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[. INTRODUCCION

El lupus erttematoso generalizado (LEG) es una enfermedad automnmune
de causa desconocida, que representa el prototipo de las enfermedades en donde
el dano esta mediado por autoanucuerpos [1]. Se han descrito diversos
anticuerpos asoctados a esta enfermedad, pero su utiidad para el diagnostco v
como marcador de actividad ha sido limitada. Uno de los anticuerpos mas
estudiados y que han sido considerados como los principales responsables del
desarrollo de nefritis en pacientes con LEG son lo anticuerpos anti-DNA de
cadena doble (anti-DNAcd) [1,2]. Estos anticuerpos han sido utiizados como un
marcador de acuvidad del LEG; sin embargo solo se encuentran en el 50% de los
pacientes v no siempre tienen correlacion con la actividad de la enfermedad [2,3].
Por otro lado, los anticuerpos de mayor prevalencia (ant-nucleares) carecen de
especificidad, va que estan presentes en la mayoria de las enfermedades
reumaticas e incluso en poblacion sana [4]. De tal forma que si consideramos al
LEG como una enfermedad dependiente de anticuerpos, resulta pertinente la
busqueda de otros anticuerpos que puedan explicar la fisiopatologia del LEG y
adicionalmente puedan ser utilizados en el diagnostico v como un marcador de
actividad v dano organico.

Recientemente se ha postulado que los nucleosomas representan el

prncipal antigeno en la fisiopatologia del LEG y que los anticuerpos anti-



nucleosoma (anti-NCS) pudieran explicar la aparicion de dano renal |5-9]. Ls por
¢so que durante la realizacion de la maestria decidimos evaluar la utlidad clinica

de los anticuerpos anti-NCS en pacientes con LEG.

1. LOS NUCLEOSOMAS

El genoma humano esta constituido por cerca de 6 x 10 pares de bases de
DNA, divididos en 22 autosomas y 2 cromosomas sexuales, los cuales se
almacenan en un cubo de apenas 1.9 pm por lado. Esto no podria ser posible sin
una adecuada organizacion v empaquetamiento del DNA. Es asi, como la
subunidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma [10,11], el cual esta
constituido por aproximadamente 200 pares de bases de DNA, organizados
alrededor de un nucleo (6 x 11 nm) conformado por un octamero de 2 copias de
cada una de las proteinas basicas conocidas como histonas (H2A, H2B, H3 y
H4). De tal manera que en la cromatina, el DNA se exuende como una doble
cadena continua, enrollada (2 vueltas por nucleosoma) sobre la supetficie de las
histonas [11]. Cada nucleosoma esta separado por una region de DNA libre de
histonas, que tiene un tamafo aproximado de 0-80 nucledtidos. Un gen
eucarionte tipico (de 10° nucleétidos) podria estar asociado con 50 nucleosomas
v cada célula humana (que tiene 6 x 10" pares de bases de DNA) puede contener

alrededor de 3 x 10 nucleosomas [11]. Ademas de las histonas del nucleo, existe



una histona extranuclear, conoctda como Hl gue cotresponde al sino de anclaje

de la cadena continua de DN A [10].

2. EL ORIGEN DE LA HIPOTESIS

A pesar del avance en el conoamiento de la fisiopatologia del LEG,
todavia existe un debate acerca del ormgen de las células auto-reactivas en
pacientes con esta enfermedad. Sin embargo, hay algunas evidencias que han
inclinado la balanza hacia la hipotesis de que el LEG es una enfermedad
dependiente del reconocimiento de un ant:’gém) v no de células auto-reactivas
provenientes de la linea germinal. En primer término la mayoria de los
anticuerpos patogénicos encontrados en el LEG son de isotipo IgG, esto es, han
sufrido un cambio de 1sotpo IgM a IgG (suztehing) [12]. Por otro lado, el analisis
de las regiones Vi de estos anticuerpos muestran hipermutacion somatica y
ambos fenomenos ocurren después del reconocimiento de un antigeno [13].

Estas observaciones dieron origen al trabajo de Chandra Mohan ez a/ [14],
quienes investgaron los posibles antigenos responsables de la aparicion de
células T auto-reactivas, tanto en el modelo murino (ratones NZB/SWR vy
NZB/NZW), como en pacientes con LEG. Ellos aislaron cerca de 800 clonas de
células T auto-reactivas, las cuales fueron cocultivadas con células B obtenidas de

tepdo  esplenico v fueron somendas a estimulo con diferentes antigenos.



Fncontraron que solo alrededor del 107 de estas células T inducian a la
produccion de anncuerpos anti-DNAcd, mienrras que mas del 30°0 eran
especificas para los nucleosomas. Por otro lado, el estimulo con los antigenos
DNAcd, DNA de cadena simple e histonas solo produjo un leve incremento en
la produccion de anticuerpos, mientras que la esumulacion con el antigeno
nucleosoma incremento cerca de 160) veces la produccion de inmunoglobulinas.
Esta fue una de las primeras evidencias que llevaron a pensar que un antigeno
complejo como el nucleosoma, podria ser el responsable de la aparicion del LEG
v no el DNA como se habia pensado.

El siguiente paso en la investigacion de los nucleosomas fue determinar el
comportamiento de los anticuerpos anti-NCS a lo largo de la enfermedad, para lo
cual Zahir Amoura ¢f a/ [15], llevaron a cabo un estudio en ratones MRL pr/ jprv
MRL+/+ a los cuales les midieron los niveles séricos de 3 diferentes anticuerpos
ant-cromauna  (anu-NCS, anu-DNAcd v ann-histonas  —anu-HST-) con
mtervalos de 2 semanas entre la semana 8 y 32 de vida. Ellos encontraron que la
aparicion de los anticuerpos ant-NCS precedio a la de otros anticuerpos anti-
cromatina e incluso en el raton MRL+/+ a la semana 32 el 100% tenian
anticuerpos anti-NCS v solo el 50% anti-DNAcd, lo cual es similar a lo

encontrado en pacientes con LEG.



