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Resumen.

Titulo
Frecuencia de anticuerpos antinucleosomas en pacientes con nefritis IUpica proliferativa
activa

Objetivo
Determinar la presencia de anticuerpos antinucleosoma en pacientes con nefritis lupica
proliferativa activa.

Pacientes y métodos

Se eligieron pacientes del departamento de reumatologia del centro médico la raza, con
diagndstico histopatoldgico de nefritis lupica proliferativa y que cumplieron con al
menos 4 criterios para clasificacion de lupus, conforme al colegio americano de
reumatologia; a todos se les realizaron anticuerpos anti-acido desoxirribonucleico (anti-
ADN), anticuerpos antinucleosoma (mediante técnica de ELISA) y se realiz
correlacion de los parametros obtenidos.

Resultados

Se obtuvieron 84 muestras para su procesamiento, conforme a los criterios de remision
de nefritis lpica propuestos por el ACR, se clasificaron como nefritis activa, remisién
parcial o nefritis inactiva, se encontrd anticuerpos antinucleosoma en 65%, 47% y 33%
respectivamente en cada grupo, se encontrd diferencia estadisticamente significativa
(p=0.012) y se asociaron los antinucleosomas con actividad de la enfermedad,
proteinuria y hipocomplementemia con mayor sensibilidad que los anticuerpos anti-
ADN.

Conclusiones
Los anticuerpos antinucleosomas son marcadores Utiles de actividad lupica renal y de
mayor utilidad que los anticuerpos anti-ADN.

Palabras clave:
Nefritis lpica. Anticuerpos antinucleosoma. Anticuerpos anti-ADN
Actividad renal. Lupus eritematoso sistémico



Abstract.

Title.
Antinucleosome antibodies frequency in patients with active lupus nephritis

Obijective.
To investigate the antinucleosome antibodies frequency in patients with active lupus
nephritis

Methods.

Anti-nucleosome antibodies were detected by enzime-linked immunosorbent assay
(ELISA) in the sera of outpatients with lupus nephritis of the “centro médico la raza”
hospital, in mexico city. Anti-dsSDNA antibodies were mesured by indirect
immunofluorescence, we used the American College of Rheumatology response
criteria for proliferative and membranous renal disease in systemic lupus erythematosus.

Results.

We classified the 84 sera samples obtained in 1 of three groups, active lupus nephritis,
parcial response or complete response. The antinucleosome antibodies there was
positive in 65% in the active lupus nephritis group, 47% in the parcial response group
and 33% in the complete response group. We found correlation with lupus activity and
antinucleosomes titres. There was statistical correlation

Conclusion
The antinucleosome antibodies was correlated with the disease activity and they are
useful in the lupus activity determination.

Key words
Lupus nephritis. Antinucleosome antibodies. Anti-dsDNA antibodies.
Disease activity. Systemic lupus erythematosus



Introduccion.

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune de etiologia
desconocida y con la principal caracteristica de la produccion de autoanticuerpos
dirigidos principalmente contra antigenos derivados del ndcleo celular. La nefritis
lapica (NL) es una de las afecciones que conlleva mayor morbimortalidad dentro del
espectro de esta enfermedad afectando entre el 30 -70% de todos los pacientes
afectados. Se ha observado que los anticuerpos dirigidos contra el &cido
desoxirribonucleico de doble cadena (ADNg;) son casi exclusivos de LES y se
encuentran asociados a periodos de actividad de la enfermedad, principalmente en lo
concerniente a nefritis, presentando titulos elevados durante enfermedad activa y
disminuyen e incluso se negativizan al controlarse la enfermedad. Sin embargo, la
produccion de estos anticuerpos esta determinado por causas desconocidas ademas de
ser bien sabido que el ADN no se encuentra normalmente en la circulacién sanguinea,
ademas de que este tiene escasas propiedades inmunogénicas, por lo que se postula que
se encuentran otros procesos subyacentes que favorecen la produccién de estos
anticuerpos.

El ADN se encuentra organizado en una unidad bésica llamada nucleosoma, la cual se
encuentra constituida por un ndcleo compuesto de un tetrdmero de dos copias de
histonas H2A, H2B, H3 y H4, alrededor de las cuales se encuentran enredados 146

pares de bases aproximadamente de ADN helicoidal.



Dibujo. Conformacion esquematica de un nucleosoma, se observan las moléculas histonas las cuales se
encuentran atrapadas en una hebra de ADN.

