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RESUMEN

Introduccion: En el Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), se ha reconocido el
papel patogénico del incremento en las trampas extracelulares del neutrofilo (NETS).
La presencia de anticuerpos dirigidos contra las NETs (anti-NETs) en pacientes con
LEG pudiera contribuir a la degradacion deficiente de NETs, la formacion de
inmunocomplejos, y el incremento en la formacion de NETs. En LEG, la presencia de
anticuerpos anti-NETs se ha correlacionado con nefritis lapica y degradacion
disminuida de NETs. Sin embargo, existe escasa informacion sobre la prevalencia de
anticuerpos anti-NETs y su correlacién con el fenotipo clinico y el grado de actividad

global de los pacientes con LEG.

Objetivo: Analizar la presencia de anticuerpos anti-NETs IgG y su asociacion con la
actividad de la enfermedad, el fenotipo clinico y variables de laboratorio en pacientes
con LEG.

Pacientes y métodos: Estudio observacional, transversal y ambilectivo. Se
incluyeron pacientes mayores de 18 afios que cumplieran con los criterios de
clasificacion ACR/SLICC 2012 para LEG. Los pacientes fueron reclutados en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran durante el periodo
entre julio 2021 y julio 2022. Se excluyeron pacientes con sindrome de sobreposicion,
neoplasias malignas, infecciéon reciente por COVID-19 (tres meses previos) Yy
pacientes embarazadas. Se realiz6 la medicion de anticuerpos anti-NETs 1gG
utilizando ELISA. Se incluyeron 23 controles sanos ajustados por edad y género para
establecer puntos de corte para anti-NETSs, resultando en un punto de corte de 0.076
AU (OD). Las correlaciones entre variables no paramétricas fueron realizadas

utilizando coeficiente de correlacion de Spearman.

Resultados: Se incluyeron 87 pacientes con LEG. La mayoria fueron mujeres (88%),
con una mediana de edad de 31.13 (26.6 — 42.5) afios, una duracion de la enfermedad
de 8.11 (3.78 — 14.98) afos y actividad de la enfermedad medida por SLEDAI de 8 (4
— 16). Las caracteristicas de los pacientes pueden observarse en la Tabla 1. En la
imagen 1 puede observarse la positividad de anticuerpos anti-NET de acuerdo a

manifestaciones de LEG. Se encontré un total de 31 (35.6%) pacientes con positividad
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para anti-NETs IgG, con una mediana de 0.30 (0 — 0.163) OD. Se encontré una
correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de anticuerpos anti-NET y
SLEDAI (r=0.245, p<0.05), asi como con los titulos de anti-DNAdc (r=0.290, p<0.01).

Conclusiones: Este es el primer estudio que demuestra que en pacientes con LEG,
los niveles de anticuerpos anti-NET correlacionan con la actividad global de la

enfermedad y los niveles de anticuerpos anti-DNAdc.
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INTRODUCCION

Las trampas extracelulares de neutrofilos (NET, por sus siglas en inglés neutrophil
extracelular traps) son estructuras compuestas principalmente de histonas, cromatina
altamente condensada y proteinas propias del neutréfilo con actividad microbiana.
Estas estructuras son liberadas por neutréfilos activados como respuesta a
infecciones! y también pueden encontrarse en estados no patolégicos, tales como las
enfermedades autoinmunes, donde pudieran ser una fuente de autoantigenos en su

desarrollo?.

En pacientes con lupus eritematoso generalizado (LEG) se ha demostrado un
incremento de la producciéon de NET, asi como una disminucién en su eliminacion®.
La exposicion de autoantigenos contenidas en las NET contribuye al desarrollo de
autoanticuerpos* y citocinas proinflamatorias®, contribuyendo a la patogénesis del
LEG.

1. Produccién de autoanticuerpos

En estos pacientes, los péptidos antimicrobianos LL37 y los péptidos humanos
neutrofilicos (HNP) contenidos en las NET representan autoantigenos importantes,
por ejemplo: los complejos LL37-ADN presentes en las NET pueden activar
directamente las células B de memoria humanas por medio de la activacion de los
receptores de tipo Toll 9 (TLR, por sus siglas en inglés Toll-like receptors) con la
subsecuente produccion de IgG en donadores sanos y pacientes con LEG. Sin
embargo, unicamente en los pacientes con LEG (y no los donadores sanos) se
demostré la presencia de anticuerpos anti-LL37 patogénicos®. Debido a que se ha
observado que los niveles de anticuerpos anti-LL37 se correlacionan
significativamente con los niveles de anticuerpos anti-DNA de los pacientes con LEG,
esto pudiera significar que también se produzcan anticuerpos dirigidos contra el ADN
presente en las NET.

De manera interesante, los autoanticuerpos anti-NET producen un aumento en la
produccion de NET en neutréfilos activados con interferén alfa (IFN-a), perpetuando

la activacion inmune?6.7,



2. Produccién de IFN tipo 1

La degradacion deficiente de las NET en pacientes con LEG pudiera ser un
mecanismo importante para la produccion de IFN tipo 1, los cuales tienen un papel
importante en la patogénesis del LEG. Las proteinas del neutrofilo LL37 y high mobility
group box 1 (HMGB1) presentes en las NET facilitan su reconocimiento y endocitosis
por células dendriticas (CD) plasmacitoides de una manera dependiente de TLR9, con
la consiguiente produccion de altos niveles de IFN-a®. Por consiguiente, en pacientes
con LEG, la capacidad disminuida para degradar NET pudiera ser un mecanismo

importante para la produccion sostenida de IFN tipo 1.

