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RESUMEN

Los anticuerpos anti-DNA de doble cadena (anti-DNAdc) son especificos del
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y se desconoce el mecanismo preciso gue
lleva a su produccidn. Fas es un receptor de superficie que media la apoptosis en
linfocitos T y B a nivel periférico. En los pacientes con LES existe una forma
soluble (FasS) potencialmente capaz de bloguear al ligando de Fas, lo que
permitiria la permanencia y proliferacidon de clonas autorreactivas responsables
de {a produccién de autoanticuerpos.

OBJETIVO

Comparar los niveles séricos de Fas soluble (FasS) entre los pacientes con LES
activo e inactivo, y buscar la correlacion existente entre el FasS y los anti-DNA dc.
MATERIAL Y METODOS

Pacientes mayores de 16 anos con LES (de acuerdo a los criterios de la ARA. de
1982) de la Consulta externa de Reumatologia del Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional “Siglo XXI". Sin cambios en la dosis de inmunosupresor
recibido en los Ultimos dos meses, y con menos de 15 mg de prednisona diarios
en el mismo lapso. Se les aplicd el SLEDAI (escala de medicion de la actividad
del LES) y previa autorizacién firmada del paciente se tomaron 5cc de sangre
venosa. Las muestras fueron centrifugadas, se separ6 el suero y se congeld a -70
grados Celsius hasta su procesamiento. Todas ias muestras fueron procesadas al
mismo tiempo. Se definié como gctivo un SLEDAI mayor de 2. Los niveles de
FasS se midieron por medio de ELISA (Medical and Biological Laboratories Co.
LTD, Nagoya, Japdn). Los anticuerpos anti-DNAdc se midieron también porELISA,
con la técnica de Farr,

ESTADISTICA EMPLEADA

Para la diferencia entre los promediosde Fas$S de ambos grupos se uso la prueba
de t de Student. Se determinaron también los intervalos de confianza (95%) de los

valores de cada grupo y de la diferencia entre ambos. Las correlaciones entre




FasS y ios niveles de anti-DNAdc se determinaron con la prueba de correlacion
de Spearman.

Todos los valores de p expresados son a una cola.

RESULTADOS _
Se incluyeron un total de 54 pacientes. Se presentan 49 {48 mujeres, un hombre).
Los restantes se excluyeron del andlisis por tener incompietos sus datos. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de FasS de ios
pacientes con LES activo e inactivo (p>0.1) (activos : 3.79 ng/ml , IC 95% +0.947 :
inactivos:  3.05 ng/ml, IC 95% +0426: diferencia entre ambos
grupos :0.747ng/ml, 1IC 95% +0.847). No encontramos correlaciéon importante
entre los niveles de FasS y los de anticuerpos anti-DNAdc medidos (activos :
r=0.17, p<0.05 ; inactivos :r=0.11, p<0.05 ; todos los pacientes :0.014, p<0.05).
DISCUSION

FasS no parece ser el responsable de la produccion de anti-DNAdc en el LES de
reactivacion reciente. Al parecer, es sélo un marcador indirecto de la activacion

de linfocitos.




ABSTRACT

Anti-double-stranded-DNA antibodies (anti-dsDNA) are a hatimark of systemic
lupus erythematosus (SLE) and the precise mechanism leading to their production
is unknown. Fas is a cell surface receptor that mediates apoptosis in peripheral T
and B lymphocytes. A soluble form of Fas (FasS) can be found in SLE patients. It
can block Fas ligand, which in turn would allow the permanence and proliferation
of autorreactive clones responsible for the production of autoantibodies.
OBJECTIVE

To compare the serum levels of FasS in patients with active and inactive SLE, and
determine the correlation between Fas$S and anti-dsDNA.

MATERIAL AND METHODS

Adult outpatients with SLE (A .R.A. 1982) from the Rheumatology clinic of the
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional “Siglo XXI”. With a stable
dose of immunosuppresive therapy and of steroids (<15 mg of prednisone daily)
for the last two months. Activity of the disease was measured by SLEDAI. Active
disease was defined as a SLEDAI >2. After signed informed consent, 5cc of
venous blood were taken and stored at -70 Celsius degrees after centrifugation
and serum separation. All the samples were processed at the same time. FasS
was measured by ELISA (Medical and Bioclogical Laboratories Co. LTD, Nagoya,
Japan). Anti-dsDNA were measured by ELISA, using Farr's method.
STATISTICAL ANALYSIS ,

The difference between means wa’s assessed by Student’s t. Confidence intervals
(95%) were also determined for each group and for the difference between groups
(active and inactive). The correlation between FasS and anti-DdsDNA were
measured by Spearman’s correlation rank. All the p values expressed are one-
talied.

RESULTS

54 patients were included. We present 49 patients (48 women). The rest were

excluded from the analysis because some of the data were missing. We found no




statistically significant differences between the mean FasS in patients with active
and inactive SLE (p>0.1) (active SLE : 3.79 ng/mi, Cl 95% +0.947 ; inactive SLE :
3.05 ng/mi, Cl 95% +0.426 ; difference between groups: 0.747 ng/ml, Cl 95%
+0.847). We did not found important correlations between Fas$S leveis and anti-
dsDNA (active SLE :r=0.17, p<0.05 ; inactive SLE : r=0.11, p<0.05 ; all patients :
r=0.014, p<0.05).

