 + 35.70 117.40 + 17.90 95.24 + 24.90 12.41 0.006*
C4 (mgidL) 0 - 10.30 + 3.50 15.40 £ 7.02 2420 £ 6.84 29 + 8.86 17.33 0.001*
anti-ds-DNA (UI/ml) 30.89 +4.88 233.40+172.70  296.83 +224.84 40.65 + 15.92 32+11.60 58.39 <0.01**
anti-Nucleosoma (U/mL) 10.52 + 2.27 267.50 +180.50  239.75 + 162.92 27.26 £20.13 43.89 £71.15 58.41 <0.01**
anti-C1q (U/mL) 4.17 £ 2.47 9.90 +14.69 14.33 +£19.03 3.79+£3.61 5.86 +10.23 8.92 0.063
B2 microglobulina (ug/ml) 2.05+0.77 530+1.78 5.32+2.97 3.11+0.57 3.63+1.42 40.51 <0.01**
TWEAK (ug/mL) 0.80+£0.20 1.00 £ 0.50 1.44 £ 0.41 0.82+0.41 1.02£0.43 15.84 0.003*
MCP-1 (ug/mL) 1.27+£0.45 1.71+0.64 1.86+0.61 1.69+0.99 0.79 £ 0.92 9.71 0.046*

*p <0.05, **p <0.001
Valores de referencia de los marcadores seroldgicos anexo 6

En el grafico 1 se observa que existe diferencia significativa (p < 0.001) entre el grupo
caso y grupo control para las siguientes pruebas seroldgicas: niveles séricos de anticuerpos
anti-ds-DNA [A], anti-nucleosoma [B] y niveles de p2-microglobulina [C]. También
existe diferencia significativa (p < 0.05) entre los diferentes subgrupos del grupo caso en
los niveles séricos de creatinina [F], niveles de C3 [D] y C4 [E]; en los niveles de
complemento existe diferencia significativa entre los pacientes con la enfermedad activa

y los pacientes en remision.
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Grafico 1. Comparacion de los niveles de marcadores seroldgicos entre los grupos control y caso. A). niveles de anticuerpos anti-ds-DNA, B). niveles de anticuerpos
anti-nucleosoma y C). niveles de f2-microglobulina. Comparacion entre los distintos subgrupos (grupos | al 1V) con D). niveles de complemento C3, E). niveles
de complemento C4 y F). niveles séricos de Creatinina.
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2. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ANALITICA
2.1. Validacién de pruebas moleculares MCP-1y TWEAK

Optimizacion de la qRT-PCR.

En el proceso de optimizacién de la gPCR se evaluaron tres parametros: concentracion de
los cebadores, concentracion de la muestra (material genético RNA) y la temperatura de
alineacion de los cebadores; encontrandose que las condiciones Optimas de trabajo son:
concentracion de cebadores de 2 uM para ambas citoquinas, 30 ug/mL de la muestra de
material genético y temperaturas de alineacion de 63,6 °C y 59,4 °C para la quimioquina
MCP-1y citoquina TWEAK respectivamente (ver anexo 3) (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la concentracion de cebadores y concentracion de muestras que se

establecieron como adecuadas durante el proceso de optimizacion de las pruebas moleculares que
miden los niveles de expresion de RNAm de MCP-1y TWEAK.

CT
Variables Citoquinas ~ Concentracion cv
Promedio £ Desv.
B MCP-1 2 uM 25.67 +0.18 0.70
Concentracién de cebadores
TWEAK 2 uM 22.16 + 0.04 0.16
g MCP-1 30 ug/mL 30.04 +0.30 1.01
Concentracion de muestra
TWEAK 30 ug/mL 30.99 £ 0.91 2.95

También se evaluo la especificidad del producto amplificado con la temperatura melting
de cada citoquina, estableciéndose que las temperaturas de 75 °C y 78 °C son las ideales

para MCP-1y TWEAK respectivamente (ver anexo 4).

Sensibilidad de la prueba optimizada

La sensibilidad fue evaluada mediante una curva de concentracion para cada citoquina,
determinandose que en el caso de la quimioquina MCP-1 se puede detectar hasta
8,19*10° ug/mL del amplicon que corresponde a un CT de 33 (Gréafico 2A) y para la
citoquina TWEAK detecta 3,27*1071° ug/mL del amplicon que corresponde a un CT de
32 (Gréfico 2B), valores de CT superiores a los mencionados se consideraron no

detectables (ver anexo 5).
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PROTEINA QUIMIOATRACTANTE DE MONOCITOS 1 (MCP-1)
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Gréfico 2. Curva de concentracién de las citoquinas: [A] proteina quimioatractante de monocitos -1 [B]
Inductor débil de la apoptosis de la familia del factor de necrosis tumoral