3. Degradacion de NET, autoanticuerpos anti-NET y manifestaciones de LEG

Las NET producidas en sitios de inflamacion se eliminan rapidamente por DNAsas
locales?. En pacientes con LEG, mas de un tercio de los pacientes presentan una
disminucion de la capacidad para degradar NET, lo cual pudiera deberse a dos
mecanismos: la presencia de inhibidores de DNAasa 1, y la presencia de
autoanticuerpos anti-NET que pudieran proteger a las NET de la digestiéon por
endonucleasas?.

La presencia de NET se ha observado en diversos tejidos de pacientes con LEG, en
un analisis de 9 biopsias renales se encontré la presencia de NET en un 67%,
principalmente en pacientes con nefritis lupica (NL) clase IV y en aquellos con un
indice mayor de actividad (19.5% en biopsias con indice de actividad 210 y 6.6% en
pacientes con indice de actividad <10). La presencia de NET también se observa en
la piel de pacientes con LEG, pero no en controles sanos®.

La capacidad para degradar NET varia con la actividad de la enfermedad. En un
estudio de 94 pacientes con LEG se observé que una capacidad disminuida para
degradar NET en 29% de los pacientes durante un episodio de actividad comparado
con solo un 12% durante la remision. Diversas variables clinicas tales como
glomerulonefritis activa y leucopenia, y serologicas (hipocomplementemia, mayores
niveles de anticuerpos anti-DNAdc) se han correlacionado positivamente con una
disminucién de la degradaciéon de las NET. Ademas, se observaron mayores niveles
de autoanticuerpos anti-NET durante estos episodios®. Estos hallazgos fueron
compatibles con los encontrados por Bruschi et al, aunque en este estudio, no se

encontré una correlacién con el puntaje de SLEDAIY; y con los encontrados por
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Hakkim donde se encontrd una correlacion entre una disminucién para degradar NET
y el desarrollo de nefritis lupica3.

En pacientes con diagnéstico de SAF primario también se han observado niveles
elevados de los isotipos 1gG e IgM de los autoanticuerpos anti-NET. En un estudio que
incluyd pacientes con diagndstico de SAF primario y pacientes con LEG, se encontrd
que el isotipo IgG se correlaciond con una menor degradacion de NET y trombosis
venosa recurrente, mientras que el isotipo IgM present6 una correlacion negativa con
los niveles de C4, y se asocio a trombosis arterial. En este mismo estudio se reportd
una prevalencia de 4.5% de positividad para anti-NET isotipo IgG en sujetos sanos, y
17.4% de positividad para anti-NET isotipo IgG en pacientes con LEG*2.

En pacientes con LEG, la evidencia es escasa sobre la asociacion de los anticuerpos
anti-NET con las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad. Por lo tanto,
en este estudio se evaluaron los niveles del isotipo IgG anti-NET para evaluar su
potencial asociacion con manifestaciones clinicas de pacientes con LEG, y su

potencial utilidad como nuevos biomarcadores.

10



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La informacion sobre la relacion entre anticuerpos anti-NETs con manifestaciones
clinicas y variables de laboratorio en pacientes con LEG es escasa.

Se desconoce si existe una asociacion entre positividad de anticuerpos anti-NETs y

manifestaciones clinicas de pacientes con LEG.
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JUSTIFICACION

La evaluacion de la asociacion entre los anticuerpos anti-NETs y las manifestaciones
clinicas de pacientes con LEG es un area de investigacion poco estudiada que pudiera
proporcionar un mayor entendimiento de la patogenia de esta enfermedad, asi como

del dafio organico observado en estos pacientes.

Ademas, el andlisis de la relacion entre los anticuerpos anti-NETs y la actividad de la
enfermedad podria llevar a su propuesta como biomarcadores de ciertas
manifestaciones clinicas en LEG o para la identificacion de pacientes con mayor

gravedad de la enfermedad.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe asociacion entre la positividad de anticuerpos anti-NETs IgG y las

caracteristicas clinicas de los pacientes con LEG?

HIPOTESIS

HO: No hay asociacion entre la positividad de anticuerpos anti-NETs 1gG y las

caracteristicas clinicas de los pacientes con LEG.

Ha: Si hay asociacion entre la positividad de anticuerpos anti-NETs IgG y las

caracteristicas clinicas de los pacientes con LEG.
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OBJETIVOS

Objetivo primario
m Evaluar la asociacion de anticuerpos anti-NETs IgG con las caracteristicas

clinicas en pacientes con LEG.

Objetivos secundarios
m Evaluar la correlacién entre niveles de anticuerpos anti-NETs y NETs con
actividad de la enfermedad medida por SLEDAI, niveles de anti-DNAdc y
complemento (C3 y C4).
m Comparar caracteristicas clinicas entre pacientes con positividad de anti-NETs
contra aquellos sin dichos anticuerpos.
m Comparar los niveles de anticuerpos anti-NETs y NETs de acuerdo con las

manifestaciones clinicas de los pacientes con LEG.
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MATERIALES Y METODOS

15

a)

d)

f)

g9)

Tipo de estudio:

Por el control de la maniobra por el investigador: observacional.

Por la obtencion de la informacion: retrospectivo.

Por la medicion del fenébmeno en el tiempo: transversal.

