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ANTICUERPOS CONTRA EL RECEPTOR TIPO 1 DE
ANGIOTENSINA 1l Y DANO VASCULAR EN PACIENTES

CON NEFROPATIA SECUNDARIA A LUPUS
. RESUMEN

Introduccion: los anticuerpos contra el receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1R-
AA) han sido relacionados con el desarrollo de hiperpresién, inflamacion
vascular y ateroesclerosis en varias patologias humanas. Estas
inmunoglobulinas estan presentes hasta en el 60% de los pacientes con
nefropatia lupica y por lo tanto el objetivo de este estudio fue encontrar una
relacion con el desarrollo de aterosclerosis subclinica y otros marcadores de

actividad de la enfermedad.

Materiales y métodos: se reclutaron 80 con lupus eritematoso generalizado que
fueron sometidos a biopsia renal, se les dio seguimiento durante 1 afo con
medicion seriada de AT1R-AA y otros marcadores de actividad. En 23
participantes se realiz6 la medicion del grosor de la intima-media en las arterias
carotidas mediante ultrasonido al inicio del estudio y otro comparativo al final del

seguimiento.

Conclusiones: no se observo un cambio significativo en el grosor intima-media
de la pared posterior de las carétidas en pacientes con nefropatia lUpica activa
durante 1 afo de seguimiento, por lo anterior tampoco fue posible determinar si
existe alguna relacion con los niveles de AT1R-AA. Estas inmunoglobulinas
tienen una buena correlacion con los anti-DNAdc-Ac (r=+0.651, p<0.001) y las
proteinas C3 (r= -0.289, p=0.009) y C4 (r= -0.451, p<0.001) del complemento
como marcadores de actividad, sin embargo, deben someterse a validacion y
analisis de costo-efectividad antes de utilizarlos rutinariamente. Finalmente,
niveles >9.5Ul/ml tienen una sensibilidad y especificidad de 75 y 76%
respectivamente para diferenciar entre pacientes con actividad renal y sin ella,
lo cual comparado con otros marcadores hacen que su rendimiento como prueba

de discriminacion sea pobre.



ll.  ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO:

Anticuerpos contra el receptor tipo 1 de angiotensina ll

La angiotensina Il es una hormona que interviene en la regulacion del tono vascular
en todo el organismo’. Esta proteina tiene dos tipos de receptores los cuales se han

clasificado como tipo 1y tipo 22.

El receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1R) es un receptor acoplado a proteina G,
conformado por 7 dominios transmembrana con 3 asas extracelulares y 3 asas
intracelulares?. La unién de la angiotensina Il al AT1R presente en las células del
endotelio vascular, ocasiona la dimerizacion del receptor y la activacion de una

cascada intracelular que culmina en vasoconstriccion?.

Diversos estudios en modelos animales han demostrado la participacion del sistema
inmune en la generacion de hipertension arterial y de dafo vascular, siendo la
activaciéon de algunos receptores mediante autoanticuerpos uno de varios

mecanismos?.

Los anticuerpos contra el receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1R-AA) son
inmunoglobulinas del subtipo IgG1 e IgG3, descubiertas inicialmente en pacientes
con preeclampsia, una enfermedad que se caracteriza por vasoconstriccién anormal
de los vasos placentarios e hipertensionarterial®. Su papel patoldégico se demostrd
cuando en modelos in vitro, estos anticuerpos generaron activacion del AT1R,
ademas al ser transferidos a ratonas embarazadas se produjo un cuadro similar a

preeclampsia®.

La union de estos autoanticuerpos al receptor impide la union de la B-arrestina 1y
2 a su porcion intracelular; estas proteinas son las responsables de mediar la
internalizacién del receptor y por lo tanto el cese de su efecto. Los AT1R que no se
movilizan al citoplasma se mantienen activados de manera constante y por lo tanto

se genera una vasoconstriccion sostenida3.

La activacion persistente del AT1R se ha relacionado con otros efectos patoldgicos

como son inflamaciéon microvascular, activacién de la via de coagulacion a través



del factor nuclear kappa de células B (NF-xB) y la expresion del factor tisular en
células endoteliales. Adicionalmente, los AT1R-AA pueden estimular la expresion
de moléculas de adhesién en la superficie del endotelio vascular e incrementar su

permeabilidad’.

Actualmente se piensa que la inflamacion e hipertensién generada por los AT1R-
AA podria contribuir a la fisiopatogenia de la aterosclerosis, lo cual ha sido
demostrado en modelo animales. Dechend et al'® describi6 la aparicion de lesiones
similares a aterosclerosis en las arterias espirales de la placenta en modelos
murinos a los cuales se les administrd6 AT1R-AA provenientes de mujeres con

preeclampsia.

Li et al'', generaron dos modelos de AT1R-AA en ratones ApoE -/-. En el primero
estimularon la produccidon de autoanticuerpos mediante la administraciéon exégena
de un péptido del receptor y en el segundo se administré directamente los
anticuerpos preformados en conejos. Independientemente del mecanismo de
generacion de AT1R-AA, en cortes histologicos de |la aorta se encontraron lesiones
tipo aterosclerosis mas graves que en los ejemplares del grupo control (no
expuestos a AT1R-AA). Adicionalmente se observo que la gravedad de las lesiones
disminuia de forma parcial con la administracion del farmaco antagonista del

receptor de angiotensina |l valsartan.

El AT1R también ha sido detectado en el endotelio del glomérulo. En condiciones
normales se encuentra en poca cantidad'?, sin embargo, su expresion puede
incrementarse con la activacion del mismo, como ocurre en caso de enfermedades
autoinmunes. Como hallazgo relevante, el receptor también ha sido localizado en
los podocitos, es decir en las células determinantes de la barrera de filtracion

glomerular3,



Anticuerpos contrael receptor tipo 1 de angiotensinall en patologias

renales

La expresion del receptor tipo 1 de angiotensina Il en diferentes partes de la barrera
de filtracion glomerular (endotelio vascular y podocitos), ha motivado la
investigacion de la participacion de los AT1R-AA en diferentes enfermedades con

afeccion renal.

En el 2005 Dragun et al'4, detectaron la presencia de AT1R-AA en 16 pacientes
receptores de trasplante renal con rechazo agudo vascular refractario a esteroides
y sin anticuerpos donador especifico. Los 16 casos presentaron hipertension
maligna y 4 de ellos convulsionaron, por lo tanto, los investigadores sospecharon la
presencia de estas inmunoglobulinas dada su asociacién con un cuadro similar al
que ocurre en preeclampsia. Los mismos autores encontraron que 10 (3.6%) de los
278 casos de rechazo diagnosticados entre el afio 2000 y 2004 en su centro, fueron
positivos para AT1R-AA, sin embargo, estas proteinas se encontraban presentes
en el 43.5% de los casos refractarios a esteroides, lo cual resalta su importancia4.
Finalmente, en este estudio, el tratamiento con plasmaféresis y losartan

(antagonista del AT1R) mejoraron la sobrevida de estos injertos™.

Por tanto, los AT1R-AA son capaces de generar hipertension y dafio vascular
demostrado histologicamente en diferentes modelos animales y patologias
humanas; el bloqueo del receptor mediante el uso de losartan podria disminuir la

gravedad de las lesiones sin afectar los titulos séricos de estas inmunoglobulinas.

Lupus eritematoso generalizado y enfermedad cardiovascular

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune, capaz de
afectar varios 6rganos y por lo tanto se caracteriza por un cuadro clinico
heterogéneo’®. La enfermedad afecta principalmente a mujeres jovenes en edad

reproductiva y es mas frecuente en pacientes de raza afro americana e hispana®.

La principal causa de muerte en pacientes con LEG son los eventos

cardiovasculares. La prevalencia de cardiopatia isquémica en LEG se ha calculado
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entre 3.8 a 16%, lo cual implica un incremento diez veces mayor que la poblacién
general y cincuenta veces mayor que las mujeres sanas en edad reproductiva’®.
Adicionalmente, se estima que los pacientes con LEG tienen un riesgo seis veces
mayor de desarrollar lesiones ateroscleréticas en comparacion con la poblacion

general'’-18,

La prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular clasicos en pacientes con
LEG, depende de la serie que se revise (afio de publicacion, edad y raza de la
poblacién en estudio), sin embargo, se considera que entre el 15.6 a 41% tienen
obesidad, 44.1% resistencia a la insulina o diabetes, 33 a 74% hiperpresion, 45%

hipercolesterolemia y hasta el 71.2% fuma.

El exceso de eventos cardiovasculares en pacientes con LEG no puede ser
explicado enteramente con las caracteristicas anteriores. Ademas, se ha
demostrado que utilizar las calculadoras de riesgo recomendadas puede infra
estimar el riesgo hasta en un 50%. Este error se atribuye principalmente a la edad

de la mayoria de los pacientes’®.

En la actualidad, se considera que el riesgo de este grupo de enfermos es resultado
de la interaccion entre los factores de riesgo tradicionales, factores especificos de
la enfermedad (mediadores inflamatorios, grado de actividad, tipo de 6rganos
involucrados, etc.) y factores asociados con el tratamiento empleado (dosis

acumulada de esteroides, estatinas, acido acetil salicilico, etc.)'®.

