El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoin-
mune recurrente-remitente caracterizada por la pérdida de
tolerancia a los acidos nucleicos y manifestaciones clinicas muy
diversas. La heterogeneidad clinica, junto con la posible gravedad
de estas manifestaciones, hacen que el tratamiento del LES sea
un desafio distinto. A pesar de los avances recientes en los proto-
colos de tratamiento, varios estudios han sefialado que los
pacientes con LES todavia tienen un riesgo general de muerte de
2 a 3 veces mayor. Adicionalmente, existen grandes desafios a
nivel diagnéstico y la busqueda de biomarcardores que permitan
una rapida deteccion de afecciones como la renal.

El libro Avances Investigativos en Nefritis Lipica compila conoci-

mientos recientes sobre la base genética, molecular de la nefritis
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INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) se asocia con un amplio
espectro de manifestaciones clinicas e inmunolégicas, de las cuales
la nefritis ldpica es la causa mas comin de morbilidad y mortalidad.
El desarrollo de la nefritis en pacientes con LES implica multiples
vias patogénicas que incluyen apoptosis aberrante, produccién de
autoanticuerpos, deposicion de complejos inmunes y activaciéon del
complemento. El sistema de clasificacién de la Sociedad Internacional
de Nefrologia/Patologia Renal (ISN/RPS) de 2003 para la nefritis
ldpica fue ampliamente aceptado con una alta concordancia intra-
observador e interobservador para guiar la estrategia terapéutica y
proporcionar informacién prondstica. Sin embargo, este sistema de
clasificacién no se basa en la fisiopatologia de la enfermedad subya-
cente. Deben reconocerse algunas lesiones adicionales que contri-
buyen a la presentacién de la enfermedad, incluidas las medias lunas
glomerulares, la lesién por podocitos, las lesiones tubulointersticiales
y la lesién vascular. Aunque los resultados para los pacientes con
nefritis ldpica han mejorado en los ultimos 30 afios, el tratamiento de
esta enfermedad sigue siendo desafiante y se aborda mejor en funcién
de la patogénesis subyacente, que solo esta parcialmente repre-
sentada por los diversos fenotipos patolégicos definidos por la clasi-

ficacion ISN/RPS. Este nuevo libro esta dedicado a los desarrollos
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de investigacién de vanguardia en nefritis lapic. En el capitulo uno
se describiran aspectos relevantes de esta enfermedad; en el capitulo
dos, se aborda la genética de la nefritis lipica; en el capitulo tres, se
describen biomarcadores urinarios para la nefritis y en el capitulo
cuatro se describen avances del uso de microRINAs circulantes como
biomardores diagnésticos de la nefritlis ldpica y en el capitulo cinco

se aborda el papel de las infecciones virales en el lupus.

Gustavo Aroca Martinez

Elkin Navarro Quiroz
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CAPITULO 1

NEFRITIS LUPICA

Gustavo Aroca Martinez'
Maria D. Vélez-Verbel®
Henry J. Gonzalez-Torres’

DEFINICION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
caracterizada por la produccién de autoanticuerpos dirigidos contra
antigenos nucleares y citopldsmicos que conllevan a inflamacién
sistémica crénica que puede afectar miltiples érganos mayores; se
caracteriza por un amplio espectro de manifestaciones determinadas
por la interaccién de factores ambientales y hereditarios (1). Un
importante contribuyente a morbilidad y mortalidad en pacientes
con LES es la afectacién renal conocida como nefritis lipica (NL)
(2,3), que tiene un espectro amplio de presentaciones clinicas y
patolégicas llevando a diferentes prondsticos en estos pacientes (4).
El curso caracteristico de la NL son episodios de brotes o exacer-
baciones de la enfermedad seguidos por un periodo de quiescencia
(5). Para su diagnéstico es fundamental realizar biopsia renal, con

el propodsito de confirmarlo, establecer patrones histopatolégicos,

1 Universidad Simén Bolivar, Barranquilla, Atlantico. Asociacién Colombiana
de Nefrologia. Clinica de la Costa, Barranquilla, Atlantico.

Universidad Libre Seccional Barranquilla.

3 Universidad Simén Bolivar, Barranquilla, Atlantico. Asociacién Colombiana
de Nefrologia. Clinica de la Costa, Barranquilla, Atlantico.
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actividad y cronicidad de la injuria renal, determinar tratamiento y

pronéstico (6).

EPIDEMIOLOGIA

La nefritis lapica afecta a 40-70% de los pacientes con LES con una
incidencia exacta dependiente de factores como raza, edad y género
(7). En términos generales afecta mas a individuos de raza negra,
latinos y asiaticos, con una relacién mujer-hombre de 9:1 (8-10). En
Estados Unidos aproximadamente 35 % delos adultos con LES tienen
evidencia clinica de nefritis lipica en el momento del diagnéstico
y entre 50-60 % desarrollan nefritis durante los siguientes 10 afios
posteriores al diagnéstico (11); en la poblacién asiatica la incidencia
de NL es de 55 %, en la africana 51 % , en hispanos 43 % y en cauca-
sicos del 14 % (12). En Colombia, en un estudio realizado en Medellin
(13) se encontré una incidencia de NL en el 53 % de los pacientes,
durante el primer afio de evolucién del LES, y en la regién Caribe se
han encontrado cifras que oscilan entre 50 y 55 % en algin momento
de la evolucién de la enfermedad (14). En general, la supervivencia
de pacientes con LES es de 95 % a 5 afios después del diagnéstico
y de 92 % a 10 afios del diagnéstico, viéndose significativamente
reducidas estas cifras una vez se instaura la NL llegando a 88 % a los

10 afios e incluso mas bajas en pacientes afroamericanos (15).

