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RESUMEN 
 

Título: Análisis del perfil cuantitativo de TLRs intracitoplásmicos y MyD88 en subpoblaciones de 

linfocitos B en pacientes con nefropatía lúpica. Objetivo: Evaluar la expresión de TLRs 

intracitoplásmicos (TLR 7 y 9) y MyD 88 en diferentes subpoblaciones de linfocitos B (LB) en 

pacientes con lupus eritematoso generalizado (LEG) con y sin nefropatía lúpica (NL). Materiales 
y métodos: Estudio de casos y controles. Se incluyeron pacientes adultos con LEG acorde los 

criterios del ACR 1997 y/o SLICC 2012. En los casos se incluyeron pacientes con NL activa 

documentada histológicamente (GMN III o IV +/- V) o por variables bioquímicas (índice 

proteinuria/creatinuria >500mg/día, sedimento urinario activo o deterioro de la función renal no 

atribuible a otra etiología). En los controles se incluyeron pacientes con LEG activo (SLEDAI 2K 

≥6) pero sin antecedente de actividad renal en los últimos 5 años. Mediante citometría de flujo se 

midió la expresión de TLRs 7, 9 y MyD88 en subpoblaciones de LB. La comparación entre 

variables cuantitativas de dos grupos se realizó mediante prueba de Student o U de Mann-

Whitney. La evaluación de la correlación entre variables cuantitativas se realizó mediante el 

coeficiente de correlación de Pearson o Spearman. Resultados: Se incluyeron 45 participantes: 

30 casos con LEG y NL (66.6%) y 15 controles con LEG activo sin NL (33.3%). El 86.6% en el 

grupo de los casos fueron mujeres y en el grupo control 93.3%. La mediana de edad en los casos 

fue de 30 años (24 – 39) y en los controles de 38 años (34 – 45). A 19 pacientes (63.3%) del 

grupo de LEG con NL se les realizó biopsia renal como parte de su abordaje diagnóstico. El 26.3% 

tuvieron NL clase III + V y 73.6% tuvieron una clase IV + V.  Para cada subpoblación se evaluó la 

expresión de TLR 7, 9 y MyD 88 en: porcentaje, número absoluto e intensidad media de 

fluorescencia (IMF). Las subpoblaciones de LB estudiadas fueron: totales, vírgenes, de memoria 

clásica, atípicos, transicionales, secretores de anticuerpos (LBSA), asociados a la edad (LBAE) 

y dobles negativos (DN). Se documentó: mayor expresión de MyD88 en LBSA: 0.77% (0.33 – 

2.07) vs 0.56% (0.28 – 1.56) [P:0.045] y de TLR 7 en LB DN en el grupo de estudio en 

comparación con el control: 3.56 (1.31 – 13.55) vs 2.86 (0.56 – 6.54) (P: 0.08). Los pacientes con 

NL tuvieron menor expresión de TLR 9 en LBAE (IMF) en comparación con los controles: 1977 

(1872 – 2165 UA) vs 2074 UA (2006 – 2330 UA). En los pacientes con NL se encontró una 

correlación positiva entre la expresión de MyD88 en LB de memoria clásica y: la fibrosis intersticial 

(FI) [rho: 0.3], atrofia tubular (AT) [rho: 0.31] e índices de actividad (IA) [rho: 0.3] y cronicidad (IC) 

[rho: 0.38]. Se encontró una correlación inversa entre: expresión de TLR 9 en LB de memoria 

clásica y AT (rho: - 0.3) e IC (rho: - 0.36). Conclusiones: Los pacientes con NL tuvieron mayor 

expresión de TLR7 en LB DN y de MyD 88 en LBSA, pero menor expresión de TLR9 en LBAE. 

Se documentó una correlación positiva entre la expresión de MyD 88 y las variables 

histopatológicas (FIAT, IA e IC). Se observó una correlación inversa entre la expresión de TLR9 y 

las mismas variables histopatológicas. 
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INTRODUCCIÓN: 

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune, sistémica 

y crónica caracterizada por: hiperactividad de las células B, activación anormal de 

las células T, formación de autoanticuerpos y eliminación alterada de células 

apoptóticas y complejos inmunes1,2. La formación de autoanticuerpos y el depósito 

de inmunocomplejos conducen a la inflamación y al daño de los diferentes órganos, 

siendo el riñón uno de los más frecuentemente afectados. La nefropatía lúpica (NL) 

es una de las formas más graves de actividad de la enfermedad y confiere un valor 

pronóstico. Entre el 25 – 50% de pacientes con LEG debutan con algún grado de 

afección renal y hasta el 60% tendrán actividad renal a lo largo de su evolución3.  

Los linfocitos B (LB) autorreactivos, al ser células productoras de 

autoanticuerpos son fundamentales en la fisiopatogenia del LEG y de la nefropatía 

lúpica. Los mecanismos propuestos para el desarrollo de estas células abarcan: 

anomalías en la señalización de supervivencia/apoptosis que impiden la selección 

negativa, disfunción de los receptores inhibitorios, pérdida de tolerancia periférica 

por activación de células dendríticas (CD) y pérdida de tolerancia por activación de 

CD plasmocitoides productoras de interferón (IFN) tipo I4.  

Los receptores tipo Toll (TLRs) son un grupo de receptores de reconocimiento 

de patrón (PRRs) pertenecientes al sistema inmune innato. Estos receptores suelen 

expresarse tanto en células del sistema inmune (macrófagos, CD y LB) como en 

otros tipos celulares (células renales epiteliales y mesangiales). Fisiológicamente 

desempeñan un papel crucial en la defensa de primera línea del huésped contra 

moléculas extrañas, conocidas como: patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs) y actúan como ligandos. Los TLRs también pueden reconocer y responder 

a ligandos endógenos que se producen durante la inflamación y el daño tisular, lo 

que deriva en fenómenos de autoinmunidad5. Al momento se han descrito 11 TLRs 

en humanos. Estos pueden expresarse tanto a nivel extracelular (membrana 

plasmática): TLR-1,2,4,5,6 y 10; como a nivel intracelular (membrana endosómica 

o lisosómica): TLR-3, 7, 8 y 9.  Las alteraciones en la señalización de TLRs 

intracitoplásmicos (particularmente TLR-7 y 9) se han asociado al desarrollo de 

patología autoinmune, tanto en modelos animales como en humanos con LEG5.  
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Además, se ha reportado que algunos polimorfismos genéticos de TLR-7 y 9 