[l paso final en la generacion de esta reoria fue determmnar i los
resultados observados en ¢l modelo murino podrian ser reproducidos  en
pactentes con LEG. Fue el mismo grupo de mvestigadores [16] quién realizo un
estudio en pacientes con LEG para determinar la prevalencia de los anticuerpos
antt-cromatina, en donde se pudo demostrar que la prevalencia de los anticuerpos

ant-NCS era superior a la de los otros anticuerpos anti-cromatina.

3. EL ORIGEN DE LOS NUCLEOSOMAS

La fuente principal de los nucleosomas circulantes es la proteolisis por
endonucleasas durante la apoptosis, v se encuentran en los llamados cuerpos
apoptosicos, conjuntamente con otros elementos del nucleo y el citoplasma (Ro,
La v RNP) que también han sido involucrados en la patogénests del LEG [17].
De tal forma, que resultaba indispensable determinar si los pacientes con LEG
tenian un incremento en la apoptosis, lo cual pudiera explicar un incremento en
los nucleosomas circulantes. Es asi, como Woodruff Emlen e/ a/ [18] llevaron a
cabo un estudio para determinar el porcentaje de linfocitos en apoptosis en
pacientes con LEG, utilizando como grupo control pacientes con artritis
reumatoide v sujetos sanos. Ellos pudieron de esta manera mostrar que los
pacientes con LEG tenian un incremento significativo en los niveles de linfocitos

en apoptosts comparado con los grupos control. Ademas, pudieron demostrar



una correlacton entre la apoptosis v la acovidad de la enfermedad. Estos
resultados dieron orngen al siguiente trabajo, que tuvo por objetivo determinar si
este incremento en la apoptosts pudiese traducir un mcremento en  los
nucleosomas circulantes. Zahir Amoura ¢/ a/ [19] realizaron un estudio en 58
pacientes con LEG a los cuales les determinaron a través de ELISA de captura
las concentraciones de nucleosomas circulantes, comparandolos con 93 sujetos
sanos. Encontraron que los pacientes con LEG tuvieron un incremento

significativo de los nucleosomas circulantes comparado con los controles.

4. EL PAPEL DE LOS NUCLEOSOMAS EN LA FISIOPATOLOGIA
DEL LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO

El papel de los nucleosomas en la patogénesis del LEG, fue establecido
desde el estudio nicial de Chandra Mohan e 4/ [14], quienes a través de estudiar
dos grupos ratones NZB/SWR evaluaron el efecto de los nucleosomas en el
desarrollo de la nefropatia. Al primer grupo se le administro placebo y al segundo
nucleosomas por via subcutanea. La historia natural del desarrollo de nefropatia
puede representarse en el grupo placebo, en donde a la semana 24 el 10% habia
desarrollado nefropatia mientras que en el grupo inoculado con nucleosomas el
70%0 la desarrollo. Esta tendencia se mantuvo en la semana 40 en donde el 50%

del grupo control desarrollo nefropatia vs. ¢l 100 s de los ratones inoculados.



\nos mas tarde, Van Brugen ¢ @/ |20] encontraron en ¢l raton BALB/c que
todos los anucuerpos anti-cromatna podian formar complejos antigeno-
anticuerpo  con los nucleosomas v que la presencia de este antigeno era
indispensable para el desarrollo de nefropatia, tanto i r2ro como in rvitro. Es
importante decir que estos experimentos también fueron llevados a cabo con
otros antigenos nucleares como son DNAcd e histonas v los resultados no
pudieron reproductrse, lo cual plantea la importancia del antigeno nucleosoma en
la génesis del danio renal.

Otras vias de participacion de los nucleosomas en la generacion de dario
han sido exploradas. Como sabemos uno de los mecanismos de mayor
mportancia en la fisiopatologia del LEG es la presencia de una deficiente
fagocitosts, que se ha planteado puede llevar a un incremento de los complejos
mmunes circulantes v con esto un mayor riesgo de su deposito a nivel de los
tepdos. Diego Laderach e a/ [21] evaluaron el papel de los nucleosomas en la
fagocitosis de timocitos en cultivos de macrofagos obtenidos de ratones MRL
+/+ comparados con ratones no autoinmunes. Previo al ensayo se determiné el
indice de fagocitosis en ambos grupos para descartar una deficiencia intrinseca.
Fue claro el hecho que la adicion de nucleosomas a los cultivos, inhibi6 en forma

dosis dependiente la fagocitosis hasta lograrse una inhibicion del 80% a una
concentracion de nucleosomas de 80 pgr/ml. Finalmente, David Bell e o/ [22]

evaluaron el papel de los nucleosomas en la proliferacion celular v su capacidad



para mductr produccton de mmunoglobulinas. Como control utilizaron ratones
estmulados con el factor actvador de células B v encontraron que tanto la
proliferacion celular como la produccion de nmunoglobulinas fue similar a la
encontrada con este factor activador. Lo anterior confirmé que los nucleosomas
ademas de tener efectos en la inhibicion de la fagocitosis puede tener un impacto

en la proliferacion celular v la produccion de inmunoglobulinas.