FISIOPATOLOGIA

Los mecanismos fisiopatolégicos que conllevan al desarrollo de nefritis
Idpica se han dividido en extrarrenales e intrarrenales. Dentro del

primer grupo se encuentran los siguientes:

*  Muerte celular y manejo de células muertas: el LES se

desarrolla por una pérdida de autotolerancia a antigenos

Universidad Simén Bolivar
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nucleares ubicuos como resultado de un proceso de inmuni-
zacién. Esto implica que células plasmaticas, autorreactivas
y de larga vida, junto con linfocitos T de memoria dirigen
su actividad inmune contra los nicleos. Estas células no
pueden ser eliminadas por las terapias de las que se dispone
hoy dia, por lo que se suprime la actividad de la enfermedad
mas no se cura el LES. Por otro lado, los antigenos nucleares
utilizados para la inmunizacién tienen que estar accesibles a
las células presentadoras de antigenos, proceso que normal-
mente se evita por el mecanismo homeostatico de “limpieza”
de detritus celulares que se activa una vez muere la célula;
sin embargo; en pacientes con LES se comprometen los
mecanismos que normalmente aseguran bajos niveles de
cromatina a nivel extracelular, particularmente: alteraciéon
a nivel de la apoptosis, opsonizacién de células muertas por 11
parte del complemento o su eliminacién por fagocitos. Por su
parte, los neutréfilos se someten a netosis, liberando hacia el

espacio extracelular nucleosomas.

* Induccion de inmunidad antiviral: el retraso en la elimi-
nacién de células muertas conduce a degeneraciéon de sus
componentes lo que compromete los elementos que normal-
mente distinguen los acidos nucleicos propios de los virales,
haciendo que en estos pacientes particulas nucleares sean

reconocidas como virus.

*  Proliferacion de linfocitos aberrantes: las células dendriticas
y las células B tienen la capacidad de procesar antigenos
y presentarlos a las células T y pueden sustituirse entre si
para cumplir este propésito. Las células dendriticas tienen

una vida util limitada, pero su activacién persistente por

Avances Investigativos
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los autoantigenos del lupus por TLR7 y TLR9 aumentan su
supervivencia y las hace resistentes a la muerte inducida por
glucocorticoides. La activacién persistente de células presen-
tadoras de antigeno cambia la interpretacién de los autoanti-
genos conllevandolos a activacién de linfocitos y proliferacién
de estos, que puede superar la falta de respuesta funcional o

la anergia de las células B maduras autorreactivas.

*  Desencadenantes ambientales de actividad lapica: las infec-
ciones virales inducen la liberacién de IFN-a, lo que desen-
cadena la inmunidad antiviral, asi como exacerbacion de la
actividad lapica. Por su parte las infecciones bacterianas
tienen un efecto inmunoestimulador no especifico, que
implica una expansién transitoria de los clones de linfocitos
autorreactivos. Ademas, los productos bacterianos estimulan
las células inmunitarias intrarrenales y las células renales,
pudiendo desencadenar una agravacién transitoria de la
proteinuria y el daiio renal. Otro desencadenante ambiental
de la actividad del LES es la luz ultravioleta, que induce un
aumento en la carga de células muertas al causar la muerte

de queratinocitos.

En cuanto a los mecanismos patogénicos intrarrenales para el

desarrollo de nefritis ldpica se encuentran:

¢ Patologia renal mediada por inmunocomplejos: la activacion
no especifica de células B autorreactivas explica la respuesta
policlonal de anticuerpos que conduce a la caracteristica
principal en el diagnéstico de NL: depésito de IgG y comple-
mento; rara vez ocurre la instauraciéon de NL en ausencia

de inmunocomplejos (16). Sin embargo, en modelos animales

Universidad Simén Bolivar
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ratones deficientes en anticuerpos se ha encontrado que
también desarrollan NL, dejando en evidencia que las
células B tienen efectos patégenos mas alla de la produccion
de anticuerpos, incluida la presentacién de autoantigenos
para activar las células T autorreactivas y los efectos proin-
flamatorios locales. Los inmunocomplejos se depositan en
el mesangio o en los espacios subendotelial y subepitelial o
en los capilares peritubulares dependiendo de la calidad de
los autoanticuerpos, duraciéon y severidad; dentro de estos
autoanticuerpos los dirigidos contra el acido desoxirribonu-
cleico (ADN) de doble cadena (anti-dsDNA) y los antinu-
cleosomas son los que se han visto mayormente asociados
al desarrollo de NL (1,17). El concepto tradicional de que
los complejos inmunes circulantes en el LES se depositan
pasivamente en el rifién ha sido cuestionado; los complejos
inmunes glomerulares se forman més bien in situ por la unién
secundaria a los nucleosomas de las células renales; otra
fuente intrarrenal potencial de nucleosomas son los neutré-
filos en netosis, debido a la liberacién de trampas extracelu-
lares iniciadas por anticuerpos anti-LL37. Los anticuerpos
anti-ADN activan las células endoteliales y mesangiales a
través de diferentes mecanismos; se cree que los anticuerpos
ingresan directamente a las células renales, involucrando
reactividad cruzada con a-actina o anexina IT en las células
mesangiales, sin embargo, este concepto no ha sido demos-
trado. Ademas, los depésitos de complejos inmunes intrarre-
nales activan el complemento, demostrando su doble papel
en el desarrollo de nefritis ldpica. La deficiencia de comple-
mento afecta la opsonizacién y la eliminacién de los autoan-

tigenos del LES del espacio extracelular, mientras que los

Avances Investigativos
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factores del complemento también causan directamente
inflamacién renal relacionada con el sistema inmunitario.
Los depésitos de inmunocomplejos subepiteliales conducen
a glomerulonefritis membranosa secundaria y a sindrome

nefrético por dafio de podocitos.

* Activacion intrarrenal de TLRs y seifializacion IFN: el
componente de acido nucleico de los complejos inmuni-
tarios también activa la inflamacién intrarrenal por TLR
en macréfagos intrarrenales y células dendriticas. Ademas,
los 4acidos nucleicos inmunoestimulantes activan el endotelio
glomerular, células mesangiales y macréfagos para producir
grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias e IFN-a
e IFN-b. la importancia funcional de esta senalizacién IFN
intraglomerular es poco conocida, pero parece contribuir al
dafio renal en NL. La unién a TLR, los receptores de comple-
mento y los receptores Fc activan las células renales para
liberar citoquinas proinflamatorias y quimiocinas e induce
la expresién luminal de selectinas y moléculas de adhesién

dentro de la microvasculatura.

* Reclutamiento de diferentes subconjuntos de leucocitos
mediado por quimiocinas: las células T citotéxicas, las
células Th17 y las células B se infiltran en el rinén en la NL
conllevando a la produccion de quimiocinas y consecuente-
mente promoviendo un estado proinflamatorio. Por ejemplo,
la quimiocina CCL2 recluta macréfagos proinflamatorios
CCR2+ y células T en el glomérulo y en el tibulo-inters-
ticio mientras que las células CCR1+ se reclutan solo en
el compartimento intersticial y no en el glomérulo en NL.