se han asociado a un mayor riesgo de LEG en población asiática6. Un estudio de 

casos y controles publicado por Zhang y colaboradores en 2014, tuvo por objetivo 

investigar los efectos de 4 polimorfismos genéticos de nucleótido único (SNPs) del 

gen de TLR-9 en el desarrollo de LEG en población del norte de China. Inicialmente 

se genotipificaron 4 SNPs de TLR-9 (rs187084, rs5743836, rs352139 y rs 352140) 

por método SNaPshot. Posteriormente se comparó la presencia de dichos SNPs en 

430 pacientes con LEG (casos) y 426 sujetos sanos (controles). La frecuencia del 

alelo rs352140 T fue mayor en los casos que en los controles, mientras que la 

frecuencia del rs352140 CC fue menor en los casos que en los controles sanos 

(p<0.005). No se encontró diferencia significativa entre los otros genotipos. El 

genotipo CC del rs351240 y el haplotipo H2 resultaron ser factores protectores para 

el desarrollo de LEG (OR: 0.621; IC del 95%: 0.469 –0.822 para el CC; OR: 0.664; 

IC del 95%: 0.540–0.816 para el H2; p < 0,05). Por el contrario, se observó que el 

genotipo TT del rs351240, el alelo menor T y el haplotipo H3 aumentaban la 

susceptibilidad para el desarrollo de LEG (OR: 1.538; IC del 95%: 1.080 – 2.191 

para TT; OR: 0.621; IC del 95%: 0.469 –0.822 para el alelo T y OR: 2.372; IC del 

95%: 1.165 –4.832 para H3, P < 0,05)7.  

Elloumi y colaboradores llevaron a cabo un estudio de casos y controles con 

el objetivo de determinar la asociación de los polimorfismos de los genes TLR-9 y 

TLR-5 con la susceptibilidad al LEG y su posible implicación en la afección renal. 

Se incluyeron 106 pacientes con LEG (casos) de los cuales 37 tenían NL 

documentada histológicamente y 200 sujetos sanos (controles). Todos los 

participantes fueron genotipados para rs187084 y rs352140 en TLR-9 y rs5744168 

en TLR-5. Se documentó una asociación entre el genotipo TLR-9 rs352140 con la 

presencia de LEG (OR 1.53, IC95% 1.093 – 2.147, p=0.013) y NL (OR 2.06 IC95% 

1.251 – 3.415, p=0.004). Se encontró mayor nivel de transcripción de TLR-9 en las 

biopsias renales de pacientes con NL en comparación con los controles sanos 

(p<0.05), particularmente a nivel tubulointersticial. Además, se documentó 

positividad para TLR-9 a nivel glomerular mediante inmunohistoquímica en las 

biopsias de pacientes con afectación 8.  
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 En modelos animales, se ha reportado un papel divergente de TLR-7 y TLR-

9 en la inducción de LEG. En diversas cepas se ha demostrado que la 

sobreexpresión de TLR-7 es capaz de inducir esta patología y su deleción la inhibe; 

mientras que la deleción de TLR-9 se ha asociado a la inducción de LEG y NL en 

diversos modelos murinos5. Cellhar y su grupo cruzaron ratones Sle1 propensos al 

lupus con ratones deficientes de TLR-9 para generar ratones Sle1TLR-9-/-. En estos 

ratones se evaluó la presencia de autoinmunidad grave mediante la evaluación de 

esplenomegalia, glomerulonefritis, autoanticuerpos, función de CD y expresión de 

proteínas TLR-7.  Este modelo murino se asoció tanto a enfermedad grave como a 

mayor producción de autoanticuerpos dirigidos contra antígenos asociados a ARN. 

El desarrollo de NL se asoció a una mayor infiltración por CD, las cuales mostraron 

una respuesta exacerbada a la presentación de antígenos dependiente de TLR-7, 

que a su vez se relacionó con una mayor expresión de este receptor a nivel tisular9.  

 Un estudio publicado en 2017 por Yuan et al, tuvo el objetivo de evaluar la 

existencia de la vía TLR9/TGF-β1/PDGF-B en sujetos sanos vs pacientes con LEG 

y su posible implicación en NL. Se incluyeron 112 pacientes con LEG y 56 sujetos 

sanos. Los autores encontraron que, en comparación con los controles sanos, los 

niveles de: TLR-9 (p=0.0048), TGF-β1 (p < 0.0001) y PDGF-B (p=0.0084) fueron 

mayores en pacientes con LEG. La activación in vitro de TLR-9 se asoció a la 

inducción de TGF-β1 y PDGF-B en cultivos primarios, siendo este último capaz de 

inducir proliferación de células mesangiales, como un mecanismo de daño en 

pacientes con NL10. 

 En un trabajo realizado en población mexicana se evaluó la expresión de: 

TLR-7 (en linfocitos T y B) y MyD88 y NF-kBp65 en linfocitos B de 100 mujeres 

Mayas con LEG en comparación con 100 controles sanos. La edad promedio de las 

pacientes con LEG fue de 39.7 años ± 12.8 (18–69) y el tiempo de duración de la 

enfermedad en años fue de 8.11 ± 6.91 (0.01–29). Al momento del reclutamiento el 

54% de las pacientes tenía enfermedad activa (SLEDAI > 4), mientras que el 46% 

se encontraban sin actividad (SLEDAI < 4).  Los investigadores encontraron mayor 

expresión de TLR-7 en LB totales CD19+  de pacientes con LEG en comparación 

con los controles sanos (p < 0.0001). La intensidad relativa de fluorescencia (rFI) de 
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TLR-7 en LB fue significativamente mayor en los casos con LEG que en los 

controles; sin embargo, la diferencia no tuvo significancia estadística (p=0.1882). 

Además, se observó mayor expresión en porcentaje de TLR-7 en linfocitos T CD4+ 

en los pacientes respecto a los controles (p < 0.0001), de igual forma el rFI fue 

mayor en el primer grupo. No se observó correlación alguna entre la expresión de 

TLR-7 en LB CD19+ y la actividad de la enfermedad (SLEDAI >4)11. Sin embargo, 

cabe destacar que la expresión de TLR-7 solo fue evaluada en poblaciones totales 

de linfocitos B y no se evalúo en subpoblaciones relevantes para la fisiopatogenia 

de la enfermedad ni tampoco se evalúo su potencial asociación con el fenotipo 

clínico.  