Con el objetivo de lograr una mejor cuantificacion del riesgo, se han buscado
marcadores subrogados que tengan asociacion con eventos cardiovasculares en
este conjunto de pacientes. La medicion del grosor de la intima-media mediante
ultrasonido Doppler en las arterias carotidas ha sido utilizado para la evaluacion y
seguimiento de aterosclerosis subclinica. Al tratarse de un estudio no invasivo,
accesible, y que ha demostrado una buena correlacién con eventos vasculares
cerebrales e infarto agudo al miocardio, ha sido reconocida por la asociacion
americana del corazén (AHA) y el colegio americano de cardiologia (ACC) como

una herramienta de utilidad clinica®°.



Existen estudios que han demostrado la presencia de ateroesclerosis subclinica en
pacientes con LEG utilizando el ultrasonido?'-22. Un metaanalisis que incluyé 80
estudios (71 de ellos evaluaron el grosor intima-media y 44 placas carotideas),
mostré mayores indices de grosor intima-media, asi como mayor prevalencia de
placas carotideas, en pacientes con LEG respecto a los controles sanos?*. Es
importante destacar que, en pacientes con nefropatia lupica, se encontré un mayor
grosor intima-media en comparacion con aquellos pacientes con LEG sin afectacion

renal.

Al comparar una cohorte realizada entre 1975 y 1987 con seguimiento hasta 1992
y otra cohorte reclutada de 1999 al 2011 y con seguimiento hasta 2016, se encontro
que el tratamiento de la actividad de la enfermedad y el mejor control de los factores
de riesgo clasicos disminuyo los eventos cardiovasculares en 60%2°. Estos
hallazgos destacan la importancia de dar tratamiento oportuno a cada uno de los
factores de riesgo que se han relacionado con el incremento en la mortalidad en
pacientes con LEG. Por tanto, la detecciéon temprana de ateroesclerosis mediante
la medicion del grosor intima-media resulta ser una ventana de oportunidad para

intentar mejorar los desenlaces de este grupo de enfermos.

Anticuerpos dirigidos contra el receptor de angiotensinall en nefropatia
lGpica
El LEG se caracteriza por la presencia de multiples anticuerpos que se han
relacionado con diferentes manifestaciones de la enfermedad. En el 2013 Xiong et
al®®, realizaron la busqueda de ATR1-Ab en pacientes con nefropatia lGpica y
compararon su prevalencia con un grupo de pacientes sanos. El 66.29% (n=89) de
los pacientes con nefritis lupica resulté positivo para estas inmunoglobulinas en
comparacion con 9.64% (n=197) en pacientes sanos. Cabe mencionar 27.7% de los
pacientes bajo tratamiento con inmunosupresores resultaron positivos en
comparacién con el 76% de los enfermos sin tratamiento. Finalmente, las cifras de

presion arterial en pacientes con AT1R-AA positivos resultaron mas elevadas que



en los controles sanos sin poder ser clasificados como hipertensos en la mayoria

de los casos.

En Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ),
se realizé un estudio para determinar la asociacion entre la positividad de AT1R-AA
(punto de corte 217u/ml) y el desarrollo de anticuerpos donador especificos (ADE)
en pacientes sometidos a trasplante renal?’. Se observé que el valor promedio de
AT1R-AA fue de 85.1u/ml en 15 pacientes cuya etiologia de enfermedad renal
cronica terminal fue nefropatia lupica, en comparacion el valor promedio fue de

16.3u/ml en el resto de los pacientes incluidos en el estudio.

En conclusion, los eventos cardiovasculares son actualmente la causa mas
importante de muerte en pacientes con LEG. Los AT1R-AA se han relacionado con
la presencia de hiperpresion, el desarrollo ateroesclerosis y se han detectado en
pacientes con la enfermedad, por lo tanto, se sospecha que pudiera existir una
asociacion entre la presencia de AT1R-AA en pacientes con LEG, el desarrollo de

hipertension y de lesiones de ateroesclerosis.

AT1R-AA en pacientes mexicanos con nefropatia lUpica

En un intento de encontrar evidencia para la anterior hipétesis, en el INCMNSZ se
realizd un estudio en pacientes con LEG sometidos a biopsia renal percutanea por
sospecha de nefritis lUpica o por mala respuesta al tratamiento de induccion. Se
determinaron los titulos en suero de AT1R-AA, otros marcadores de actividad de la
enfermedad, se realizé el monitoreo ambulatorio de la presién arterial durante 24
horas y ultrasonido de las arterias carétidas para medicion del grosor de la intima-

media.

Entre marzo del 2016 y marzo del 2018 se reclutaron 80 pacientes, de los cuales 55
(56%) tuvieron niveles de AT1R-AA mayores a 17 u/ml. Como hallazgo inesperado,
23 pacientes (23.8%) presentaba niveles por arriba del limite superior de deteccion
del ensayo (300Ul/ml). De acuerdo con lo anterior, para su estudio se consideraron
como AT1R-AA negativos a aquellos pacientes con niveles por debajo del limite de
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referencia, AT1R-AA elevados a aquellos con niveles >17ul/ml, pero aun por debajo
de limite superior de deteccion y AT1R-AA muy elevados cuando sobrepasaban

este ultimo.

En este estudio no se observaron diferencias en antecedentes de riesgo
cardiovascular e historia de actividad de la enfermedad entre pacientes AT1R-AA
negativos y AT1R-AA elevados y/o muy elevados. Se observé una correlaciéon
positiva entre los niveles de AT1R-AA con un mayor puntaje en la escala de
SLEDAI2K (r= +0.226, p=0.044), niveles mas elevados de anticuerpos contra DNA
de doble cadena (r= +0.651, p<0.001) y una correlacion negativa con niveles mas
bajos de C3 (r=-0.289, p=0.009) y C4 (r=-0.451, p<0.001) (Figura 1).
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Figura 1. Correlacion entre los AT1R-AA y A) puntaje de la escala SLEDAI2K, B) nivel

sérico de DNAds-AA, C) nivel sérico de proteina C3 y D) nivel sérico de proteina C4.

Con respecto al monitoreo ambulatorio de la presion arterial, se consider6 que el
estudio fue adecuado en 52 de los 80 pacientes (65%). El hallazgo anormal
encontrado con mayor frecuencia fue alteraciones en el descenso esperado de la

presioén arterial durante el periodo de sueno o “dipping”. En 30 (57.7%) pacientes se
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determin6 un descenso disminuido ("mild dippers") y en 12 (23.1%) ausencia del
mismo ("non-dippers"). Los fendbmenos de ausencia o reduccion de "dipping"
ocurrieron tanto en pacientes con historia previa de hipertensién como en aquellos

sin diagndstico previo.

El segundo fendbmeno mayormente observado fue la presencia de hipertension
diastdlica nocturna, observado en 21 (40.4%) pacientes, de los cuales 8
correspondieron al grupo con diagndéstico previo de hipertensién (61.5% de ellos) y

13 al grupo sin diagndstico de hipertension (33.3% de ellos) (Tabla 1).

Tabla 1. Estudio de Monitoreo Ambulatorio de la Presion Arterial (MAPA)

Parametros del MAPA Referencia Alto Muy alto Valor p
(<17u/ml) (17-300u/ml) (>300u/ml)
n=35 n=22 n=23

Adecuado 23 (65.7) 16 (72.7) 13 (56.5) 0.519
Presion sistdlica global 118 (109-131) 127 (118-131) 119 (107-135) 0.648
Presion sistélica despierto 120 (109-129) 127 (120-132) 121 (107-136) 0.559
Presion sistélica dormido 115 (106-127) 122 (113-128) 119 (106-137) 0.574
Presion diastdlica global 72 (68-78) 79 (65-81) 71 (63-92) 0.555
Presion diastdlica despierto 73 (68-80) 79 (64-82) 73 (63-93) 0.709
Presion diastélica dormido 69 (61-77) 73 (65-84) 72 (63-90) 0.695
Disminucién sistélica nocturno -3.9(-1.8a-8.2) -2.9 (-7.5-+1.0) -3.8(-5.1a-0.1) 0.729
Disminucién diastélica -6.3 (-0.9 a -8.9) -3.2 (-8.5-+5.9) -2.8 (-6.1a +1.9) 0.364
Descenso nocturno

Descenso normal 6(17.1) 3(13.6) 3(13.0) 0.654

Descenso disminuido 13 (37.1) 8 (36.4) 9(39.1)

Sin descenso 4 (11.4) 5(22.7) 3(13.0)

Abreviaturas: PAS, presion arterial sistélica; PAD, presion arterial diastolica

Se realizaron estudios de ultrasonido Doppler carotideo con obtencidon de
mediciones adecuadas en 64 pacientes (80%). Se registraron mediciones de las
paredes anterior y posterior de arteria carétida comun (ACC), bulbo carotideo (BC)

y arteria carétida interna (ACI).