DISCUSSION

FasS does not seem to be responsible for the production of anti-dsDNA in recent

reactivation in SLE. it seems to be an indirect marker of lymphocite activation.
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ANTECEDENTES

Toda celula puede morir de varias maneras. Durante el desarrolioc de un
organismo multicelular, ocurre la muerte programada de algunas de las células
que lo conforman durante los procesos de maduracién de los tejidos. Esta muerte
programada puede ocurrir por varios mecanismos diferentes. Uno de ellos es la
apoptosis'. Esta forma de muerte celular se nombré a partir de un vocablo griego
que describe la forma en que caen las hojas de un arbol o ios pétalos de una flor.
El término apoptosis fue seleccionado para sugerir que esta pérdida celular es
deseable y necesaria para la supervivencia del organismo en que ocurre.
Describe un proceso, para el que se requiere la activacion de un programa celular
especifico, que no depende de un nliceo viable para desarrollarse, y Cuyo
resultado final a través de la accidén de proteinas constitutivas aun no bien
identificadas es la muerte de la célula en que ocurre®. No es la Unica forma en
que puede morir una célula: a diferencia de la necrosis celular o muerte
traumatica, en la apoptosis se observa inicialmente una reduccion del tamafio de
la célula, seguida de condensacién del nicleo y ruptura del DNA. La célula se
fragmenta entonces en peguefios glébulos que son fagocitados por los

macréfagos habitualmente 3 *.

En el sistema inmune, la apoptosis participa en forma importante en varios
procesos que ocurren durante la generacién de las celulas inmunocompetentes,
asi como durante las fases efectoras de la respuesta inmune. Durante su
ontogenia en el timo, los precursores de los linfocitos T -timocitos- pueden sufrir
apoptosis en al menos dos etapas distintas. La primera de elias, la seleccién
positiva, consiste en un rescate de la muerte programada de los timocitos cuyo
receptor (RLT) reconoce moléculas propias de histocompatibilidad (MHC) en el
timo, lo que evita que las células indtiles -con un RLT especifico por otras
moléculas del MHC- maduren a fases ulteriores, resultando en ahorro de energia

para el organismo. En la segunda, la seleccion negativa, los timocitos que




reconocen moléculas del MHC con alta afinidad -supuestamente por tener
péptidos propios unidos- son eliminados por apoptosis. Aparentemente, esto es
relevante para prevenir la autoinmunidad ° (Una revisién reciente del tema puede

encontrarse en la referencia °).

La apoptosis es también importante en la regulacién de la respuesta inmune
normal. Despues de una respuesta inmune primaria, la mayoria de los linfocitos B
iniciaimente estimulados por el antigeno muere por apoptosis. Esto es debido a
otro proceso selectivo. en el cual sélo una pequena fraccidon de los linfocitos
inictalmente estimulados es la que se diferenciara en células efectoras y de
memoria, debido a que por mutacion somética han generado receptores -lg de
superficie- de alta afinidad por el antigeno 7 ®. La interaccion de la Ig de superficie
con el antigeno presentado por las células dendriticas foliculares en los centros
germinaies los rescata de la muerte programada. Finalmente, en el caso de ios
linfocitos T activados, se ha demostrado que su expansién es limitada asimismo

9 10 14 12 13

por apoptosis dependiente de Fas . Ademas, los linfocitos T inducen

apoptosis en las células blanco como uno de sus mecanismos de citotoxicidad.

La apoptosis se encuentra regulada genéticamente, aunque no se conoce todo al
respecto en los mamiferos. Por ejemplo, la sobre-expresion del proto-oncogén
bel-2 inhibe la apoptosis iniciada por varios estimulos. En finfocitos murinos, esta
sobreexpresion bloquea ia mayoria de las formas de apoptosis conocidas,
incluyendo la inducida por glucoéorticoides, asi como por irradiacion. Por otro
lado, la ausencia de bc/-2 acelera la apoptosis en timo secundaria a estos
estimulos. En estos mismos modelos, ta maduracién de linfocitos T es normal, lo
que sugiere que este gen no participa en forma importante en el proceso de

seleccién positiva de los linfocitos T en el timo ' '°.

Fas, otro gen asociado con la apoptosis, codifica un proteina transmembranal de

45 kDa que pertenece a la familia de moléculas del receptor de factor de necrosis




tumoral (TNF) '°. Estas moléculas tienen homologia en sus dominios
extracelulares, ricos en cisteina, y en sus dominios citoplasmicos. Fas, también
conocido como APO-1 y CD95, es expresado en forma abundante por linfocitos T
y B humanos activados. E! gen que codifica Fas en el hombre esta localizado en
el cromosoma 10 (q24.1). Al activarse los linfocitos, aumenta la expresion de la
molécula de Fas en la membrana celular’’. Una vez que se expresa, su ocupacion

por un anticuerpo especifico o por su ligando producen apoptosis *°.

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad inflamatoria
multisistémica de etiologia aun no precisada. Se caracteriza por la produccién de
autoanticuerpos, dirigidos contra diversas proteinas y nucleoproteinas. No todos
los autoanticuerpos producidos durante la enfermedad tienen un papel
patogenético directo’. La morbilidad y la mortalidad propias de la enfermedad
resultan del dafioc a los diversos tejidos que ocurre como consecuencia del
proceso inflamatorio sostenido resultante del depodsito de complejos inmunes
formados por algunos de estos autoanticuerpos, como por ejemplo, los
anticuerpos contra el DNA de doble cadena, que activan diversos sistemas

inflamatorios.

En el LES, como en otras enfermedades autoinmunes, se ha propuesto que el
defecto en ia tolerancia a lo propio. podria deberse a la falta de eliminacién de

linfocitos autorreactivos, ya sea a nivel central -delecién clonal- y/o periférico 2.