Se ha propuesto el nuclesoma como uno de los antigenos principales para el desarrollo
de LES y mas especificamente de NL. Bruns y colaboradores demostraron la presencia
de anticuerpos dirigidos contra nucleosomas en 56% de 136 pacientes con lupus, con
una sensibilidad de 56% y una especificidad del 97%, demostrando ademas que células
T obtenidas de 26 pacientes con lupus, en 14 de ellos fueron reactivas cuando
estuvieron en contacto nucleosomas purificados, lo que sugiere un papel patogénico en
el desarrollo de la enfermedad®. Por otra parte Grootscholten y colaboradores
mediante anticuerpos policlonales realizaron la busqueda de nucleosomas en la
membrana basal glomerular de 30 pacientes con NL, detectdndolos en 87% de los casos,
sin encontrarse en el grupo control (pacientes con nefropatia diabética);
interesantemente en 21% de muestras de piel tomadas a los mismos pacientes con NL se
encontrd igualmente nucleosomas®.

Los mecanismos mediante los cuales los componentes del nucleosoma quedan

expuestos en el torrente sanguineo con el consecuente desarrollo de anticuerpos son



desconocidos, sin embargo se ha postulado que puede ser debido principalmente a
defectos en la apoptosis™ ¥, ya que se ha detectado en suero de pacientes con lupus
niveles anormalmente elevados de células apopto6ticas mononucleares y neutrofilos,
ademas de haberse demostrado una clara correlacion entre niveles elevados de
nucleosomas en el torrente y actividad de la enfermedad, aunque no se ha corroborado
fehacientemente en todos los estudios realizados(" ®.

Ademaés de la asociacidn existente entre actividad IUpica y la presencia de anticuerpos
antinucleosoma, se ha determinado una alta especificidad para esta enfermedad. En un
estudio realizado por Amoura y colaboradores, se hizo la determinacién de anticuerpos
anti-nucleosoma en distintas enfermedades reumaticas (LES, esclerodermia,
enfermedad mixta del tejido conjuntivo, sindrome de Sjégren, miopatia inflamatoria,
artritis reumatoide, sindrome antifosfolipido primario, granulomatosis de Wegener,
arteritis de Takayasu, arteritis de células gigantes, policondritis recidivante, sindrome de
Behcet y sarcoidosis), encontrandose anticuerpos antinucleosoma de clase 1gG en 3
enfermedades, lupus, esclerodermia y enfermedad mixta del tejido conectivo en 71.7%,
45.9% y 45% respectivamente, pero siendo las moléculas 1gGs las encontradas
exclusivamente en lupus, asociado a actividad de la enfermedad®.

En México, se realiz6 en una cohorte de 18 pacientes con diagndstico de sindrome
antifosfolipido primario la determinacion de anticuerpos antinucleosoma, los cuales
fueron positivos en 9 de los pacientes, los cuales a los 9 afios de determinados los
anticuerpos 6 de ellos cumplieron con al menos 4 criterios del ACR para clasificacion
de lupus y el 67% presentd nefritis lUpica, mientras que ninguno de aquellos que
tuvieron seronegatividad para el anticuerpo desarrollé manifestaciones de la

enfermedad™®.



No se ha realizado hasta el momento ningln estudio que intente determinar la utilidad
de estos marcadores en pacientes con nefritis IUpica y su asociacion con actividad de

esta manifestacion de la enfermedad.



Objetivo general.
Determinar la frecuencia de anticuerpos antinucleosoma en pacientes con nefritis lUpica

proliferativa activa.

Material y métodos.

Se eligieron a pacientes consecutivos de la consulta externa de reumatologia de la
unidad medica de alto nivel del Centro Médico Nacional “la Raza” que cumplieran con
al menos cuatro criterios para clasificacion de LES sugeridos por el American College
of Rheumatology (ACR)®Y, y que tuvieran diagnéstico histopatolégico de nefritis Iipica
proloferativa (focal o difusa) conforme a la clasificacion de la OMS®, a quienes previo
consentimiento informado se les tom6 mediante venopuncion una muestra sanguinea la
cual fue procesada mediante centrifugacion para la obtencion del componente sérico el
cual fue almacenado a -20°C hasta el momento de su procesamiento.

A todos los pacientes se les determind en el mismo momento de la toma de muestra,
anticuerpos anti-ADN (determinados mediante inmunofluorescencia indirecta [IFI] en
Crithidia luciliae), anticuerpos antinucleares (AAN) los cuales se realizaron en células
Hep-2 mediante IFI y se reportaron patrones de tincién asi como titulaciones de los
mismos, examen general de orina con investigacion del sedimento, depuracion de
creatinina, albuminuria en orina de 24 hrs, creatinina sérica, urea, biometria hematica
completa con cuenta diferencial, velocidad de sedimentacion globular, se determind los
componentes 3y 4 del complemento sérico (C3 y C4) mediante nefelometria.