De acuerdo a los valores de referencia del estudio CARMELA?°, se observaron
valores mayores del percentil 75 en 5 (7.8%) pacientes, 3 de ellos en el grupo de

AT1R-AA muy elevados (p=0.081), sin embargo, no se encontraron diferencias en
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la medicion de la pared posterior de la arteria carétida comun (p=0.162) entre ambos

grupos, que corresponde a la regién mejor validada (Tabla 2).

Tabla 2. Mediciones de grosor intima media entre los grupos de pacientes AT1R-AA

Parametros del Referencia Alto Muy alto Valor
ultrasonido Doppler (<17u/ml) (17-300u/ml) (>300u/ml) p
n=35 n=22 n=23

Adecuado 29 (82.9) 18 (81.8) 17 (73.9) 0.685
Carotida anterior izquierda 0.498(0.404-0.544) 0.480 (0.414-0.502) 0.524 (0.418-0.642) 0.152
Carotida posterior izquierda  0.514 (0.457-0.600) 0.512 (0.458-0.630)  0.603 (0.495-0.699)  0.228
Bulbo anterior izquierda 0.535 (0.471-0.625) 0.536 (0.424-0.653) 0.604 (0.527-0.684) 0.348
Bulbo posterior izquierda 0.604 (0.538-0.652) 0.619 (0.482-0.746) 0.703 (0.594-0.798)  0.108
Cardtida interna anterior izq.  0.446 (0.401-0.582) 0.413 (0.391-0.579) 0.567 (0.414-0.620) 0.125
Carotida interna post. izq. 0.523 (0.430-0.613) 0.502 (0.411-0.502) 0.593 (0.504-0.697) 0.076
Carotida anterior derecha 0.498 (0.423-0.529) 0.486 (0.408-0.575) 0.552 (0.432-0.606) 0.311
Carotida posterior derecha 0.513 (0.446-0.645) 0.511(0.417-0.628) 0.611(0.474-0.648) 0.455
Bulbo anterior derecha 0.572 (0.428-0.629) 0.510 (0.422-0.612) 0.603 (0.456-0.664) 0.352
Bulbo posterior derecha 0.605 (0.500-0.695) 0.525 (0.385-0.673) 0.626 (0.510-0.718)  0.411
Cardtida interna anterior der.  0.468 (0.383-0.532) 0.479 (0.394-0.539) 0.542 (0.417-0.635) 0.211
Cardtida interna post. Der. 0.503 (0.411-0.591)  0.550 (0.416-0.649) 0.602 (0.502-0.684)  0.049
Promedio de 12 mediciones  0.511 (0.484-0.582) 0.524 (0.437-0.606) 0.588 (0.537-0.659) 0.073
Prom. Carétida posterior 0.536 (0.467-0.654) 0.552 (0.457-0.619) 0.575(0.495-0.682) 0.162
Cardtida comun >75th 1(3.4) 1(5.6) 3(17.6) 0.081

En conclusién, de acuerdo con este estudio no existe relacidon entre cifras elevadas
de presion arterial, grosor de la intima-media y la positividad para AT1R-AA en
pacientes con LEG y nefropatia lupica, sin embargo, la asociacién entre los niveles
de estos auto anticuerpos y el desarrollo de lesiones vasculares no puede
descartarse por completo ya que el desarrollo de placas de ateroma es un fenédmeno

que podria depender de mayor tiempo para manifestarse.

Como parte de los objetivos de éste trabajo también se realizdé el analisis
morfométrico de los vasos de pequeno calibre de la biopsia renal, se observé una
diferencia significativa en el porcentaje de fibrosis subintima (p=0.025) y en el area
de hiperplasia de la capa media (p<0.001) entre los grupos con AT1R-AA+y AT1R-
AA- negativos (Figura 2).
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Figura 2. Mediciones morfométricas de los vasos sanguineos observados en la biopsia

renal percutanea.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Actualmente, los eventos cardiovasculares son la primera causa de muerte en
pacientes con Lupus eritematosos generalizado. Los pacientes con LEG tienen una
mayor mortalidad derivada de causas cardiovasculares que la poblacion sana de la
misma edad y sexo. Dentro de este grupo de enfermos, aquellos con nefropatia
lupica son afectados con aun mayor frecuencia que los que tienen actividad en otros

organos.

A pesar de la prevalencia de los factores de riesgo considerados “clasicos” en los
afectados por LEG, estos no son suficientes para explicar por completo la incidencia

de eventos cardiovasculares.

Por tanto, el estudio de nuevos mecanismos de dafio en pacientes con lupus
eritematoso generalizado, podria facilitar el desarrollo de tratamientos dirigidos a

disminuir la mortalidad relacionada a causas cardiovasculares.

Este estudio busca encontrar una relacion entre los niveles de AT1R-AA vy el
desarrollo de dafio macro vascular en pacientes con nefropatia Iupica. En caso de
demostrarse una asociacion, el efecto patolégico de estas inmunoglobulinas puede
ser bloqueado mediante el uso de antagonistas del receptor de angiotensina Il, lo
cual representa una oportunidad de disminuir la primera causa de muerte en este

conjunto de enfermos.

Finalmente, un estudio realizado previamente en el INSSZ sugirié la posibilidad de
que los AT1R-AA pudieran ser considerados como un nuevo marcador de actividad
de la enfermedad dada la relacion que se encontré con los antiDNAdc-Ac y las

proteinas C3 y C4, indicadores ya reconocidos de gravedad de la enfermedad.
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IV.  JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

Como se ha mencionado previamente, los pacientes con lupus eritematoso
generalizado tienen un riesgo cardiovascular incrementado en comparacién con
personas de su misma edad y género. Se calcula que hasta 30% de estos pacientes
pueden tener ateroesclerosis subclinica documentada por ultrasonido Doppler de

las cardtidas.

Previamente en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran se encontré una elevada prevalencia de anticuerpos dirigidos contra el
receptor tipo 1 de angiotensina Il en pacientes con nefropatia lupica, sin embargo,
en un estudio posterior no fue posible demostrar una asociacion entre estas
inmunoglobulinas y un grosor anormal de la intima-media de las cardtidas internas

como dato indirecto de dano vascular.

A pesar del resultado negativo, limitantes del estudio como el tamafio de la muestra,
la baja prevalencia de lesiones vasculares y el corto tiempo de seguimiento,

pudieron haber influido en los resultados.

Debido a la importancia de los eventos cardiovasculares en pacientes con LES, la
posibilidad de tener una nueva estrategia para prevenir el dafio vascular mediante
el bloqueo de los efectos de los AT1R-AA, representa una oportunidad valiosa para

tratar de mejorar la supervivencia a largo plazo en este grupo de enfermos.

Adicionalmente, es importante evaluar el papel de estos anticuerpos como un nuevo
marcador seroldgico de actividad y prondstico de la enfermedad ya que un estudio
previo demostrd correlacion con otras proteinas reconocidas como indicadores de
gravedad (anti-DNAdc-Ac, C3 y C4).
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V.

HIPOTESIS:

Primaria:

Existe una asociacion positiva entre el titulo de anticuerpos dirigidos contra
el receptor tipo 1 de angiotensina Il y el cambio en el grosor de la intima
media de la pared posterior de la arteria carétida comun después de un afio

de seguimiento en pacientes con nefropatia lupica.

Secundarias:

Existe una correlacion positiva entre el curso clinico de los anticuerpos
dirigidos contra el receptor tipo 1 de angiotensina |l durante un afo de
seguimiento y los anticuerpos contra el DNA de doble cadena durante un afo

de seguimiento en pacientes con nefropatia lupica.

Existe una correlacion negativa entre el curso clinico de los anticuerpos
dirigidos contra el receptor tipo 1 de angiotensina Il y el de los niveles de las
proteinas C3 y C4 del complemento durante un afio de seguimiento en

pacientes con nefropatia Iupica.

Determinar el valor de los AT1R-AA como factor prondstico de respuesta al

tratamiento en pacientes con nefropatia lupica activa.
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VI.  OBJETIVOS:

Primario:

- Determinar la asociacion entre los titulos de anticuerpos dirigidos contra el
receptor tipo 1 de angiotensina Il y el cambio en el grosor de la intima media
de la pared posterior de la arteria carétida comun después de un afio de

seguimiento en pacientes con nefropatia lupica.

Secundarios:

- Determinar la correlacion entre el curso clinico durante un afo de
seguimiento de los titulos de AT1R-AA y los anticuerpos dirigidos contra DNA

de doble cadena.
- Determinar la correlacion entre el curso clinico durante un afo de
seguimiento de los titulos de AT1R-AA y las proteinas C3 y C4 del

complemento.

- Determinar el valor de los anticuerpos AT1R-AA como factor prondstico de

respuesta al tratamiento en pacientes con nefropatia lupica activa.
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VIl.  METODOLOGIA

Disefio general:

Se trata de la fase de seguimiento de una cohorte constituida por pacientes con

diagndstico de lupus eritematoso generalizado y actividad renal que fueron

sometidos a biopsia renal percutanea entre marzo del 2016 y marzo del 2018.