Los leucocitos que han infiltrado forman érganos linfoides

Universidad Simén Bolivar
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terciarios perivasculares dentro del rifién, que involucran una
expansién clonal y la hipermutacién somatica en curso de
las células B en la proximidad de los agregados de células T,
dichas células B experimentan una proliferaciéon y activacion
intrarrenal, lo que contribuye a la inflamacion local, ademas
de su papel para la produccién sistémica e intrarrenal de
autoanticuerpos. Los infiltrados de células T también contri-
buyen a la inmunopatologia en NL, particularmente I1L-17
produciendo células T CD3+/CD4+ o CD3 + CD4/8. Los
macréfagos también contribuyen al dafio renal, particular-
mente F4/80(hi)/ CDlle(int)Grl(lo)/Ly6C(lo)/VLA4(lo)/
MHCII (hi)/CD43(lo)/CD62L(lo).

* La reparacion maladaptativa del tejido contribuye a la
progresion de la enfermedad renal crénica: el dafio a las
células del parénquima renal desencadena respuestas de
curacién que contribuyen a la patologia renal. La necrosis
focal es seguida por una migraciéon de células epiteliales
parietales en el penacho glomerular, donde producen matriz
extracelular que contribuye al paso de glomerulonefritis
focal y segmentaria a global. Durante este proceso las
células parietales mantienen su fenotipo epitelial polarizado
y depositan la matriz extracelular en la parte superior de
los podocitos, ademas, la formaciéon de un patrén de media
luna o crescéntico a nivel glomerular resulta de la activacion
de las células epiteliales parietales que llenan la capsula de
Bowman por una proliferaciéon descoordinada, proceso que
puede estar desencadenado por ruptura de la membrana
basal glomerular que permite la fuga de plasma en el espacio
de Bowman donde los componentes mitogénicos del plasma,

como el fibrinégeno, desencadenan la hiperproliferacién de

Avances Investigativos
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las células epiteliales parietales. En etapas posteriores, las
células epiteliales parietales pierden su polaridad y producen
matriz alrededor de si mismas, lo que crea depésitos en panal
en la capsula de Bowman que convierte las formaciones

crescénticas celulares en fibrocelulares con glomeruloescle-

rosis (17).
MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas son similares en hombres y mujeres,
pero hay diferencias entre la severidad de estas segin raza y distri-
bucién geografica. Las manifestaciones tipicas son aquellas que
denotan enfermedad glomerular, sin embargo, la enfermedad puede
estar silente, o presentarse con alteraciones en el sedimento, sindrome
nefrético o nefritico incluso con rapida progresién a insuficiencia

renal. De tal forma que las principales manifestaciones son:

*  Proteinuria, casi en el 100 % de los casos.

*  Sindrome nefrético en 45 a 65 % de los afectados.

*  Microhematuria, 80 % de los pacientes durante la enfer-
medad.

*  Hematuria macroscépica, poco frecuente.

*  Hipertensién arterial, en particular frecuente en pacientes

con nefritis severa.
Reduccién en la tasa de filtracién glomerular hasta en 50 % de los
casos (1).
EVALUACION Y DIAGNOSTICO DEL PACIENTE CON
NEFRITIS LUPICA

Se debe realizar una valoracién clinica y paraclinica completa en

pacientes con LES y sospecha de NL. Esta incluye:

Universidad Simén Bolivar
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*  Valoracién de la actividad de la enfermedad mediante indices
de actividad validados como: Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index (SLEDAI).

*  Severidad de la actividad dado por la presencia de manifes-
taciones a nivel del sistema nervioso central, cardiaco,
pulmonar o hematolégico con anemia hemolitica o plaqueto-
penia severa, derrame pericardico severo que requiera inter-
vencién terapéutica.

* Datos de laboratorio generales (hemograma, glicemia,
azoemia, creatininemia, albuminemia) y de autoinmunidad
(ANAS, anti-DNA, dsDNA, Anti-sm, Complemento (C3, C4),
anticuerpos antifosfolipidicos, anti-Ro, anti-La, anti Clq).

* Examen de orina en ausencia de infeccién urinaria para
valorar uroandlisis y sedimento urinario, el cual permita
determinar la presencia de leucocituria, hematuria, y
cilindros.

*  Valoracién de proteinuria en orina de 24 horas y de evolucién

mediante el cociente proteinuria/creatininuria (1).

La nefritis lipica (NL) se define, segtin el ACR (American College of
Rheumatology), como la presencia de proteinuria persistente >500
mg/24 horas o 3+ en muestra de orina ocasional o la presencia de
cilindros celulares (hematicos, granulosos, tubulares o mixtos) (11).
El grupo SLICC (Systemic Lupus Erythematosus International
Collaborating Clinics) la define por la presencia de proteinuria
2500 mg/24 horas o proteinuria/creatinuria (UPCR) =250 mg/mmol
o cilindros eritrocitarios y propone que la presencia de una biopsia

renal compatible con NL mads la presencia de anticuerpos antinu-

cleares (ANA) o anti-DNA (18).

La biopsia renal es de gran importancia en el enfoque diagnéstico de

la NL siendo util para guiar el tratamiento, dar informacién sobre el

Avances Investigativos
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prondéstico y descartar nefropatia por sindrome antifosfolipido (SAF),

microangiopatia trombética (MAT) y glomerulopatia primaria (19).

Las indicaciones de biopsia renal varian segin la entidad que las
propone la ACR indica biopsia renal en pacientes con LES que
presenten aumento de la creatinina sin causas alternativas (sepsis,
hipovolemia o medicamentos), proteinuria confirmada =1 gramo/24
horas o la combinacién de proteinuria 2500 mg/24 horas y cilindros
celulares o hematuria =5 eritrocitos por campo de alto poder (CAP).
Las guias EULAR/ERA-EDTA recomiendan biopsia renal en todos
los pacientes lupicos con proteinuria 2500 mg/24 horas, especialmente
si tienen hematuria glomerular o cilindros celulares, sin embargo,
se utiliza la misma clasificacién ISN/RPS (International Society
of Nephrology/Renal Pathology Society) 2003 para identificar el
tipo histopatolégico de lesién renal instaurada (Tabla 1) (20,21). Es
necesario resaltar, que las lesiones en NL pueden presentar cambios
a través del tiempo que generan a su vez el paso de una clase a otra,
va sea de forma espontdnea o tras el tratamiento, asimismo, pueden

solaparse una a otra durante la evolucién de la enfermedad (22).