 En el año 2022 Brown G, et al publicaron la existencia de una variante de 

novo con ganancia de función de TLR-7 asociada al desarrollo de LEG en una 

paciente con enfermedad de inicio juvenil. La variante fue corroborada en otro grupo 

de pacientes adultos y fue capaz de inducir LEG en un modelo murino (C57BL6, 

alelo kika). La variante TLR7Y264H se asoció a un incremento en la afinidad a 

guanosina y 2’,3’-cGMP, lo cual se relacionó con incremento en la sobrevida de 

linfocitos B activados, así como a la acumulación de células B asociadas a la edad 

(ABCs, por sus siglas en inglés) extrafoliculares, linfocitos B de centros germinales 

y producción de autoanticuerpos; lo cual era dependiente de la presencia de MyD88, 

predominantemente en LB y CD plasmocitoides12.  

 La mayoría de los LB maduros pueden dividirse en cuatro subtipos en función 

de la expresión de los marcadores de superficie IgD y CD27: IgD+CD27- o células B 

vírgenes, IgD+CD27+ o células B de memoria con cambio de isotipo e IgD-CD27- o 

células B dobles negativas (DN)13. Los LB DN están presentes en pacientes con 

LEG y su sobreexpresión se correlaciona con actividad global de la enfermedad y 

manifestaciones renales 14. Jenks SA y sus colaboradores, reportaron expansión de 

células B dobles negativas (IgD-CD27-), particularmente la subpoblación DN2 

(CXCR5-CD11c+) en pacientes con LEG.  Esta subpoblación tiene origen extra 

folicular y se caracteriza por un perfil transcripcional diferente, con incremento en la 

expresión de T-bet y activación de TLR-7. Los LB DN son capaces de diferenciarse 

a células plasmáticas con producción de anticuerpos dependiente de TLR-7 e IL-
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21. El grupo de investigación demostró que la expansión de LB DN fue 

especialmente mayor en pacientes con LEG de origen afro-americano, con mayor 

actividad de la enfermedad, nefropatía lúpica y con títulos altos de anti-Sm15. 

 Maravillas JL et al en 2022, llevaron a cabo un estudio en pacientes 

mexicanos con el objetivo de analizar la expresión de moléculas (CD11c, T-bet y 

CD21) que definen la subpoblación de células B asociadas a la edad (ABCs) 

mediante citometría de flujo en pacientes con LEG con y sin NL. Se incluyeron 10 

pacientes con LEG sin NL en los últimos 5 años, 17 pacientes con NL activa y 10 

controles sanos. Se realizó un seguimiento de los pacientes con NL activa tras 6 

meses del tratamiento de inducción. Se encontró presencia de expansión periférica 

de  ABCs (CD11c+Tbet+CD21hi) en pacientes con NL, en comparación con los 

sujetos sanos. La presencia de LB CD21hi se correlacionó negativamente con el 

puntaje SLEDAI (p=0.0004) y los títulos de antiDNAdc (p= 0.0005). Adicionalmente, 

la frecuencia de ABCs disminuyó posterior a la terapia de inducción de  NL en 

pacientes que presentaron remisión completa o parcial. Por otro lado, los pacientes 

que tuvieron remisión parcial o completa tuvieron un aumento en la frecuencia de la 

subpoblación CD21hi. El mismo comportamiento se observó al analizar los números 

absolutos de ABCs y de células CD21(hi) 16. 

  A pesar de que el papel de los TLRs intracitoplásmicos 7 y 9, así como de 

moléculas adaptadoras clave para su señalización como MyD88 ha sido 

demostrado en LEG, su caracterización en uno de los blancos celulares más 

relevantes, que incluyen a subpoblaciones de linfocitos B, como ABCs y su 

asociación con la presencia de nefropatía lúpica no han sido evaluadas, lo cual es 

el objetivo principal del presente trabajo. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

La señalización intrínseca de TLRs intracitoplásmicos (7 y 9) y MyD88 en los 

linfocitos B, desempeña un papel importante en el desarrollo y la patogenia de LEG.  

En los pacientes con LEG hay una mayor expresión de TLRs 7, 9 y MyD88 en sus 

células mononucleares, en comparación con sujetos sanos. Existe poca información 

sobre dicha expresión en subpoblaciones de linfocitos B de pacientes con nefropatía 
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lúpica, la cual es una causa importante de morbi-mortalidad en pacientes con LEG. 

y particularmente en pacientes latinoamericanos.  

 

JUSTIFICACIÓN: 

En la cohorte GLADEL (Grupo Lationoamericano del Estudio del Lupus) conformada 

por pacientes de 34 centros de 9 países latinoamericanos se incluyó población: 

mestiza (44%), blanca (42%) y afrolatinoamericana (13%). Se observó que la 

actividad renal se presentó en 43.6% de la población blanca y 58.3% de la población 

mestiza (p:<0.0001). Algunas complicaciones relacionadas a nefropatía lupica, 

como enfermedad renal crónica e hipertensión fueron más frecuentes en mestizos 

que en blancos. Se encontraron puntajes SLEDAI (actividad de la enfermedad) 

mayores en poblacion mestiza: 13.5 puntos (DE: 8.5) que en población blanca: 12 

puntos (DE: 7.9), p:0.0033. En población mestiza y afrolatinoamericana, la 

enfermedad inició a una edad más temprana en comparación con los blancos. Todo 

lo anterior traduce un espectro clínico más agresivo y de curso crónico de la 

enfermedad en nuestra población17,18.  

Un estudio retrospectivo transversal y descriptivo publicado por Etchegaray 

y sus colaborares en abril de 2022,  analizó las principales causas de muerte en 

mujeres en México entre los años 2000 al 2020. Se encontraron 12, 114 muertes 

relacionadas a lupus, siendo el grupo etario más comunmente afectado el 

comprendido entre los 25 – 44 años.  Importante mencionar que el lugar que ocupó 

el LEG como causa de muerte fue el 15º en el grupo comprendido entre 15 – 24 

años y el 16º tanto en el grupo de 25 – 34 años como en el de 35 – 44 años19. El 

hecho de que el LEG se encuentre dentro de las primeras 20 causas de mortalidad 

en este grupo poblacional vulnerable (mujeres en edad reproductiva) traduce un 

importante problema de salud pública.  