5. INTEGRACION DE LA TEORIA

Esta teoria puede resumirse en la figura 1. Se ha demostrado que en los
pacientes con LEG existe un incremento en la apoptosis, lo cual se traduce en un
mncremento de los nucleosomas circulantes. Se ha mostrado también como los
nucleosomas no solamente pueden inhibir la fagocitosis de cuerpos apoptésicos,
lo cual genera un circulo vicioso que lleva a una mavor concentracion de
nucleosomas circulantes, sino que ademas pueden inducir a proliferacion celular v
a un incremento en la produccion de inmunoglobulinas. El reconocimiento del
antigeno nucleosoma por parte de las células presentadoras de antigeno puede
llevar al desarrollo de células T especificas para nucleosomas, lo que a su vez
induce la produccion de anticuerpos anti-NCS v tardiamente (posiblemente
durante el procesamiento antigénico) puede culminar con la presentacion de

antigenos menores que lleven a la produccion de anticuerpos ant-DNAcd v ant-
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HST. Fmmalmente se ha mostrado que la presencia de los nucleosomas es
indispensable para la generacion de dano renal al formar complejos inmunes con

los diferentes anticuerpos anti-cromatina.

Figura 1. Participacién de los nucleosomas en la fisiopatologia del LEG
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6. ANTICUERPOS ANTI-NUCLEOSOMA

La unidad fundamental de organizacion de la cromatina es el nucleosoma;
es por eso que aquellos anticuerpos capaces de reconocer antigenos del
nucleosoma han sido llamados como anticuerpos anti-cromatina. Esta compleja
familia de anticuerpos esta constituida por los anticuerpos anti-DNAcd que

reconocen las areas de DNA no cubiertas por histonas, los anticuerpos anu-HST



que reconocen las histonas no cubtertas por DNA v un grupo de anticuerpos
recientemente  descritos,  que  reconocen  exclusivamente  las  areas  de
sobreposicion DNA/histonas que han sido llamados como anticuerpos ant-
NCS. La evaluacion de la utilidad clinica de estos anticuerpos fue el objetivo

principal de la realizacion de esta tests.

a) Prevalencia de los anticuerpos anti-cromatina en las enfermedades
reumdticas. El primer paso en el estudio de los anticuerpos anti-NCS fue
determimar su prevalencia en las diferentes enfermedades reumaticas y en
poblacion sana. Para esto, estudiamos un grupo de 261 pacientes con 11
diferentes enfermedades reumaticas y 130 sujetos sanos [23]. Al igual que lo
encontrado en poblacion francesa v alemana [8-9], pudimos confirmar que la
presencia de los anticuerpos anti-NCS se restringe al LEG v a la enfermedad
mixta del tepdo conectivo. En otras enfermedades como las vasculitis primarias,
la artriuis reumartoide, el sindrome de Siogren, la esclerosis generalizada
progresiva, el sindrome anti-fosfolipido primario la prevalencia de estos
anticuerpos fue menor al 7% (tabla 1) y en sujetos sanos fue menor al 3%o. Estos
resultados dieron pie a la hipotesis de que los anticuerpos anti-NCS podrian ser

utiles en el diagnostico del LEG.
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Tabla 1. Anticuerpos anti-cromatina en pacientes con enfermedades reumaticas

Enfermedad N  Ant-HST And-DNAcd Anda-NCS
(%) (") (%)
R o O e i e
Sindrome antifosfolipido primario 31 6 6 3
Vasculitis Primaria * 70 0 0 0
Sindrome de Sjogren 50 ) Al 4
Miopatias inflamatorias +0 5 0 3
Escleroderma 20 0 0 5

* Incluye arterinis de Takayasu, granulomarosis de Wegener, poliarterins nodosa, poliangutis

microscopica, purpura de Henéch-Schéenlen y entermedad de Beheet.

a) Utlidad de los anticuerpos anti-cromatina en el diagnostico del LEG.
Los estudios preliminares realizados en poblacion francesa por Zahir Amoura ef
al 7] y por Anne Bruns ¢/ a/ [8] en pacientes alemanes, mostraron que la utilidad
de los anticuerpos anti-NCS no era superior a la utlidad de los anticuerpos anti-
DNAcd, que han sido considerados como patognomonicos del LEG (tablas 2 y
3). Sin embargo, es importante decir que los pacientes incluidos en estos dos
estudios tuvieron una media de evolucion del LEG de 8 anos, por lo cual resulta
dificil extrapolar estos resultados al terreno del diagnoéstico del LEG, que
habitualmente ocurre durante el primer ano de evolucion (reciente imicio). Por
otro lado, el comportamiento de los anticuerpos anti-cromatina en el modelo
murino ha permitido conocer que los anticuerpos ant-NCS aparecen desde las

fases tempranas de la vida [15], lo cual planteaba que el grupo ideal de estudio era



¢l de pacientes con LING de reciente micio. Fs por eso que decidimos estudiar
una poblacion homogenea de 73 pacientes LEG [24], todos ellos con menos de
un ano del mnicio de los sintomas, con el objeto de determinar la utlidad de los
anticuerpos antt-NCS para el diagnostico del LEG. Como grupos control
inclumos 130 sujetos sanos v cerca de 300 pacientes con 11 diferentes
enfermedades reumaticas. Encontramos que al comparar pacientes con LEG v
sujetos sanos, la sensibilidad de los anti-NCS para el diagnostico de LEG fue del
100%, con una especificidad del 97°% (tabla 2). En contraste, los anti-DNAcd

mostraron una sensibilidad del 63% y una especificidad del 95%%.

Tabla 2. Utilidad de los anticuerpos anti-NCS para diferenciar lupus de sujetos sanos.

* Amoura * Bruns ** Simén
Sensibilidad ) 72 60 100
Especificidad 79 97 97
Valor predictivo positivo 86 96 97
Valor predictivo negativo 75 63 100
Razén de verosimilitud 3.4 18.6 ©

* Pactenres con lupus eritematoso generalizado de larga evolucion

“* Pacientes con lupus eritematoso generalizado de reciente inicio



bistos resultados  fueron similares al unlizar como grupo control los
pacientes con enfermedades reumaticas (tabla 3). Como hallazgos secundarios

encontramos una alta correlacion con la actvidad de la enfermedad.

Tabla 3. Utilidad de los anticuerpos anti-NCS para diferenciar lupus de pacientes con

enfermedades reumaticas.