Repetitividad

La repetitividad se muestra en la tabla 9, los resultados permiten evidenciar que las
pruebas tienen un alto nivel de repetitividad, en particular se muestra los resultados de
cinco muestras diferentes analizadas por triplicado. En el caso de MCP-1 la desviacién

estandar de los valores obtenidos en los diferentes ensayos esta en el rango de 0.15 a 0.66
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unidades de CT vy el coeficiente de variacion no supera el 2%. En el caso de los niveles de
TWEAK la desviacion estandar esta entre los rangos de 0.55 a 1.45 unidades de CT y un

coeficiente de variacion que no supera el 5%.

Tabla 9. Control de repetitividad obtenida para las pruebas optimizadas de MCP-1y TWEAK.

Blanco de reaccion Codigo de muestra T CcVv
Promedio + Desv.

C-13 33.04 £ 0.66 1.99

PL-55 30.04 £ 0.30 1.01

MCP-1 PL-8 21.82+ 0.15 0.70

Cc-27 30.30 £ 0.54 1.79

PL-30 25.60 +0.17 0.65

C-13 31.66 +£1.45 443

PL-55 30.99 +0.77 2.33

TWEAK PL-8 29.10 £ 0.58 1.74

C-27 30.31+1.31 3.93

PL-30 26.41 + 0.55 1.50

Reproducibilidad

En la tabla 10, se detalla la evaluacién de la reproducibilidad de los resultados para ambas
citoguinas, los resultados del ensayo mostraron coeficientes de variacion elevados de
10.53% para la quimioquina MCP-1y 7.20% para la citoquina TWEAK.

Tabla 10. Control de reproducibilidad obtenida para las pruebas optimizadas.

) ) odi Ti .
Citoquina Codigo de empo Promedio * Desv. cv
muestra 1 2
Mcp-1 P40 2876 R 30.37 + 3.20 10.53
PL-4 26.68 33.47
PL-40 29.49 33.97
+
TWEAK PL-4 30.53 33.89 31.97 +£2.30 7.20

2.2. Correlacion de resultados entre marcadores seroldgicos
Antes de realizar la correlacion de los resultados entre los niveles de marcadores
serologicos y los niveles de expresion de RNAm en las pruebas moleculares, se establecio

el indice de asociacidn entre los niveles de marcadores serolégicos evaluados (C3, C4,
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anti-Nucleosoma, B2-microglobulina y anti-C1q) con los niveles de anticuerpos anti-ds-
DNA; por ser este Ultimo, el marcador de laboratorio de mayor especificidad para el

diagnostico y seguimiento de la enfermedad.

En la tabla 11 se muestra que, todos los marcadores serologicos evaluados tienen
correlacion con los niveles séricos de anti-ds-DNA; pero la forma en la que se
correlacionan es diferente entre uno y otro biomarcador, es decir: los niveles séricos de
complemento C3y C4 tienen una correlacidn negativa con el anti-ds-DNA (C3 r =-0.435)
(C4r=-0.554) conun p<0.001. Por otra parte, se pudo establecer que los niveles séricos
de anti-nucleosoma y B2-microglobulina tienen una buena correlacion positiva con los
niveles de anti-ds-DNA (r = 0.801, r = 0.649); pero los niveles séricos de anti-C1q tiene

un grado de correlacion bajo (r = 0.289 p < 0.05) con los niveles de anti-ds-DNA.

Tabla 11. Correlacion de resultados entre los niveles de anticuerpos anti-ds-DNA y marcadores
de laboratorio empleados en el seguimiento clinico de pacientes lUpicos.

Anti-ds-DNA Rho de

— - - valor
Positivo Negativo  Spearman
c3 Bajo  11(22%)  1(%) 0435 <001+
Normal 30 (60 %) 8 (16 %)
c4 Bajo 34(69.39%)  3(6.12 %) S0554  <0.01%*

Normal 6 (12.24 %) 6 (12.24 %)
Positivo 49 (79.03%) 2 (3.23 %)
Negativo 2 (3.23 %) 9 (14.52 %)
Positivo 40 (64.52 %) 6 (9.68 %)
Negativo 10 (16.13%) 6 (9.68 %)
Positivo 16 (25.81 %) 0 (0 %)
Negativo 34 (54.84 %) 12 (19.35 %)
*p <0.05, **p <0.001

2.3. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICA

La determinacion y cuantificacion de los niveles urinarios de la citoquina TWEAK

Anti-Nucleosoma 0.801 < 0.01**

p2-Microglobulina 0.649 <0.01**

Anti-Clq 0.289 0.01*

presenta una especificidad diagndstica que supera el 80%, cuando es comparada con los
niveles de los marcadores serolégicos anti-nucleosoma, anti-ds-DNA y p2-

microglobulina, este valor obtenido permite considerarla como una buena herramienta
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para el diagndstico y seguimiento de la patologia, a la vez que la prueba tiene capacidad

para discriminar entre la reactivacion o brote de la enfermedad y remision (Odds ratio >

2), como esta ilustrado en la tabla 12.