En modelos animales, se ha demostrado que defectos en la expresion de Fas, del
ligando de Fas (FasL) y/o de bcl-2 pueden desencadenar fendmenos
autoinmunes similares a los que ocurren en el LES. El papel de la apoptosis
mediada por Fas ha sido estudiada en un modelo experimental del LES, el raton
MRL. La enfermedad autoinmune que se presenta en el raton MRL es
determinada genéticamente por mecanismos aun no bien establecidos. La

autoininunidad en dichos animales es leve, @ menos que sea acelerada por la



presencia de! gen /pr, de manera que el ratén MRL /pr/lpr desarrolla una
enfermedad autoinmune muitisistémica grave y de rapida evolucién similar al LES
humano. El producto del gen /pr corresponde a una mutacién en el gen de Fas,
consistente en una insercién en el segundo intron que resulta en una terminacién

22 De acuerdo a este modelo, se ha demostrado

prematura de la transcripéic’m
que Fas participa en la delecién periférica de linfocitos T, no en la que ocurre en
timo. También se encuentra intacta la seleccién negativa de linfocitos B
autorreactivos . Por otro lado, en la mutacion gld, con una expresioén similar a lpr
en cuanto a fenomenos autoinmunes, la mutacion ocurre en el gen que codifica
FasL . Asi mismo, la sobreexpresién de bc¢l-2 induce fendmenos autoinmunes

similares al LES en el raton 2.

A pesar de todos estos datos que sugieren que las alteraciones en el proceso de
apoptosis en los linfocitos parecen estar relacionadas con el inicio y el
mantenimiento de las enfermedades autoinmunes, en el humano no se han
encontrado mutaciones en los genes ni disminucion en la expresidn de Fas in vitro
en linfocitos T y B de pacientes con LES* ®. De hecho, los linfocitos T de
pacientes con LES activo expresan mas abundantemente Fas y bcl-2 que los

pacientes inactivos y que los sujetos sanos!® Z

, quizd como marcadores de
activacion celular. También se ha demostrado que el Fas expresado por estos
linfocitos es funcional; es decir, que una vez que es ocupado por un anticuerpo
especifico induce apoptosis. ;
Cheng y cols. encontraron que existen en el hombre dos formas distintas de Fas,
resultantes del procesamiento alterno de su RNA mensajero. Una que codifica la
forma unida a membrana, y otra cuyo producto se expresa como una forma
secretada (Fas soluble), resultantes de una duplicacion del gen de Fas. A la
segunda le llamaron FasATM, y tiene una detecion de 63 pares de bases, lo que
hace que a su producto final le falten 21 aminoacidos; cinco de ellos son los

ultimos del dominio extracelular de Fas, y los otros son 16 de los 17 aminoacidos




del dominio hidrofobico transmembranal de Fas %°. De acuerdo a estos autores, en
sujetos normales y en pacientes con artritis reumatoide, esta forma soluble de Fas
se encuentra en concentraciones menores de 100 ng/ml en suero, mientras que
en 60% de los pacientes con LES se encuentra por arriba de estos niveles ‘¢, Esta
forma soluble de Fas es capaz de unirse y bloquear a FasL in vitro, y por lo tanto,

puede prevenir la apoptosis en las células que expresan Fas en su membrana.

Los mismos autores han propuesto que en los pacientes con LES la apoptosis
puede.estar disminuida debido a la produccion aumentada de Fas soluble®, lo
que en teoria bloguearia FasL. Lo anterior podria alterar el estado de tolerancia
inmunologica en forma similar a lo que ocurre en los modelos murinos for y g/d,
acelerando el proceso autoinmune en los pacientes con LES, y explicaria el
mecanismo de produccién de los brotes de actividad de la enfermedad. Sin
embargo, hasta ahora no se sabe si existe o no una diferencia entre las

cantidades presentes en el suero de pacientes con LES activo e inactivo.

Los anticuerpos anti-DNA de doble cadena (anti-DNAdc) se encuentran en casi
un 90% de los pacientes con LES. Son uno de los marcadores serolégicos mas
especificos para la enfermedad. El encontrarlos a titulos elevados es
practicamente diagndstico de la enfermedad. En sujetos normales también se
pueden encontrar titulos bajos de anticuerpos anti-DNA, con la diferencia de que
los anticuerpos presentes en paci;entes con LES son dirigidos contra el DNA de
doble cadena, mientras que los anticuerpos anti-DNA que pueden encontrarse en
sujetos normales son de cadena sencilla. Ademéas de estar dirigidos contra el
DNAdc, los anticuerpos producidos en el LES son de alta afinidad por el mismo, lo
que sugiere que para la maduracién del anticuerpo fue necesaria la participacion
de linfocitos T capaces de identificarlo, en vez de una activacién inespecifica de

los linfocitos B &7,



La medicién seriada de los niveles séricos de anticuerpos anti-DNAdc por Ia
técnica de Farr son un método sensible para predecir las exacerbaciones de la
enfermedad en el LES; actualmente es el estudio de eleccién para el seguimiento,
especialmente cuando existe afeccidn a nivel renal *®. Cuando menos en modelos
animales, parece ser que la persistencia de la reactividad contra el DNA puede
deberse a fallas en la eliminacion de linfocitos autorreactivos, aunque no ha
podido demostrarse en todos los casos una falla en la apoptosis de linfocitos

autorreactivos %

Los anticuerpos antinucleares también se elevan con la
actividad de la enfermedad y tienden a abatir sus niveles cuando la enfermedad

se encuentra clinicamente silente.