Los anticuerpos antinucleosomas se determinaron mediante técnica de ELISA conforme
al equipo comercializado por Euroimmun (alemania). Se incubaron las muestras durante
30 minutos a temperatura ambiente, se realizaron 3 ciclos de lavado con 300 ul con los

reactivos suministrados por el equipo, posteriormente se agregd el reactivo , el cuél
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tiene una sensibilidad de deteccion de al menos 1 RU/mI, sin presentar reacciones
cruzadas con otros antigenos.
Para la medicién de actividad de la enfermedad se utiliz6 la escala del systemic lupus
erythematosus disease activity index (SLEDAL).
Se utilizaron los criterios del ACR®? para clasificacion de actividad de nefritis lUpica,
conforme a lo siguiente:
Nefritis IUpica activa
Por el sedimento urinario:
— 5 0 maés eritrocitos por campo de alto poder
— 5 0 més leucocitos por campo de alto poder
— 1 0 més cilindros granulosos por campo de alto poder
Por el filtrado glomerular:
— disminucion del 25% o mas de la funcion esperada para la edad
Por la proteinuria en 24 horas:

— 1 gramo 0 més de albimina por litro en 24 horas

En aquellos casos en tratamiento con ciclofosfamida como inductor de remision para la
nefritis IUpica, se compararon los datos al momento de la evaluacion y se compararon

con los presentados al inicio del cuadro y se usaron las siguientes definiciones:

Por el sedimento urinario
— mejoria: cambios en el sedimento urinario (leucoeritrocituria menor a 5

células por campo, cilindros granulosos negativos)
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— deterioro: presencia de sedimento urinario activo en pacientes con
sedimento previamente inactivo.
Por el filtrado glomerular
— mejoria: con incremento de al menos 25% en comparacion con la basal
— sin cambios: valores estables
— deterioro: decremento superior al 25% de la depuracion o evolucion a
insuficiencia renal cronica
Por la proteinuria:
— mejoria: reduccién superior al 50% en la relacion proteina urinaria:
creatinina urinaria
— respuesta parcial: cumplir con la definicion de mejoria y relacion
proteina urinaria: creatinina urinaria entre 0.2 'y 2.0
— respuesta completa: cumplir con la definicion de mejoria y con relacion
proteina urinaria: creatinina urinaria menor a 0.2
— sin cambios
— deterioro: incremento mayor al 100% de la relaciéon proteina urinaria:

creatinina urinaria

Anélisis estadistico.
El analisis estadistico se realizé mediante estadistica descriptiva, se uso la prueba de chi

cuadrada y correlacion de Pearson
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Resultados.

Se obtuvo un total de 84 muestras las cuales estuvieron disponibles para su
procesamiento, dos muestras correspondieron a un varon, la cual se le determinaron
cuando se encontraba con nefritis inactiva y una posteriormente al momento en que se
reactivé la enfermedad. En total fueron 13 hombres y 70 mujeres, el promedio de edad
fue de 31.6 afios (DE: 9.6), el promedio de diagnostico de la enfermedad fue de 53.1
meses (DE 44.8), 20 pacientes se registraron con nefritis proliferativa focal y 63 con

nefritis proliferativa difusa (tabla 1).

Tabla 1. caracteristicas basales de los pacientes

Hombres:mujeres 13:70
Relacion hombre:mujer 1:5.3
Promedio de edad (afios) 31.6 (+9.6)
Tiempo de diagnostico de la enfermedad (meses) 53.1 (+ 44.8)
Nefritis lGpica clase 111 (n) 20 (24%)
Nefritis lUpica clase 1V (n) 63 (76%)
Nefritis activa (n) 20 (24%)
Remisién parcial (n) 34 (40%)
Remisién completa (n) 30 (36%)

De las 84 muestras obtenidas 20 cumplieron con las caracteristicas para ser clasificados
como nefritis activa, las mismas que cumplieron con la definicion sugerida por al ACR,
con presencia de sedimento urinario activo, disminucion en la depuracion de creatinina
(de acuerdo a lo esperado para la edad) y proteinuria, 34 se definieron con remision
parcial determinado conforme a la relacion albuminuria/creatinina urinaria, pero sin
manifestaciones clinicas ni de laboratorio de actividad de nefritis lapica, y 30 se
clasificaron con remision completa conforme al sedimento urinario, filtracion

glomerular y la presencia de proteinuria (tabla 2).
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Tabla 2. Comparacidn de caracteristicas bioquimicas en los tres grupos de pacientes.