* Amoura * Bruns ** Simo6n
b e R
Especificidad 90 94 97
Valor predictivo positivo 72 94 91
Valor predictivo negativo 90 59 98
Razon de verosimilitud 7.2 9.3 31.0

* Pactentes con lupus eritematoso generalizado de larga evolucion

* Pacientes con lupus eritematoso generalizado de reciente nicio

¢) Utilidad de los anticuerpos anti-cromatina como marcador de actividad.
Debido a la correlacion encontrada entre la actividad del LEG v los dtulos de
anticuerpos anti-NCS, decidimos realizar un estudio (motivo de la tesis de
maestria) enfocado a evaluar la utilidad de los anticuerpos anti-cromatina como
marcadores de actividad de la enfermedad [25]. En este trabajo incluimos 75
pactentes con LEG y encontramos que todos los anticuerpos anti-cromatina

tuvieron una alta correlacion con la actividad del LEG, pero esta fue



significanvamente mavor con los anticuerpos anti-NCS (tabla 4). Encontramos

ademas una fuerte asociacion con la presencia de dano renal.

Tabla 4. Correlacién de los anticuerpos anti-NCS con la actividad en pacientes con

lupus eritematoso generalizado.

Duracién del  Interaccién con anti-DNAcd tho  Valor de P
LEG Spearman
T T
Global 0.481 < 0.0001
Anti-dsDNA negativo 0.580 < 0.0001
> un afio
Glohal 0.601 < 0.0001
Ant-dsDNA negatuvo 0.828 < 0.0001

Estos resultados dieron lugar a la realizacion de un estudio de casos v
controles con el objeto de confirmar la asoctacion entre los anticuerpos ant-NCS
v el desarrollo de nefropatia [26]. En este trabajo incluimos 177 pacientes con
LEG de los cuales 30 tuvieron dano renal y 147 no. En estos pacientes se
estudiaron un total de 15 diferentes anticuerpos, y encontramos que los unicos
anticuerpos con una fuerte asociacion con la presencia de dafio renal fueron los

anticuerpos anti-cromatina. Los otros anticuerpos estudiados, como anti-Ro,



anu-La, ant-Sm, ant-Jol cte. parecen tener una participacion marginal en ¢

desarrollo de nefroparia.

d) Anticuerpos anti-NCS en pacientes con LEG negativos para los
anticuerpos ant-DNAcd. Uno de los mavores retos para el clinico es el
diagnostico v seguimiento de los pacientes con LEG que son negativos para los
anticuerpos anti-DNAcd, debido a que en ellos no se cuenta con una prueba
diagnostca de alta especificiddad, ni con un marcador de actvidad. Es por eso,
que decidimos estudiar un subgrupo de pacientes con LEG negativos para los
anticuerpos anti-DNAcd [27]. En total estudiamos 70 pacientes con LEG v
encontramos que en los pacientes con inicio reciente de la enfermedad, la
prevalencia de los anticuerpos anti-NCS fue del 100%. Ademas, pudimos
encontrar una alta correlacion con la acuvidad de la enfermedad (tabla 4), asi
como una fuerte asoctacion con la presencia de dano renal. De esta manera
ademas de mostrar la utilidad de los ant-NCS en los pacientes negativos para los
ant-DNAcd, se pudo plantear un mecanismo alterno en la generacion nefropatia
en ausencia de los anticuerpos anti-DNAcd v que puede estar mediado por los

anticuerpos anti-NCS.



e) Utlidad de los anticuerpos anti-NCS en el seguimiento de los pacientes
con LEG. L.a mavora de los estudios realizados, para evaluar la utilidad de los
antcuerpos anti-NCS como marcador de actuvidad fueron de tipo transversal, de
ral forma que era importante determinar si estos anticuerpos eran sensibles al
cambio. Para esto realizamos un estudio [28]en el cual incluimos 20 pacientes con
LEG, los cuales fueron seguidos durante una media de 2 anos, con
determinaciones repetidas de 15 diferentes anticuerpos. Encontramos que los
anticuerpos anti-cromatina tuvieron una fuerte sensibilidad al cambio,
especialmente los anticuerpos anti-NCS, mientras que los anticuerpos restantes

no.

f) Anticuerpos anu-NCS en pacientes con sindrome anti-fosfolipido
primario (SAFp). El momento preciso del desarrollo de los anticuerpos anti-
cromatina en pactentes con LEG no se conoce, pero en el modelo murino de
lupus se ha podido mostrar que puede ocurrir desde fases tempranas de la vida.
De esta manera se planteo la hipotesis de que la aparicion de los anticuerpos anti-
NCS pudiera ocurrir antes del desarrollo de las manifestaciones del LEG. Es por
eso que decidimos evaluar una cohorte de 18 pacientes con SAFp, quienes
representan un grupo de riesgo para el desarrollo de LEG [29]. En este grupo
encontramos que después de una media de 11 afios de seguimiento, 6 pacientes

desarrollaron LEG v todos ellos fueron positivos para los anticuerpos anti-NCS



mcluso 15 anos antes del desarrollo de las manifestaciones del LEG (figura 2).
Estos resultados son interesantes porque plantean que la  presencia de
anticuerpos ant-NCS en poblacion de alto riesgo para el desarrollo de LEG
como son los pactentes con purpura trombocitopémica diopatica, anemia
hemolitica automnmune o bien famihares de pacientes con LEG, pudiera ser un

factor predictor del desarrollo del LEG.

Figura 2. Probabilidad de mantenerse libre de LEG
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I1I. CONCLUSIONES

Los trabajos aqut presentados apovan la parucipacion de los anticuerpos
anti-cromatna,  espectalmente  los  anu-NCS, en el desarrollo de las
manifestaciones LEG v muestran los diferentes escenanios en los cuales la
medicion de estos anticuerpos pudiera ser utl. La utihidad clinica de los

anticuerpos anti-NCS se resume a continuacion.