En modelos murinos portadores de la mutacidn /pr/lpr, no se encuentra afectada
la apoptosis de linfocitos B *. Sin embargo, si existen en ellos linfocitos B
autorreactivos. Al inicio de las manifestaciones autoinmunes, a las 6 a 8 semanas
de edad, estos ratones presentan una activacién policlonal de linfocitos B, con
anticuerpos dirigidos contra una gran cantidad de antigenos, sin gran afinidad por
ninguno de ellos. Cuando los ratones maduran, entre las 12 y 38 semanas de
edad, ya existe un sesgo en el repertorio de anticuerpos presentes en ellos. Hay
un aumento desproporcionado de linfocitos B productores de anticuerpos
especificos def LES, como son anticuerpos anti-Sm y anti-DNA *'. Para explicar Ia
produccion tardia de autoanticuerpos, se ha sugerido la persistencia de clonas
autorreactivas de linfocitos T, dejando a la activacién policlonal inicial como una
alteracion permisiva, capaz de potenciar su expresion 2. Una explicacion posible
para esto es la aparicion de linfocitos T autorreactivos como consecuencia de las
alteraciones en la apoptosis provocada por esta mutacion. Estos linfocitos T
autorreactivos, una vez activados, pueden ayudar a los linfocitos B autorreactivos

a resistir la induccién de tolerancia durante su maduracién 222

Si esto es asi, esperariamos una cercana correlacion entre las cifras de

autoanticuerpos con el FasS en el suero de pacientes con LES. Tanto ios titulo de



autoanticuerpos como los de FasS aumentarian en forma paralela al activarse la
enfermedad, y disminuirian también en forma paraleia al disminuir la actividad de

la misma.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al parecer, un defecto en la apoptosis de los linfocitos podria ser una factor
contribuyente al desarrollo de enfermedades autoinmunes. En el caso del LES,
este defecto resultaria en el inicio y persistencia de un episodio de autoinmunidad
como los que caracterizan a la enfermedad, de los que no sabemos con certeza ni

qué los inicia, ni qué los lleva a su fin.

Sabemos asimismo que los linfocitos T activados mueren por apoptosis una vez
que la molécula Fas en su superficie es ocupada por su ligando, presente en los
mismos linfocitos y en otros tipos celulares. Conocemos también la existencia de
una forma soluble de Fas, que de acuerdo a algunos autores se encuentra en la
mayoria de los pacientes con LES por arriba de las cifras encontradas en sujetos
normales, aunque no se sabe si este subgrupo con Fas soluble elevado
representa o no a los pacientes activos. La forma soluble de Fas es capaz de
inhibir la apoptosis inducida in vitro, al evitar que el FasL se una a Fas, ya que
FasL es ocupado por la forma soluble de Fas . Este puede ser un mecanismo que
explique la persistencia de células autorreactivas viables en.la periferia y por lo

tanto los episodios de actividad en LES.

Una consecuencia verificable de este marco tedrico seria el encontrar una
diferencia entre las cantidades mesurables de Fas soluble entre los pacientes

activos y los pacientes inactivos con LES.

Una segunda consecuencia verificable en este marco teérico seria la variacion
conjunta de las cifras mesurables en suero de autoanticuerpos propios del LES,
cuya produccion en los linfocitos B es ayudada y dirigida por linfocitos T que no
son eliminados por los mecanismos habituales de control de los linfocitos
autorreactivos, y las de Fas soluble, que seria la causa por 1a que estos linfocitos

autorreactivos persisten viables.
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HIPOTESIS

1.-El promedio del titulo de Fas soluble medible en suero de pacientes con LES
activo es mayor que el promedio del titulo de Fas soluble medible en suero de

pacientes con LES inactivo.

2.-En pacientes con LES, existe una correlacion positiva entre el titulo de Fas

soluble y el titulo de anticuerpos antinucleares y anti-DNAdc medibles en suero.




OBJETIVOS
1) Comparar el promedio entre el titulo medible de Fas soluble en suero
de los pacientes con LES activo e inactivo. *

2) Medir la correlacion existente entre las cantidades medibles de Fas
soluble y de anticuerpos anti-DNAdc en pacientes con LES.

ST TERTT T
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CRITERIOS DE INCLUSION

1) Pacientes mayores de 16 anos de edad.
2) Que cumplan con los criterios establecidos por la A.R.A. para LES
en 1982 (26).
3) Dosis fija de prednisona menor de 15 mg diarios 'en las dltimas cuatro
~ semanas. - .
4) En caso de consumir algin inmunosupresor, tener una dosis fija del
mismo en los dltimos dos meses.

5) Firma de la carta de consentimiento informado.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

1) Proceso infeccioso intercurrente,

2} Inmunizacién en los Glitimos tres meses.

3) Transfusion de broductés de la sangre o de sangre total en los o
ultimos 3 meses.

4) Haber sido sometido a hemodidlisis o a plasmaféresis en los

ultimos 6 meses. >

i

5) Presencia de otra enfermedad reumatica sistémica.
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MATERIAL Y METODOS

Se tomaron pacientes de la consulta externa del Servicio de Reumatologia del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del 1.M.S.S.que
cumplieron con los criterios de clasificacién pare el LES de la American
Rheumathism Association (1982) *. Se les aplico el SLE-DAI, que es un
cuestionario que permite discernir entre los pacientes activos e inactivos con LES
2 Se se encuentra validado en nuestro idioma y nuestro medio. Todo paciente
con un SLEDAI mayor de 2 fue considerado activo. Se explicéd al paciente la
naturaleza del trabajo, y previa firma de una carta de autorizacion se tomaron
cinco centimetros de sangre venosa periférica. Posteriormente se centrifugd esta
muestra para separar el suero y éste se congeld a -70 grados Celsius. Todas las

muestras fueron procesadas al mismo tiempo.