Universo de trabajo: Pacientes con diagnéstico LEG que acudan al servicio
de consulta externa y urgencias y acepten participar mediante firma de
consentimiento informado.

Lugar de desarrollo del estudio: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran.

Tamaro de la muestra: Se realizo el calculo de tamafio de muestra utilizando
la férmula para estimar la diferencia de proporciones: 4.5% de positividad para
anti-NET isotipo IgG en sujetos sanos, y 17.4% de positividad para anti-NET
isotipo 1gG en pacientes con LEG?'?, con un poder de 80% y una significancia

de 0.05, para un total de 78 pacientes en cada grupo.

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 18 afos con el diagnostico de lupus eritematoso
generalizado y que cumplan con los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés) 1982/1997%2 y/o los criterios de
las Clinicas de Colaboracién del Lupus Eritematoso Sistémico (SLICC, por sus
siglas en inglés) 20124,

Pacientes que acepten participar en el protocolo de estudio por medio de la

firma del consentimiento informado

Criterios de exclusion:

Pacientes con sindrome de sobreposicion®®

Pacientes embarazadas

Pacientes con diagnostico de infeccidn bacteriana aguda o viral cronica
Pacientes con infeccion por COVID-19 en los dltimos 3 meses.

Pacientes con diagnostico de cancer

Criterios de eliminacion

Pacientes con muestra insuficiente.



— Pacientes que retiraran su consentimiento.

h) Descripcion de las variables:

Variable

Demogqraficas

Sexo
Edad

Fecha del

diagnostico

Evolucion de

enfermedad

la

Descripcion

Hombre o mujer

Edad al momento de la inclusion

Fecha en que se establecio el
diagnoéstico en base a criterios ACR
1997 y/o SLICC 2012.

Duracion de la enfermedad desde el
diagndstico hasta la fecha de inclusion al

protocolo.

Comorbilidades (al momento de la visita)

Tabaquismo
Hipertension

arterial sistémica

Diabetes Mellitus

Clinicas
Actividad de
enfermedad

Tipo de activid

la

ad

de la enfermedad

Uso de esteroide

Dosis actual

prednisona
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S

de

Consumo de tabaco actual o pasado.
Diagnéstico establecido por médico o
uso de tratamiento antihipertensivo.
Diagnéstico establecido por médico o

uso de tratamiento.

Medida por SLEDAI 2K (Anexo 1)

Actividad mucocutanea, renal, articular,
hematoldgica, neuroldgica, seroldgica,
constitucional; serositis, vasculitis y/o
miositis.

Uso de prednisona a cualquier dosis al
momento de la inclusioén al protocolo

Dosis actual en mg al dia

Tipo de

variable
Categorica
Numeérica

(afos)

Numeérica

Numérica

(afios)

Dicotdmica

Dicotdmica

Dicotémica

Numeérica

Dicotdmica

Dicotdmica

Numeérica



Tratamiento actual HCQ, AZA, CFM, RTX, MMF, MTX, FK  Dicotdmica
SAF secundario Diagnostico por un médico de SAF Dicotdmico
secundario establecido en expediente
clinico y con tratamiento anticoagulante.
Seroldgicas
ANAs Positividad de  anticuerpos anti- Dicotdbmica
nucleares en una dilucién mayor a 1:80.
Anti-DNAdc Niveles de anticuerpos anti-DNAdc Numeérica
Anticuerpos Niveles de anticuerpos anticardiolipinas Numérica
anticardiolipinas isotipos 1gG e IgM
Anticuerpos  anti- Niveles de anticuerpos anti-B2GPI1 IgG e Numeérica
B2GPI IgM
Anticoagulante Positividad de anticoagulante lUpico Dicotémico
[Gpico
Anticuerpos anti- Positividad de anticuerpos anti-NETs Dicotomico
NETs IgG de acuerdo con punto de corte.
Anticuerpos  anti- Niveles de anticuerpos anti-NETs IgG Numeérico
NETs

ACR: Colegio Americano de Reumatologia (American College of Rheumatology), SLICC: Clinicas de Colaboracion del Lupus
Eritematoso Sistémico (Systemic Lupus International Collaborating Clinics), SLEDAI: indice de actividad de lupus eritematoso
generalizado (Systemic lupus erythemathosus disease activity index), HCQ: hidroxicloroquina, AZA: azatioprina, CFM:
ciclofosfamida, RTX: rituximab, MMF: mofetil micofenolato, MTX: metotrexato, FK: Tacrolimus, anti-B2GPI: anticuerpos anti- 32

glicoproteina I, ANTI-NETs: anticuerpos anti-trampas extracelulares del neutrdfilo.

METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

Se invitd a participar a los pacientes que acudieron al Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran, en las é&reas de consulta externa de
Reumatologia, hospitalizacion y urgencias durante el periodo entre julio 2021 y julio
2022 con el diagnostico de LEG de acuerdo con los criterios del Colegio Americano
de Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés) 1982/1997 y/o los criterios de las
Clinicas de Colaboraciéon del Lupus Eritematoso Sistémico (SLICC, por sus siglas en
inglés) 2012.
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Posteriormente, se realiz6 una revision del expediente clinico para obtener variables

demograficas, comorbilidades, variables clinicas y seroldgicas de cada paciente.