Remisién Remisién parcial Nefritis activa
completa (n: 34) (n: 20)
(n: 30)

Nefritis clase 111 8 7 3
Nefritis clase IV 22 27 17
Edad? (afios) 333 33.2 265
Hemoglobina® (g/dI) 134 13 125
Creatinina sérica® (mg/dl) 0.91 1.09 0.96
Urea® (mg/dl) 325 35.9 43.6
Depuracion de creatinina® (ml/min) 71 64 61
Albuminuria en orina de 24 hrs® (grs/dia) 0.157 2.242 2.591
VSG? (mm/Hr) 23 24.9 27.4
Hematuria® (células por campo de alto poder) 3.2 9.4 20
Leucocituria® (células por campo de alto poder) 8.5 9.6 8.9

a: valor expresado en promedio

Se encontrd que el promedio de SLEDAI fue de 3.1 para los casos de nefritis inactiva,
4.8 en los casos de remision parcial y del4.3 en aquellos con nefritis activa; los AAN
fueron negativos en 2 pacientes (6%) con nefritis inactiva, en 4 casos (11%) en aquellos
con remision parcial y positivos en todos los casos en que se encontraba activa la

enfermedad.

Tomando como valor de corte el sugerido por el equipo de ELISA para este reactivo
(negativo < 20) Los anticuerpos antinucleosomas se encontraron en 10 pacientes (33%)
del grupo con remision completa, en 16 (47%) del grupo con remision parcial y en 13

(65%) de aquellos con enfermedad activa (tabla 3)
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Tabla 3. comparacion de resultados de estudios inmunolégicos en los tres grupos de pacientes

Remisién completa Remisién parcial Nefritis Activa
(n: 30) (n: 34) (n: 20)
SLEDAI 3.1 4.8 14.3

Anti-ADN positivo 6/30 (20%) 8/34 (23.5%) 8/20 (40%)

Antinucleosomas positivo 10/30 (33%) 16/34 (47%) 13/20 (65%)

Cs (mg/dI) 103 (+ 29.19) 102(+ 28.74) 74 (+ 30.77)

Cy (mg/dI) 15.4 (+ 9.61) 16.5(+ 9.65) 8.8(+9.12)
Anticardiolipinas tipo IgM (MPL) 5 (16.6%) 5 (14.7%) 8 (40%)
Anticardiolipinas tipo 1gG (GPL) 1 (3.3%) 2 (5.8%) 5 (25%)

anticoagulante lpico positivo 1 (3.3%) 2 (5.8%) 0

Al analizar la presencia de los anticuerpos antinucleosoma en el grupo de pacientes con
nefritis activa, se encontré que de los 12 pacientes con anti-ADN negativo, en 4 de ellos
estuvieron presentes los anticuerpos antinucleosomas, mientras que en 6 pacientes
fueron negativos para ambos anticuerpos, lo que resulta en 30% de los casos con nefritis

activa.

En la tabla 4 se observan los resultados de anticuerpos antinucleosomas y anti ADNgc en
los tres grupos de pacientes, pudiéndose notar que el promedio de anticuerpos
antinucleosomas con valor mas elevado corresponden al grupo de nefritis activa, con un
total de 84 unidades, en comparacion con los otros dos grupos (42.41 para el grupo con
remision parcial y 30.07 para el grupo con remision completa), con diferencia

estadisticamente significativa (p=0.012).
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Tabla 4. Resultados obtenidos de anticuerpos en los 3 grupos

Pacientes con Nefritis Activa Pacientes con Remision Parcial Pacientes con Remisién Completa
Anticuerpos Anticuerpos Anticuerpos
Anticuerpos | Antinucleos Anticuerpos | Antinucleos Anticuerpos | Antinucleos
anti-ADN omas anti-ADN omas anti-ADN omas

T 0 84 T 0 2 T 0 54
2 0 5 2 0 12 2 0 40
3 0 200 3 0 43 3 0 10
4 o 15 4 0 22 4 0 8
z g 12 5 0 5 5 0 10
) . o 6 0 122 6 0 6
. o . 7 0 75 7 0 35
. o 18 8 0 3 8 0 13
10 0 66 9 0 8 o 0 !
11 0 200 10 0 ° 10 0 5
12 o 53 11 0 47 11 0 75
13 20 200 12 0 2 12 0 2
14 20 78 13 0 2 13 0 2
15 40 43 14 0 4 14 0 2
16 W 5 5 0 2 15 0 2
17 40 120 16 0 5 16 0 12
18 80 200 1 0 13 17 0 2
19 80 200 18 0 5 18 0 3
20 80 107 19 0 4 19 0 4
Total N 20 20 20 0 3 20 0 11
Std. Deviation 29.736 76.695 21 0 9 21 0 5
Mean 20.00 84.00 22 0 4 22 0 4
23 0 87 23 0 36
24 0 200 2 0 120
25 0 15 25 20 32
26 0 37 26 20 92
21 20 42 27 20 128
28 20 42 28 40 6
29 20 98 29 40 104
30 20 95 30 80 62
21 40 24 Total N 30 30
=2 40 24 Std. Deviation 17.798 37.876
33 80 165 Mean 7.33 30.07

34 80 200

Total N 34 34

Std. Deviation 21.025 56.318

Mean 9.41 42.41

Los valores de ADN se expresan en titulaciones y los antinucleosomas en unidades arbitrarias.