Seleccion de los pacientes:

Durante la fase de reclutamiento se consideraron a los siguientes pacientes:

a) Criterios de Inclusién:

Hombre o mujer mayor de 18 afios

Diagnéstico de lupus eritematoso generalizado de acuerdo con los
criterios del Colegio Americano de Reumatélogos (ACR) o de las
Clinicas de Colaboracién Internacional en Lupus Sistémico (SLICC),
programados para biopsia renal percutanea por indicacién de su
médico tratante de nefrologia o reumatologia, entre marzo del 2016 y
marzo del 2018.

Firma del consentimiento informado previo a la realizacién de
cualquier procedimiento del estudio.

Seguimiento de al menos 12 meses después del inicio del tratamiento
Realizacion de un ultrasonido Doppler de calidad adecuada en ambas
carotidas al momento de la inclusion al estudio y otro al completar 12
meses de seguimiento.

Al menos 2 muestras bioldgicas de seguimiento incluyendo la muestra

de los 12 meses.
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b) Criterios de Exclusion:

Paciente incapaz o quien no firmo el consentimiento informado.
Diagnostico de otra enfermedad capaz de inducir proteinuria con
evidencia de dafo a érgano blanco previa (p. ej. diabetes mellitus o
hipertension arterial sistémica).

Diagnéstico previo de enfermedad aterosclerdtica carotidea o
cardiaca.

Contraindicacion para la realizacion de un ultrasonido Doppler

carotideo.

c) Criterios de Eliminacién

Estudio de ultrasonido Doppler inicial o al final del seguimiento
considerado como incompletos.

Evidencia de otra etiologia distinta a nefritis lupica en el analisis
histopatolégico de la biopsia renal percutanea.

Ausencia de al menos 2 muestras biologicas de seguimiento

incluyendo la de los 12 meses

Realizacién de la historia clinica y clasificacién de acuerdos con las
escalas SLEDAI2K y SLICC

Durante la fase de reclutamiento ocurrida entre marzo del 2016 y marzo del 2018,
se incluy6 a aquellos pacientes con diagndstico de LEG que serian sometidos a
biopsia renal percutanea por indicacion del médico tratante de Reumatologia o
Nefrologia. Se explicd en qué consistiria el estudio inicial y se les invit6é a participar

en la fase de seguimiento.
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Una vez firmado el consentimiento informado, se realizé una historia clinica
completa a cada paciente con énfasis en los antecedentes heredofamiliares de
enfermedad cardiovascular, consumo de tabaco, episodios previos de actividad de
lupus eritematoso generalizado, medicamentos inmunosupresores empleados

anteriormente y los utilizados al momento de la biopsia.

De acuerdo con los datos colectados mediante la historia clinica y la exploracion
fisica se calcul6 el valor de actividad mediante la escala SLEDAI2K y de dafo

mediante la escala SLICC.

Obtencion de muestras biol6égicas para estudio

El dia de la biopsia renal percutanea, al momento de la colocacion de la linea
intravenosa (indicada como medida de seguridad para el procedimiento), se
tomaron muestras de sangre a todos los pacientes. Las muestras fueron
centrifugadas, se separ6 plasma y suero de la sangre total, se tomaron alicuotas y

se almacenaron a -70°C hasta el momento de la medicion de los AT1R-AA.

Para la medicion de los niveles de anti-DNAdc-Ac, complemento y otros estudios
relevantes, se utilizaron aquellos solicitados para las consultas de vigilancia en los
servicios de Reumatologia o Nefrologia que coincidieron +/- 15 dias con los 3, 6 y

12 meses de posteriores al procedimiento.

Durante la toma de muestras para estos analisis se obtuvo sangre para realizar la
determinacion de los AT1R-AA de acuerdo con el protocolo del estudio. Similar a
como se realizdé con las muestras basales, se separo plasma y suero de la sangre
total, se tomaron alicuotas y se almacenaron a -70°C hasta el momento de la

medicion.
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Ultrasonido Doppler Carotideo

Previo o posterior a la realizacion del procedimiento de biopsia renal percutanea se
realizd un estudio de ultrasonido Doppler carotideo inicial a todos los pacientes

utilizando un equipo Samsung MySono U6®.

Con el paciente en decubito supino y con el cuello rotado hacia el sitio opuesto del
lado examinado. Se realiz6 la medicién del grosor intima-media en la pared
anterior y posterior de 3 segmentos diferentes de las arterias caroétidas, los
segmentos utilizadas para el estudio inicial fueron la arteria carétida comun, la
porcion que se encuentra 2cm por debajo del bulbo carotideo y la arteria carétida

interna.

La medicién se realiz6 mediante el empleo de un software especializado
(Samsung Medison Co., Ltd., Cypress CA, USA) de manera bilateral y por

triplicado para finalmente obtener un promedio.

Se consideré un grosor intima media anormal como todo aquel mayor que el
percentil 75th para poblacion de la Ciudad de México, de acuerdo a los valores
definidos en el estudio CARMELA?®.

Posteriormente se realizd una revision de ambos vasos sanguineos para descartar
la presencia de placas de ateroma, definidas como un grosor intima media mayor
de 15mm o un incremento del 50% del grosor intima-media respecto a los grosores

circundantes?®.

Un afio después de la realizacion de la biopsia, se realiz6 un nuevo ultrasonido
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. En este segundo estudio
solamente se realizaron tres mediciones independientes del grosor intima media en
la pared posterior de la arteria carétida comun izquierda y derecha (6 mediciones
totales), ya que esta regién es la que ha demostrado mayor correlacién con
desenlaces cardiovasculares en la literatura. Se utilizd el promedio de las tres
mediciones y se compard con el promedio de los mismos segmentos en el

ultrasonido inicial.
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Medicidén de Anticuerpos contra el receptor tipo 1 de angiotensina ll

A partir de alicuotas de plasma de las muestras obtenidas el dia del procedimiento
de biopsia y durante los meses de seguimiento, se midieron los AT1R-AA mediante
un inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) comercialmente disponible (CellTre
GmbH®, Luckenwalde, Germany), siguiendo las indicaciones del fabricante con

diluciones de 1:1 a 1:5.

Como se mencion6 anteriormente, para la inclusiéon al estudio los pacientes
deberian tener la muestra recolectada a los 12 meses de la realizacion de la biopsia
renal y por lo menos otra mas obtenida al mes 0, 3 y/o 6 meses de seguimiento. Por
lo tanto, todos los pacientes tenian un minimo de 2 muestras para estudio y un

maximo de 4.

De acuerdo a un estudio previo realizado en pacientes trasplantados renales en el
INCMNSZ y estudios previos publicados en la literatura de trasplantes, se considero
un valor menor a 17u/ml como valor negativo y todo valor por encima de este punto

de corte como positivo.

Citas de seguimiento

Los pacientes fueron citados a las consultas de Nefrologia y/o Reumatologia para
revision y toma de muestras bioldgicas (sangre y orina) a los 3, 6 y 12 meses de
seguimiento. Durante estas citas se registraron las dosis de los medicamentos
recibidos, adherencia al tratamiento, efectos adversos del tratamiento y se evalué

la respuesta al mismo.

Respuesta al tratamiento y desenlaces renales
Se definieron de la siguiente manera:
¢ Remision completa: creatinina sérica menor de 115% de los valores iniciales

con indice proteinuria-creatinuria de 24 horas menor a 0.5g/g
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e Remision parcial: creatinina sérica menor de 115% de los valores iniciales

con disminucién del 50% de la proteinuria inicial medida por indice

proteinuria-creatinuria de 24 horas.

e Duplicacion de creatinina: duplicacion del valor mas bajo de la creatinina

sérica logrado durante el seguimiento.

e Enfermedad renal crénica terminal: requerimiento de cualquier forma de

terapia de reemplazo renal de forma permanente o tasa de filtracion

glomerular estimada menor de 10ml/min/1.73.

Descripcion de otras variables del estudio

En la Tabla 3 se describen las variables obtenidas para el estudio.

Tabla 3. Descripcion de las variables

Variable Definicion Escala
Demogréficas
Edad Afos cumplidos al momento de la biopsia Continua
Sexo Hombre o mujer Nominal
Evolucion de LEG Meses del diagnodstico de LEG a la biopsia renal percutanea Continua

por nefropatia
Evolucion de nefropatia Meses desde el inicio de los sintomas/signos de nefropatia Continua
a la biopsia

Antecedentes de importancia
Tabaquismo o historia de Clasificado como "si" 0 "no" Nominal
tabaquismo
Historia familiar de diabetes = Presente o ausente en familiares de primer grado Nominal
Historia familiar de Presente o ausente en familiares de primer grado Nominal
hiperpresion
Historia familiar de Presente o ausente en familiares de primer grado Nominal
cardiopatia isquémica
Historia familiar de evento Presente o ausente en familiares de primer grado Nominal
vascular cerebral
Historia familiar de Presente o ausente en familiares de primer grado Nominal
dislipidemia
Afectacion previa de la enfermedad
Antecedente de actividad Presente o ausente antes de la inclusion al estudio Nominal
mucocutanea
Antecedente de actividad Presente o ausente antes de la inclusion al estudio Nominal
neuroldgica
Antecedente de actividad Presente o ausente antes de la inclusién al estudio Nominal
articular
Antecedente de actividad Presente o ausente antes de la inclusién al estudio Nominal

Cardiaca
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Antecedente de vasculitis
Antecedente de actividad
hematoldgica

Diagndstico previo de
sindrome antifosfolipido

Historia de nefropatia
Episodio de actividad renal
Indicacion de biopsia renal
percutanea

Historia de medicamentos
Inmunosupresion previa
Inmunosupresién actual

Bloqueo previo del SRAA

Afos de tratamiento con
prednisona

Antropometria
Peso

Talla

IMC

Presente o ausente antes de la inclusion al estudio
Presente o ausente antes de la inclusiéon al estudio

Diagndstico previo de SAF por criterios de Sapporo*®

Definido como primero, segundo, tercero, etc.
Dividido entre biopsia diagnostica y biopsia por falta de
respuesta al tratamiento

Farmaco de induccién a la remision previo

Farmacos presentes al momento del episodio de actividad
renal

Tratamiento presente al momento del episodio actual de
actividad renal (ninguno, IECA, ARA o doble bloqueo)
Afos de tratamiento con cualquier dosis de prednisona

Evaluado en kilogramos
Evaluado en metros
Calculado como peso/talla?