a) Cuantificacion de NETs (trampas extracelulares de neutréfilos) ex vivo

Se tomo6 una muestra de 5 ml de sangre periférica y se centrifug6 para la obtencién
de plasma. Se almacend en crioviales a -80°C hasta que fueron procesados para la
evaluacion de la cantidad de complejos DNA-Elastasa de neutrofilo mediante ELISA.
Se incubaron placas de ELISA de 96 pozos por 12 hs a 4°C con anti-MPO (conejo)
diluido en el buffer del kit de deteccién de muerte celular. Posterior al lavado (Tween
20 0.01%) y bloqueo (albumina sérica bovina, BSA 1%), se incubaron por 12 hs a 4°C
con 200 pL de plasma humano diluido en BSA 1%. Posteriormente se realizé un
lavado y se incubaron con anti-DNAdc del kit de deteccion de muerte celular durante
1 hr. Las placas se lavaron nuevamente, y posteriormente se afiadio el sustrato TMB
(3,3,5,5’-Tetrametilbencidina), se aplicé la solucion de paro y finalmente se midio la

absorbancia a 450 nm.

b) Deteccion de anticuerpos anti-NETs

Los anticuerpos anti-NETs se cuantificaron mediante ELISA, como se ha reportado
previamente!?. Brevemente, se incubd el sobrenadante de lisado de NETs inducidas
con PMA (2.5 uM) a una concentraciéon de 10 ug/ml diluido en Buffer de bicarbonato
0.05 M en placas de alta afinidad para ELISA, a 4°C, en agitaciéon por 12 horas.
Posteriormente se realizaron lavados y posteriormente el bloqueo con albamina sérica
bovina al 4% por 2 hrs a 37°C. Las muestras de plasma fueron diluidas en buffer de
bloqueo y se afadieron a la placa para ser incubadas por 90 min a 37°C.
Posteriormente se realizaron lavados y se incubaron con el anticuerpo secundario
(anti-humano 1IgG-HRP), a una concentraciéon de 1:10,000 por 90 minutos a 37°C.
Posteriormente, se lavaron las placas y se afadié la solucién 3,3'5,5'-
Tetrametilbencidina (TMB). La reaccién se terminé posterior a la adicién de solucion
de paro (4cido sulfarico 2N). Se midi6 la absorbancia a 450 nm mediante
espectrometro. Para cada muestra se uso una muestra la cual no haya sido incubada
con el sobrenadante del lisado de NETSs. El resultado final de cada muestra se obtuvo

a partir de la delta de la muestra evaluada menos dicho control.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Nuestro estudio se apegd a los lineamientos establecidos en la Declaracion de
Helsinki'®. Se considerd una investigacién de riesgo minimo para el paciente de
acuerdo con la Ley General de Salud contenida en la Constitucion Politica de los
Estado Unidos Mexicanos en materia de investigacion para la salud en seres
humanos, titulo segundo, capitulo I, articulo 17, publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el dia 6 de enero de1987.

Todos los pacientes firmaron un formato de consentimiento informado, el Comité de
Etica en Investigacion y el Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricidon “Salvador Zubiran” aprobaron el estudio en julio de 2021, con

numero de referencia 3856, como se muestra en el Anexo 2.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para la estadistica descriptiva se presentan los datos con distribucién normal como
media y desviacion estandar, como medianas y percentiles 25 y 75 en caso de una
distribucién anormal, o numero y porcentaje. La comparacién entre variables
cualitativas de realiz6 utilizando la prueba de Chi-cuadrada, y la comparacién entre
variables cuantitativas se realiz6 utilizando la prueba de U de Mann-Whitney.

Para evaluar la correlacion entre variables aleatorias cuantitativas se utilizo el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) en caso de tener una distribucion
paramétrica, y el coeficiente de Spearman (rho) en caso de una distribucién no

parameétrica.

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

El presente estudio fue financiado por recursos propios de La Unidad de Investigacion

Especializada en Autoinmunidad del Departamento de Inmunologia y Reumatologia.

20



RESULTADOS
1. Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron un total de 87 pacientes con el diagnostico de LEG, la mayoria fueron
mujeres 77 (88%), y la mediana de edad fue 31.1 afios (24.6 - 42.5). La mediana de
duracién de la enfermedad en afos fue de 8.11 (3.78 — 14.98) afios.

Un total de 45 (51.7%) de los pacientes incluidos utilizaban hidroxicloroquina (HCQ) y
un total de 49 (56.3%) de los pacientes utilizaban prednisona al momento de la
inclusion al protocolo. En cuanto a la actividad de la enfermedad, se observé una
mediana de SLEDAI de 8 (4-16),
mediana de C3 73 (42 — 112) y C4 12 (8-24). Ademas, un total de 14 (16.1%) de los
pacientes tuvieron el diagnostico de sindrome de anticuerpos antifosfolipidos
secundario con uso de anticoagulacién terapéutica como profilaxis secundaria.

El resto de las caracteristicas puede observarse en la Tabla 1.

2. Anticuerpos anti-NETs y NETs

Al analizar la positividad de anticuerpos anti-NETS, encontramos que un total de 31
(35.6%) de los pacientes incluidos resultaron con anti-NETs IgG positivos, con una
mediana de niveles de anti-NETs de 0.30 (0-0.163) OD.