Tabla 12. Resultados de correlacion entre la prueba optimizada TWEAK vy los marcadores
seroldgicos de la enfermedad.

Prueba diagnéstica

Marcadores serolégicos de la enfermedad

TWEAK Anti-Nucleosoma = Anti-ds-DNA B2-Microglobulina Cc3 C4 Anti-Clq
Sensibilidad 34.88 % 37.21% 32.61 % 53.85% 3429% 41.18%
Especificidad 84.38 % 86.67 % 86.21 % 72.73%  5556% @ 77.97%
Valor predictivo positivo 75.00 % 80.00 % 78.95 % 43.75%  75.00%  35.00 %
Valor predictivo negativo 49.09 % 49.06 % 44.64 % 80.00% 17.86% 82.14%
Proporcion de falsos positivos 15.63 % 13.33 % 13.79 % 27.27%  4444%  22.03%
Proporcion de falsos negativos 65.12 % 62.79 % 67.39 % 46.15% 65.71% 58.82%
Exactitud 56.00 % 57.53 % 53.33 % 67.39%  38.64%  69.74 %

Odds ratio diagnostica 2.89 3.85 3.02 3.11 0.65 2.48

indice J de Youden 0.19 0.24 0.19 0.27 -0.10 0.19

CPPo LR(+) 2.23 2.79 2.36 1.97 0.77 1.87

CPN o LR(-) 0.77 0.72 0.78 0.63 1.18 0.75

Intervalo de confianza del 95 %

Sin embargo, la determinacion y cuantificacion de los niveles urinarios de expresion de la

quimioguina MCP-1 presenta una sensibilidad y especificidad diagnéstica que no supera

el 52% y 67% respectivamente con respecto a los marcadores seroldgicos evaluados.

(Tabla 13).

Tabla 13. Resultados de correlacion resultados positivos y negativos entre la prueba optimizada

MCP-1 y los marcadores seroldgicos evaluados en el presente estudio.

Prueba diagnéstica

Marcadores serologicos de la enfermedad

MCP-1 Anti-Nucleosoma = Anti-ds-DNA  B2-Microglobulina C3 C4 Anti-Clq
Sensibilidad 41.86 % 46.51 % 43.48 % 46.15% 41.67%  52.94%
Especificidad 63.64 % 66.67 % 66.67 % 60.61% 5556% 6441 %
Valor predictivo positivo 60.00 % 66.67 % 66.67 % 3158%  78.95%  30.00 %
Valor predictivo negativo 45.65 % 46.51 % 43.48 % 7407%  19.23% @ 82.61%
Proporcion de falsos positivos 36.36 % 33.33% 33.33% 39.39% 4444%  35.59 %
Proporcion de falsos negativos 58.14 % 53.49 % 56.52 % 53.85% 58.33% @ 47.06 %
Exactitud 51.32 % 54.79 % 52.63 % 56.52%  44.44% 6184 %

Odds ratio diagnostica 1.26 1.74 1.54 1.32 0.89 2.04

indice J de Youden 0.05 0.13 0.10 0.07 - 0.03 0.17

CPPo LR(+) 1.15 1.40 1.30 1.17 0.94 1.49

CPN o LR(-) 0.91 0.80 0.85 0.89 1.05 0.73

Intervalo de confianza del 95 %
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2.4. Correlaciones obtenidas entre los niveles de expresion de la citoquinas en
estudio frente a los marcadores seroldgicos evaluados en paciente lUpicos.
En general se observd que los niveles de expresion urinaria de RNAm de la citoguina
TWEAK tienen correlacion directamente proporcional con los niveles de anti-ds-DNA
(gréfico 3A), anti-nucleosoma y B2-microglobulina (p < 0.01); ademas, se observo que
también tiene una correlacion positiva con los niveles de la quimioquina MCP-1 (p < 0.05)
grafico 3C; por otra parte, se observo que no existe correlacion de resultados entre esta

citoguina y los niveles de complemento (grafico 3D), creatinina y anti-C1q (Tabla 14).

Tabla 14. Resumen de la correlacion de los niveles de expresidn urinarios de la citoquina TWEAK
con los marcadores seroldgicos estudiados.