Por otra parte, la realizacién de una segunda biopsia es discutida
debido a las complicaciones asociadas y a que no genera cambios
en el manejo de los pacientes por lo que no se recomienda repetir
biopsia en un paciente con adecuada respuesta o evolucion (23,24).
Sin embargo, en ciertas situaciones especiales puede llegar a ser de
utilidad, como, por ejemplo: aumento o reaparicion de proteinuria,
sindrome nefrético o sedimento activo, aumento de creatinina sérica
o evolucién sin causa aparente a insuficiencia renal, refractariedad a
tratamiento inmunosupresor, incertidumbre con relacién a grado de
actividad y/o cronicidad para decidir manejo y sospecha de nefro-

patia no asociada a lupus (21).

Universidad Simén Bolivar
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Tabla 1. Clasificacion ISN/RPS para nefritis lapica

Proliferativa focal

TIT A (Activa)

IIT A/C (Activa y

crénica)

III C (crénica)

Proliferacién endoca-
pilar en menos del

50 % de los glomérulos,
con depésitos inmunes
subendoteliales.

HALLAZGOS CORRELACION
NOMENCLATURA | CLASE HISTOLOGICOS CLINICA
Microscopia de luz
normal con depésitos Creatinina sérica normal y
Mesangial minima I mesangiales en la analitica urinaria sin altera-
inmunohistologia y la ciones. Hallazgo casual.
microscopia electrénica.
Creatinina sérica normal,
Ensanchamiento y/o microhematuria o proteinuria
Mesangial proliferativa | 11 proliferacién mesangial | en rango no nefrético. Si
en la microscopia de luz. | aparece sindrome nefrético
descartar podocitopatia.
111 Proteinuria, hematuria, puede

haber sindrome nefrético,
hipertensién, aumento

de creatinina sérica. La
progresién de la enfermedad
renal depende del porcentaje
de glomérulos afectados.

v

IVS 0 IVG (ya

sea segmentaria o

Proliferacién endoca-
pilar en 50% o mas

Hematuria, proteinuria,
sindrome nefrético, hiper-

glomérulos.

Proliferativa difusa global) A gg;ng};rﬁf;ﬁ}ii’scon tensién arterial. Disminucién
IVSOIVG A/C subendoteliales. de TFG.
IVSOIVG C
Delposlltttﬁ llrm.lunes] n Proteinuria en rango nefrético
Membranosa A% su )eI:t.e la esi Pue(ﬁ o no, funcién renal normal,
;(I)f)f)l““l,r as clases 11, hipertensién, microhematuria.
Esclerosis global en Py .
Esclerosis VI mads del 90 % de los DisminucionlentiiG,iprotei-

nuria, hiperazoemia.

Es importante tener en cuenta que por lesiones activas se entiende la

presencia de ciertas caracteristicas que incluyen a nivel glomerular:

necrosis local, proliferacién celular, cariorexis, exudado fibrinoide,

asas de alambre, cuerpos de hematoxilina, trombos hialinos; a nivel

tubulointersticial: infiltrados inflamatorios, necrosis tubular, edema

y finalmente en arterias y arteriolas: exudado fibrinoide, trombos

plaquetarios y necrosis. Por otra parte, se considera una lesion

como crénica cuando en glomérulos se encuentra engrosamiento

de membrana basal, fibrosis, adherencias; en el tibulo-intersticio

fibrosis y/o atrofia tubular, y en arterias y arteriolas esclerosis arterial

y/o hialinosis arteriolar (25).
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Recientemente se realizaron recomendaciones y aclaraciones de

conceptos en relacién con la clasificacién ISN/RPS entre las cuales

destacan:

Para la clase II se hizo un ajuste en el concepto de hipercelu-
laridad o proliferacién mesangial definiéndola como cuatro o
mas nucleos completamente rodeados por matriz en el area
mesangial no incluyendo la region hilar.

En cuanto alas clases III y I'V se sugiere el cambio del término
proliferacién endocapilar por hipercelularidad endocapilar;
el término “creciente” se utiliza para referirse a una lesion
que consiste en hipercelularidad extracapilar compuesto de
una mezcla variable de células; puede haber presencia de
fibrina y matriz fibrosa y debe estar afectada 10 % o mas
de la circunferencia de la capsula de Bowman. Asi mismo,
el patrén creciente celular se refiere a mas de 75 % celular y
fibrina y menos de 25 % de matriz fibrosa; el patrén creciente
fibroso indica mas del 75 % de matriz fibrosa y menos de
25 % células y fibrina; el patrén creciente fibrocelular por
otro lado se define como 25-75 % de células y fibrina y el

resto de matriz fibrosa.

Finalmente se propuso la modificacién de indices de actividad y
cronicidad del National Institutes of Health (NIH), al igual que su

utilizacién en lugar de los parametros para A, Cy A/C (Tabla 2) (26).

Indice de actividad Definicié Puntai
NIH modificado climicion ntaye
Hipercelularidad Hipercelularidad endocapilar en < 25 % (1+), 25-50 % | o
endocapilar (2+), 0> 50 % (3+) del glomérulo.
L _— . Neutréfilos y/o cariorexis en < 25 % (1+), 25-50 % (2+),
Neutréfilos/Cariorexis 0>50 % (3+) del glomérulo. 0-3
q g Necrosis fibrinoide en < 25 % (1+), 25-50 % (2+), 0 >
Necrosis fibrinoide 50 % (3+) del glomérulo. (0-3)x 2
Depésitos hialinos Lesiones en asa de alambre y/o trombos hialinos en 0-3
P ) i <25 % (1+), 25-50 % (2+) 0 > 50 % (3+) del glomérulo.
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Creciente celular/fibro- | Crecientes celulares y/o fibrocelulares en < 25 % (1+), (0-3)x 2
celular 25-50 % (2+) 0 > 50 % del glomérulo. x
P e Leucocitos intersticiales en < 25 % (1+), 25-50 % (2+) o | , -

Inflamacién intersticial | 50 % (3+) en la corteza. 0-3
Total 0-24
Puntaje de glomeruloes- | Esclerosis global y/o segmentaria < 25 % (1+), 25-50 % 0-3
clerosis total (2+), 0 > 50 % (3+) del glomérulo. 3

. Creciente fibroso en < 25 % (1+), 25-50 % (2+), o .
Crecientes fibrosos > 50 % (3+) del glomérulo. 0-3

Atrofia tubular en < 25 % (1+), 25-50 % (2+) 0 > 50 %
i Gelbultn (3+) de los tibulos corticales. o
. .. .. Fibrosis intersticial en < 25 % (1+), 25-50 % (2+) 0 >

Fibrosis intersticial 50 % (3+) en Ia corteza. 0-3
Total 0-12

PRONOSTICO

Se han identificado diversos factores de riesgo independientes
asociados a mal pronéstico en pacientes con nefritis lipica dentro de

los cuales se encuentran:

* Etnicidad afroamericana, hispanoamericana y latinoameri-
canos.