Los niveles de FasS fueron determinados por medio de una prueba comercial de
ELISA (sandwich) (Medica! and Biological Laboratories Co. LTD, Nagoya, Japon).
En breve, en los pozos cubiertos con anticuerpos policlonales contra Fas se
agregan y se incuban por 60 minutos los sueros problema (100 ul) y los
estandares proporcionados por el fabricante. Todo a temperatura ambiente
(menor de 25 grados centigrados en la fecha en que se realizé el procedimiento).
Luego de lavarlos, se agrega un anticuerpo monoclonal contra Fas conjugado con
peroxidasa (100pl) y se incuba. Después de otro lavado, el substrato de
peroxidasa se mezcla con el cromégeno y se deja incubando nuevamente. Al
término, se agrega una solucién &cida a cada pozo (100 ul) para detener la
reaccion enzimatica y para estabilizar el color adquirido. La densidad optica de
cada pozo es entonces medida a 450 nm usando un lector apropiado. La
concentracion de FasS de cada suero probiema es entonces calculada con base

en una curva dosis-respuesta obtenida con las soluciones estandard de
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referencia proporcionadas por el fabricante. Se incluyeron al azar doce sueros
repetidos, y la lectura fue idéntica para ias mediciones pareadas, lo que asegura

la reproducibilidad de la prueba utilizada.

ESTADISTICA EMPLEADA

Para la diferencia entre los promedios de Fas soluble entre los grupos de
pacientes activos e inactivos se empled la prueba de t de Student. Se
determinaron asimismo los intervalos de confianza (95%) de los valores obtenidos
para cada grupo, y de la diferencia entre ambos.

Para las correlaciones entre Fas soluble y los autoanticuerpos en el suero de los
pacientes, ambos fueron considerados como variables ordinales y se empled Ia
prueba de correlacién de Spearman.

Todos los valores de p expresados son a una cola.
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RESULTADOS

Se incluyd a un total de 54 pacientes, de los cuales se presentan 49 (48 mujeres,
un hombre). Los cinco restantes no fueron incluidos en el andlisis final por
tenerse incompletos los datos demograficos o los correspondientes a la medicidn

de ia actividad clinica de ia enfermedad al momento de Ia toma de la muestra.

Un total de nueve pacientes tenian actividad clinica del LES de acuerdo al punto
de corte definido previamente para el SLEDAI. La edad de ambos grupos de

pacientes fue similar, sin diferencias estadisticamente significativas (Tabla 1).

No hubo diferencias significativas entre la cantidad detectada de Fas soluble
entre ambos grupos (activos e inactivos). Ambos grupos presentan cantidades
elevadas de la molécula de Fas soluble de acuerdo al punto de corte (2 ng/ml)
propuesto como normal por Mountz y cols®. El grupo de activos presenté un
promedio de 3.79 ng/mi (IC 95% + 0.947), mientras que el de inactivos presentd
un promedio de 3.05 ng/mi (IC 95% + 0.426). Esto puede verse en la figura 1. No
hubo diferencias significativas entre ambos grupos: la prueba de Student no pudo
rechazar la hipétesis nula {(p>0.1). La diferencia entre los promedios de ambos
grupos fue de 0.747 (IC 95%+ 0.847).

Para investigar si a pesar de no gér diferentes los grupos en las cantidades de
Fas soluble detectadas, existia tendencia a que cifras mayores se observaran con
la actividad de la enfermedad, de acuerdo con la hipétesis en la cual se baso este
trabajo, se midi6 la correlacién entre la actividad/inactividad de ia enfermedad y
las cantidades medidas de Fas S. No hubo correlacién importante entre estas
variables (r=0.16, p=0.15, una cola).

Habiamos propuesto asimismo la posibilidad de que correlacionaran cifras altas

de Fas soluble con la presencia simultanea de autoanticuerpos caracteristicos de



la enfermedad. Para ello, se midid la correlacion existente entre las cantidades
sericas de Fas soluble y los titulos de anticuerpos antinucieares encontrados en
el mismo paciente. Tampoco hubo una buena correlacion entre ellos (rs= 0.17
p>.05, una cola). Dade que los titulos de anticuerpos antinucleares se expresan
como variable ordinal, abarcando sélo seis opciones posibles, hubo de corregirse
la correlacion inicialmente encontrada de acuerdo al método propuesto por

Siegel™.