Rho de

Variables p -valor
Spearman
Creatinina (mg/dL) -0.119 0.426
C3 (mg/dL) -0.112 0.466
C4 (mg/dL) - 0.280 0.073
anti-ds-DNA (Ul/ml) 0.414 <0.01**
anti-Nucleosoma (U/mL) 0.405 <0.01**
anti-C1q (U/mL) 0.139 0.233
B2 microglobulina (ug/ml) 0.427 <0.01**
MCP-1 (ug/mL) 0.299 0.031*

*p <0.05, **p <0.001
Segun la prueba Rho de Spearman, los niveles de expresion urinarios de la quimioquina
MCP-1 se correlacionan con los niveles de anti-ds-DNA (grafico 3B) y anti-nucleosomas

(Tabla 15), pero no asi con los deméas marcadores seroldgicos evaluados.
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Tabla 15. Resumen del andlisis de correlacion de los niveles de expresion urinarios de la
guimioquina MCP-1 con los marcadores seroldgicos evaluados.

Variables Rho de p -valor
Spearman
Creatinina (mg/dL) -0.231 0.237
C3 (mg/dL) -0.770 0.698
C4 (mg/dL) - 0.120 0.551
anti-ds-DNA (Ul/ml) 0.390 0.003**
anti-Nucleosoma (U/mL) 0.376 0.005**
anti-C1q (U/mL) 0.200 0.147
B2 microglobulina (ug/ml) 0.250 0.069
TWEAK (ug/mL) 0.299 0.031*

*p < 0.05, **p < 0.001
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Gréfico 3. Correlacion entre niveles de expresion urinarios de la citoquina TWEAK y quimiogquina MCP-
1 con los marcadores seroldgicos evaluados en el presente estudio.

3. Cuantificacion de la expresién génica

3.1 Analisis de la expresion génica relativa

Se comparé la expresion relativa del RNAm de

los genes TWEAK y MCP-1 en los

diferentes grupos de estudio. Se observo que existe una clara diferencia en los niveles de

expresion del TWEAK en los pacientes lupicos con la enfermedad activa frente aquellos

gue se encuentran en remisién con porcentajes de 58.3% (grupo 1) y 100% (grupo I1);

siendo el promedio de expresion para ambos grupos 6 veces mayor que en los pacientes
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con LES en remisidn. Es decir, que en estos dos grupos existe la posibilidad de que haya
dafo renal (enfermedad activa) siendo que los niveles de expresion son mayores a 1; en
los pacientes con la enfermedad en remision (grupo Il, 1V) solo el 15.4% y 33.3 %
respectivamente de los pacientes expresan niveles altos de la citoquina, como se muestra
en la tabla 16 y en el gréfico 4.

Tabla 16. Cuantificacion relativa normalizada de la expresion del gen TWEAK evaluada mediante
RT-gPCR en muestras de orina.

Grupo Nivel de expresion N pacientes Promedio + Desv.
P del gen P 2 (-AA CY)
| Alto 14 (58.3 %) 9.99 +8.01
(LES activa sin NL) Bajo 10 (41.7 %) 0.39+£0.33
I
. Alt 14 (100 % 6.03+4.10
(LES y NL activa) 0 (100 %)
1l Alto 2 (15.4 %) 2.31a14.22
(LES inactiva sin NL) Bajo 11 (84.6 %) 0.56 £ 0.28
v Alto 2(33.3%) 1.85a3.52
(LES y NL inactiva) Bajo 4 (66.7 %) 0.25+0.18

Nivel de expresion = 1 (expresion idéntica entre el gen diana y el calibrador)
Nivel de expresion = < 1 (expresion menor del gen diana frente al calibrador)
Nivel de expresion = > 1 (expresion mayor del gen diana frente al calibrador)

Al comparar los niveles urinarios de expresion de la quimioquina MCP-1 entre los grupos
en estudio se observo que el nivel de expresion es 12 veces mayor en los pacientes con la
enfermedad activa (grupo 1y Il) en comparacién con los pacientes con la enfermedad en
remision (grupo 11y 1V); sin embargo, no todos los pacientes del grupo con la enfermedad
activa muestran niveles altos de la quimioquina solo el 48% (grupo 1) y 35.7% (grupo 1)
como se observa en la tabla 17. Al mismo tiempo, se observé que existe diferencia
significativa cuando se hizo andlisis de niveles de expresion de MCP-1 a nivel de los

subgrupos de pacientes casos, grafico 4B.
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Tabla 17. Cuantificacion relativa normalizada de la expresion del gen MCP-1 evaluada mediante
RT-gPCR en muestras de orina.