Al analizar a los pacientes de acuerdo a la actividad de la enfermedad presentada,
encontramos que un total de 57.1% de los pacientes con serositis presentaron
anticuerpos anti-NETs positivos, 41.4% de aquellos con actividad serolégica, 38.4%
con actividad articular, 37.9% con actividad mucocutanea, 37.7% con actividad renal,

y 20.8% con actividad hematoldgica.

a) Correlacion entre niveles de anticuerpos anti-NETs y variables de laboratorio
Se encontrd una correlacion significativa entre los niveles de anticuerpos anti-NETs
(OD) con la actividad de la enfermedad medida por SLEDAI (rho=.245, p < 0.05),
niveles de linfocitos (rho=-.222, p < 0.05), hipocomplementemia C3 (rho=-259, p <
0.05) y C4 (rho=-.363, p < 0.01), y niveles de anticuerpos anti-DNAdc (rho=.290, p <
0.01). No encontramos una correlacién significativa entre los niveles de anticuerpos
anti-NETs con los niveles de NETs séricas (rho=.015). Los resultados completos

pueden observarse en la Tabla 2.
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b) Comparacion de caracteristicas clinicas y de laboratorio acorde a la
positividad de los anticuerpos anti-NETs

Los pacientes con anticuerpos anti-NETSs positivos tuvieron menor edad (28.7 vs 35.5,
p=0.003), mayor prevalencia de actividad seroldgica (93.5% vs 73.2%, p=0.022),
mayor uso de prednisona (74.2% vs 47.3%, p=.019), asi como mayor actividad de la
enfermedad medida por SLEDAI (13 vs 6, p=0.42). Ademas, se encontré una
tendencia a una mayor actividad en serosas (25.8% vs 10.7%, p=.067). Por otro lado,
los pacientes con anticuerpos anti-NETs positivos tuvieron menor actividad
hematolégica (16.1% vs 33.9%, p=.075) sin embargo, esto no alcanz6 una diferencia
estadisticamente signiticativa.

No se encontro una diferencia en la prevalencia de SAF secundario entre pacientes
con anticuerpos anti-NETs positivos en comparacion con aquellos con anticuerpos
anti-NETs negativos (12.9% vs 17.9%, p=.547). Los resultados pueden observarse en
la Tabla 3.

En cuanto a las variables de laboratorio, se encontraron mayores niveles de
anticuerpos anti-DNAdc en aquellos pacientes con anticuerpos anti-NETs positivos
(148.2 vs 35.6, p=.015), asi como menores niveles de complemento C3 (58 vs 77,
p=.017) y C4 (8 vs 20, p<0.001), Tabla 4.

Al realizar la comparacion entre niveles de anticuerpos anti-NETs de acuerdo a
diferentes manifestaciones de LEG, Unicamente los pacientes con actividad seroldgica
(hipocomplementemia, incremento de niveles de anticuerpos anti-DNAdc) tuvieron
mayores niveles de anticuerpos anti-NETs (.045 vs .000, p=.023) en comparacion con
pacientes con LEG sin actividad serolégica. No se encontrd diferencia en los niveles
de anticuerpos anti-NETs entre pacientes con actividad renal, actividad hematolégica,
actividad articular o serositis, en comparacién con pacientes con LEG sin presencia

de estas manifestaciones clinicas, Tabla 5.
Al analizar las manifestaciones clinicas de LEG y la positividad de NETs séricas, no

se encontrd una asociacion estadisticamente significativa. Ademas, no se encontraron

diferencias significativas en niveles de NETs entre diferentes manifestaciones de LEG.
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DISCUSION
En este estudio, encontramos una correlacion entre niveles de anticuerpos anti-NETs
IgG y la actividad global de la enfermedad medida por SLEDAI, anti-DNAdc e

hipocomplementemia.

Los presencia de anticuerpos anti-NETs previamente han sido estudiados en
enfermedades reumatolégicas como artritis reumatoide (AR) o vasculitis asociada a
ANCA. Sin embargo, en estas enfermedades no se ha encontrado una correlacion con
la actividad de la enfermedad o alguna diferencia en sus caracteristicas clinicas!’:8.
En pacientes con LEG se observo recientemente que la presencia de anticuerpos anti-
NETs podian potenciar la utilidad clinica de los anticuerpos anti-DNAdc, y que
aquellos pacientes con doble positividad para anticuerpos anti-NETs IgG y anti-DNAdc
tenian mayor actividad de la enfermedad medida por SLEDAI*. En nuestro estudio,
los pacientes con anticuerpos anti-NETs positivos contaban con una mayor
prevalencia de actividad serologica y mayor actividad de la enfermedad medida por
SLEDAI, lo cual coincide con los hallazgos previamente mencionados. Sin embargo,
en pacientes con SAF primario también se ha documentado previamente una
correlacion moderada entre anticuerpos anti-NETs y anticuerpos anti-DNAdc?°. Por lo

tanto, estos hallazgos parecerian no ser exclusivos de pacientes con LEG.

Se ha identificado que los anticuerpos anti-NETs pudieran contribuir a la activacién
del complemento en pacientes con LEG3, SAF primario'? y COVID-19%'. En nuestro
estudio, se encontré una correlacion significativa de los niveles de anticuerpos anti-
NETs IgG con niveles bajos de complemento C3 y C4. En un reporte previo se evalud
la presencia de anticuerpos anti-NETs IgG e IgM en pacientes con el diagnéstico de
SAF primario, y se observd que los niveles de anti-NETs IgG presentaban una
correlacién con anticuerpos anti-DNAdc (r=0.22, p<0.0001), asi como una correlacion
negativa de anticuerpos anti-NETs IgM con niveles de complemento C3y C4 (C3: r=-
0.12, p=0.03; C4: r=-0.13, p=0.03)?°. Sin embargo, esta correlacién no habia sido

documentada previamente en pacientes con el diagnostico de LEG.