La correlacion entre los anticuepos anti-DNAdc y las cifras de Fas soluble
tampoco fue importante. Se midié la correlacion entre las cifras de Fas$S
encontradas en todos los pacientes. Sin separar entre activos e inactivos, la
correlacion obtenida fue baja (r=0.014, p<0.05 a dos colas). Esto puede verse en
la figura 2. En la figura 3 y 4 pueden verse a los pacientes separados en activos e
inactivos, de acuerdo a la calificacion del SLEDAI obtenida al momento de la toma
de la muestra. Hubo una discreta tendencia a encontrar mejor correlacion entre
las cifras de anti-DNA de doble cadena y los niveles medidos de FasS entre los
pacientes con LES activo que entre los de LES inactivo. En los pacientes con
actividad de la enfermedad, encontramos una correlacion de 0.17 (p<0.05 a una
cola) mientras que ésta fue de 0.11 en los inactivos (p<0.05 a una cola). Sin
embargo, en ninguno de los casos la variacion de las cifras de FasS explica la
variacion en las cifras de anti-DNA de doble cadena, lo que sugiere que aunque
se correlacionan en las graficas, ‘_Ia produccidon de uno no depende linealmente
del otro (* =0.03 en los pacientes activos). Probablemente esto se deba a que
ambas moléculas son medidores indirectos de activacion de linfocitos y sea este

el motivo de Ia discreta correlacién encontrada,



DISCUSION

En el presente estudio no encontramos diferencias entre las cantidades medibles
de Fas soluble en el suero de dos grupos de pacientes con LES; uno de pacientes
con la enfermedad activa y otro con la enfermedad inactiva. Tampoco
encontramos ninguna correlacion importante entre las cantidades de Fas soluble
en el suero de los pacientes y la actividad de la enfermedad, medida por SLEDAI,

ni con los titulos de anticuerpos anti-DNAdc o anticuerpos antinucleares.

Una enfermedad como el LES, en gue el dafio por mecanismos autoinmunes se
presenta en brotes episodicos, con exacerbaciones esponténeas y no predecibies
caracterizadas por la elevacion de titulos de autoanticuerpos, algunos de ellos ya
demostrados como patogénicos, sugiere fuertemente la persistencia de linfocitos
autorreactivos (T y B), dado que se sabe que los autoanticuerpos caracteristicos
de la enfermedad dependen para su formacién de la cooperacion in vivo de
ellos™,

Dado que los titulos de autoanticuerpos habitualmente disminuyen hasta su
completa desaparicién cuando la enfermedad se encuentra inactiva clinicamente,
independientemente de la causa de esta inactividad (esponténea o inducida por
tratamiento com inmunosupresores), y que vuelven a elevarse cuando se
presenta un nuevo brote de actividad, con un patrén de respuesta conservado en
cada paciente particular, la persistencia de clonas de linfocitos autorreactivos es
evidente, y debe existir un mecanismo, aun no precisado, que permita la
supervivencia y nueva proliferacién de linfocitos autorreactivos que acompafna a
los brotes de actividad de la enfermedad *. La molécula de Fas soluble es un
atractivo candidato que permitiria la supervivencia de linfocitos circulantes al
bloquear la unién de Fas con su ligando, evitando asi la delecién periférica de
linfocitos autorreactivos.

Sin embargo, a pesar de lo atractivo de la hipétesis, no encontramos diferencias

importantes entre las cantidades de Fas soluble en el suero de pacientes activos




e inactivos (Figura 1). Los pacientes activos (n=8) tuvieron una cantidad promedio
de Fas soluble de 3.796 ng/ml con un intervalo de confianza (95%) de + 0.947
ng/ml, mientras que las cantidades correspondientes a los inactivos (n=40) fueron
de 3.049 ng/ml con un intervalo de confianza (95%) de + 0.426 ng/ml. Ambas
cantidades son muy similares: de acuerdo a nuestros resultados, el haber
obtenido en esta ocasién una cifra discretamente. mayor de Fas soluble en los
pacientes activos fue debido al azar, y si esta prueba se repitiera en poblaciones
similares en varias ocasiones, no tendriamos siempre cifras mayores en el grupo
de activos que en el de inactivos. Esto se ve mas claramente al determinar el
intervalo de confianza (95%) de la diferencia entre los promedios: 0.747 ng/ml +
0.847 ng/ml. Esto es, con un 95% de certeza, el valor real de la diferencia ests
entre -0.1 ng/ml y 1.694 ng/ml. Aunque tiende a ser mayor en los pacientes
activos, esto no es la regla. El valor rea! de la diferencia esta en algin lugar entre
estas dos cifras, y no se puede descartar que el valor real de la diferencia sea

cero.

Fas es miembro de la familia del TNF, y algunos de los productos de este grupo
disminuyen su produccién como efecto de algunos medicamentos, incluyendo los
esteroides. y algunos otros farmacos empleados en el manejo de pacientes con
LES. No hubo diferencia en los farmacos que recibian los pacientes de ambos
grupos al momento de la toma de la muestra. Todos ellos tenian dosis fijas de
medicamentos, y no se habian I;rhodificado en los tres meses previos a la
obtencidn de las muestras de suero. Por ello, es poco probabie que la pequena
diferencia encontrada se explique por abatimiento en la produccion de Fas
soluble por un aumento en el consumo de farmacos (v.gr. esteroides) capaces de

disminuir la produccién de otras moléculas de la misma familia de Fas.

La calificacion del SLEDAI en nuestros pacientes activos tuvo una variacién entre
2y 10, lo que se considera una actividad clinica moderada de la enfermedad. Con

base en nuestra muestra de pacientes, no podemos predecir con certeza los



valores reales de Fas soluble que pudieran encontrarse en el suero de pacientes
con SLEDAI mayor de 10, o sea, con una gran actividad clinica de la enfermedad.
Queda la posibilidad de que los pacientes con LES con grados severos de
actividad clinica (SLEDAI! >10} sean los que expliquen diferencias tan marcadas
en las cantidades de Fas soluble como las reportadas por Cheng y cols y las que
encontramos. Otros autores no han encontrado tampoco correlacién entre
calificaciones del SLEDAI similares a las que aqui reportamos y aun mayores y

37 a8

los niveles de Fas soluble elevado tstos mismos autores reportan

cantidades de Fas soluble similares a las que presentamos.