- Discrimina sujetos sanos de pactentes con LEG.

- Es un auxiliar en el diagnostico diferencial entre el LEG v otras enfermedades

reumaticas, exceptuando EMTC.

- Puede ser utlizado como un marcador de actividad, especialmente de dano

renal

- Es util en el diagnéstico y como marcador de actividad en pacientes con LEG

negativos para los anti-DNAcd.

- Pudiera ser un buen predictor del desarrollo de LEG en grupos de alto riesgo

como son los pacientes con SAFp.
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L. Introduccion: bistudios expenmentales en ol modelo murmo de lupus han
mostrado que la patogemcidad de los autoanticuerpos puede depender de su
capacidad de formar complejos inmunes con ¢l nucleosoma [20].

Debido a que el nucleosoma representa la unidad fundamental de
organizacion del DNA [10,11], los anticuerpos capaces de recocer antigenos del
nucleosoma, han sido llamados como anticuerpos anti-cromatina.

Esta compleja familia de anticuerpos, esta formada por los anticuerpos
ant-DNA de cadena doble (anti-DNAcd), los cuales reconocen las areas de
DNA no cubiertas por histonas; los anticuerpos anti-histonas (anti-HST) que
reconocen las areas de histonas no cubtertas por DNA; v un tercer grupo de
anticuerpos que solo reconoce las dreas de sobreposicion entre DNA/Histonas.
Es decir solo reconocen la estructura cuaternaria del nucleosoma y no los
elementos asslados que la constituyen (DNA e histonas) [5,6].

Puesto que estos anticuerpos pueden formar complejos nmunes con el
nucleosoma, se ha planteado que pueden estar involucrados en la fistopatologia
del lupus eritematoso generalizado (LEG), especitalmente en el desarrollo de
nefropatia [20)].

Estudios preliminares han mostrado que los anticuerpos anti-cromatina,
especialmente los anti-NCS pueden ser utles en el diagnostico del LEG y

posiblemente como marcadores de la actividad [24].



Fs por eso que o prncpal objenvo de este estudio, fue determmar la
ualidad de los anncuerpos ano-cromatna como marcadores de acnividad v dano

en pacientes con LEG.

2. Material y Métodos: Estudio transversal en ¢l cual inclumos pacientes con

LEG (= 4 crtertos del ACR)[30] atendidos en forma consecutiva entre Agosto -
Octubre del 2002, en el departamento de Inmunologia v Reumatologia del
Instituto  Nacional de Ciencias Meédicas vy Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ). Estos pactentes fueron evaluados por un Reumatologo (ciego a los
titulos de anticuerpos anti-cromatina) quien determiné el grado de actividad de la
enfermedad a través de la escala Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index (SLEDAI) [31]. En la misma visita una muestra de 10ml de suero fue
tomada v almacenada a — 70°C para la determinacion de 3 anticuerpos anti-

cromatina (anti-DNAcd, anta-NCS v anu-histonas —anu-HST-).

a) Anticuerpos anti-cromatina: los anticuerpos anti-cromatina fueron
determinados a través de un ensavo inmunoenzimatico (IEA), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante (Orgentec Diagnostika GmbH). Las placas
fueron leidas a 450 y 650 nm. La reproducibilidad fue evaluada con 8 controles

positvos v 8 negativos (r = (1.98).



LLos puntos de corte se establecieron con base ala g £ 2 DE de los trulos

encontrados en un grupo control de 123 sujetos sanos (anu-NCS: 60, anu-
dsDNA:18 v antu-HST 87 U/ml). El investigador responsable de la realizacion de
los anticuerpos anti-cromatina estuvo ciego a la condicion clinica de los

pactentes. El estudio fue aprobado por el comité de investigacion biomedica del

INCMNSZ.

b) Andlisis estadistico: las vanables continuas fueron expresadas con
medianas, intervalos v medias = desviacion estandar. Las variables dicotomicas
fueron expresadas con frecuencias y porcentajes. El analisis bivariado se realizo
mediante la prueba de U Mann-Whitney para las variables continuas y la X* con
correccion de Yates o exacta de Fisher para las varables dicotomicas. La
comparacion entre mas de dos grupos se realizo mediante ANOVA o su
equivalente no paramétrico (Kruskal-Wallis). La correlacion entre la actuvidad de
la enfermedad y los titulos de anticuerpos anti-cromatina mediante la rho de
Sperman. El valor significativo de p se establecié en < 0.05 de dos colas. El
tamano de muestra se estimo utilizando la formula de correlaciones. Asumiendo
una correlacion minima del 50% entre los titulos de anti-NCS vy la actividad en
pacientes con LEG, con un valor a 0.05 (dos colas) v un valor B de 0.05, se

estimo una muestra de al menos 14 pacientes.



3. Resultados: Incluimos 75 pacientes con LEG (54 mujeres) (tabla 5) con edad
media (Z DE) de 323 £ 12,5 anos (mediana 30, mtervalo 15-68 anos) v con
unempo de evolucion del LEG de 389 = 340 meses (mediana 34, intervalo (-
-

238). Al momento de su evaluacion tuvieron un SLEDAI de 4.7 = 5.8 (mediana

3.5, intervalo de ()-25).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demogrificas de 75 pacientes con LEG .

Caracteristica media DE mediana  intervalo
Edad (anos) 323 12.5 30 15-68
Tiempo de evolucién del LEG (meses) 58.9 34.0 34 0-238
Criterios del LEG-ACR (nuimero) 6.5 24 5 4-8
SLEDAI (puntuacién) 4.7 58 35 0-25

.DE: Desviacion estandar. ACR: Colegio americano de reumatologia.