Nuestros pacientes con LEG y anticuerpos anti-NETs positivos presentaron una
mayor prevalencia de actividad serolégica, una tendencia a una mayor prevalencia

de actividad en serosas, ademas de una tendencia a una menor prevalencia de
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actividad hematoldgica. Sin embargo, al comparar los niveles de anticuerpos anti-
NETs Unicamente se mantuvo una diferencia significativa en pacientes con actividad
serologica (0.045 vs 0.00, p=0.023), pero no en pacientes con actividad en serosas
(0.086 vs 0.017, p=0.068). Esto pudiera explicarse debido a que la actividad seroldgica
incluye la presencia de anticuerpos anti-DNAdc elevados, ya que los anticuerpos anti-
NETs (de igual manera que los anticuerpos anti-DNAdc), pueden estar dirigidos contra
el material genético presente en las NETs. Sin embargo, se ha descrito que los
anticuerpos anti-NETs pueden tener especificidad para diferentes componentes de las
trampas, por ejemplo, los nucleosomas, laminina, y complejos MPO-ADN, entre
otros?°. Esto pudiera indicar que los pacientes con LEG tienen una mayor cantidad de
anticuerpos anti-NETs con ADN como especificidad antigénica, lo cual pudiera variar
en otras enfermedades como AR y vasculitis asociada a ANCA. Esto debe

corroborarse en futuros estudios.

De manera interesante, se observd una mayor prevalencia de uso de prednisona en
pacientes con anticuerpos anti-NETs IgG positivos. Esto pudiera explicarse debido a
gue los pacientes con anticuerpos anti-NETs IgG positivos presentaban mayor
actividad de la enfermedad medida por SLEDAI, y pudieran requerir mayores dosis de
prednisona para lograr un adecuado control de la enfermedad. La positividad y niveles
de anticuerpos anti-NETs IgG no ha sido evaluada con respecto a indices de dafio
como el SLICC/ACR (Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American
College of Rheumatology) Damage Index for Systemic Lupus Erythematosus (SDI), lo
cual pudiera presentar una oportunidad en el futuro para evaluar la posible relacién de

los anticuerpos anti-NETs IgG con dafio acumulado en estos pacientes.

Previamente, Zuo y colaboradores reportaron que la positividad para anticuerpos anti-
NET IgG se asociaba a trombosis venosa (RM 3.1, p=0.008) y trombosis venosa
recurrente (RM 4.3, p=0.002). Estos hallazgos no pueden ser extrapolados a la
poblacion estudiada en nuestro andlisis debido al bajo nUmero de pacientes con LEG
(n=5) incluidos en este estudio'?. En nuestro estudio, no se observé una diferencia
en niveles de anticuerpos antifosfolipidos incluyendo ACL, anti-B2 glicoproteina 1,
porcentaje de positividad de anticoagulante lupico o el diagndstico de SAF secundario
entre pacientes con anticuerpos anti-NETs positivos y aquellos pacientes con LEG
con anticuerpos anti-NETs negativos.
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La capacidad de degradacion de NETs puede variar en el tiempo y con la activdiad de
la enfermedad en pacientes con LEG. Durante una exacerbacion, se ha observado
gue hasta un 29% de pacientes pueden clasificarse como degradadores bajos. La
presencia de una menor degradacién de NETs se ha observado en los meses previos,
durante y meses posteriores a una exacerbaciéon de la enfermedad, en especial en
pacientes con actividad renal (proteinuria, presencia de cilindros celulares, piuria,
proteinuria), actividad mucocutanea (alopecia) y constitucional (fiebre)l.
Anteriormente se ha reportado una correlacion negativa de los niveles de NETs y
anticuerpos anti-DNAdc?223 . En nuestro estudio, no encontramos una correlacion
entre niveles de NETs con niveles de anti-NETs, anti-DNAdc o SLEDAI. Ademas, no
encontramos una diferencia entre niveles de NETs de acuerdo a la presencia de
actividades de LEG, a excepcion de la actividad serolégica. Estas diferencias pudieran
deberse a que nuestro estudio no fue diseflado para evaluar la capacidad de
degradacion de NETs de estos pacientes. Ademas, se desconoce a la fecha el tiempo
aproximado de persistencia de anticuerpos anti-NETs en pacientes con LEG, lo cual
pudiera explicar esta discrepancia con los niveles de NETs medidos de una forma

transversal.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones a mencionar, como su disefio transversal y
su reclutamiento en un solo centro. Sus fortalezas incluyen su disefio realizado con el
objetivo de analizar prevalencia, correlaciones con variables de laboratorio y
asociaciones con caracteristicas clinicas de anticuerpos anti-NET en pacientes con

LEG, ademas de la cuantificacion de NETs séricas.
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CONCLUSION

En pacientes con LEG, los niveles de anticuerpos anti-NETs isotipo IgG se
correlacionaron con la actividad de la enfermedad (medida por SLEDAI) y mayor
actividad seroldgica (incremento en anticuerpos anti-DNAdc e hipocomplementemia).
Los pacientes con positividad para anticuerpos anti-NETs IgG se caracterizaron por
una mayor actividad seroldgica, uso de esteroides y actividad de la enfermedad.