Hay una gran discrepancia entre los valores (en ng/dl) que se han reportado de
Fas soluble en los sueros de pacientes con LES. Cheng y cols. hablaban de
valores mayores de 100 ng/dl en su reporte original, hallazgo que no ha sido
repetido por ninguno de los reportes posteriores, incluido uno en el que el mismo
Cheng y sus colaboradores participaron *°. Hasta ahora, no se ha ofrecido hasta
ahora ninguna explicacion para esta discrepancia. EI ELISA que nosotros
utilizamos esta basado en el método original reportado por Cheng y cols. , por lo

que serian de esperarse cifras similares de FasS.

Para intentar explicar esta marcada diferencia hay varias posibles explicaciones a
tomar en cuenta. Con respecto a los resultados de nuestro trabajo, podria
deberse al diverso origen étnico de los pacientes incluidos. Nuestros pacientes
son todos mestizos mexicanos, y aunque no se describen los grupos étnicos a
que pertenecen los pacientes incluidos en los diversos reportes, la similitud de las
cifras encontradas en poblaciones similares a la del estudio de Cheng (pacientes
estadounidenses) y entre paises diferentes (México vy E.U.) hacen esta

expiicacién improbable.

Independientemente de la actividad clinica del LES, medida por la calificacién del

SLEDAI, buscamos la correlacion existente entre las cantidades detectables en
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suero de varios autoanticuerpos caracteristicos de la enfermedad y las cantidades
de Fas soluble. Los autoanticuerpos encontrados en los pacientes con LES son
producto de una respuesta inmune madura, en la que previamente hubo de existir
el reconocimiento del autoantigeno por un linfocito B y un linfocito T, y ambos
debieron cooperar entre si por un tiempo suficiente como para permitir la
proliferacion de ambos y la maduracién de la respuesta de anticuerpos, esto es, el
paso de la produccidon de anticuerpos IgM (respuesta inicial) a IgG (respuesta
madura). Para ello, suponemos que debe existir un mecanismo que evite ia
eliminacién de estos linfocitos autorreactivos, y la molécula de Fas soluble es un
candidato natural para cumplir esta funcidn. Sin embargo, contra lo que
esperabamos, ni los titulos de anti-DNA de doble cadena ni los titulos de
anticuerpos anti-nucleares correlacionaron con ias cantidades de Fas soluble
encontradas. Goel y cols. tampoco encontraron correlacién importante entre el
Fas soluble y las cifras de anti-DNA de doble cadena y otros marcadores
serologicos de actividad en su grupo de once pacientes con LES. Respecto a |a
correlacion entre FasS y los titulos de anti-DNA de doble cadena, que hasta
ahora son el medidor mas fiel de actividad de la enfermedad, hubo una discreta
tendencia a la correlacion positiva (Figuras 2, 3 y 4). Sin embargo, al parecer la
discreta tendencia a la elevacion conjunta, aunque estadisticamente significativa,
no representa la dependencia de una sobre la ofra. Es decir, los niveles de
anticuerpos anti-DNA de doble cadena no dependen de niveles altos de FasS
para estar presentes, y su descqr{so tampoco es explicado por la ausencia o
bajos niveles de FasS. Esto puedé verse con los valores de r’, que describen la
dependencia entre variables. En los pacientes activos, el valor de * fue de 0.03, y
en los inactivos fue de 0.01, en el total de los pacientes fue de 0.0002. Esto
quiere decir que en los pacientes activos, solo 3% de la variacién de las cifras de
anti-DNA de doble cadena es explicada por la elevacién de las cifras de FasS, en
los pacientes con LES inactivo FasS sélo explica el 1% de la variacion, y en el

total de pacientes explica el 0.02%. Esto sugiere que ambas moléculas se elevan



aunque en proporciones diferentes por una causa o causas comunes. Creemos

que Fas$S esta actuando como un indicador indirecto de la activacidn de linfocitos.

La mutacion del gen que codifica Fas en el humano es rara. Hay casos bien
estudiados de delecion gendmica homocigota del gen de Fas, que se traduce por
ausencia completa de Fas en los tejidos, y de mutaciones heterocigotas, en

© 4 También se ha

donde la funcidn de la molécula es, a lo mas, defectuosa
reportado cuando menos un caso de mutacién en el gen gue codifica el ligando
de Fas en un hombre con LES, en el que la enfermedad fue de inicio tardio
(déspués de los 50 afos de edad) “ por lo que la dependencia causal entre la
mutacidn y la aparicidn de la enfermedad autoinmune es dudosa.

Tanto la ausencia completa como la falla en la expresién de Fas en el humano se
traducen por fendmenos autoinmunes bien definidos, que tienen un cierto
parecido con los modelos murinos de LES en cuanto a su expresion clinica, pero
que difieren grandemente del LES humano, tanto por su expresién de
autoanticuerpos como por el tipo de linfocitos circulantes.

Se caracterizan por la presencia de anemia hemolitica autoinmune,
trombocitopenia e infecciones asociadas tanto a neutropenia como a ia
esplenectomia que generalmente se realiza para el manejo de las otras citopenias
mencionadas. También se presenta linfoproliferacion, pero ésta tiene la llamativa
caracteristica de ser fluctuante en forma espontanea, lo que sugiere la actividad
de mecanismos alternos que regul__ah la apoptosis de linfocitos T a nivel periférico.
En estos pacientes no hay habitualmente expresién de anticuerpos antinucleares
0 anticuerpos anti-DNAdc.