En la tabla 5 se hace la comparacion en cada uno de los grupos entre aquellos casos que
tuvieron positividad exclusivamente para cada uno de los anticuerpos y se comparé con
los casos exclusivos para el otro reactivo, en la cual se observa que en los tres grupos
presentaron una depuracion de creatinina menor los pacientes que tuvieron

antinucleosomas presentes, con variacion en el resto de los parametros.

17




Tabla 5. Comparacién de anticuerpos anti-ADN y antinucleosomas contra depuracion,
albuminuria y cilindruria en los tres grupos de pacientes.

Remision completa

depuracién albuminuria cilindros
ADN 80.41 0.13 0
Antinucleosomas 76.5 0.22 0
Remision parcial
depuracion albuminuria cilindros
ADN 84.5 1.03 0
Antinucleosomas 67.25 1.66 0.93
Activos
depuracion albuminuria cilindros
ADN 72.77 2.6 1.62
Antinucleosomas 57.7 2.18 1.58

Los valores son expresados en promedio.

En la tabla 6 se realiza el analisis estadistico, en el cual se encuentra diferencia
estadisticamente significativa en la albuminuria en orina de 24 horas, la escala de
SLEDAI, y los niveles de complemento sérico C3 y C4, asi como los anticuerpos

antinucleosoma (p=0.012) mas no en los anticuerpos anti-ADN.

Tabla 6. Anélisis estadistico

Test Statistics®P

Escala de Depuracion
Actividad de la Anticuerpos de Creatinina
Enfermedad Anticuerpos | antiNucleos | Complem | Complem en Orina de
SLEDAI antiDNA omas ento C3 ento C4 Albuminuria 24 horas
Chi-Square 37.877 3.310 8.858 14.834 13.781 51.729 2.119
df 2 2 2 2 2 2 2
Asymp. Sig. .000 191 .012 .001 .001 .000 .347

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Grupo de Pacientes

En la figura 1, se grafican la distribucion de anticuerpos antinucleosomas en los tres

grupos de pacientes, pudiéndose observar que el grupo con nefritis activa presenta
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valores de anticuerpos antinucleosomas mayores en comparacion con los otros dos
grupos, sin embargo, existen algunos valores que se encuentran fuera de ese rango en

los grupos con remision (parcial o completa), los cuales estan representados como

circulos claros.

Figura 1. Distribucion de anticuerpos antinucleosomas en los 3 grupos de
pacientes

200 ¢

150

100+

Anticuerpos antiNucleosomas

T T T
Remisién completa Remisién parcial Nefritis Activa

Grupo de Pacientes

En la gréfica se observa la correlacion existente entre los anticuerpos anti-ADN y los
anticuerpos antinucleosomas, pudiéndose ver que es necesaria la coexistencia de los

anticuerpos antinucleosomas para la presencia de los anticuerpos anti-ADN.
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Gréfica. Correlacion entre anticuerpos anti-ADN y anticuerpos antinucleosomas.
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Discusion

Encontramos anticuerpos antinucleosomas presentes en 36 de los 84 pacientes incluidos
en nuestro estudio (42%), coincidente con lo reportado previamente en la literatura de
anti nucleosoma en lupus, con variaciones de 31 a 100%"). Debe destacarse que se
encontrd una mayor incidencia de anticuerpos antinucleosomas en los casos en que
presentaban nefritis activa (65%), en comparacion con los otros dos grupos, lo cual tuvo
diferencia estadisticamente significativa.

En la blsqueda en la literatura mundial, encontramos que Amoura y colaboradores®™”
describieron en una cohorte de pacientes con distintas enfermedades reumaticas la
presencia de anticuerpos antinucleosomas exclusivamente en aquellos con lupus
eritematoso sistémico, enfermedad mixta del tejido conectivo y con esclerosis sistémica;
ellos encontraron positividad para estos anticuerpos en 71.7% de los pacientes con
lupus, 45.9% con esclerosis sistémica y en 45% de los pacientes con enfermedad mixta
del tejido conectivo, y al hacer el analisis de las subclases de inmunoglobulina G,
encontraron que la clase 1gG; fue la inmunoglobulina que presentd elevacion en su
concentracion sérica en los periodos de actividad de la enfermedad en lupus sin estar
presente en las otras enfermedades; Ellos relacionaron las concentraciones
incrementadas de antinucleosomas con actividad renal de lupus (12.5% versus 7.2% de
aquellos casos sin nefritis con p=0.004). comparado con nuestros hallazgos, nosotros
encontramos una incidencia mas elevada de anticuerpos antinucleosomas tanto en
pacientes con actividad de la enfermedad como en el caso de aquellos con enfermedad
inactiva, con una concentracion mas elevada de estos anticuerpos en los casos con