A la fecha aun existe un vacío en el conocimiento en relación a la existencia 

de biomarcadores de suficiente capacidad diagnóstica que al mismo tiempo 

traduzcan parte de la patogenia de esta enfermedad. Por lo anterior el presente 

estudio, busca comparar la expresión TLRs 7, 9 y MyD88 en pacientes con LEG con 



 8 

y sin nefropatía lúpica para evaluar su potencial correlación con diferentes variables 

clínicas, bioquímicas e histopatológicas.  

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN:  

¿Existen alteraciones en la expresión de TLRs intracitoplásmicos (TLR-7 y 9) y 

MyD88 en diferentes subpoblaciones de linfocitos B en pacientes con nefropatía 

lúpica? 

 

HIPÓTESIS:  

Los pacientes con LEG y nefropatía lúpica  tendrán una mayor expresión de TLRs 

intracitoplásmicos (TLR-7 y 9) y MyD88 en diferentes subpoblaciones de linfocitos 

B en comparación con pacientes sin actividad renal.   

 

OBJETIVOS:  

EL objetivo principal de este trabajo fue evaluar la expresión de TLRs 

intracitoplásmicos (TLR 7 y 9) y MyD 88 en diferentes subpoblaciones de linfocitos 

B en pacientes con LEG con y sin nefropatía lúpica. Los objetivos secundarios 

fueron: 

1.-Describir las características demográficas, clínicas, bioquímicas  y serológicas de 

la población estudiada.  

2.-Evaluar la correlación entre la expresión de TLRs 7,9 y MyD 88 en 

subpoblaciones de LB en pacientes con LEG con o sin NL y:  

- Actividad de la enfermedad medida por SLEDAI 2K.  

- Presencia de actividad extra renal (constitucional, mucocutánea, 

hematológica, serosas, neuropsiquiátrica y/o articular).  

- Variables bioquímicas (creatinina, TFG, PCR, globulinas) 

- Variables serológicas (complemento y títulos de antiDNAdc).   

- Variables urinarias (sedimento urinario e índice de proteinuria/creatinuria).  

- Variables histopatológicas: clases de NL, índices de actividad/cronicidad y 
porcentajes de fibrosis intersticial y atrofia tubular.  
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MATERIALES Y MÉTODOS: 

Diseño 

Se realizó un estudio de casos y controles. Se incluyeron 45 pacientes con 

diagnóstico de LEG: 30 con NL (casos) y 15 sin NL (controles), del Instituto Nacional 

de Ciencias Médicas y Nutrición (INCMNSZ) de marzo a agosto de 2023.  

 

Cálculo de muestra 

Se realizó el cálculo del tamaño de muestra para estimar la diferencia entre medias 

con base en la expresión de TLR9 en CMN de pacientes con LEG con una media 

(DE) 2.79 (±1.91) vs 1.47 (±1.88) en controles sanos, demostrada en un estudio 

publicado por Komatsuda et al 20. Se calculó una d de Cohen de 0.69, con un poder 

de 80%, nivel de significancia de 0.05, con un total de 27 sujetos por grupo 

 

Pacientes 

Para los casos los criterios de inclusión fueron:  pacientes >18 años con 

el diagnóstico de LEG acorde los criterios del ACR 1997 y/o SLICC 2012, con 

nefropatía lúpica activa documentada por biopsia renal percutánea (GMN III o IV +/- 

V) o por variables bioquímicas [índice proteinuria/creatinuria >500mg/día, 

sedimento urinario activo (acantocitos ³5%, cilindros eritrocitarios y/o leucocitarios) 

o deterioro de la función renal no atribuible a otra etiología)]que aceptaran participar 

en el estudio mediante la firma de consentimiento informado. 

Para los controles los criterios de inclusión fueron: pacientes >18 años 

con el diagnóstico de LEG acorde los criterios del ACR/SLICC 2012, con actividad 

global con SLEDAI ≥6 pero sin antecedente de actividad renal en los últimos 5 años 

que aceptaran participar en el estudio mediante la firma de consentimiento 

informado.  

Los criterios de exclusión fueron: pacientes con síndromes de 

sobreposición, embarazadas o en puerperio, pacientes con antecedente de 

tratamiento con fármacos antiCD20 o inmunoglobulina (IgIV), aquellos con 

diagnóstico de infección bacteriana aguda o viral crónica, diagnóstico de COVID – 
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19 en los últimos 3 meses, pacientes con diagnóstico de cáncer, usuarios de drogas 

y aquellos con diagnóstico de nefropatía preexistente no relacionada a LEG. 

Los criterios de eliminación comprendieron: pacientes que retiraran 

voluntariamente su consentimiento, aquellos con muestra insuficiente para la 

evaluación de las subpoblaciones de linfocitos B y pacientes cuyo expediente (físico 

y/o electrónico) no contara con la información requerida (variables: demográficas, 

clínicas, paraclínicas y de tratamiento). 

 

Procedimientos 

Tras identificar a un paciente como potencial participante (caso o control) se le 

invitaba a formar parte del estudio, después de una explicación detallada de los 

riesgos/beneficios  y resolución de dudas respecto a su participación.  En caso de 

aceptar, se procedía primero a la firma de consentimiento informado (aprobado por 

el comité de Investigación y Ética del INCMNSZ) y posteriormente a la extracción 

de 10 ml de sangre venosa periférica. Las muestras se identificaron mediante un 

código numérico secuencial y único, mismo con el cual fueron registrados en una 

base de datos. Para cada participante se llevó a cabo: revisión clínica exhaustiva 

(interrogatorio y exploración), revisión del expediente clínico para obtener y cotejar 

resto de variables (demográficas, clínicas, paraclínicas y de tratamiento) y cálculo 

de SLEDAI 2K (Anexo 1). Lo anterior se llevó a cabo en las áreas de consulta 

externa de Reumatología, hospitalización y urgencias durante el periodo 

comprendido entre marzo – agosto 2023.  

 

Detección de subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica 

Para la evaluación de la expresión de TLR-7, 9 y MyD88 en subpoblaciones de 

linfocitos B, se llevó a cabo una serie de pasos para cada uno de los participantes. 