*  Sexo masculino.

* Edad temprana de presentacion.

*  Bajo nivel socioeconémico.

e Polimorfismos genéticos.

*  Presencia de anti-dsDNA, anticuerpos antifosfolipidos,
anticuerpos anti Clq.

«  Indices de actividad y cronicidad.

*  Niveles elevados de creatinina.

*  Sindrome nefrético.

e  Hipertension persistente.

*  Hipocomplementemia.

*  Falta de remisién en el primer afio.

*  Falta de adherencia al tratamiento (27).
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TRATAMIENTO

Los objetivos del tratamiento farmacolégico en la nefritis ldpica

pueden dividirse en:

a.

b.

Inmunolégicos: inducir y sostener la remisién de la enfer-
medad.

No inmunolégicos: Prevencién de infecciones, osteoporosis
y morbilidad cardiovascular. Control de presién arterial,

proteinuria y alteraciones en el perfil lipidico (28).

Criterios de respuesta a enfermedad propuestos por la ACR:

Remision parcial: Mejoria de tasa de filtracién glomerular
(TFG) en un 25 % y disminucién de la proteinuria en por
lo menos un 50 % del valor basal, y lograr un sedimento

urinario inactivo (29).

Remision total: TG mayor de 90 ml/min/1,73 m2 de super-
ficie corporal, proteinuria menor a 500 mg/24 h, sedimento
urinario inactivo (ausencia de cilindros hematicos y leucoci-

tarios y menos de 5 eritrocitos y leucocitos por campo de alto

poder) (29).

No remision: falla para lograr una disminucién de la protei-
nuria = 50 % y a menos de 3 gramos al dia si los valores
iniciales estaban en rango nefrético, o < 1 gramo al dia si
los valores iniciales estaban en un rango no nefrético, persis-
tencia de cilindros urinarios y hematuria (> 5 eritrocitos por
campo de alto poder) en el sedimento urinario y deterioro en
las cifras de creatinina sérica con o sin mejoria en los marca-

dores serolégicos (nivel de C3) por al menos seis meses (30,31).
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* Recaida: Incremento en la actividad de la enfermedad
definido como una elevacién de la creatinina en un 25 %,
y/o aparicién de proteinuria mayor a 1,5 gramos/24 horas si
previamente no existia, y/o aparicién de sindrome nefrético
(mayor a 3,5 gramos) (32). Cuando exista falla en el trata-
miento es necesario verificar el adecuado cumplimiento
del mismo, en particular en pacientes jovenes que pueden
presentar mayor dificultad de acople al mismo y aceptacién

de la enfermedad crénica (33).

El tratamiento actual de la nefritis ldpica es dirigido con base a los
hallazgos clinicos e histopatolégicos encontrados de la siguiente

forma:

*  Nefritis lapica clase I: al tratarse de alteraciones exclusiva-
mente histolégicas, es decir, en ausencia de manifestaciones
clinicas de origen renal no debe suministrarse tratamiento
inmunosupresor. Por el contrario, el tratamiento debe

elegirse con base en las manifestaciones extrarrenales.

*  Nefritis lapica clase II: si la proteinuria es <lgr/dia se deben
tratar las manifestaciones extrarrenales; en caso de aparicién
de proteinuria significativa, sindrome nefrético, hematuria
macroscépica o deterioro de la funcién renal se debe evaluar
la posibilidad de evolucion histolégica e incluso procesos
glomerulares asociados pudiendo llegar a necesitar corti-
coides (hasta 0,5 mg/kg/dia) acompaifiados o0 no de inmuno-

supresores (azatioprina, micofenolato) (21,34,35).

*  Nefritis lapica clase III y IV: el tratamiento consta de dos
fases: una inicial de induccién de remision, y una de manteni-

miento. Durante la fase inicial se recomienda el tratamiento
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con glucocorticoides tipo prednisona a dosis de 0,5-1mg/kg/
dia con una dosis maxima de 60 mg/dia. Pero en formas muy
agresivas es preferible la utilizacién de Metilprednisolona
intravenosa en dosis de 30 mg/kg/dia (maximo 1 gramo) por
3 dosis, seguida de prednisona oral. Se recomienda que el
esteroide se acompaifie de ciclofosfamida o micofenolato de
mofetil. Existen dos regimenes vigentes para el uso de ciclo-
fosfamida: el propuesto por EuroLupus Nephritis Trial (36)
que sugiere 500 mg intravenosos (IV) quincenales durante 3
meses y el propuesto por los National Institutes of Health
(NIH) que sugiere pulsos mensuales IV de 0,5-1gr/mt2 de
superficie corporal por 6 meses. Otra alternativa es la utili-
zacién de ciclofosfamida oral a dosis de 1 a 2 mg/kg/dia
por 6 meses, pero se utiliza poco hoy en dia por sus efectos
colaterales. En cuanto al micofenolato la dosis sugerida para
induccién es de 2-3 gr/dia durante 6 meses (37). La segunda
fase de tratamiento llamada de mantenimiento tiene como
fin conseguir una remisién renal completa y evitar exacer-
baciones con compromiso renal; para tal fin se ha utilizado
Azatioprina a dosis de 1 a 2mg/kg/dia, o Micofenolato de
mofetil 2gr/dia, y en pacientes que no lo toleren por sus
efectos colaterales gastrointestinales optar por micofenolato
s6dico por 360 mg 2 tabletas cada 12 horas. No existe una
duracién optima definida para esta fase, el promedio de

duracién reportado es de 3,5 afios (21). (Figura 1.)