nefritis activa, con diferencia estadisticamente significativa.
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Por otra parte, Bruns y colaboradores®, en una cohorte de 136 pacientes con lupus,
encontraron positividad para antinucleosomas en 56% de los casos, posteriormente al
comparar los pacientes con antinucleosomas positivos contra aquellos que no los
presentaban, observaron correlacion con actividad de la enfermedad determinada
mediante la escala ECLAM (p=0.0001), ademas de que 63 de los 76 pacientes con
antinucleosomas positivos presentaron actividad renal de la enfermedad, contra sélo 6
de los 60 pacientes que fueron negativos para esto, encontrando una correlacion con
nefritis (p<0.002), observando que con el tratamiento con bolos de metilprednisolona y
ciclofosfamida hubo una disminucion de las concentraciones de antinucleosomas hasta
casi negativizarse. Estos resultados son semejantes a los encontrados en nuestro estudio,
encontramos anticuerpos antinucleosomas positivos en los tres grupos estudiados, con
mayor cantidad de estos anticuerpos en el grupo con nefritis activa.

En un estudio realizado por Benucci y colaboradores™, en su cohorte de 48 pacientes
con diagnostico de lupus eritematoso sistémico, encontraron presencia de
antinucleosomas en 37.5% de sus pacientes (18/48). Al realizar la comparacion de los
casos con seropositividad con aquellos negativos para antinucleosomas, encontraron
sedimento urinario patolégico en 88.8% de los casos vs 33.3% (p<0.001) una
concentracion media de C3 menor y un promedio de ECLAM mayor en el primer grupo
en los tres casos, lo cual difiere con nuestro estudio con la incidencia reportada de estos
autoanticuerpos en este grupo de pacientes, pues nosotros encontramos una incidencia
mayor de antinucleosomas en los pacientes con actividad renal, siendo la principal
diferencia en nuestra cohorte que se incluyeron exclusivamente pacientes con nefritis
lUpica, mientras este autor incluyd también a pacientes sin afeccién renal. No realizaron

determinacidn cuantitativa de la proteinuria por lo que no es posible cotejar este Gltimo
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aspecto, pero igualmente encontramos diferencia y correlacion estadistica con la
evaluacién de SLEDAI y los anticuerpos antinucleosomas.

En otro estudio realizado en el Reino Unido por Ravirajan y su grupo®?, en 33
pacientes caucésicos, de los cuales 11 tenian el diagnostico de nefritis IUpica,
encontraron antinucleosomas en 73% de los 33 pacientes, y 82% en el subgrupo con
nefritis ldpica, sin diferencia estadisticamente significativa al comparar los pacientes
con nefritis con aquellos que no la presentaron, pero si existio en la comparacion de los
casos con enfermedad activa contra aquellos que se encontraba controlada, lo cudl se
similar a lo reportado previamente en la literatura meédica mundial y con nuestros
hallazgos, aunque la incidencia encontrada por nosotros en pacientes con actividad es
menor (65%).

En 199 pacientes espafioles con lupus eritematoso sistémico evaluados por Cortés
Hernandez y su grupo de colaboradores®, encontraron una incidencia de
antinucleosomas en 63 casos (32%), lo cual correspondio al 75% de pacientes con
nefritis (clase 11/111/1V), encontrando correlacion con la presencia de actividad renal de
la enfermedad, en comparacion con actividad no renal o inactividad renal.

Se sugirié por Min y su grupo de estudio” con sede en Corea que los anticuerpos
antinucleosomas pueden ser marcadores Utiles en aquellos casos con lupus y con
anticuerpos anti-ADN negativo, al encontrar ellos antinucleosomas positivos en
98(76%) de los 129 pacientes evaluados, con una concentracion media de estos
marcadores mayor en aquellos casos con nefritis lGpica activa. Observaron que los
anticuerpos Antinucleosomas correlacionaron positivamente con la presencia de
anticuerpos anti-ADN y los periodos de enfermedad activa. Sin embargo, ain en
ausencia de Ac-ADN los antinucleosomas correlacionaron con actividad de la

enfermedad, sugiriendo que son un marcador incluso mas sensibles que los Ac anti
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ADN para detectar actividad del lupus. Otro hallazgo interesante en el estudio de Min 'y
col fue la virtual ausencia de afeccion renal en los casos que resultaron negativos para
ambos marcadores, En nuestro estudio existio una correlacion importante en la
presencia de antinucleosomas con anti-ADN similar a lo reportado previamente, y la
presencia simultanea de ambos marcadores se asocié a nefritis lUpica. Vale la pena
destacar que 6 pacientes del grupo de nefritis activa con anti ADN negativo tenian anti
nucleosoma positivo, sugiriendo que los antinucleosoma son mas sensibles para detectar
actividad de la nefritis. Sin embargo, debemos destacar que 6 pacientes (30%) con
nefritis activa resultaron con valores negativos para ambos marcadores, en contraste con
lo reportado por Min.