De los 75 pacientes incluidos, 30) pacientes estaban inactivos, 15 tuvieron
un SLEDAI de 1 - 4, 18 de 5 a 10 v 12 con mas de 10 puntos. Las
manifestaciones mas frecuentes del LEG fueron las muco-cutaneas (60%0), dafio
renal (53"0), artriis (42°%), fiebre y manifestaciones hematologicas (20°%) y
serositis  (11%). Ademas el 63% tuvo niveles de complemento 3 y/o 4
disminuidos. Con relaciéon a los anticuerpos anti-cromatina, el 9°o fueron
positivos para los anticuerpos ano-HST, el 68”0 para los anticuerpos anti-

DNAcd v el 71"0 para los antucuerpos anti-NCS. La media (£ DE) en los titulos

29



de anncuerpos ano-HST fue de 30 = 44 U/ml (mediana 13, mtervalo 0 - 211), la
de los antu-DNAcd de 407 £ 466 (mediana 240 = 0 - 1540) v la de los ant-NCS

de 162 + 132 U/ml (mediana 127, intervalo de 1 - 481).

a) Anticuerpos anti-cromatina y su correlacién con la actividad: Todos los

anticuerpos anti-cromatina tuvieron correlacion con la actividad de la
enfermedad, pero esta fue mayor con los anticuerpos antu-NCS (r = 0.661, p<

0.0001), que con los anticuerpos anti-DNAcd (r = 0.313, p = 0.01) y con los

anticuerpos anti-HST (r = 0.336, p = 0.006) (figura 3).

Figura 3. Correlacién de los anticuerpos anti-cromatina con la actividad del LEG
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Por otro lado los anticuerpos anti-NCS tuvieron una fuerte asociacion con
la presencia de protemnuna (RM 12.4, IC95% 1.6 - 46.6, p = 0.001), hematuria
(RM 4.0, 1C95% 1.2 - 23.5, p = 0.04) y artnitis (RM 7.5, IC95% 1.1 - 61.6, p =
0.02); mientras que los anticuerpos anti-HST tuvieron una fuerte asoctacion con
artritis (RM 5.3, 1C95% 1.1 = 27.1, p = 0.05), dlceras orales (RM 8.2, IC95% 1.4 -
47.7, p = 0.02) v trombocitopenia (RM 23.0, IC95%0 1.8 - 307.0, p = 0.02). Los
anucuerpos ant-DNAcd solo tuvieron una asoctacion marginal con la presencia
de protenuria (RM 3.2, IC95% 0.8 - 12.5, p = 0.07)(tabla 6). De 1gual forma al
comparar el grupo de pacientes con y sin nefropatia, encontramos que los titulos
de anticuerpos anti-NCS fueron significativamente mas altos en el grupo con
nefropatia (242.2 + 121.2 vs. 141.6 £ 128.7, p = 0.003). No encontramos
diferencias en los titulos de anti-DNAcd v anti-HST entre pacientes con y sin

nefropatia.



Tabla 6. Asociacién de los anticuerpos anti-cromatina con las manifestaciones del

LEG.
Anticuerpos Manifestacion RM IC95% p*
3 o
Proretnuria 124 1.6 —46.6 0.001
Hematura +.0 1.2=235 0.04
Artritis ] I.1 —6l.6 0.02
Anti-HST
Artritis 53 LA - 271 0.05
Ulceras orales 82 L4 —47.7 0.02
Trombocitopenta 23.0 1.8 - 307.0 0.02
Anti-DNAcd
Proteinuria 3.2 0.8 125 0.07

* El valor de p se esumo medianre la chi cuadrada con correccion de Yates o Fisher exacta

segun correspondio.

b) Pacientes anti-DNAcd negativos. Debido a que existe un subgrupo de
pacientes con LEG los cuales son negativos para los anti-DNAcd y debido a que
en ellos no se cuenta con marcador de actividad, decidimos realizar un subanalisis
en 24 pacientes (32%0) con estas caracteristicas. Los anticuerpos anti-NCS fueron

los unicos que tuvieron una alta correlacion con la actividad de la enfermedad (r
= 0.828, p < 0.0001) (figura 4) v una fuerte asociacion con artritis (RM 12.0,

1C95"0 1.2 - 46, p = 0.01), proteinuria (RM 7.2, 1C95% 1.1 - 840, p = 0.04) v

lod
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ficbre (RM 7.2, 1C95" 0 1.1 - 84.0, p = (L.04) (rabla 7). Los anticuerpos anu-HST
no ruvieron correlacion con la actividad global ni asociacion con alguna de las

manifestactones del LEG.

Figura 4. Correlacion de los anticuerpos anti-NCS en pacientes negativos para los

anticuerpos anti-DNAcd.
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Tabla 7. Asociacién de los anticuerpos anti-NCS con las manifestaciones del LEG, en

pacientes negativos para los anticuerpos anti-DNAcd.

Anticuerpos Manifestacion RM IC 95% p*
e i 5
Arrrinis 12.0 1.2 —46.0 0.01
Proteinuria 7.2 1.1 =840 0.04
Fiebre 72 1.1 -840 0.04

" El valor de p se estimd meduante la chi cuadrada con correccion de Yates o Fisher exacra

segun correspondid.
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¢) Pacientes anti-NCS negativos. (.on ¢l objcto de evaluar ¢l impacto de los
anticuerpos ant-DNAed v ant-HST sobre la actuvidad de la enfermedad, en
ausencia de los anocuerpos anti-NCS, realizamos un subanalisis en el cual
incluimos 22 pacientes (29%0) que fueron negatuvos para los anticuerpos anti-
NCS. En ellos evaluamos la unlidad de los anticuerpos antu-DNAcd v ant-HST
como marcador de actividad. Ambos anticuerpos tuvieron correlacion positiva
con la actuvidad del LEG, pero esta no fue estadisticamente significativa: ant-
DNAcd (r = 0.343, p = 0.16), ant-HST (r = 0.226. p = 0.31). De 1gual forma
estos anticuerpos no tuvieron asociacion con las manifestaciones del LEG, en

este subgrupo de pacientes.