Grupo Nivel de expresion NO pacientes Promedio + Desv
del gen 2 (-AA Ct)
I Alto 12 (48 %) 9.17+12.43
(LES activa sinNL) Bajo 13 (52 %) 0.15+0.12
I Alto 5 (35.7 %) 12.47 +11.33
(LES y NL activa) Bajo 9 (64.3 %) 0.67+0.19
i Alto 2 (15.4 %) 2.87a12.38
(LES inactiva sin NL) Bajo 11 (84.6 %) 0.78 £ 0.23
v Bajo 6 (100 %) 0.74+£0.16

(LES y NL inactiva)
Nivel de expresion = 1 (expresion idéntica entre el gen diana y el calibrador)
Nivel de expresion = < 1 (expresion menor del gen diana frente al calibrador)
Nivel de expresion = > 1 (expresion mayor del gen diana frente al calibrador)

4. Correlacion entre los niveles de citoquinas de los grupos caso y control
El andlisis de correlacion entre los niveles de expresion de la citoquina TWEAK vy la
qguimioquina MCP-1 entre los grupos control y los subgrupos de casos (grafico 4), reveld
que entre los niveles de expresion urinaria de la quimioquina MCP-1 y la citoguina
TWEAK existe diferencias significativas entre el grupo control y caso-subgrupo Il (p <
0,05), estas diferencias de niveles de expresion no se observaron en los demas grupos de

pacientes lUpicos estudiados.
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Gréfico 4. Anélisis comparativo entre grupos caso y control (Grupo control, Grupo I= LES activa sin NL,
Grupo Il = LES y NL activa, Grupo Il = LES inactiva sin NL y Grupo IV = LES y NL inactiva) de los
niveles de las citoquinas TWEAK (A), quimioquina MCP-1 (B).

J. DISCUSION
La NL es una de las complicaciones mas comunes del LES, es asi que entre el 40 y 60 %
de los pacientes en alguin momento de la enfermedad cursan con NL (Chiu, 2010). El
control de la actividad de la patologia es esencial debido a que puede conducir a una
perdida irreversible de la funcién renal, ademas de requerirse de un tratamiento rapido y
oportuno. En la practica clinica, ninguna prueba de laboratorio utilizada hasta la fecha
tiene una correlacion adecuada con la actividad renal en el LES. Por lo tanto, la
disponibilidad de un biomarcador no invasivo, de facil medicién y buena precision, seria

util en el seguimiento de la enfermedad.

En la patogenia de la NL participan varias citoquinas y quimioquinas, como ser la
citoquina proinflamatoria TWEAK y la quimioquina MCP-1, su secrecion renal puede ser
un excelente biomarcador de laboratorio para evaluar la actividad de la enfermedad.
Recientemente, se realizaron varios estudios relacionados a evaluar la actividad clinica de
ambas biomoléculas, entre ellos los metanalisis de Lee et al. realizados el 2016 y 2017,
dichos estudios fueron realizados en poblaciones con distinta distribucion demografica;
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en ambos metanalisis se sugiere que tanto la MCP-1 y TWEAK pueden ser biomarcadores
utiles para evaluar la actividad de NL y un posible biomarcador para diferenciar entre NL

activa e inactiva.

Los resultados del presente estudio demostraron la eficacia de la cuantificacién de los
niveles urinarios de TWEAK y MCP-1 en la poblacion Boliviana. En el presente estudio
se incorpord un total de 85 pacientes (22 pacientes “control” y 63 pacientes “caso”) no se
incorporé un mayor numero de pacientes al grupo control por el limitado acceso a
reactivos y presupuesto del proyecto concursable IDH “Evaluacion del valor diagnostico
de los marcadores seroldgicos y urinarios destinados a predecir la exacerbacion de lupus

eritematoso sistémico y nefropatia lapica”.

En el andlisis estadistico se reportd diferencia significativa entre los grupos control y los
subgrupos del grupo caso (grupo | = pacientes con LES activa sin NL, grupo Il = pacientes
con LES y NL activa, grupo Il = pacientes con LES inactiva sin NL, grupo IV = pacientes
con LES y NL inactiva) para los siguientes marcadores seroldgicos: niveles de creatinina,
niveles de complemento, anticuerpos anti-ds-DNA, anticuerpos anti-nucleosoma, niveles
de B2-microglobulina sérica y también se encontr6é diferencia significativa entre los
niveles de expresion de RNA del gen TWEAK y MCP-1 (test kruskal-Wallis p < 0.001),
resultados similares fueron obtenidos por Taha et al., 2017 quienes en poblacion Egipcia
reportaron diferencias significativas para los niveles séricos de C3, C4, anti-ds-DNA y
niveles urinarios MCP-1; pero no asi para los niveles de creatinina de pacientes con NL.
Wing-Yan et al., 2006 en el estudio que realiz6 con 106 pacientes clasificados en 4 grupos
(grupo control, enfermedad activa, enfermedad inactiva y LES sin dafio renal), reporta que
los niveles de expresion del MCP-1 en pacientes con NL activa es mayor en comparacion
con los demaés grupos (test de kruskal wallis p < 0.001). En un trabajo més reciente, Reyes
et al., 2018 observo que los niveles urinarios de TWEAK, creatinina sérica, C3 y C4
fueron mas elevados en pacientes con LES y NL activa en comparacion con los pacientes

lUpicos sin ninguna afeccidén renal (p < 0.05). Los resultados de ese estudio revelan que