A la hora de elegir un farmaco citostatico sobre otro es importante
tener en cuenta factores como la raza, edad, futuro reproductivo y
gravedad del cuadro clinico, en particular estudios realizados han
demostrado que personas de raza asidtica tienen mejor respuesta

a micofenolato con menores dosis; por su parte, las razas negras y
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latinos tienen menor respuesta a ciclofosfamida que caucasicos y
asiaticos. Por otra parte, en aquellos pacientes que deseen conservar
su fertilidad se recomienda el uso de micofenolato (11,19); es valido
mencionar que el micofenolato tiene mejor perfil de seguridad en
cuanto a efectos adversos, puesto que la ciclofosfamida se ha visto
asociada a cistitis hemorragica, amenorrea, trastornos gastrointes-
tinales y hematolégicos entre otros (38). Sin embargo, en términos
generales se podria decir que tanto el micofenolato como la ciclofos-

famida son igual de eficaces (39).
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*  Nefritis lapica clase V: si hay presencia de proteinuria en
rango nefrético debe iniciarse tratamiento con prednisona a
dosis de 1 mg/kg/dia maximo 60 mg/dia asociado a ciclofos-
famida, micofenolato (en ambos casos mismas dosis usadas
en clases 1II y 1V), ciclosporina (2-5 mg/kg/dia), tacrolimus
(0,1-0,2 mg/kg/dia) o azatioprina (1,5-2 mg/kg/dia); para la
induccién terapéutica; posteriormente en la fase de mante-
nimiento micofenolato, anticalcineurinicos o azatioprina.
Por otra parte, si hay proteinuria en rango no nefrético y la
funcién renal es normal se debe tratar con medicamentos que
logren reducir la proteinuria a través de acciones hemodi-
namicas y no inmunolégicas: IECAs, ARA II, antagonistas

mineralocorticoides (21,34,40).

*  Nefritis lapica clase VI: El tratamiento debe estar orientado
hacia las manifestaciones extrarrenales y preparacién del
paciente para recibir terapia de sustitucién renal ya sea

dialisis o trasplante (34).

Se recomienda el uso de antimaldricos en pacientes con nefritis lipica
y funcién renal preservada, puesto que se ha demostrado que la cloro-
quina e hidroxicloroquina pueden retrasar la progresiéon de la enfer-
medad renal, aumentar la duracién de la remisién cuando se combina
con el manejo inmunosupresor y reduce la dosis acumulada de gluco-
corticoides (41). Debido a su mejor perfil de seguridad se recomienda

la hidroxicloroquina por encima de la cloroquina (42).

Asimismo, es recomendado el uso de farmacos bloqueadores del
sistema renina angiotensina aldosterona, con el fin de reducir la
proteinuria que se ha visto asociada a mayor progresién de la enfer-

medad renal (43), dentro de este grupo se incluyen los inhibidores de
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la enzima convertidora de angiotensina (IECAs) y los bloqueantes de
los receptores de angiotensina 11 (ARAII). Estos farmacos deben ser

utilizados independiente de su actividad hipotensora (44—46).

NEFRITIS LUPICA RESISTENTE Y RECIDIVANTE

Para considerar el diagnéstico de nefritis lupica resistente debe
haberse realizado el tratamiento por lo menos durante 6 meses
y no haber obtenido remisién ni completa ni parcial. En caso de
haber iniciado tratamiento con micofenolato y no haber obtenido
respuesta debe cambiarse por ciclofosfamida; en caso contrario si no
hay respuesta al tratamiento inicial con ciclofosfamida se debe rotar
a micofenolato. Mientras que, en caso de recidiva, es decir, nefritis
ldpica que aparece posterior a haber obtenido una remisién completa
se debe instaurar el mismo tratamiento recibido previamente. Sin
embargo, si el paciente se encuentra en tratamiento de manteni-
miento con azatioprina se recomienda cambiarlo por micofenolato y
si estd en manejo de mantenimiento con micofenolato y presenta una
recidiva se debe cambiar por ciclofosfamida (34). Una vez agotadas
las alternativas anteriores se define que el paciente tiene nefritis
ldpica refractaria, y se procede con algunas de las llamadas nuevas

terapias.

NUEVAS TERAPIAS

Los esquemas utilizados actualmente propuestos por Eurolupus y
NIH fracasan en 20 % de los casos (34). Porlo que se deja en manifesto
la necesidad de nuevas terapias que sean eficaces, tengan un perfil
de seguridad alto y sean personalizadas. Dentro de los nuevos trata-

mientos se encuentra:

*  Rituximab: es un anticuerpo monoclonal quimérico (murino/

humano) dirigido al antigeno CD20 que se encuentra
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expresado enlasuperficie de células pre-B y células Bmaduras,
actia por medio de la induccion de lisis celular mediada por
citotoxicidad dependiente del complemento. Estudios reali-
zados han mostrado mejoria en cuanto a indices de actividad,
niveles de complemento, anti-DNA, proteinuria, funcién
renal y sedimento urinario, llevando a remisiones de hasta
80 % de los casos entre remisiones parciales y totales (34),
no obstante se han reportado tasas de recaida que oscilan
entre 38 y 83 %, a pesar de esto la mayoria de los pacientes
responden bien a un segundo régimen terapéutico con
rituximab (31). En pacientes que desarrollan efectos colate-
rales a Rituximab se pueden considerar anticuerpos a CD20
humanizados como el Ocrelizumab y Ofatumumab (47—49).
En desarrollo se encuentran anticuerpos al CD19 (50); la
Ventaja en relacion con los anteriores es que este receptor
se encuentra no solo en células B sino también en plasma- 29

blastos y células plasmaticas.

*  Terapia contra células plasmaticas: Obinutuzumab: es un
farmaco anti-CD20 humanizado tipo II que a diferencia
del rituximab tiene mayor citotoxicidad dependiente de
anticuerpos y fagocitosis, mejores efectos de muerte directa
a linfocitos B y menos sujecién a citotoxicidad dependiente
del complemento. El estudio NOBILITY mostré como resul-
tados que el tratamiento con obinutuzumab en NL genera
deplecién rapida y completa de células B periféricas, obser-
vandose respuesta similar en células de memoria, células B
maduras y plasmablastos, asimismo, la deplecién sostenida
de células B se asocié con mejor respuesta renal a la semana
76 presentando a su vez niveles mas bajos de creatinina y

proteinuria en estos pacientes (51).
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*  Abatacept y Belatacept: Son proteinas de fusién compuestas
por una inmunoglobulina fusionada al dominio extrace-
lular del antigeno citotéxico de linfocito T CTLA-4, el cual
modula selectivamente la via de senalizacién CD28-CD80/86
inhibiendo asi eventos de coestimulacién incluyendo la
activacién de células T. El Abatacept ha mostrado mejoria

en cuanto al ratio proteinuria/creatinina, niveles de

anti-dsDNA, C3 y C4 (52).