d) Pacientes negativos para los anticuerpos anti-HST. Finalmente en
sesenta v ocho pacientes (91°0) quienes fueron negativos para los anticuerpos
ant-HST evaluamos la correlacion de los ant-NCS v ant-DNAcd con la
actividad de la enfermedad. Encontramos que ambos anticuerpos tuvieron una
alta correlacion con la actividad de la enfermedad (figura 5), pero esta fue mayor
con los anticuerpos antt-NCS (r = (.677, p < 0.0001) que con los anti-DNAcd (r
= 0.265, p = 0.04). De 1gual forma, los anticuerpos anti-NCS fueron los unicos
que tuvieron una fuerte asociacion con la presencia de proteinuria (RM 12.2,

1C95"0 1.3 - 844, p = 0.001) v una asociacion marginal con artritis (RM 6.0,



FCO5%R LT

(tabla 8).

- 50.8, p = 0.08) v hematuria (RM 4.2, [€95"4 0.8 - 64.3, p = 1L.119)

Figura 5. Correlacion de los anticuerpos anti-cromatina con la actividad en pacientes

con LEG negativos para los anticuerpos anti-HST
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Tabla 8. Asociacién de los anticuerpos anti-NCS con las manifestaciones del LEG, en

pacientes negativos para los anticuerpos anti-HST.

Anticuerpos Manifestacion
Ana-NCS
Proteinuria
Artritis
Hemarturma

RM

=)
[§%)

6.0

+2

IC 95% p*
1.3-84.4 0.001
0.7 - 50.8 0.08
0.8 -064.3 0.09

 El valor de p se estimo mediante la chi cuadrada con correccion de Yates o Fisher exacta

segun correspondio.
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e) Interaccion entre los anticuerpos anti-cromatina: Debido a que los
anticuerpos anti-cromatna tuvieron correlacion entre si (anti-NCS vs. ant-HST ¢
= 0.452, ant-NCS vs. ant-DNAced ¢ = 0,517 v ano-HST vs. anti-DNAced ¢ =
0.396 p < 0.0001) decidimos evaluar s1 la presencia estos anticuerpos tiene un
efecto aditivo sobre la actividad de la enfermedad. De los 75 pacientes incluidos
en este estudio el 21" fue negativo para los tres anticuerpos, el 19%4 fue posttivo
para uno, el 38% para dos v solo el 7% fue positivo para los tres anticuerpos.
Encontramos que el numero de anticuerpos tuvo una correlacton positiva con la
actividad de la enfermedad (r = 0.461, p < 0.0001). Los pacientes negativos para
los 3 anticuerpos tuvieron una media de SLEDAI de 0 £ 0, los que fueron
positivos para un anticuerpo de 4.57 £ 5.36, los que fueron positivos para dos de
5.5 £ 5.8 y los que fueron posiuvos para los 3 de 9.5 £ 7.8 (p = 0.001). Con el
objeto de confirmar el efecto aditivo de los anticuerpos anti-cromatina sobre la
acuvidad de la enfermedad, realizamos un modelo de regresion lineal paso a paso,
utiizando como varable dependiente la actividad global medida por el SLEDAI
v como variables independientes los titulos de los tres anticuerpos anti-cromatina
(anu-NCS, ant-HST v anti-DNAcd). Encontramos que la unica vanable que se
mantuvo en el modelo fue los titulos de anticuerpos anti-NCS, tanto los ant-
DNAcd, como los anti-HST fueron eliminados del modelo. (r del modelo de

0.400, p < (0LOOOT).



f) Antucuerpos anti-cromatina en pacientes con remision del LEG. Dc los
pacientes mcluidos en este estudio 30 pacientes no tuvieron evidencia de
actividad de la enfermedad. Al comparar las medias entre activos e mactivos, los
titulos de los anticuerpos anti-cromatina fueron mavores en el grupo de activos:
anti-NCS (247.3 £ 114.7 vs. 78.9 £ 93.8, p < 0.0001), anti-HST (44.5 £ 56.5 vs.
18.4 £ 21.0, p = 0.01), ant-DNAcd (557.8 £ 523.2 vs. 244.7 £ 323.7, p = 0.005).
De 1gual manera la ausencia de cualquiera de los anticuerpos anti-cromatina tuvo
una fuerte asociacion con la presencia de remision (tabla 9), pero esta fue mayor
con los anticuerpos antd-NCS (RM 45.0, IC95% 5.5 - 333.0, p < 0.0001), anti-
HST (RM 6.0, 1C95% 1.3 - 108.2, p = 0.02) v ant-DNAcd (RM 3.1, IC 95% 1.0 -

9.5, p = 0.05).

Tabla 9. Asociaciéon de los anticuerpos anti-cromatina con remisiéon clinica en

pacientes con LEG.

Anticuerpos RM IC 95% p*
P — oy T T —
Anti-HST 6.0 1.3-108.2 0.02
Anti-DNAcd 3.1 1.0 -9.5 0.05

* El valor de p se estimo mediante la chi cuadrada con correccion de Yates o Fisher exacta

segun correspondio.



4. Discusion: Se¢ ha planteado que el principal mecanismo de dano en pacientes
con LEG es el deposito de inmunocomplejos [32]. Evidencias recientes sugieren
que el nucleosoma representa el princtpal antigeno en el LEG [5-7] v que la
patogemcidad de los autoanticuerpos en pacientes con LEG depende de su
capacidad de formar complejos inmunes con esta estructura [20)].