A cada sujeto se le extrajeron 10 ml de sangre venosa periférica anticoagulada con 

EDTA mediante venopunción. Se separaron las células mononucleares por 

centrifugación a través de gradientes de densidad (Ficoll-Hypaque). Se realizó 

tinción de dichas células mediante el siguiente panel de anticuerpos conjugados: 

CD11c- PE/DAZZLE 594, CD19-BV496, CD21 APC Fire750, CD24 PerCP, CD38 
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PeCy7, CD27 BV510, IgD AF 700, T-bet BV421, TLR-9 APC, TLR-7 PE, MyD88 

FITC. Las subpoblaciones de linfocitos B evaluadas fueron: Tr1, Tr2, res N, actN, 

ASC, UswM, SwM, MCD27nl, MCD27nIgDn, MCD27negIgDpos, ABC, DN1, DN2, 

DN3 y DN4 (Anexo 2). Para las tinciones intracitoplásmicas, las células 

mononucleares se permeabilizaron y fijaron mediante el uso del Buffer BD 

Cytofix/Cytoperm, acorde a las instrucciones del proveedor. La estrategia de gating 

utilizada se muestra en el Anexo 3. La expresión de TLR-7, 9 y MyD88 se evaluó en 

todas las subpoblaciones de linfocitos B  mediante porcentaje de células positivas 

e inmunofluorescencia (IMF). Todas las muestras fueron adquiridas en un citómetro 

BD LSR Fortessa, con 4 lásers y se analizaron con apoyo del software Flow-Jo. En 

el Anexo 4 se observa una imagen representativa de la citometría de flujo que 

muestra el porcentaje de expresión de TLR 7, 9 y MyD 88 en las subpoblaciones de 

LB estudiadas.  

 

CONSIDERACIONES ÉTICAS: 

Nuestro estudio se apegó a los lineamientos establecidos en la Declaración de 

Helsinki. Se consideró una investigación de riesgo mínimo para el paciente de 

acuerdo con la Ley General de Salud contenida en la Constitución Política de los 

Estado Unidos Mexicanos en materia de investigación para la salud en seres 

humanos, título segundo, capítulo I, artículo 17, publicada en el Diario Oficial de la 

Federación el día 6 de enero de 1987. 

Todos los participantes firmaron un formato de consentimiento informado. El 

Comité de Ética en Investigación y el Comité de Investigación del Instituto Nacional 

de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Zubirán” aprobaron el estudio en marzo 

de 2023, con número de referencia 4403 (Anexo 5).  

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO:  

La comparación entre variables cuantitativas de dos grupos se realizó mediante 

prueba t de Student o U de Mann-Whitney acorde a la distribución de la muestra. La 

evaluación de la correlación entre variables cuantitativas se realizó mediante el 
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coeficiente de correlación de Pearson, en caso de tener una distribución normal y el 

coeficiente de Spearman en caso contrario. 

 

RESULTADOS:  

1.- Características poblacionales: 

Se incluyeron un total de 45 participantes: 30 casos con LEG y actividad renal 

(66.6%) y 15 controles con LEG activo sin compromiso renal (33.3%). El 86.6% en 

el grupo de los casos fueron mujeres y en el grupo control 93.3%. La mediana de 

edad en los casos fue de 30 años (24 – 39) y en los controles de 38 años (34 – 45). 

El tiempo de evolución de la enfermedad para el grupo de estudio fue de 60 meses 

(24 – 93) y de 80 meses (5.5 – 138) para el grupo control. Al momento del 

reclutamiento, la mediana del puntaje SLEDAI 2K fue de 14 puntos (9 – 16) para el 

grupo con LEG con actividad renal y de 12 puntos (7 – 12.5) para el grupo sin 

actividad renal. Ninguna de estas características mostró diferencia significativa 

entre ambos grupos.  

 

Se evaluó la frecuencia de actividades extrarrenales entre ambos grupos. Las 

actividades incluidas fueron: constitucional, mucocutánea, hematológica, 

neuropsiquiátrica, articular y en serosas. En el grupo control hubo mayor frecuencia 

de actividad mucocutánea en comparación con el grupo de estudio con 93.3% y 

23.3% respectivamente (P: < 0.0001). Adicionalmente en el grupo control también 

se documentó mayor frecuencia de actividad articular (53.3%) que en el grupo de 

LEG con actividad renal (23.3%), dicha diferencia mostró significancia estadística 

(P: 0.04). Se documentó actividad neuropsiquiátrica en 2 pacientes (6.66%) del 

grupo de LEG con NL y en 4 (26.6%) en el grupo de LEG sin NL (P: 0.071). Solo 2 

pacientes en el grupo de LEG sin actividad renal tuvieron manifestaciones graves 

de la enfermedad no incluidas en el puntaje SLEDAI y fueron: anemia hemolítica 

autoinmune y miocarditis. La frecuencia del resto de actividades se muestra en la 

Tabla 1.  
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En cuanto a las variables terapéuticas incluimos frecuencia y dosis en miligramos 

de: prednisona (PDN) o equivalente, azatioprina (AZA), micofenolato de mofetilo 

(MMF), ciclofosfamida (CYC), hidroxicloroquina (HCQ), metotrexato (MTX) y 

tacrolimus (FK). En el grupo de LEG con NL 19 pacientes (63.3%) se encontraban 

en tratamiento con MMF con una mediana de dosis de 1227mg/día (0 – 3000 mg), 

mientras que el grupo de LEG sin NL solo 3 pacientes (20%) [P: 0.004] se 

encontraban en tratamiento con MMF con una mediana de dosis de 266.7mg/día (0 

– 2000) [P :0.006]. Referente al uso de HCQ: 16 pacientes (53.3%) en el grupo de 

actividad renal se encontraban con dicho tratamiento y en el grupo control solo 4 

(26.6%) [P: 0.08]. La mediana de dosis de HCQ en el grupo de los casos fue de 

146.7 mg/día (0 – 400 mg/día) y para el grupo de los controles fue de 66.6mg/día (0 

– 400 mg/día) [P: 0.038]. La frecuencia y dosis del resto de fármacos se muestra en 

la Tabla 1.  