No se ha explicado hasta ahora la funcién de Fas en los otros tejidos en que su
expresién es habitual, como ovario, corazén e higado. En los casos descritos de
ausencia total de la expresion de Fas no se han encontrado alteraciones ni en la
funcion ni en el desarrolio de estos 6rganos. Su funcidn en ellos, si es que tiene

alguna, permanece oscura.
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Aunque de acuerdo a nuestros resultados y los de otros autores la molécula de
Fas soluble no parece tener un papel importante en el mantenimiento de los
brotes de actividad clinica del LES, quedan adn por explorar en relacién con elia
algunas posibilidades interesantes.

Hasta ahora no existen estudios prospectivos en que la medicion seriada de Fas
soluble permita definir si se eleva antes de que se exprese la actividad clinica de
la enfermedad, con un probable abatimiento posterior una vez que la respuesta
autoinmune ya se encuentra montada. Dado que los estudios citados hasta ahora
(incluyendo el trabajo. actual) han sido mediciones Unicas de la molécula en
suéro, es decir, transversales en el tiempo, cabe la posibilidad de que estemos
mid'iendo la fase final de la elevacion de Fas soluble, cuando los niveles de la
molécula tienden ya a regresar a sus niveles basales en los pacientes con LES.
No se puede determinar adn cuanto tiempo antes del inicio de un brote de
actividad clinica de la enfermedad existe la actividad autoinmune que lo produce,
pero la elevacion de los autoanticuerpos caracteristicos de la enfermedad
habitualmente precede a la expresién clinica de los brotes de actividad. En el
caso especifico de los anticuerpos anti-DNA de doble cadena y la actividad renal
en el LES, la elevacién de los anticuerpos puede preceder hasta en tres meses el
inicio de la expresion c!iniéa del dafio renal. La evidencia que demuestra la
supervivencia prolongada y/o la proliferacion excesiva de linfocitos T en pacientes
con LES y la asociacién entre el niumero de linfocitos T activados y ef de linfocitos
B productores de anticuerpos en eécientes con LES activo sugieren la existencia
de un factor que prolonga la vida de linfocitos T activados (probablemente
autorreactivos) y favorece la cooperacion de éstos con linfocitos B productores.de
autoanticuerpos, generando asi un brote de actividad. La participacion de! Fas
soluble en este papel adn no ha sido descartada. Sin embargo, serd dificil definir
cual es el papel de la molécula de Fas soluble en ello mientras no conozcamos
completamente cdmo es regulada a su vez su produccién y su accion, pues ya se

ha reportado también una forma soluble del ligando de Fas.
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La molécula de Fas soluble también estd surgiendo como un interesante
candidato para explicar la mayor incidencia del LES y probablemente de los
fendmenos autoinmunes patogénicos en general en las mujeres jovenes. Poulton
y cols. encontraron que hay una mayor transcripcion del RNAm de Fas soluble
que es dependiente del sexo y de la edad ® Las mujeres sanas menores de 30
afios tienen una tasa mayor de lectura del RNAm de Fas soluble que las mujeres
sanas de mas de 40 afios. La tasa de lectura de los hombres persiste invariable,
independientemente de la edad. Asimismo, Mountz y. cols. reportaron que una
proporcion: hayor de pacientes con LES con menos de un mes de evolucién
clinica de la-enfermedad tienen niveles mayores de Fas soluble que el grupo

' correSpondlente al total de pacientes con LES, mdependlentemente del tiempo de

evolucion clinica (50 vs 25%).

Esto abre una serie de posibilidads interesantes: la presencia de Fas soluble en
grandes cantidades permitiria |a persistencia de linfocitos autorreactivos en la

periferia durante un tiempo prolongado, convirtiendose asi en un fendmeno

permisivo para el posterior desarrollo de una respuesta autoinmune. Si estos

linfocitos se activaran durante el tiempo en que persisten viables gracias al

blogueo del ligando de Fas'en su superficie por la molécula de Fas soluble, ya.
sea por encontrarse con el autoantigeno directo capaz de estimularlos, o por un
fendmeno de reactividad cruzada con antigenos virales o bacterianos, tendriamos
al madurarse y afinarse la respue;fa un fendmeno autoinmune similar al que se
induce en modelos animales; -con la posterior diseminacién de epitopes
restringida a familias de proteinas * , tal y como ocurre en el LES humano. Para
poder descartar esta posibilidad, seria necesario un seguimiento prospectivo de
familiares directos de pacientes con la enfermedad, cuando menos durante ios
anos en que la incidencia de la enfermedad es mayor, y vigitar cuidadosamente la
aparicion y el comportamiento posterior de cualquier fendmeno autoinmune. Este
es el siguiente paso para definir de manera mas precisa el papel real de la.
molécula de Fas soluble en el LES.
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TABLA 1.-Caracteristicas generales.

Activos Inactivos o]
Edad (aiios) 28449 22-54 n.s
SLEDAI 0-2 3-10 -
Anticuerpos antinucleares (diluciones) | neg-1:320 | neg-1:320 -
Anticuerpos anti-DNA dc (U/ml) 45->100. 0-8 -
Fas$S (ng/ml) 1-310-5.909 | 1.241-7.798 | n.s.
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Figura 1.-Valores de Fas S en pacientes con L.E.S
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Figura 2.-Anti-DNA y Fas S.

FasS (ng/mi)

Todos los pacientes

6 .
4

2

0
0

r=-0.014 p<0.05

10 40 50
Anti-DNA (U/ml)

60

>100



Fas S (ng/ml)

Figura 3.-Anti-DNA y Fas S.
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