Esther Casablanca A. 74



tanto los marcadores cominmente empleados para el seguimiento de la patologia como

los biomarcadores urinarios estan presentes en pacientes con LES y NL activa.

Los resultados del analisis de la comparacion de la expresion relativa de los niveles de la
quimioquina MCP-1 y citoquina TWEAK fueron estadisticamente significativos en el
grupo Il (pacientes con LES y NL activa) en comparacion con el grupo control, lo cual se
asemeja a los resultados publicados el 2011 por EI-Shehaby et al. Ademas, los niveles de
expresion urinaria de la citoquina TWEAK se correlacionan positivamente con los niveles
de anti-ds-DNA (r = 0.414, p < 0.01), anti-nucleosoma (r = 0.405, p < 0.01) y
B2-microglobulina (r = 0.427, p < 0.01); otros estudios como los realizados por
Liuetal., 2013, Liuetal., 2012 y Sun et al., 2018, también mostraron resultados similares
referente a la correlacion de TWEAK con los niveles de anti-ds-DNA, a la vez, obtuvieron
una correlacion negativa entre los niveles de complemento (C3, C4) y los niveles de
TWEAK, resultados que no se obtuvieron en el presente estudio. En un estudio realizado
por Dong et al., 2018 se evaluo la correlacion de niveles de complemento C3, C4, anti-
Clq, anti-ds-DNA vy niveles de B2-microglobulina con los niveles de TWEAK, en el
estudio reportd correlacion anicamente con los niveles de anti-ds-DNA (r = 0.367, p =
0.021) y ninguna correlacion con los demés marcadores serologicos. Todos los estudios
mencionados fueron realizados por el método ELISA, en el presente estudio se empleo el
método de gRT-PCR para evaluar niveles de expresion del RNAm que codifica la proteina

incrementando la sensibilidad y especificidad de la prueba.

Con respecto a los niveles de expresion de MCP-1, en este estudio se obtuvo una
correlacion positiva con los niveles de expresion TWEAK (r = 0.299, p = 0.031), estos
resultados se asemejan a los obtenidos por los estudios de Sun et al., 2018 y Dong et al.,
2018. que afirmaron que la correlacion se debia posiblemente a que los linfocitos T
activados expresaron TWEAK, dando como resultado el aumento de la apoptosis de las
células mononucleares, asi mismo afirmaron que el incremento de la expresion de

MCP-1 dio como respuesta la liberacion de autoantigenos nucleares, y la eliminacion de
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todos los cuerpos apoptdticos se redujo relativamente, lo que podria ser uno de los
mecanismos de la participacion de ambas citoquinas (Xuejing et al., 2012).

La quimioquina MCP-1 también demostro ser un biomarcador de la actividad de la NL,
se detectd niveles més altos del MCP-1 en los pacientes con NL activa (grupo Il) en
comparacion al grupo control (p < 0.05). Singh et al., 2012 en el estudio también observé
que los niveles de MCP-1 en pacientes con afectacion renal son significativamente
mayores que de los pacientes del grupo control. Resultados similares fueron reportados
en otros estudios (Dong et al., 2018; Taha et al., 2017; Sharaf et al., 2013; Ferreira et al.,
2012; Alzawawy et al., 2009). In vivo, la MCP-1 tiene una correlacion positiva con los
niveles de anti-ds-DNA (r = 0.390, p = 0.003) y niveles de anticuerpos anti-nucleosoma
(r = 0.376, p = 0.005) (Taha et al., 2017). Schwartz et al., 2009 en un estudio similar
evaluo la correlacion entre los niveles de anti-ds-DNA y TWEAK mostrando resultados
de correlacion de Rho de 0.459 (p = 0.008); ademas, al correlacionar los niveles de
TWEAK con los niveles de creatinina sérica encontré que no existe correlacién
(r=-0.203, p =0,07), finalmente en el estudio también evalud la correlacién de TWEAK
con los niveles de complemento donde encontr6 que existe una correlacion inversamente
proporcional con los niveles de complemento (r = -0.269, p = 0.016). Contrariamente en
el presente estudio determinamos que no existe correlacion con los niveles de
complemento (C4 r = -0.280, p = 0.073; C3 r =-0.112, p = 0.466), posiblemente porque

los niveles de complemento no son especificos de la patologia.