Williams“® et al analizaron la correlacién de antinucleosomas y proteinuria.
Encontraron una correlacion positiva entre estos datos, lo cual es similar a nuestros
hallazgos ya que la magnitud de la proteinuria se asocié a mayor concentracion de
antinucleosomas.

Los resultados que obtuvimos han sido similares a lo reportado por distintos autores
previamente con algunas diferencias interesantes como es la incidencia de estos
marcadores en la poblacion estudiada, primero, este es el primer estudio de nuestro
conocimiento que incluye exclusivamente a pacientes con nefritis lUpica ya que los
demas estudios encontrados incluyeron también a pacientes con lupus pero sin actividad
renal, tal vez por eso encontramos una incidencia méas elevada en nuestros pacientes al
compararlos con algunos otros grupos, pero menor a algunos otros. Esta diferencia de la
incidencia puede ser explicada por el método utilizado en cada uno de los grupos, los
cuales son distintos, con valores de referencia por ende diferentes, ademas de haberse
demostrado previamente que existen diferencias raciales tanto en el comportamiento de

la enfermedad a través del tiempo como en algunos haplotipos razon por la cual
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consideramos nuestros resultados son diferentes a algunos otros, pero muy Utiles para
nuestra poblacion.

La correlacion existente entre la presencia de antinucleosomas y anti-ADN reafirma la
hipétesis de que ambos anticuerpos son necesarios para el desarrollo de la enfermedad®
58y que la deteccion de los primeros puede ser necesario para el desarrollo de los
segundos y el posterior desarrollo de la enfermedad.

En nuestro estudio existieron en tres casos con nefritis en remisién que presentaron
concentraciones de antinucleosomas mayor a 100 unidades (con valor de referencia
negativo <20) y dos de ellos con anti-ADN positivo, sin manifestaciones clinicas, y con
otros marcadores como complemento y depuracion de creatinina normales;
probablemente pueda existir correlacion con estos hallazgos y la posibilidad de recaida
de la enfermedad, como ya se ha descrito antes que los cambios de enfermedad activa
pueden ser inmunol6gicamente evidentes incluso algunos meses antes que los cambios

bioguimicos y clinicos, por lo que se hard vigilancia estrecha en estos casos para

detectar la posibilidad de recaida de la enfermedad.
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Conclusion

Los anticuerpos antinucleosomas se encontraron con mayor frecuencia en pacientes con
nefritis lUpica activa, en comparacion con aquellos con nefritis inactiva y aquellos con
remision parcial (por persistencia de proteinuria), con un valor de p estadisticamente
significativo (p=0.012).

La presencia de este anticuerpo es util como marcador de actividad de la enfermedad al
presentar concentraciones séricas de anticuerpos antinucleosomas mas elevada en los
periodos de nefritis activa, correlacionando ademéas con SLEDAI, proteinuria en 24 hrs
e hipocomplementemia.

Corroboramos la existencia de anti-ADN y antinucleosomas y su correlacion con
actividad de la enfermedad, ademas de que adn en los casos con anti-ADN negativos los
anticuerpos antinucleosomas correlacionaron con actividad ldpica renal lo que apoya
gue estos marcadores pueden ser mas Utiles que los anticuerpos anti-ADN en la
evaluacion de esta enfermedad y que por tanto nos puede permitir efectuar
modificaciones terapéuticas oportunas para evitar la progresion de la nefritis a formas
cronicas irreversibles.

Debemos hacer notar que también se encuentran casos que resultaron negativos para
ambos marcadores en presencia de nefritis activa, lo que sugiere la necesidad de ampliar
el tamafio de la muestra y realizar mas estudios que como el nuestro se focalicen en

nefropatia ldpica.
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ANEexos.

Hoja de Coleccion de datos

Nombre: Afiliacion
\ Teléfono:
Género: Edad:
Peso: Talla: Afios evolucion:
Folio Bx: Fecha: Cronicidad: actividad:
Tipo de lupus
1.cutaneo 2. articular 3. 4. renal 5. neuropsiq 6. gastrointes 7. serosas 8. cardiopul
hematoldgico
SLEDAI SLICC
Quimica
Fecha glucosa urea Creat Ac.urico Colest trigl Albumina Dep Cr Alb/24 hrs
inmunol6gicos
Fecha ANA Anti DNA C3 C4 ACL Antic lup
Biometria:
Fecha Hb leucos linfos Plag VSG TP TTP INR TA
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Infeccion vias urinarias:

Fecha Bacterias leucos Eritros Piuria Urocul TX
esteéril
1+ 2+ 3+ 0-5 6-10 P10 | <5 6-10 >11
Recaida: NO (1)
Mes de Tx | Nefrética Nefritica Respuesta
2 Leve (3) Moderada | Severa(5) | Si (1) No (2) Parcial
(4)

Ciclofosfamida mensual:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Bimestral
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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indice de actividad de la enfermedad en lupus eritematoso sistémico (SLEDAI)

Puntos | Descriptor Definicién
. De inicio reciente, excluir causas metabdlicas, infecciones 0 asociadas a
8 Convulsiones .
medicamentos
Alteracién en la funcién de la vida diaria debido a alteraciones severas en la
8 Psicosis percepcidn de la realidad incluyendo alucinaciones, incoherencia, pensamiento
ilbgico, hizarro, desorganizado o comportamiento cataténico. Excluir la
presencia de uremia 0 medicamentos ofensivos.
Funcioén mental alterada con deterioro de la orientacion o de la memoria o de
. - otras funciones intelectuales, de rapido inicio y caracteristicas fluctuantes, con al
Sindrome  organico - i o S
8 cerebral menos dos de las siguientes: alteracion perceptual, lenguaje incoherente,
insomnio o hipersomnia, actividad motora incrementada o reducida, excluyendo
causas de otra etiologia
8 Visual Cambios retinianos por lupus: cuerpos citoides, hemorragias retinianas,
exudados serosos 0 hemorrdgicos en la coroides, neuritis dptica.
8 Nervios craneales Neuropatia motora o sensitiva de inicio reciente de un nervio craneal
8 Cefalea lupica Cefalea severa y persistente, puede ser migrafiosa, sin respuesta a narcoticos.
Evento .
8 Nuevo evento, excluyendo ateroesclerosis
cerebrovascular
8 Vasculitis Ulceras, gangrena, nodulos digitales dolorosos, infartos periungueales,
hemorragias en astilla. Vasculitis confirmada por biopsia o angiografia.
4 Artritis Mas de dos articulaciones con dolor y signos de inflamacion.
4 Miositis Dolor muscular proximal o debilidad asociada con creatina fosfocinasa/aldolasa
sérica elevada, cambios electromiograficos o biopsia demostrando miositis.
4 Cilindruria Hematicos, granulosos o eritrocitarios
4 Hematuria Mas de 5 eritrocitos por campo de alto poder, excluyendo otras causas
L Mas de 0.5 grs de proteinas en orina de 24 hrs. De reciente inicio 0 incremento
4 Proteinuria .
amas de 0.5 grs en 24 hrs
4 Piuria Mas de 5 leucocitos por campo de alto poder, excluyendo infeccion.
2 Eritema malar reciente | De nuevo inicio o recurrencia con eritema de tipo inflamatorio
2 Alopecia Nuevo o recurrente. Pérdida difusa de cabello
2 Membranas mucosas | Ulceras orales o nasales nuevas o recurrentes.
2 Pleuresia Dolor pleural con frote o derrame pleural 0 engrosamiento pleural
S Dolor pericardico con al menos frote o derrame, confirmado por
2 Pericarditis . ; .
electrocardiografia o ecocardiograma
2 Hipocomplementemia | Disminucién en niveles séricos de CH50, C3 0 C4
, Mas de 25% de union mediante prueba Farr (>25% del valor de referencia del
2 Anti-ADN .
laboratorio)
2 Fiebre Mas de 38°C después de excluir infeccion
2 Trombocitopenia Menos de 100,000 plaquetas
2 Leucopenia Leucopenia menor a 3000/mm3 (no debido a medicamentos)
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Lugar y Fecha México, Distrito Federal, a de de 2007

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado: Frecuencia de anticuerpos

Anti-nucleosoma en pacientes con nefritis lUpica proliferativa activa

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el nimero:

El objetivo del estudio es: Determinar si la presencia de anticuerpos antinucleosomas en suero se encuentran asociados

Con actividad lGpica renal

Se me ha explicado que mi participacion consistira en: Toma de muestra sanguinea y almacenamiento del suero

Declaro que se me hainformado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados
de mi participacién en el estudio, que son los siguientes:

Formacion de hematoma en el sitio de puncion,

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informaciéon oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo
adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello
afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificard en las presentaciones o publicaciones que
deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se
ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar
de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente

Dr. Juan Manuel Miranda Limén Matricula: 1314769

Nombre, firmay matricula del Investigador Responsable.
Numeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas con el estudio:

Teléfono 57245900 extension: jefatura de reumatologia

Testigos

Alejandro Cabrera Martinez Gabriela Guillen Gallardo

Clave: 2810 — 009 - 013
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