 

En cuanto a las características bioquímicas, como era esperado los niveles de 

creatinina fueron mayores y la tasa de filtración glomerular (TFG) menor en el grupo 

de los casos en comparación con los controles: 1.07 vs 0.67 mg/dL (0.39 – 1.77 vs 

0.34 – 0.78mg/dL) [P: 0.001] y 73 vs 113.2 ml/min/1.73m2   (100.5 – 127.5 

ml/min/1.73m2) [P: 0.004]. La mediana del índice de proteinuria/creatinuria en los 

pacientes con NL fue de 3.77g/24horas (2.48 – 5.96 g/24 horas) y la frecuencia de 

sedimento urinario activo fue de 76.6%. En cuanto los parámetros de actividad 

serológica, los niveles de complemento y los títulos de anti DNAdc fueron similares 

entre ambos grupos. El resto de variables bioquímicas se muestran a detalle en la 

Tabla 2.  

 

A un total de 19 de 30 pacientes (63.3%) del grupo de LEG con NL se les realizó 

biopsia renal percutánea (BRP) como parte de su abordaje diagnóstico. El 26.3% 

tuvieron nefritis lúpica clase III + V, mientras que el 73.6% tuvieron una clase IV + 

V.  La mediana del índice de actividad (IA) fue de 3 puntos (2 – 6.5) y la del índice 

de cronicidad (IC) de 6.5 puntos (4.25 – 8). La mediana del grado de fibrosis 

intersticial (FI) fue de 30% (20 – 50%) y la de atrofia tubular de 20% (15 – 40%). Los 
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resultados completos sobre los hallazgos histopatológicos se muestran en la Tabla 

2.  

 

2.- Expresión de TLR 7, 9 y MyD88 en subpoblaciones de linfocitos B en 

pacientes con Nefropatía Lúpica  

Para cada una de las subpoblaciones estudiadas se evaluó la expresión de TLR 7, 

9 y MyD 88 en: porcentaje (%), número absoluto de células e intensidad media de 

fluorescencia (IMF). Las subpoblaciones estudiadas fueron: linfocitos B (LB) totales, 

LB vírgenes, LB de memoria clásica, LB atípicos, LB transicionales, LB secretores 

de anticuerpos (LBSA), LB asociados a la edad (LBAE) y LB dobles negativos.  

En el grupo de los pacientes con LEG y NL en comparación con sus controles (LEG 

sin NL) se documentó mayor expresión de MyD88 en LBSA tanto en porcentaje: 

0.77 (0.33 – 2.07) vs 0.56 (0.28 – 1.56) [P:0.045] (Figura 1) como en número 

absoluto de células: 0.72 (0.38 – 2.18) vs 0.32 (0.12 – 1.00) [P:0.07]. Un 

comportamiento similar se encontró para el número absoluto de LB dobles negativos 

con positividad para TLR 7, el cual fue de 3.56 (1.31 – 13.55) para el grupo de 

actividad renal vs 2.86 (0.56 – 6.54) para el grupo control (P: 0.08).  

De forma contraria los pacientes del grupo de LEG con NL tuvieron menor expresión 

de TLR 9 en LBAE (medida por IMF) en comparación con los pacientes del grupo 

con LEG sin NL: 1977 (1872 – 2165 UA) vs 2074 UA (2006 – 2330 UA). La expresión 

de TLR 7, 9 y MyD88 en el resto de las subpoblaciones linfocitarias que no 

mostraron diferencias estadísticamente significativas se muestran en la Tabla 3.     

 

3.- Correlación entre expresión de TLRs intracitoplásmicos y MyD88 con 

variables histopatológicas de pacientes con NL: 

En los pacientes con NL se encontró una correlación positiva con significancia 

estadística entre la expresión de MyD88 en LB de memoria clásica en número 

celular absoluto y: el grado de fibrosis intersticial (rho: 0.3), el grado de atrofia 

tubular (rho: 0.31) así como los índices de actividad (rho: 0.3) y cronicidad (rho: 

0.38) respectivamente. Las otras correlaciones positivas significativas fueron  el 

porcentaje de LB positivos para MyD88 con el IA (rho: 0.3) e IC (rho: 0.32); así como,  
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el número absoluto de LBSA positivos para MyD 88 y el IA (rho: 0.33). Por el 

contrario; se encontró una correlación negativa o inversa significativa, entre la 

expresión de TLR 9 en LB de memoria clásica medida por IMF y el grado de AT (rho: 

- 0.3) y el IC (rho: - 0.36). En la Figura 2 se muestra la matriz de correlación descrita.  

 

4.- Correlación entre expresión de TLRs intracitoplásmicos y MyD88 con 

variables serológicas:  

- Expresión de TLR 7:  

Se encontró una correlación inversa entre la expresión de TLR 7 en LB 

transicionales (rho: - 0.32), LBSA (rho: - 0.4), LBAE (rho: - 0.34), LB dobles negativos 

(rho: - 0.41) y LB de memoria clásica (rho: - 0.44) y los niveles de C3.  Por otro lado, 

se encontró una correlación positiva entre la expresión de TLR 7 en LBSA (rho: 

0.43), LBAE (rho: 0.35) y LB de memoria clásica (rho: 0.38) con los títulos de 

antiDNAdc.  

 

-Expresión de TLR 9: 

En nuestro estudio se observaron correlaciones negativas entre la expresión de TLR 

9 en: LBSA con los niveles de C3 (rho: - 0.32); LB atípicos con los títulos de 

antiDNAdc (rho: - 0.44) y en LB dobles negativos con los niveles de C4 (rho: - 0.3). 

Únicamente se encontró una correlación positiva entre la expresión de TLR 9 en LB 

atípicos y los niveles de C3.  

 

-Expresión de MyD88:  

Se evidenció una correlación positiva entre los niveles de C3 y la expresión de la 

proteína adaptadora MyD 88 en LB transicionales (rho: 0.5), LB vírgenes (rho: 0.37) 

y LB dobles negativos (rho: 0.37). Por el contrario, se encontró una correlación 

inversa entre los títulos de antiDNAdc y la expresión de MyD88 en LB transicionales 

(rho: - 0.43), LB vírgenes (rho: - 0.37) y LB dobles negativos (rho: - 0.38).  