Estudios de laboratorio basales

Hemoglobina
Plaquetas

Leucopenia

Linfopenia
Trombocitopenia
Creatinina sérica
Nitrogeno ureico sérico
AlbUmina

Triglicéridos

Colesterol total
Colesterol HDL
Colesterol no-HDL
Proteinuria de 24 horas
Creatinuria de 24 horas
indice Proteinuria/creatinuria
Hematuria

Piuria

Anticuerpos contra DNA de
doble cadena

Proteina C3 del
complemento

Proteina C4 del
complemento

Sindrome glomerular de
presentacién

SLEDAI 2K

SLICC

Nivel de hemoglobina en plasma (g/dl)

Nivel de plaquetas por mm3

Leucocitos <4000/mm?

Linfopenia <1500/mm?3

Plaquetas <150,000/mm?3

Nivel sérico de creatinina (mg/dl)

Nivel sérico de nitrégeno ureico (mg/dl)

Nivel de albumina sérico (mg/dl)

Nivel de triglicéridos sérico (mg/dl)

Nivel de colesterol sérico (mg/dl)

Nivel de HDL sérico (mg/dl)

Nivel de colesterol no-HDL (total-HDL)

Valor de proteinuria en recoleccion de 24horas

Valor de creatinina en recoleccion de 24 horas

Obtenido de proteinuria y creatinuria de 24 horas (g/g)
Presencia o ausencia de hematuria (>5 eritrocitos/campo
de alto poder) en examen general de orina

Presencia o ausencia de leucocituria (>5 leucocitos/campo
de alto poder) en examen general de orina

Medidos mediante ELISA (u/ul)

Nivel sérico de proteina C3 del complemento (u/ul)

Nivel sérico de proteina C3 del complemento (u/pl)
Nefrético, nefritico, anormalidades urinarias asintomaticas
o enfermedad renal crénica

Actividad mediante escala SLEDAI2K
Escala de dafio previo SLICC

Ultrasonido Doppler carotideo

Pared
comun
Promedio de carétida comun

posterior caroétida

Valor promedio en mm de la pared posterior de la carétida
comun

Promedio de los valores promedio de la pared anterior y
posterior de la carétida comun

Nominal
Nominal

Nominal

Nominal
Nominal

Nominal
Nominal

Nominal

Continua

Continua
Continua
Continua

Continua
Continua
Nomina

Nomina

Continua
Continua
Continua
Continua
Continua
Continua
Continua
Continua
Continua
Continua
Continua
Nomina

Nominal

Continua

Continua

Continua

Nominal

Ordinal
Ordinal

Continua

Continua
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Promedio de bulbo carotideo

Promedio de carétida interna

Promedio de los valores promedio de la pared anterior y
posterior del bulbo carotideo

Promedio de los valores promedio de la pared anterior y
posterior de la carétida interna

Continua

Continua
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VIIl.  ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis, se considero a los pacientes como AT1R-AA+ si tenian niveles en

suero >17Ul/ml y AT1R-AA- si no sobrepasaban este nivel.

Para la descripcion de las caracteristicas basales se evaluo la distribucion de las
variables mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables se expresaron
mediante numero y frecuencia relativa para variables cualitativas, y como mediana

y rango intercuartilar para variables cuantitativas.

Para el analisis del objetivo primario, se obtuvo el valor de cambio (delta) entre el
grosor intima media inicial y el valor en el seguimiento. Se obtuvieron los
coeficientes de regresion individuales para cada paciente a partir de las muestras
repetidas de AT1R-AA. Finalmente se correlacionaron ambos valores mediante

correlacion de Pearson.

Para el andlisis de los objetivos secundarios, se obtuvieron los coeficientes de
regresion individuales para cada paciente para los anticuerpos contra DNA de doble
cadena, proteinas C3 y C4 del complemento, y se correlacionaron con los

coeficientes de regresion de los AT1R-AA mediante correlacién de Pearson.

Se evaluaron los desenlaces mediante curvas de supervivencia y los grupos fueron

comparados mediante la prueba de log-rango.
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IX. RESULTADOS

En la Figura 3 se muestra el esquema general del estudio. La primera fase
correspondio al analisis transversal de los AT1R-AA al momento de la biopsia renal.
La segunda fase correspondio al seguimiento longitudinal del curso clinico de estas
proteinas. Finalmente, en la tercera fase se realizaron ultrasonidos Doppler
carotideos comparativos en un subgrupo de los pacientes que cumplieron un afo

de seguimiento.

Fase 1 (transversal)
v n=107 L
AT1R-AA negativo AT1R-AA positivo

=49 l n=58

Fase 2 (longitudinal)
v n=80 3
AT1R-AA negativo AT1R-AA positivo

n=37 l n=43

Fase 3 (US seguimiento)

¥ n=22 L
AT1R-AA negativo AT1R-AA positivo
n=9 n=13

Figura 3. Descripcion de las fases del estudio.
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Descripcion de la poblacion en estudio

Entre marzo de 2016 y marzo de 2018 se reclutaron 107 pacientes con nefritis lupica
activa demostrada por biopsia renal percutanea. Para el grupo total, la mediana de
edad fue de 30 afos (RIC 24-37), 96 pacientes (90%) fueron mujeres, con una
mediana de creatinina sérica de 1.1mg/dl (RIC 0.7-2.0mg/dl), tasa filtracion
glomerular estimada (TFGe) de 73ml/min/1.73m2 (35-123) e indice
proteinuria/creatinuria de 24 horas de 3.7g/g. Veinte pacientes (19%) tenia un

diagndstico previo de hipertensién arterial sistémica.

La poblacién se distribuy6 en 2 grupos de acuerdo a la positividad (AT1R-AA+) o
negatividad (AT1R-AA-) de AT1R-AA al momento de la biopsia: 58 (54%) se
clasificaron como AT1R-AA+ y 49 (46%) como AT1R-AA-.

Como puede observarse en la Tabla 4, no se observaron diferencias entre los
grupos en variables demograficas, historia familiar de enfermedad cardiovascular y

factores personales de riesgo cardiovascular.

En cuanto a la historia previa de lupus eritematoso, existi6 un mayor numero de
pacientes en el grupo AT1R-AA+ con historia de actividad articular (90%) en
comparacion con el grupo AT1R-AA- (73%, p=0.042). No se observaron otras
diferencias en la historia previa de lupus o en tratamiento previo con bloqueadores

del sistema renina angiotensina aldosterona (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes AT1R-AA+ y AT1R-AA-.

AT1R-AA + AT1R-AA - Valor de p
n=58 n=49
Variables demogréficas
Edad, afios 30 (24-35) 31 (24-41) 0.225
Mujeres, % 52 (90) 44 (90) 0.981
Historia familiar de enfermedad
cardiovascular
Diabetes, % 28 (48) 27 (55) 0.482
Hiperpresion, % 33 (57) 27 (55) 0.852
Cardiopatia isquémica, % 8 (14) 8 (16) 0.714
Evento vascular cerebral, % 2 (3) 1(2) 0.660
Factores de riesgo cardiovascular
Consumo de tabaco, % 4 (7) 2(4) 0.528
Hiperpresion, % 8 (14) 12 (24) 0.157
Dislipidemia, % 6 (10) 9(18) 0.272
Lupus eritematoso generalizado
Meses desde el diagnoéstico 55 (25-105) 30 (2-137) 0.389
Actividad de la enfermedad
Mucocutanea 52 (90) 37 (76) 0.697
Neuroldgica 3(5) 4 (8) 0.700
Articular 52 (90) 36 (73) 0.042
Cardiovascular 7(12) 7 (14) 0.780
Hematolégica 36 (62) 32 (65) 0.841
Sindrome antifosfolipido secundario 7(12) 5(10) 1.000
Bloqueadores del Sistema RAA
Ninguno 17 (29) 17 (35) 0.852
IECA 18 (31) 14 (29)
ARA I 13 (22) 12 (24)
Doble blogueo 10 (17) 6 (12)

Abreviaturas: RAA, renina-angiotensina-aldosterona; IECA, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; ARAII, antagonistas del receptor de angiotensina II.