LLos anticuerpos anti-cromatina representan una familia de anticuerpos que
son capaces de reconocer diferentes segmentos de la estructura del nucleosoma
[10,11]. Los anti-DNAcd reconocen las dareas de DNA no cubiertas por histonas,
los anti-HST reconocen las areas de histonas no cubiertas DNAcd y los anti-NCS
reconocen exclusivamente las areas de sobreposicion entre histonas v DNAcd.

Estudios en el modelo murino de lupus han mostrado que los anticuerpos
anti-cromatina participan en la fisiopatologia del LEG, especialmente en la
nefritis lapica [20]. Es por eso que decidimos evaluar la utlidad de los
anticuerpos anti-cromatina como marcador de actividad en pacientes con LEG

En el presente trabajo encontramos que los anticuerpos ant-NCS tenen
una alta correlacion con la actuvidad del LEG v una fuerte asociacion con la
presencia de dano renal. Los otros anticuerpos anti-cromatina (anti-DNAcd v
ant-HST) si bien parecen tener un efecto aditivo sobre la actividad de esta
enfermedad, su participacion en el desarrollo de esta parece ser marginal. Es asi,
como al analizar los diferentes patrones de anticuerpos anti-cromatina pudimos

demostrar que el elemento determinante en el desarrollo de la actividad es la
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presencia de los anticuerpos anu-NCS. En ausencia de los anticuerpos ant-NCS,
nt los anu-DNAcd, mi los anticuerpos antu-HST tuvieron correlacion con la
acuvidad de la  enfermedad. Estos resultados confirman  los  hallazgos
encontrados en estudios preliminares, en donde se mostro que en los pacientes
con LEG de reciente inicio, ademas de haber una alta prevalencia de los
anticuerpos ant-NCS, estos pueden tener una fuerte asociacion con la actividad
de la enfermedad [24]. Es importante resaltar que en el grupo de pacientes que
fueron negativos para los anticuerpos antu-DNAcd, los anticuerpos anti-NCS
también estuvieron fuertemente asociados con la actividad de la enfermedad, lo
que resulta interesante si consideramos que en estos pacientes no se cuentan con
un marcador util de actividad de la enfermedad. La utilidad de los anticuerpos
anti-NCS en pacientes negativos para anti-DNAcd, ha sido mostrada también en
poblacion asiatica, en donde se encontraron resultados similares a los
presentados aqui [33].

La alta utilidad de la medicion de los anticuerpos anti-NCS como un
marcador de actividad pudiera explicarse sobre la base misma de la determinacion
de estos anticuerpos. La prueba de anticuerpos anti-NCS utiliza como antigeno el
nucleosoma. Si consideramos que la patogenicidad de los anticuerpos anti-
cromatina depende de su capacidad de formar complejos antigeno-anticuerpo
con el nucleosoma, es por lo tanto logico pensar que independientemente de la

region del nucleosoma que reconocen, sea DNA, histonas o las areas de



sobreposicion,  esta prucba  permutirta idennficar  anticuerpos  patogenicos
verdaderos. Es ast, que desde nuestra perspectiva los anncuerpos ant-DN Acd v
los anu-HS'T, no son otra cosa mas que un subgrupo de anticuerpos anti-NCS.

La asociacion positiva de los anti-NCS con el dano renal ha sido
demostrada previamente tanto en el modelo murino como en pacientes con LEG
[5,-7,14,20,24-28], v esta parece depender de una compleja interaccion de cargas
entre la estructura cuaternana del nucleosoma v los epitopes blanco a nivel renal.
Es as, como las histonas del nucleosoma las cuales estan cargadas
cationicamente tienen interaccion con la membrana basal glomerular (MBG), la
cual tiene carga contraria, lo que permite el deposito de los complejos inmunes a
este nivel.

El papel patogénico de los complejos anti-cromatina/nucleosoma ha sido
demostrado en el modelo murino. Van Brugen ez 4/ [20] realizaron un estudio en
ratones BALB/c, a los cuales mocularon con 3 diferentes hibndomas,
productores de anti-DNA, anti-HST v antt-NCS. Ellos encontraron que los 3
anticuerpos anti-cromatina son capaces de formar complejos antigeno-anticuerpo
con el nucleosoma v ademas estos complejos son capaces de depositarse a
diferentes niveles de la MBG, generando de esta manera glomerulonefritis en cast
todos los ratones estudiados. Por otro lado determinaron si la union de los
anticuerpos anti-cromatina a la MBG fue independiente de la formacion de

complejos con el nucleosoma. Para esto utilizaron un subrogado de la MBG
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conoctdo como matrigel. Con este ensavo cllos demostraron que los antcuerpos
purificados no se unen a la MBG, mientras que los complejos anu-
cromatina/nucleosoma si lo hacen. Es importante decir que estos experimentos
rambién fueron llevados a cabo con otros antigenos nucleares como son el DNA
v las histonas v los resultados no pudieron reproducirse, lo cual plantea la
importancia del antigeno nucleosoma en la génesis del danio renal.

Otra aportacion relevante de este trabajo, es el papel que puede tener la
negativizacion de los anticuerpos anti-NCS como predictor de remision en
pacientes con LEG. Hasta donde conocemos la utilizacion de los anticuerpos
anti-NCS como predictor de remision clinica en pacientes con LEG no ha sido
explorada previamente, pero es logico suponer que si existe una fuerte asociacion
entre la presencia de los anticuerpos anti-NCS v la actividad de LEG, lo inverso
también podria ser cierto.

Debemos reconocer algunas limiraciones de este trabajo, como lo es la
naturaleza transversal de la determinacion de los anticuerpos anti-NCS, lo que
no permitid determinar su sensibihdad al cambio. A pesar de esta limitacion
podemos concluir que los anticuerpos anti-NCS tienen una alta correlacion con
la actividad del LEG y una fuerte asoctacion con la presencia de dano renal, por
lo cual podrian ser utilizados como un marcador de actividad en pacientes con

LEG:
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