En la Figura 3 se muestra la matriz de correlación previamente descrita.         
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5.- Expresión de TLR 7, 9 y MyD88 en subpoblaciones de linfocitos B en 

pacientes con actividad extrarrenal: 

- Actividad neuropsiquiátrica:  

En el diagrama de caja y bigote (Figura 4) observamos como los pacientes que 

tuvieron actividad neuropsiquiátrica tuvieron una menor expresión de TLR 9 (medida 

por IMF) en LB que aquellos que no presentaron esta manifestación: 1355 UA (1143 

– 1533 UA) vs 1726 UA (1536 – 1795 UA) P: 0.045.    

- Actividad constitucional:  

En el caso de la actividad constitucional: se documentó una menor expresión de 

TLR 7 en LBSA: [0.87 % (0.32 – 1.92 %) vs 3.04 % (2.32 – 3.69%) P: 0.036], LBAE 

[1.55 % (0.54 – 3.24 %) vs 3.24 % (1.75 – 12.5%) P: 0.036] y LB de memoria clásica 

[733 UA (628 – 854 UA) vs 874 UA (731 – 1013 UA) P: 0.048], así como de TLR 9 

en linfocitos B totales [1326 UA (1128 – 1523 UA) vs 1556 UA (1369 – 1717 UA) P: 

0.032],  y en LB de memoria clásica [1522 UA (1198 – 1642 UA) vs 1691 UA (1561 

– 1889 UA) P: 0.035], en aquellos pacientes que tuvieron dicha manifestación en 

comparación con aquellos que no la presentaron. Lo anterior se plasma en la Figura 

5.  

- Actividad articular:   

Los pacientes que presentaron actividad articular tuvieron un aumento de los LB 

atípicos y LB dobles negativos que expresan TLR 7, en comparación con aquellos 

que no presentaron dicha actividad [6.7 (1.4 – 15.9) vs 1.09 (0.11 – 4.72) P: 0.020] 

y [5.43 (1.97 – 13.68) vs 2.36 (0.98 – 3.35) P: 0.035]. La presencia de actividad 

articular se caracterizó por mayor expresión TLR 9 en LB atípicos y LB dobles 

negativos [0.93% (0.46 – 2.94%) vs 0.37% (0.13 – 1.02%) P: 0.022] y [0.62 (0.30 – 

2.2) vs 0.26 (0.08 – 0.44) P: 0.024]. Finalmente, la expresión de MyD 88 fue mayor 

en los LB y LB vírgenes de pacientes con actividad articular que en aquellos sin 

manifestaciones articulares [59.3% (30.4 – 76.3%) vs 36.84% (2.46 – 53.94%) P: 

0.033] y [8.86% (4.84 – 18.55%) vs 1.54% (0.51 – 10.2%) P: 0.028]. El mismo 

comportamiento de expresión de MyD 88 se observó en LB transicionales, LB de 

memoria clásica, LB atípicos y LB dobles negativos. Para más detalles ver la Figura 

6.  
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DISCUSIÓN:  

Hasta donde tenemos conocimiento este es el primer trabajo que brinda una 

caracterización detallada del perfil cuantitativo de TLRs intracitoplásmicos (7 y 9) y 

MyD88 en las diferentes subpoblaciones de linfocitos B y su relación con el fenotipo 

clínico en pacientes con LEG. 

 

En nuestro estudio encontramos mayor expresión de TLR 7 en LB dobles negativos 

y de MyD 88 en LBSA en los pacientes con nefritis lúpica. En concordancia con 

estos resultados, tenemos los trabajos de Christensen S (2006) y Sadanaga A 

(2007) respectivamente.  

Por una parte para un modelo murino de lupus, Christensen 21 y sus colaboradores 

desarrollaron ratones MRL/Mplpr/lpr deficientes de TLR 7 y observaron que éstos 

desarrollaban: menor producción de auto anticuerpos, menor crecimiento 

ganglionar, menor esplenomegalia y glomerulonefritis menos grave. Lo anterior 

sugiere que los ratones propensos a lupus, pero deficientes en TLR7 tenían cierto 

factor protector. Por el contrario, una mayor expresión de TLR 7, similar a nuestros 

hallazgos, podría relacionarse al desarrollo de NL. Interesantemente, nosotros 

encontramos una correlación negativa entre la expresión de TLR 7 con los niveles 

de C3 y una correlación positiva entre la expresión de TLR 7 y los títulos de aDNAdc, 

lo cual sugiere que la actividad serológica puede regularse por la expresión de estos 

TLRs, particularmente TLR7.  

En otro modelo murino de nefritis lúpica desarrollado por Sadanaga 22 y sus 

colaboradores, encontraron que ratones MyD88-KO MRL/lpr en comparación con 

los salvajes tenían mayor sobrevida y ausencia de glomerulonefritis. Bajo ese 

razonamiento, en nuestro trabajo encontramos que los pacientes con NL tuvieron 

mayor expresión de MyD88 específicamente en los LBSA (Figura 1). 

Interesantemente, documentamos una correlación positiva entre la expresión de 

MyD88 en LB de memoria clásica y hallazgos histopatológicos tales como los 

grados de FI/AT, IA e IC. Tanto TLR7 como TLR9 señalizan a través de la molécula 

adaptadora MyD88, la cual ha demostrado ser esencial para el desarrollo de nefritis 
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en el modelo murino de lupus MRL/lpr. Por lo tanto, el aumento de células secretoras 

de anticuerpos MyD88 positivas, apunta hacia un papel fundamental de esta 

molécula adaptadora en el desarrollo de nefritis lúpica en humanos, en 

concordancia con nuestros hallazgos. 

 

En nuestro estudio encontramos menor expresión de TLR 9 en LBAE en pacientes 

con NL. En concordancia con este hallazgo, tenemos los  trabajos de Bosaller L 

(2016) 23 y Tilstra (2020) 24.   

Para un modelo murino de lupus inducido por pristanos, un grupo de investigadores 

desarrolló ratones BALB/c deficientes de TLR 9 23. Se observó que estos ratones 

presentaban: mayores títulos de auto anticuerpos, aumento en la incididencia y 

gravedad de glomerulonefritis y menor sobrevida. Tilstra 24 y sus colaboradores 

probaron, que la deficiencia global de TLR9 resultaba en un mayor grado de 

actividad de la enfermedad en un modelo murino de lupus. Específicamente la 

deficiencia de TLR9 en LB se asoció al desarrollo de NL grave; de manera contraria, 

la sobreexpresión de TLR9 se vinculó a NL de menor gravedad. 