En este estudio, no se encontré asociacion entre la positividad para anti-NETs y el
diagnéstico de SAF secundario. Se requieren estudios prospectivos para analizar sila
positividad de anticuerpos anti-NETs IgG pudieran relacionarse a peor prondstico o

mayor indice de dafio acumulado y si estos varian a lo largo del tiempo.
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TABLAS Y GRAFICAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas

Variable

n=87

Mujeres, n (%)

77 (88%)

Edad (afios), mediana (p25-p75)

31.13 (24.6 - 42.5)

Duracion de la enfermedad (afios), mediana (p25-p75)

8.11 (3.78 — 14.98)

Uso de hidroxicloroquina, n (%) 45 (51.7)

Uso de prednisona, n (%) 49 (56.3)
SLEDAI, mediana (p25-p75) 8 (4-16)

C3 (mg/dl), mediana (p25-p75) 73 (42-112)
C4 (mg/dl), mediana (p25-p75) 12 (8 - 24)

Anti-DNAdc, mediana (p25-p75)

51.4 (6.7 — 366)

Anticuerpos anti-NETs, mediana (p25-p75)

0.30 (0 — 0.163)

Positividad para anti-NETs, n (%)

31 (35.6)

SAF secundario, n (%)

14 (16.1%)
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Tabla 2. Correlacién entre niveles de anticuerpos anti-NETs y variables de
laboratorio

Anti-NETSs, SLEDAI Linfocitos | C3, C4, Anti-DNAdc, | NETs (OD)

(OD) mg/dl mg/dl mg/dl

-.222*% -.259* -.363** .290%* .015

SLEDAI

Linfocitos | -.222*

C3, mg/dl | -.259*

C4, mg/dl | -.363*

Anti- .290%*
DNAdc,

mg/dl

NETs .015
(OD)

Coeficiente de correlacién de Spearman
* Correlacion significativa a p 0.05 (dos colas)

** Correlacion es significativa a p 0.01 (dos colas)
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Tabla 3. Comparacién de caracteristicas clinicas entre pacientes con
anticuerpos anti-NETs positivos vs pacientes con anticuerpos anti-NETs

negativos.

Anticuerpos anti- [Anticuerpos anti- |Valor de
NETs positivos, [NETs negativos, |p
n=31 n=56
Edad, mediana (p25-p75) 28.7 (23.8-33.2)  |35.58 (27.88- .003
45.77)
Duracion de la enfermedad, 7.3 (3.7-12.0) 8.13(3.99-16.13) (.598
mediana (p25-p75)
Sindrome de anticuerpos 4(12.9) 10 (17.9) 547
antifosfolipidos secundario, n (%)
Nefritis lUpica, n (%) 18 (58.1) 26 (46.4) 0.299
Actividad hematoldgia, n (%) 5(16.1) 19 (33.9) 0.075
Actividad mucocutanea, n (%) 11 (35.5) 18 (32.1) 0.753
Serositis, n (%) 8 (25.8) 6 (10.7) 0.067
Actividad seroldgica, n (%) 29 (93.5) 41 (73.2) 0.022
Uso de prednisona, n (%) 23 (74.2) 26 (47.3) .019
Uso de hidroxicloroquina, n (%) 19 (61.3) 26 (47.3) 242
SLEDAI, mediana (p25-p75) 13 (6.5 -18) 6 (4 —15) 0.042
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Tabla 4. Comparacién de caracteristicas de laboratorio entre pacientes con

anticuerpos anti-NETs positivos vs pacientes con anticuerpos anti-NETs

negativos.

Anticuerpos Anticuerpos Valor de p

anti-NETs anti-NETs

positivos, n=31|negativos,

n=56

Anticoagulante lupico positivo, n |4 (13.8) 13 (24.5) 437
(%)
ACL 1gG (UGPL), mediana (p25- (5.8 (4.9 —-12.1) |5.7 (4.35-7.65)|.221
p75)
ACL IGM (UMPL), mediana (p25- (9.8 (7.4 —18.0) (9.35 (7.1 - 720
p75) 16.79)
AB2GP1 IgG (U/ml), mediana 3.6(3-4.7) 3.7(3.3-4.4) |.424
(p25-p75)
AB2GP1 IgM (U/ml), mediana 4.05(3.4-5.2) |14.3(3.52 -5.85)(.422
(p25-p75)
Anti-NET AU (OD), mediana 207 (.135 - .000 (.000 — <0.001
(p25-p75) .301) .027)
Niveles de NET AU (OD), .115 (.102-.135) [.117 (.095-.163) |.876
mediana (p25-p75)
Anti-DNAdc, (Ul/ml), mediana 148.2 (26.1 — |35.6 (6.4 — 88.8)|.015
(p25-p75) 957.9)
C3 (mg/dl), mediana (p25-p75)) |58 (37 —85.5) |77 (54 -127) |0.017
C4 (mg/dl), mediana (p25-p75) |8 (8 —12.5) 20 (9 -27) <0.001
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Tabla 5. Comparacién de niveles anti-NET de acuerdo a manifestaciones

clinicas.
Actividad Presente Ausente Valor de p
Nefritis IGpica, anti-NETs AU .045 (.000-.172) | .002 (.000-.133) |.301
(OD), mediana (p25-p75)
Actividad hematolégica, anti- .000 (.000-.054) | .043 (.000-.273) |.077
NETs AU (OD), mediana (p25-
p75)
Actividad mucocutanea, anti- .044 (.000-.197) | .028 (.000-.128) |.753
NETs AU (OD), mediana (p25-
p75)
Serositis, anti-NETs AU (OD), .086 (.000-.190) | .017 (.000-.131) |.068
mediana (p25-p75)
Actividad seroldgica, anti-NETs .045 (.000-.178) | .000 (.000-.045) |.023