Referente a la evaluacion de la sensibilidad y especificidad para ambas citoquinas,
primero se establecio un punto de corte empleando los resultados del grupo control para
luego evaluarlos frente a los marcadores seroldgicos clinicos comunmente empleados en
el seguimiento de la patologia, se encontr6 que la citoquina TWEAK tiene baja
sensibilidad diagnostica 53% y una especificidad diagndstica superior al 80%,
demostrando que esta citoquina es especifica para la patologia; la quimioquina MCP-1
presento porcentajes de 66% de especificidad y 46% de sensibilidad, Ferreira et al., 2012
reportd resultados de especificidad de 90% y sensibilidad de la prueba de 50% para el
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MCP-1. Dong et al., 2018 en el estudio de ambas citoquinas por el método ELISA reportd
resultados de sensibilidad de 70 % y 36.7 % y especificidad de 61.7 y 73.6 % tanto para
la quimioquina MCP-1 y citoquina TWEAK respectivamente, datos similares a los
obtenidos en el presente estudio, dichos resultados posiblemente se deban a que la
activacion temprana del NF-kB por la unién de TWEAK a su receptor Fnl14, esta union
favorece la sintesis y secrecion de varias quimiocinas dentro de ellas el MCP-1, este
gradiente de quimiocinas permite la infiltracién de macré6fagos en los tejidos, por otro lado
la activacion tardia favorece la sintesis de quimioquinas CCL19 y CCL21 cuyo gradiente
facilita la infiltracion de LT en los érganos diana (Gonzales et al., 2016). Concluyendo
que la alta especificidad del TWEAK hace que la prueba sea un predictor util de la
actividad renal, especialmente cuando se asocia con otras medidas utilizadas en la practica
clinica; sin embargo, para la quimiogquina MCP-1 como analito individual su especificidad
y sensibilidad no son satisfactorias, pero esta puede ser considerada combinandola con
otro metabolito que pueda mejorar la capacidad de evaluacion de la patologia.

En cuanto a la actividad de la enfermedad, para el grupo | (pacientes con LES activo)
presentaban niveles de anticuerpos 1gG e IgM de anti-ds-DNA de 233.4 + 172.7 Ul/mL.
Del total del grupo | solo el 58,3 % tenia niveles altos de expresion de la citoquina
TWEAK y 48 % de MCP-1; para el grupo Il que son pacientes lipicos con NL activa
mostraban niveles altos de ds-DNA de 296.83 + 224.84 y a la vez el 100 % presentaba
niveles altos de expresidn de la citoquina TWEAK, de este grupo de pacientes solo el
35.7% expresaba niveles altos de MCP-1. En el caso de los pacientes con LES inactivo
(grupo 1), presentaron niveles de anti-ds-DNA de 40.65 + 15.92, de este grupo,
Unicamente el 15.4 % expresaban ademas niveles elevados de las dos citoquinas
estudiadas; por ultimo el grupo 1V que son los pacientes con NL en remision presentaron
niveles de anti-ds-DNA de 32 + 11.6, solo el 33.3 % expresaron niveles elevados de
TWEAK y se evidencio ademas que este grupo de pacientes se caracteriz6 por la ausencia
de expresion de MCP-1, los resultados antes mencionados corroboran la relacion directa

que existe entre los niveles de anti-ds-DNA con ambas citoquinas.
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Entre los objetivos del presente estudio, también se considerd establecer si existe
correlacion de TWEAK y MCP-1 con otros marcadores serologicos empleados para el
seguimiento de pacientes con NL como ser: anti-Clg, anti-nucleosoma y [32-
microglobulina, encontrando que para los niveles de Clg no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos caso y control (p = 0.063); para los
biomarcadores  anti-nucleosoma y  p2-microglobulina  sus niveles  fueron
significativamente mas altos en pacientes con NL activa en comparacion con los pacientes
con la enfermedad inactiva (p < 0.01), a la vez se correlaciona con todos los marcadores
tradicionales de seguimiento de la patologia (anti-ds-DNA r = 0.289, p = 0.01; anti-
nucleosoma r = 0.666, p < 0.001; C3 r =-0.434, p = 0.002; C4 r = -0.426, p = 0.003) y
también se correlaciona con los niveles de TWEAK (r = 0.427, p < 0.001); pero no asi
con los niveles de MCP-1 (r =0.250, p =0.069) . Este resultado fue similar a los hallazgos
de Badr et al., 2015 que reveldé una correlacion de los niveles de anti-ds-DNA con los
niveles de f2-microglobulina (p < 0.05).