Interesantemente,en nuestro trabajo, documentamos una correlación negativa entre 

la expresión de TLR 9 en LB de memoria clásica y: el grado de atrofia tubular e 

índice de cronicidad. Otras correlaciones inversas que documentamos fueron: la 

expresión de TLR 9 en LB de memoria clásica con el IPC así como la expresión de 

TLR9 en LB atípicos con los títulos de anticuerpos anti DNAdc. Vale la pena 

mencionar que en pacientes con actividad neruoposiquiátrica observamos menor 

expresión de TLR 9 en LB, en comparación con aquellos que no presentaron dicha 

manifestación. Los datos anteriores sugierenque una menor expresión de TLR 9 

resulta en un fenotipo clínico más grave como lo vimos en nuestros resultados tanto 

para actividad renal como para actividad neuropsiquiátrica. La menor expresión de 

TLR9 en LB, favorece la estimulación de TLR7 y agrava el fenotipo de LEG. 

 

Con respecto al resto de los marcadores de actividad de lupus, decidimos evaluar 

la expresión diferencial de TLRs 7, 9 y MyD88 en LB en actividades constitucional, 

articular y neuropsiquiátrica porque fueron aquellas en donde no hubo efecto del 
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tratamiento inmunosupresor sobre las diferencias encontradas. Observamos que 

los pacientes con actividad neuropsiquiátrica y constitucional tuvieron una menor 

expresión de TLR9 en células B, lo cual coincide con estudios previos25 en donde la 

disminución de la expresión de TLR9 agrava el fenotipo y aumenta la actividad de 

la enfermedad.  

 

Dentro de las manifestaciones extra renales documentamos mayor expresión de 

TLR9 en LB atípicos y en LB DN en pacientes con actividad articular. En 

concordancia con estos hallazgos, está lo observado por Fischer A (2018) 26. Este 

grupo de estudio desarrolló un modelo murino de artritis. Ellos encontraron que la 

inhibición de TLR 9 en ratas con artritis inducida por pristanos, redujo la artritis y 

abolió la erosión ósea. Además, en un modelo de artritis inducido por pared celular 

estreptocócica en ratones deficientes de TLR 9 observaron que a los días 23 y 28, 

estos ratones tuvieron menor grado de inflamación en comparación con los salvajes.  

Todo esto sugiere que la expresión de TLR9 resulta en inflamación articular y su 

inhibición la evita, lo cual concuerda con nuestros resultados. Es importante tomar 

con cautela estos hallazgos, ya que en la fisiopatogenia de la artritis reumatoide 

predomina la respuesta celular (linfocitos T) y en la del LEG la respuesta humoral 

(LB). 

 

Estamos conscientes de las fortalezas y limitaciones de nuestro estudio.  Dentro de 

las fortalezas consideramos se trata de un estudio novedoso por el hecho de que el 

grupo celular evaluado fueran subpoblaciones de LB y que se hayan establecido 

comparaciones entre fenotipos clínicos y variables histopatológicas. Dentro de las 

limitaciones encontramos: el pequeño tamaño de muestra, el hecho de que solo se 

haya evaluado a población de un solo centro, así como su carácter transversal. 
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CONCLUSIONES:  

Los pacientes con NL tuvieron una mayor expresión de TLR7 en LB DN y de MyD 

88 en LBSA. Por otro lado, hubo una menor expresión de TLR9 en LBAE en 

pacientes con NL. Se documentó una correlación positiva entre la expresión de MyD 

88 y las variables histopatológicas (FIAT, IA e IC). De forma contraria se observó 

una correlación inversa entre la expresión de TLR9 y las variables histopatológicas 

(FIAT, IA e IC). Nuestros hallazgos sugieren que la expresión estas moléculas 

potencialmente podrán plantearse como surrogados de la actividad o daño tisular 

en nefritis lúpica. Se requieren estudios prospectivos para analizar si la expresión 

de TLRs intracitoplásmicos y su molécula adaptadora MyD 88 varía a lo largo del 

tiempo y en función de la respuesta al tratamiento de inducción a la remisión de 

nefritis lúpica.  
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TABLAS Y FIGURAS: 

Tabla 1. Características demográficas, clínicas y terapéuticas de la población. 
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Tabla 2. Variables bioquímicas, urinarias e histopatológicas.  
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Tabla 3. Expresión de TLR 7, 9 y MyD 88 en subpoblaciones de LB.  

 

  Abs: absoluto, %: porcentaje, IMF: intensidad media de fluorescencia.  
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(Continúa)  

Tabla 3. Expresión de TLR 7, 9 y MyD 88 en subpoblaciones de LB.  

LBSA: Linfocitos B secretores de anticuerpos, LBAE: Linfocitos B asociados a la edad.  
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Figura 1. Diagrama de caja y bigote: porcentaje de expresión de MyD 88 en 
LBSA en casos y controles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Matriz de correlación entre expresión de TLRs intracitoplásmicos y 
MyD88 con variables histopatológicas de pacientes con LEG y NL. 
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Figura 3. Matriz de correlación entre expresión de TLRs intracitoplásmicos y 
MyD88 con variables serológicas: 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.  Expresión de TLR 9 en LB (IMF) en pacientes con y sin actividad 
neuropsiquiátrica.  
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Figura 5. Expresión de TLR 7 y 9 en subpoblaciones de LB en pacientes con y 
sin actividad constitucional.  
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Expresión de TLR 7, 9 y MyD 88 en subpoblaciones de LB en 
pacientes con y sin actividad articular 
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(continúa) 
 
Figura 6. Expresión de TLR 7, 9 y MyD 88 en subpoblaciones de LB en 
pacientes con y sin actividad articular 
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ANEXOS: 
 
Anexo 1. Índice de actividad de LEG: SLEDAI 2K 



 35 

Anexo 2. Subpoblaciones de LB evaluadas y sus respectivos marcadores.  
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Anexo 3. Estrategia de gating.  

 
 
Anexo 4. Imagen representativa de la citometría de flujo: porcentaje de 
expresión de TLR 7, 9 y MyD 88 en las subpoblaciones de LB.  
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Anexo 5. Carta de aprobación del comité de Investigación y Comité de Ética 
en investigación 

 

 