Respecto a los parametros clinicos al momento del evento de nefritis, no se
encontraron diferencias entre los grupos en presion arterial sistémica, creatinina
sérica, tasa de filtracion glomerular ni otras variables (Tabla 5). Se observé una
mayor proteinuria en el grupo AT1R-AA- (4.1g/g [2,4-6,1g/g]) en comparacién con
el grupo AT1R-AA+ (2.7g/g [1.8-4.99g/g], p=0.057). Ademas, el grupo AT1R-AA- se
presenté mas frecuentemente como sindrome nefrético en comparacion con el
grupo AT1R-AA+ (37% Vs. 28%, p=0.025).
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Tabla 5. Caracteristicas del episodio de nefritis lUpica

AT1R-AA + AT1R-AA - Valor de
n=58 n=49 p
Indicacién de la biopsia renal
Diagnostica 54 (93) 40 (82) 0.083
Falta de respuesta a tratamiento 4 (7) 9(18)
Primer episodio de nefritis lupica 31 (53) 23 (47) 0.751
Exploracion fisicay estudios de
laboratorio
indice de masa 31corporal, kg/m2 25.2 (23.4-27.9) 24.5 (21.2-28.0) 0.169
Presion arterial media, mmHg 93 (83-110) 97 (90-107) 0.363
Hemoglobina, g/dI 12.1 (10.5-13.6) 11.8 (10.5-13.3) 0.507
Plaguetas, mm3 229 (161-284) 251 (169-339) 0.154
Linfopenia < 1500/mm3, % 23 (40) 35 (60) 0.557
Creatinina sérica, mg/d| 1.1 (0.7-2.0) 1.2 (0.7-2.1) 0.995
TFGe ml/min/1.73 73 (34-124) 73 (42-109) 0.557
Proteinuria en 24 horas, g/g 2.7 (1.8-4.9) 4.1 (2.4-6.1) 0.057
Albumina sérica, g/dl 3.0 (2.3-3.5) 2.8 (1.9-3.6) 0.657
Triglicéridos, mg/dl 223 (161-260) 177 (147-264) 0.250
Colesterol, mg/dl 205 (182-244) 220 (182-260) 0.747
Marcadores serolégicos de
actividad
Anticuerpos contra DNA de doble 287 (97-814) 26 (7-82) <0.001
cadena, u/ml
Complemento C3, mg/dl 62 (43-80) 74 (50-101) 0.016
Complemento C4, mg/dl 8 (8-10) 11 (8-21) 0.001
Escalas de actividad y dafio
SLEDAI2K, puntos 15 (11-18) 13 (9-17) 0.214
SLICC, puntos 1(0-2) 1 (0-2) 0.812
Sindrome glomerular de
presentacion 16 (28) 18 (37) 0.025
Nefrotico 18 (31) 11 (22)
Nefritico 20 (34) 10 (20)
Alteraciones urinarias asintomaticas
Histopatologia de la biopsia renal
Clasificacion ISN/RPS
Clase lll £V 25 (43) 10 (20) 0.013
Clase IVt V 30 (52) 30 (61) 0.245
Clase V 3(5) 9 (18) 0.031
indice de actividad 5(2-11) 2 (1-7) 0.020
indice de cronicidad 4 (2-6) 4 (3-6) 0.875

Abreviaturas: TFGe, tasa de filtrado glomerular estimada.

Se observaron diferencias entre los grupos AT1R-AA+ y AT1R-AA- en los
marcadores serologicos de actividad, con titulos mayores de anticuerpos contra
DNA de doble cadena (287U/ml [97-814] contra 26U/ml [7-82], p<0.001), menores
niveles de la proteina C3 (62mg/dl [43-80] contra 74mg/dl [50-101], p=0.016) y de
la proteina C4 del complemento (8mg/dl [8-10] contra 11mg/dl [8-21], p=0.001) en

el grupo AT1R-AA+ en comparacién con el grupo AT1R-AA- respectivamente.
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El 78% (72.9) del total de pacientes incluidos estaba bajo tratamiento con
prednisona al momento de su incorporacion. Previo a la biopsia renal, los pacientes
con AT1R-AA+ habian estado expuestos por mayor tiempo a esteroides que el
grupo AT1R-AA-, 2 anos (RIQ 0-4) contra 1 afo (RIQ 0-3), sin embargo, esta

diferencia no fue significativa (p=0.338).

La indicacién mas frecuente para realizar la biopsia renal fue la de corroborar el
diagnostico de nefritis lupica en ambos grupos, 93% (54) en los pacientes AT1R-
AA+y 82% (40) en los AT1R-AA-. En el total de casos, 50.5% (54) de las biopsias
ocurrieron en el contexto de un primer episodio de actividad renal, para diagndstico

de un segundo episodio en el 39.3% (42) y en un episodio subsecuente en el resto.

El resultado mas frecuente en ambos grupos fue la clase IV + V de la ISN/RPS39, |a
cual se encontré en 52% (30) de los pacientes AT1R-Ab+ y en 61% (30) de los
AT1R-Ab-. El segundo diagnostico mas frecuente fue la clase Ill + V, la cual se
encontré en 43% (25) y 20% (10) respectivamente (p = 0.013). El resto de los casos
correspondié con la clase V en ambos grupos. Como hallazgo, 6 (10%) pacientes
de los pacientes del grupo AT1R-AA+y en 3 (6%) de los enfermos del grupo AT1R-
AA- se encontraron datos histopatologicos de microangiopatia trombdtica
(p=0.636).

El grupo AT1R-AA+ se presentdé mas frecuentemente como clase Ill £ V en
comparacion con el grupo AT1R-AA- (43% Vs. 20%, p=0.013). Por el contrario, un
mayor numero de pacientes AT1R-AA- tuvieron clase V (18% Vs. 5%, p=0.031).

El indice de actividad3' promedio en el grupo de AT1R-AA+ fue de 5 puntos (RIC 2-
11), el cual resulto significativamente mayor (p= 0.020) que el promedio en el grupo
de AT1R-AA- (2 puntos [RIC 1-7]). No se encontraron diferencias en el indice de

cronicidad que en promedio fue de 4 puntos en ambos grupos.
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Fase de seguimiento longitudinal

En total, se siguieron 80 pacientes por un minimo de 12 meses. Los pacientes
fueron distribuidos en 4 grupos de acuerdo a su curso clinico mediante analisis de
grupos como se muestra en la figura 3. Se identificaron 4 grupos: 1) pacientes con
AT1R-AA- quienes permanecieron con anticuerpos negativos durante el
seguimiento, 2) pacientes con AT1R-AA- inicialmente que se volvieron positivos en
el seguimiento, 3) pacientes con AT1R-AA+ que se volvieron negativos en el
seguimiento y 4) pacientes con AT1R-AA+ que se mantuvieron positivos durante el

seguimiento (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis de grupos de pacientes incluidos en la fase de seguimiento.
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Curso Clinico de los AT1R-AA

En los 80 pacientes con seguimiento longitudinal, se observd una correlacion

positiva entre los AT1R-AA y los titulos de anticuerpos contra DNA de doble cadena

(r= +0.454, p<0.001); asi como una correlacion negativa entre los AT1R-AA y los
niveles de proteinas C3 (r= -0.185, p=0.099) y C4 (r= -0.281, p=0.013) del

complemento (Figura 5).

A D
r=+0.620, p<0.001
< 31
<
y <<
g 2 <
5 =
5 1 <
> 9
- (=2}
0 S
_l.
10 1 2 3 4 5
Log o dSDNA
B E
r=-0.376, p<0.001
3.
g <
o <
— 21 E
< T
5 1 g
o o
- 0 S
_l.
10 15 20 25
Logy, C3
c . F
< 2 <
> <
e =
< 1 =
o <
(=) S
S o g
.|
1. r=-0.346, p<0.001

00 05 10 15 20
Logyo C4

Figura 5. Correlacion entre los titulos de AT1R-AA y los niveles de anticuerpos contra

1.0 r=+0.454, p<0.001
o
0.54
(o]
o % 8o ) °
0.04
o 0 SO
Fe
-0.54 o®o
1.0 , , . .
10 05 00 05 10
Log o dSDNA
1.04 r=-0.185, p=0.099
]
0.51
o
o o @ o0 ° o
0.0 ST—
(o}
g 6850 o
° o
-0.51 ° o
-1.0

02 01 00 01 02 03

Logyo C3

1.07 r=-0.281, p=0.013
o
0.5
o
o] o
0.0 3%% 850
&
o S0
o
-0.51 )
1.0

04 02 00 02 04 06

Logy, C4

DNA de doble cadena (A,D), niveles de complemento C3 (B,E) y niveles de complemento

C4 (C,F) al momento del diagnéstico (A,B,C) y en el seguimiento (D,E,F).

34



Respuesta al tratamiento

Tras 12 meses de seguimiento, se observé respuesta completa en 19 pacientes
(24%), respuesta parcial en 22 pacientes (28%) y no hubo respuesta en 39

pacientes (49%).