Actualmente, la molécula de p2-microglobulina reviste mayor interés como marcador de
actividad de la enfermedad renal; la causa de la concentracion elevada de P2-
microglobulina en pacientes con LES no se comprende por completo. Algunos
investigadores sugieren que el aumento de B2-microglobulina puede ser el resultado de
una mayor sintesis de moléculas MHC que se produce como producto de la proliferacién
celular de linfocitos que sucede en una enfermedad autoinmune o la presencia de
complejos inmunes formados por f2-microglobulina y anticuerpos anti- [2-

microglobulina eliminados por los rifiones (Zychowska et al., 2018).
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K. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostro que tanto la expresion de TWEAK y MCP-1 en
pacientes con NL activa esta incrementada en comparacion con los pacientes
control, con respecto a los pacientes con NL inactiva existe diferencia pero esta no
es estadisticamente significativa; por tanto, concluimos que la expresion de
TWEAK y MCP-1 en sedimento urinario de pacientes con NL aumenta la
probabilidad de que exista dafio renal, por lo cual la medicion de la expresion de
RNAmMm urinario puede ser una herramienta potencial no invasiva para el control de

la actividad de la enfermedad siempre que se asocie con otros marcadores.

En relacién al valor diagnostico, la citoquina TWEAK present6 una especificidad
diagnostica superior al 80% por lo que puede ser considerada como un
biomarcador especifico para el monitoreo de la activacion de dafio renal y que el
aumento de su expresion urinaria implica el doble riesgo de que la NL este activa;
con respecto al valor diagnostico de la quimioquina MCP-1 no presenta una buena
sensibilidad y especificidad diagnoéstica; pero eso no significa que no pueda llegar
a ser un biomarcador de la reactivacion de NL debido a que los niveles de MCP-1
fueron mayores en pacientes NL activa, ademas que se correlaciona
significativamente con marcadores clinicos (anti-ds-DNA, anti-nucleosoma).
También existe una asociacion positiva de forma significativa entre ambas
citoquinas, lo que indica que pueden ser considerados biomarcadores de
seguimiento de la enfermedad, pero eso no significa que puede reemplazar
completamente la biopsia renal en el proceso de diagndstico.

Los resultados de la medicion de la expresion de la quimioquina MCP-1 y la
citoquina TWEAK en muestras de orina permiten concluir que pueden ser una
alternativa como biomarcadores que identifican NL activa, ya que ambas
moléculas de estudio se expresan en respuesta a estimulos proinflamatorios a nivel

renal.
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Como conclusion general del estudio, se puede afirmar que existe diferencia
significativa entre niveles de expresion de TWEAK y MCP-1 en pacientes con
LES y NL activa con respecto a aquellos que se encuentran en remision o que
pertenecen al grupo control. Por tanto, la citoquina TWEAK vy la quimioguina
MCP-1 se correlaciona positivamente con aquellos pacientes que tienen la
enfermedad activa confirmada con niveles altos de anticuerpos anti-ds-DNA,
hecho que sugiere agravacion de la enfermedad. La medicion de los niveles de
expresion del RNAm del MCP-1y TWEAK pueden ser métodos no invasivos para
la evaluacion de la actividad de la NL y la severidad del dafio renal.

RECOMENDACIONES

Si bien no se encontrd porcentajes altos de sensibilidad y especificidad de la
quimioquina MCP-1 se recomienda continuar con estudios mas especificos que
incluyan la clasificacion patoldgica de la glomerulonefritis debido a que en los
estudios de comparacion de los grupos caso y control se demostré que existe
diferencia significativa entre el grupo Il (Pacientes con NL activa) y el grupo
control.

También se recomienda continuar con estudios mas especificos de la citoquina
TWEAK en poblacion de pacientes con NL en distintos grados de clasificacion
histolégica de la biopsia renal, a la vez que, las direcciones futuras en la
investigacion de biomarcadores de LES deberian centrarse en una combinacion de
marcadores novedosos con pardmetros clinicos convencionales a fin de mejorar la
sensibilidad y especificidad para la prediccion de brotes renales y el prondstico en
NL.

Aunque la fuerza de la asociacion es débil con los demés marcadores seroldgicos
(niveles de complemento, niveles de creatinina) se recomienda evaluar otras
asociaciones que predigan exclusivamente la funcién renal (proteinuria,
depuracion de creatinina) en pacientes con LES con diferente gravedad de la
enfermedad para validar la importancia clinica de estos marcadores biolégicos

urinarios.
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