*  Belimumab: Es un anticuerpo humanizado anti BAFF/
BLYS, el cual inhibe la maduracién de las células B. Fue
aprobado por la FDA para el tratamiento de Lupus erite-
matoso sistémico, apoyado en dos grandes pruebas, en las
cuales resulto efectivo (53,54). En una reciente revisién
sistémica se encontré que en el 55,1% de los pacientes con
nefritis ldpica que recibieron Belimumab se logré mejoria en

los parametros renales (55).

* Terapia combinada con inhibidores de la calcineurina:
Los esquemas con inhibidores de calcineurina asociados
a esteroides y citostaticos se han utilizado para inducir
remisién, terapia de mantenimiento, o para pacientes con
nefritis ldpica refractaria (56,57), se constituye en una
propuesta interesante puesto que ataca varias vias molecu-
lares implicadas en el desarrollo de NL. La terapia consiste
en la utilizacion de glucocorticoides, micofenolato y tacro-
limus o ciclosporina; estudios realizados han demostrado
reduccién en proteinuria y mejoria en indices de actividad
(58). Los esquemas con inhibidores de calcineurina asociados

a esteroides y citostaticos se han utilizado para inducir
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remisién, terapia de mantenimiento, o para pacientes con

nefritis ldpica refractaria (56,57).

*  Bortezomib: este fairmaco induce lisis celular por medio
de inhibicién selectiva y reversible de la actividad de la
proteasoma 26S. Se ha descrito tras su utilizacién reducciéon
en indices de actividad, niveles de anti-DNA, hematuria,
proteinuria, creatinina sérica y negativizacion de ANAs (59).
Un medicamento con mecanismo de accién semejante, pero

de uso oral es el Ixazomib (60).

*  Eculizumab: es un inhibidor del complemento terminal que
se une especificamente a la proteina del complemento C5 con
gran afinidad, con lo que inhibe su escisién en C5a y C5b e
impide la generacién del complejo de ataque de membrana
C5b-9. Se ha encontrado con su utilizacién mejora sostenida
de la funcién renal y normalizacién de parametros del

complemento (61).

Plasmaféresis, inmunoadsorciéon, inmunoglobulina o gammaglo-
bulina y globulina antitimocitica han dado lugar a resultados muy

variables en pacientes con nefritis ldpica (31).

PROPUESTA DE MODELO DE GESTION DE SALUD
DE NEFRITIS LUPICA PARA COLOMBIA

Este Modelo de Gestién de Salud para NL se disenié a partir de una
revision de la literatura y del andlisis del seguimiento de una cohorte
de pacientes atendidos por el servicio de nefrologia de la Clinica de
la Costa durante dos afios. Se disefié un plan de manejo integral con
base en los 30 pacientes muestreados del estudio, desde tres compo-
nentes, para tener una visién holistica del paciente; dichos compo-

nentes son:
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Presentacion y Evolucién Clinica: Incluye la caracterizacién
sociodemografica, clinica, histopatolégica, plan de trata-
miento farmacoterapéutico y seguimiento del paciente

durante al menos cinco afos.

Calidad de Vida: Abordaje de los aspectos psicoldgicos,
materiales e inmateriales que son inherentes a la definicién

de salud de acuerdo con la OMS.

Adherencia a las Recomendaciones Médicas: Seguimiento
activo que se le realiza al plan de manejo del paciente y a
las intervenciones terapéuticas (tratamiento farmacolégico)
y no terapéuticas (grupos de apoyo) que se les realizan a los
sujetos objetos de estudio.
Los indicadores obtenidos en dicho trabajo sirven como
evidencia de los resultados del seguimiento de los pacientes
y las relaciones encontradas entre la evolucién clinica,
respuesta al tratamiento e impacto socioeconémico medido
a través de la Calidad de Vida con GENCAT. Al seleccionar
las variables de interés para conformar el modelo se tuvieron
en cuenta las siguientes variables independientes que inciden
en la gestién de salud de la Nefritis Lapica (Variable depen-
diente):
0 Demograficas
*  Edad
*  Sexo

0 Clinicas y de Laboratorio

*  Albtmina

*  Hemoglobina

*  (Creatinina Sérica

Proteinuria en 24 Horas
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0  Histopatologicas
*  (lasificacién de la NL
0  Calidad de Vida

*  Bienestar emocional

*  Relaciones interpersonales
Bienestar material
Desarrollo personal
Bienestar fisico

Autodeterminacién

Inclusién social

*  Derechos

*  Inmunologia
* C3

*  Anti-DNA

El Modelo de Gestion de Enfermedad fue disenado en tres fases,
teniendo en cuenta los tres componentes mencionados anterior-

mente, a partir de la cual surge esta estructura:

*  Primera Etapa: Descripcion del paciente desde el punto de
vista clinico y parametros de laboratorio, aspectos de calidad
de vida, caracterizacién del riesgo, y sociodemografico,
porque era necesario establecer el grado y la severidad de
la NL para definir el tipo de tratamiento que cada paciente
debe tener de acuerdo con la presentacion clinica de la NL y

las manifestaciones que esta presenta.

* Segunda Etapa: Intervencién clinica y psicolégica, con la
farmacoterapia y calidad de vida, evaluacién de esta y
medicién de resultados cada 12 meses a partir del primer
encuentro. Esto con la finalidad de conocer cémo responde

el paciente a la terapia estandar y/o ajustada de acuerdo con
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los resultados de los parametros de laboratorio, aspectos de

calidad de vida y adherencia.

*  Tercera Etapa: Integracién al Sistema de Gestiéon de la
Calidad de la Clinica de la Costa para el mejoramiento
continuo, porque para la definicién del propésito, es decir,
la elaboracién del plan este debe estar direccionado con el
sistema de control de calidad. Asi mismo, los pacientes
ayudaron a la generacién del modelo y ajuste a sus necesi-
dades y a la optimizacién de las rutas de manejo. Dado ese
punto se lleva a la creacion del plan, entendiendo por tal la
fijacién de etapas de que consta y su planificacién temporal
(cronograma). Igual se necesita determinar los recursos,

tanto humanos como en especies.