AU (OD), mediana (p25-p75)
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Anexo 1. indice de actividad de lupus eritematoso sistémico (SLEDAI)

35

Fecha: / / NOMBRE:
Puntuacion SLEDAI |Descriptor Definicion

8 Convulsiones De comienzo reciente. Excluir causas infecciosas, metabolicas y
farmacos.

Habilidad alterada para la funcion diaria debido a alteracion grave en la
percepcion de la realidad. Incluye alucinaciones, incoherencia,

8 Psicosis asociaciones ilogicas, contenido mental escaso, pensamiento ilégico,
raro, desorganizado y comportamiento cataténico. Excluir I. renal y
farmacos
Funcion mental alterada con falta de orientacién, memaria, u otras
funciones intelectuales, de comienzo rapido y manifestaciones clinicas
fluctuantes. Incluye disminucion del nivel de conciencia con capacidad

8 Sdme organico- | reducida para focalizar, e inhabilidad para mantener la atencion en el

cerebral medio, mas, al menos dos de los siguientes: alteracion de la percepcion,
lenguaje incoherente, insomnio o mareo matutino, o actividad
psicomotora aumentada o disminuida. Excluir causas infecciosas,
metabolicas y farmacos..
. Retinopatia lupica. Incluye cuerpos citoides, hemorragias retinianas,
Alteraciones ]
8 - exudados serosos y hemorragias en la coroides, o neuritis éptica.
visuales i : 7 .
Excluir HTA, infeccion o farmacos.
Alt. Pares ' . "
8 De reciente comienzo, motor o sensitivo.
craneales

8 Cefalea lupica Grave, persistente; puede ser migranosa pero no responde a
analgésicos narcoticos.

8 AVC De reciente comienzo. Excluir arteriosclerosis.

Ulceracion, gangrena, nédulos dolorosos sensibles, infartos

8 Vasculitis periungueales, hemorragias en astilla o biopsia o angiografia que
confirme la vasculitis.

A Debilidad proximal/dolor asociado a elevacion de las CPK/aldolasa o

4 Miositis : - L
EMG sugestivo o miositis comprobada por biopsia.

4 Artritis Mas de dos articulaciones dolorosas y con signos inflamatorios.

Cilindros urinarios | Cilindros hematicos o granulosos.
Hematuria >5 hematies/c. Excluir litiasis, infeccién u otras causas.
Lo > 0.5 g/24 h. De reciente comienzo o aumento de la proteinuria ya

4 Proteinuria =
conocida en mas de 0.5 g/24 h,

4 Piuria > b leucocitos/c. Excluir infeccion.

2 Exantema nuevo | Comienzo reciente o recurrente. Exantema inflamatorio.

2 Alopecia De comienzo reciente o recurrente. Pérdida difusa o en placas.

2 Ulceras bucales | De comienzo reciente o recurrente. Ulceras bucales o nasales.

2 Pleuritis Dalor pleuritico con roce o derrame, o engrosamiento pleural.

) - Dolor pericardico con al menos uno de los siguientes: roce, derrame,

2 Pericarditis ' ) ' - ) '
cambios electrocardiograficos o confirmacion ecocardiografica.

2 Complemento | Descenso de CH50, C3, C4 por debajo del limite inferior del laboratorio.

2 Anti DNA > 25%. Técnica de Farr o por encima del valor habitual del laboratorio.

1 Fiebre > 38°C. Excluir infeccion.

1 Trombopenia | < 100.000 plaquetas/mma3.

1 Leucopenia < 3.000 ceélulas/mm3. Excluir farmacos.

PUNTUACION Nota: puntia en la escala SLEDAI si el descriptor esta presente en el dfa de la
TOTAL visita o 10 dias antes.
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Por este medio, nos permitimos informarle que el Comité de Investigacion, asi como el
Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirén, han revisado y aprobado el Protocolo de Investigacion Clinica, titulado:

“ASOCIACION DE NIVELES DE ANTICUERPOS ANTI-NET Y CARACTERISTICAS CLINICAS DE
LA ENFERMEDAD EN PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO”
Versién agosto 2021
REF. 3856

La vigencia de la aprobacién termina el dia 11 de agosto de 2022. Si la duracién del
estudio es mayor tendra que solicitar la re-aprobacion anual del mismo, informando sobre los
avances y resultados parciales de su investigacion e incluyendo todos los datos sobresalientes y
conclusiones.

POR FAVOR CUANDO TERMINE EL PROTOCOLO DEBERA ENVIAR CARTA DE AVISO DE CIERRE.

Sin mas por el momento quedamos de Usted.

ATENTAMENTE,
el
DR. CARLOS A AGUILAR SALINAS QY - NDAS R IRIcIOn DR. SERGIO HERNANDEZ JIMENEZ
PRESIDENTE SECRETARIO

COMITE DE INVESTIGACION 11 AB0 2021 ‘ CoMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
COMITE DE ETicA f
c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director dé NN E S UG_MJ
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Avenida Vasco de Quiroga No. 15, Colonia Belisario Dominguez Seccion XVi, Alcaldia Tlalpan
C.P.14080 Ciudad de México Tel.5554 87 09 00 www.incmnsz.mx
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