Como se muestra en la Figura 6, no se encontraron diferencias en el analisis de
tiempo de respuesta al tratamiento entre aquellos pacientes AT1R-AA+ al

momento de la biopsia renal y aquellos AT1R-AA- (p=0.343).
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Figura 6. Respuesta al tratamiento inmunosupresor en pacientes AT1R-AA+ y AT1R-AA-

al momento de la biopsia renal.
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De igual manera, no se observaron diferencias en respuesta al tratamiento entre

ninguno de los 4 grupos de curso clinico de los AT1R-AA (Figura 7).
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Figura 7. Respuesta al tratamiento entre los grupos de curso clinico de los anticuerpos
AT1R-AA.

No se encontro relacién entre los AT1IR-AA y el cambio en el grosor de
la intima-media de la pared posterior de las car6tidas comunes al afio

de seguimiento (Fase 3)

Se realizaron 52 ultrasonidos durante el periodo de reclutamiento, 44% (23) de los
estudios pertenecieron al grupo de AT1R-AA+y 56% (29) al de AT1R-AA-.

No se encontr6 diferencia en el grosor de la intima-media al comparar el promedio

de las mediciones en cualquiera de los 12 segmentos entre ambos grupos.
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Tabla 6. Grosor de la intima-media entre los pacientes AT1R-AA+ y AT1R- AA-.

Parametros del ultrasonido Doppler AT1R-AA- AT1R-AA+ Valor de p
Adecuado 23 29 0.685
Carotida comun anterior izquierda 51 49 0.152
Carotida comun posterior izquierda .57 .56 0.228
Bulbo anterior izquierdo .60 .55 0.348
Bulbo posterior izquierdo .63 .64 0.108
Carotida interna anterior izquierda .53 49 0.125
Carotida interna posterior izquierda .54 54 0.076
Carotida comun anterior derecha 51 .52 0.311
Carotida comun posterior derecha .55 .56 0.455
Bulbo anterior derecho .59 .53 0.352
Bulbo posterior derecho .64 .58 0.411
Carotida interna anterior derecha 49 .50 0.211
Carotida interna posterior derecha .53 .58 0.049
Promedio pared posterior carétida izquierda 59 .53 0.551
Promedio pared posterior carétida derecha .55 .55 0.958

Solamente 4 (11%) y 2 (8%) de los pacientes en el grupo de AT1R-AA+ y AT1R-
AA- respectivamente, tenian un grosor de la intima-media por arriba del percentil
75th de lo normal, lo cual corresponde a una prevalencia de 9% de aterosclerosis

subclinica este estudio.

Se realizd un ultrasonido carotideo al cumplir 12 meses de seguimiento en 22
pacientes (42%): 13 pertenecian al grupo AT1R-AA+ y 9 al grupo AT1R-AA -.

Como se mencioné anteriormente, para el estudio de imagen comparativo
unicamente se tomo en cuenta la pared posterior de ambas carétidas, ya que es la
region con mayor correlacién en la literatura. En los 22 estudios disponibles, el
grosor promedio de la intima-media de la carotida derecha fue de 0.54mm y de la
izquierda de 0.55mm. No existio diferencia estadistica entre las mediciones al
momento de la biopsia y en el seguimiento (Figura 8).
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Figura 8. Mediciones del grosor intima-media carotideo en

niveles basales de AT1R.
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X. DISCUSION

A pesar de que los AT1R-AA demostraron una buena correlacidn con
marcadores reconocidos de actividad de LEG (anti-DNAdc-Ac y las proteinas C3
y C4 del complemento), no se observé una relacién con el incremento en el
grosor de la intima-media de las asterias cardétidas y la respuesta al tratamiento

de induccidén en pacientes con nefropatia Iupica.

La asociacion entre los AT1R-AA e hipertension arterial maligna®, su elevada
prevalencia en pacientes con LEG? y la mayor frecuencia de dafio vascular
observado en las biopsias de pacientes receptores de trasplante cuya causa de
la pérdida de la funcion renal fue la misma enfermedad?’, hizo razonable buscar
de manera dirigida dafio micro y macro vascular en pacientes con nefropatia

lupica activa.

Con el objetivo de encontrar esta relacion, en la fase inicial de este estudio se
analizé mediante morfometria los vasos sanguineos presentes en las biopsias
renales realizadas en 107 pacientes para corroborar el diagnéstico de actividad

renal de Lupus?8.

Se encontrd una prevalencia de fibrosis subintima >10% en 46.7% (50) del total
de participantes, sin embargo, este porcentaje aumenté a 60.3% en los

pacientes del grupo AT1R-AA+ en comparacion con 30.6% en los AT1R-AA-.

Como se observa en la figura 9, el porcentaje de fibrosis subintima fue
significativamente mayor en los pacientes AT1R-AA+ (12.0% [RIQ 5.8-20.0)
comparado con el del grupo AT1R-AA- (7.2% [RIQ 3.3-15.8%, p=0.025).
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Figura 9. Porcentaje de fibrosis subintima en los pacientes del grupo AT1R-AA+ y
AT1R-AA-. La linea continua representa la media por grupo y la punteada un
porcentaje de 10%.

Por otra parte, en la figura 10 se puede observar que el area de hiperplasia de
la media fue mayor en el grupo AT1R-AA+ (71.9um? [RIQ 61.0-88.2]) comparada
con el AT1R-AA- (54.6um? [RIQ 42.2-66.1], p<0.001).
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Figura 10. Comparacion del area de hiperplasia de la media entre los pacientes AT1R-
AA-y AT1R-AA+,
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Finalmente, los pacientes del grupo AT1R-AA+ tuvieron un mayor puntaje en el
indice de actividad (media 5 [IQR 3-11] contra 2 [IQR 1-7], p=0.020) y mas
lesiones segmentarias (69% Vs. 38%, p<0.001) que el grupo AT1R-AA-.

A pesar de que la sociedad internacional de Nefrologia (ISN) y la sociedad de
patologos renales (RPS) no consideran los datos de dafio vascular para clasificar
el dafo renal por LEG, desde el 2003 recomendaron asentar en la descripcidon
de la biopsia los datos de dafio micro vascular debido a su impacto en el

pronostico de la enfermedad?”.

Ambas sociedades reconocen el porcentaje de fibrosis subintima y de
hiperplasia de la media como datos histologicos de dafio asociado a

ateroesclerosis e hipertension en pacientes con LEG®.

Ambas alteraciones en estudios previos se han asociado con un mayor indice
de actividad (r = 0.26, p=0.001)3738 y a un peor prondstico para la funcion renal
a largo plazo. De manera similar, los pacientes en nuestro estudio AT1R-AA+
tuvieron mayores indices de actividad y de acuerdo con lo ya mencionado
podriamos suponer que en el seguimiento pudieran tener un mayor deterioro de

la funcion renal.

En cuanto a los datos de dafio macrovascular, en la fase inicial?® no se encontro
relacion entre los niveles de estos autoanticuerpos, niveles de tensién arterial
elevados ni un incremento en el grosor de la intima-media de la pared posterior

de las arterias cardétidas medidas por ultrasonido.

Haciendo una revision en la literatura, no encontramos estudios que analizaran
las mediciones de tension arterial durante 24 horas en pacientes adultos con
LEG. La informaciéon que existe al respecto del tema deriva de estudios
realizados en casos pediatricos de Lupus3®4° donde entre 60 y 90% de los nifios
estudiados tenia alteraciones en el descenso nocturno de la tensién arterial que

ocurre fisiologicamente o “dipping”.
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En la fase inicial de este estudio se realizd el monitoreo ambulatorio de la tension
arterial durante 24 horas posterior a la realizacién de la biopsia renal de los
pacientes participantes. Analizando los registros, 60 (56%) de los 107 pacientes
sometidos a biopsia renal percutanea, 40.3% (30) pacientes tenian alteraciones
en el fendmeno de “dipping” [74%(26) en el grupo AT1R-AA+ contra 68%(17) en
el grupo AT1R-AA-, p 0.0019). El hallazgo anterior no solo traduce disfuncion
endotelial, igualmente se ha asociado con incremento del 27% en la incidencia
de sindromes coronarios, eventos vasculares cerebrales y muerte por ambas
causas®3. Estos hallazgos se observaron tantoen pacientes con hipertension

previa como en aquellos sin diagnéstico previo de hipertension.

Adicionalmente, gracias al empleo del MAPA se detectd que casi un 30% de los
pacientes mostraron hipertension enmascarada (presion arterial normal en la
revision médica pero aumentada en el monitoreo de 24 horas) y 30% de los
pacientes con diagndstico de hipertension ya conocido, mostraron hipertension
no controlada enmascarada. Los dos diagndsticos anteriores estan asociados
con un riesgo cardiovascular incrementado*! (HR 2.0) y se ha encontrado con

mayor frecuencia en pacientes con enfermedad renal cronica4042,

Continuando con la busqueda de una probable relacion entre los AT1R-AAy la
presencia de dafio macrovascular, la ausencia de un cambio significativo en el
analisis mediante ultrasonido de las paredes de las grandes arterias del cuello

puede ser explicado por varios factores que discutiremos a continuacion:

La poblaciéon de nuestro estudio presenté una baja prevalencia de factores de
riesgo cardiovascular considerados “clasicos”; la gran mayoria eran mujeres con
una edad promedio de 30 anos, 6.25% tenian antecedente de tabaquismo,
22.5% eran hipertensos y 5% tenian el antecedente de un evento vascular
cerebral. Si comparamos con otras series donde el porcentaje de tabaquismo y
diabetes puede ser tan alto como 74 y 33%", la posibilidad de menor dafio
cardiovascular inicial y a futuro se hace evidente debido a la menor frecuencia y

coexistencia de factores de riesgo.
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Lo anterior coincide con la baja prevalencia de ateroesclerosis subclinica
encontrada en nuestro grupo de pacientes (10.2%) y contrasta con el 30%

reportado en otros estudios?2.

El 28% de los enfermos pacientes se encontraba recibiendo tratamiento con un
antagonista del receptor de angiotensina-Il (ARA-Il) lo cual esta demostrado
aminora el efecto de los AT1R-AA sin alterar sus niveles en suero’. La principal
indicacion para la prescripcion del farmaco era disminuir la proteinuria o como
tratamiento de la hipertension y no se tomd en cuenta el tiempo de exposicion al
medicamento, es decir no es posible saber si el dafio vascular estaba siendo
prevenido de manera indirecta, incluso desde mucho antes del inicio del

reclutamiento.

La aparicion de daio demostrable por ultrasonido en vasos de gran calibre
puede requerir mayor tiempo del que consideramos al momento de disefiar el

estudio (1afio).

Finalmente, no es posible descartar que existieran errores en la medicidén ya que

se traté de un proceso semi-automatizado.

Desafortunadamente, la ausencia de un cambio significativo en el grosor de la
intima-media al aino de seguimiento en la poblacion estudiada minimizo la

probabilidad de encontrar alguna relacion con los niveles de AT1R-AA.

A pesar de lo anterior, unicamente el 10% de los eventos cardiovasculares que
ocurren en los enfermos con LEG pueden ser explicado por los factores de
riesgo tradicionales, el resto se atribuye a los llamados “factores no clasicos” los
cuales se han relacionado con inflamacion crénica y disfuncion endotelial
ocasionada por la enfermedad y efectos adversos asociados a los

medicamentos inmunosupresores.

A pesar de que el 24% de los pacientes lograron respuesta completa al afio de
seguimiento, el 28% alcanzé remisién parcial y un 49% no presentd respuesta
alguna, lo cual sugiere que un gran porcentaje de participantes, persistio con

algun grado de inflamacion y por lo tanto a un incremento en la mortalidad
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cardiovascular a corto y largo plazo' en pacientes con LEG. Cabe mencionar
que el porcentaje de respuesta completa al tratamiento en los individuos
estudiados es menor a la observada en los estudios mas recientes®, lo cual
atribuimos principalmente a pobre acceso al tratamiento sugerido como primera

linea por motivos econdémicos y falta de apego al mismo.

El 17.5% de los pacientes progresé a enfermedad renal crénica y terminal, lo
cual esta reconocido como factor de alto riesgo cardiovascular no tradicional y
de ateroesclerosis acelerada, sobre todo en pacientes con lupus eritematoso

generalizado®?.

En cuanto a los efectos adversos relacionados a farmacos, la dosis acumulada
de esteroides previa a la biopsia renal es un factor relacionado con el desarrollo
de dafio cardiovascular en pacientes con LEG que no se determind, dada la baja
prevalencia de ateroesclerosis subclinica es poco probable que esta situacion

pudiera generar confusion®.

Con respecto a los marcadores serolégicos de la enfermedad, los niveles de
anti-DNAdc-Ac mantuvieron una correlacion positiva con los de AT1R-AA y
negativa con las proteinas C3 y C4 del complemento durante un afo de
seguimiento. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que realizd
mediciones consecutivas de los niveles de AT1R-AA durante un afo de
seguimiento y ademas los comparé con los de otros marcadores serologicos de
uso comun para determinar el grado de actividad en pacientes con nefropatia

lupica.

Como estudio para comparar realizado en poblacion mexicana, en el INNSZ, se
investigd la asociacion entre los niveles de AT1R-AA y el desarrollo de
anticuerpos donador especificos (ADE) en las biopsias de injertos trasplantados
renales3®. Se observo que el valor promedio (85.1u/ml) en 15 pacientes cuya
etiologia de enfermedad renal cronica y terminal fue nefropatia lupica fue mayor
que el obtenido (16.3u/ml) en el resto de los pacientes incluidos, sin embargo,
en el contexto de trasplante es poco frecuente observar actividad de la

enfermedad, el numero de pacientes en este estudio es pequefo y como ya se
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ha mencionado no se realizd mediciones seriadas de los niveles de estas

proteinas?’.

Aunque no contamos con informacién adecuada para contrastar, consideramos
que la correlacion obtenida con nuestros datos es suficiente para justificar
estudiar esta proteina como potencial marcador de la enfermedad, sin embargo
antes de recomendar su utilizacion indiscriminada, hacen falta estudios de
validacion en nuestra propia poblacién y la de otros paises, sin mencionar que
se debe tener en cuenta estudios de costo y efectividad al comparar con otros
ensayos en sangre que ya estan estandarizados y disponibles a nivel comercial

a precios relativamente accesibles.

Al comparar los niveles de AT1R-AA con los obtenidos en un grupo de pacientes
con LEG pero sin datos sugerentes de actividad de la enfermedad, se determino
que titulos >9.5Ul/ml otorgaban una sensibilidad de 75% y especificidad 76%

con un area bajo de la curva de 0.803 para el diagnéstico de nefritis lUpica activa.

Aunque la sensibilidad y especificidad de los anti-DNAds-Ac para diferenciar
entre nefritis lUpica activa e inactiva ha variado con la evolucion en los métodos
de laboratorio utilizados, en los estudios mas recientes, cuando se encuentra por
arriba del limite superior de referencia su sensibilidad para detectar dafio renal
secundario a esta enfermedad puede ser tan alta como 95% y en cuando se
encuentran dentro del rango de referencia su especificidad pueden llegar a ser
de 95%3, lo cual quiere decir que el rendimiento de los AT1R-AA es por mucho

inferior al comparar con las pruebas actuales.

Ademas de las limitaciones comentadas anteriormente, debemos agregar las

siguientes:

La cantidad de pacientes que se mantuvieron en seguimiento y sobre todo de
ultrasonidos comparativos realizados fue pobre, lo cual pudo haber influido en el
resultado negativo del estudio.
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El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran es un
centro de referencia nacional de pacientes con LEG, por lo tanto, los pacientes

incluidos en el estudio no son una muestra representativa del pais.

Finalmente, no se estudiaron las variables socioeconémicas de los pacientes
que participaron en el estudio, lo cual esta descrito como una limitante para el
acceso y apego al tratamiento37, por lo tanto, no sabemos qué impacto pudo
tener éste factor en la respuesta que presentaron nuestros pacientes, la cual fue

menor a la reportada en la literatura.
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Xl.  CONCLUSIONES

En nuestro estudio no se observé un cambio significativo en el grosor intima-
media de la pared posterior de las carétidas determinado por ultrasonido en
pacientes con nefropatia lupica activa durante 1 afio de seguimiento, por lo
anterior tampoco fue posible determinar si existe alguna relacion entre el cambio
en éste parametro y los niveles en suero de anticuerpos contra el receptor tipo
1 de angiotensina Il. De acuerdo con nuestros resultados en éste momento no
es adecuado utilizar a los niveles de AT1R-AA como marcador de aterosclerosis

y eventos cardiovasculares en pacientes con nefropatia lupica activa.

Los AT1R-AA tienen una buena correlacion con el comportamiento de los
antiDNAdc-Ac y las proteinas C3 y C4 del complemente en pacientes con
nefropatia lupica activa, sin embargo, su utilidad como indicador de gravedad de
la enfermedad debe someterse a validacion y analisis de costo-efectividad antes

de utilizarlo para tal fin.

Determinar el valor de los AT1R-AA como factor prondstico de respuesta al

tratamiento en pacientes con nefropatia lupica activa.
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Xll.  PERSPECTIVAS A FUTURO

Se considerara la plausibilidad de mantener en seguimiento a los participantes
para realizar una nueva cuantificacion de niveles de AT1R-AA y medicién del
grosor intima-media de la carétida en un lapso mayor, ya que no se puede
descartar por completo que las lesiones de ateroesclerosis dependen de un

tiempo mayor al considerado en el disefo original de nuestro estudio.

Consideramos que la correlacion entre los niveles de AT1R-AA y el
comportamiento de otros marcadores reconocidos de la enfermedad podria

justificar un estudio para validar su utilizacién en la poblacion mexicana.

Existe la posibilidad que los AT1R-AA tengan un mejor rendimiento para
distinguir otras manifestaciones de LEG de aquellas no asociadas al mismo,
como lo son miocarditis, pericarditis, vasculitis, afeccion hematolégica, etc., por
lo tanto, disefar un estudio para explorar esta interrogante representaria una

nueva linea de investigacion

Debido a la sensibilidad y especificidad de los ensayos actuales, no encontramos
justificaciéon para utilizar los AT1R-AA como prueba de discriminacion entre

nefropatia lupica activa e inactiva.
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