Cada una de las fases se compone de actividades especificas que, en
conjunto, buscan la identificacién e intervencién oportuna de los
principales factores de riesgo para el desarrollo de NL con el fin de
impactar en los desenlaces clinicos definidos como disminucién de
eventos de hospitalizacién y complicaciones, disminucién del gasto,
entre otros. De tal forma que alllevar a la practica este modelo simul-
taneo, a la recoleccién de informacién de la investigacién, se pudo

observar lo que a continuacién se describe:

Durante la primera fase, todos los pacientes recibieron informacion
acerca de las intervenciones que se les realizarian, de los beneficios
esperados con el modelo, y de sus deberes y derechos como pacientes;
también recibieron educacién en LES y NL, manejo y guia de la
ingesta de sus medicamentos, control y talleres de calidad de vida y
de adherencia farmacolégica. De manera paralela, se inici6 la identi-
ficacién de los factores de riesgo para la estratificacién y priorizacién

de las intervenciones a realizar en la siguiente fase del modelo.
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En la segunda fase, se realiz6 la intervencién de los pacientes,
de acuerdo a la caracterizaciéon del riesgo; el modelo incluye las
valoraciones médicas especializadas de mayor demanda, como son
Nefrologia (Plan de Manejo Farmacoterapéutico), Psicologia (Manejo
Psicolégico), Enfermeria (Plan de Cuidado y Adherencia) y Nutricién
(Manejo Alimenticio); durante esta fase se lleva a cabo el seguimiento
a los controles, en el cual el paciente acude a la consulta programada
de acuerdo a la fecha de su control, y alli se evalia su calidad de vida,
sus datos de laboratorios clinicos y se define la conducta a seguir.
Para la adecuada ejecucién de esta fase, el modelo propone como
pilares fundamentales: la educacién del paciente y su familia, asi
como la gestién de la informacién clinica y la integracién de redes de
servicio, porque integra en tiempo real al paciente, médico y equipo
de salud en general; este tipo de modelos aseguran la integracién del
personal tratante, asi como de sus compaiieros y familiares cuida-
dores. Los gestores de casos, es decir los médicos nefrélogos tratantes,
fueron los impulsores y garantes del desarrollo del modelo, con el
concepto integrador de redes de servicios. Ellos gestionan dia a dia
la informacion relacionada con la estratificacion del riesgo de los
pacientes, las necesidades de interconsultas y remisiones, los eventos
de hospitalizacién y las solicitudes de examenes complementarios;
para ello cuentan con herramientas automatizadas de informacion

que permiten un proceso agil de seguimiento y toma de decisiones.

Enlatercerafase,se analizan los resultados y se implementan procesos
de mejoramiento continuo de cara a alcanzar metas propuestas y
brindar a la comunidad en general y clinica nuevas tecnologias para
el manejo de la informacién del paciente y agilizando los tiempos de
consulta entre el médico y su paciente, optimizando la calidad del

servicio.
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Con los resultados obtenidos a través del desarrollo de las tres fases
mencionadas anteriormente, se construy6 un modelo ajustado a las

necesidades de los pacientes.

Como un agregado adicional y por la utilidad demostrada, este
modelo, se integré al Sistema de Gestién de la Calidad del Centro de
Referencia de la region (Clinica de la Costa). Para evitar la existencia
de sesgos diferenciales en cuando al prestador, se han establecido
programas de capacitacién en servicio y se han empoderado y
enrolado a los integrantes de la Red, validando su compromiso

(Figura 2) Modelo de Gestién de Salud propuesto.

La etapa inicial comienza con el diagnéstico de acuerdo con la biopsia
renal porque es cuando se tiene certeza de la actividad del LES en el
riiién, luego de esto se plantea el manejo que se le dara al paciente.
Posterior al consentimiento informado, los datos del paciente se
registran en NefroRed® todos los parametros de laboratorio y el
tratamiento tanto para NL como para los aspectos de Calidad de
Vida afectados, al paciente se le calcula el riesgo de desarrollar IRC

(alto, medio, bajo), todos los pardmetros son vigilados por el equipo
de salud.

Como el manejo de la enfermedad se pretende que sea holistico, tal
como se plantea en el modelo aqui presentado, donde cada uno de
los aspectos de calidad de vida, los resultados de los parametros
clinicos y de respuesta al tratamiento, el personal de la salud debe
ser de diversas areas de conocimiento. Igualmente, al ser un modelo
soportado en la academia, este tiene un componente investigativo en
la parte de salud piblica y en el area clinica en el caso de los estudios
Fase II1 y IV. Todos los pacientes se encuentran bajo seguimiento via
web-Mobile, que se realiza a través de la red de teléfonos celulares e

internet mévil (14).
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GENERALIDADES Y ASPECTOS GENETICOS DEL
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

LES es el prototipo de las enfermedades autoinmunes. La incidencia
de LES varia entre los grupos étnicos, ubicacién geografica, sexo y
edad. La prevalencia del LES en la poblacién general es de aproxi-
madamente 20 a 150 casos por cada 100.000 personas (20), afecta
principalmente a las mujeres, con una relacién femenina: masculino
de 3:1 antes de la pubertad y de 9:1 después de esta. Se estima que
el 15-17 % de todos los casos de LES inician en la edad pediétrica
(LESp) v se ha sugerido que en poblacién hispana y afroamericana

esta proporcién es mayor (21).
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El componente genético en LES se fundamenta principalmente en
la agregacién familiar (10-20 %), la alta concordancia en gemelos
monocigotos (24-58 %), que es aproximadamente 10 veces mayor
que en gemelos dicigotos (2-5 %), datos que permiten estimar que
la fraccién de la enfermedad que puede ser atribuible a los genes
(heredabilidad) estimandola aproximadamente en el 66 % y que el
riesgo de los hermanos de padecer LES (As) es relativamente mas
alto (As = 8-29) que para otras entidades autoinmunes. De hecho, se
estima que la prevalencia del LES en los familiares de primer grado
es 66 veces mayor que en la poblacién general (2,64 vs 0,04 por 100

afectados con LES e individuos sanos, respectivamente) (21).

Como en todas las enfermedades multifactoriales, para la identifi-
cacién de los genes involucrados en el LES se han utilizado principal-
mente los estudios de ligamiento, asociacién y expresion, los cuales
deben analizarse de manera conjunta para validar los hallazgos.
En los estudios de asociacién y expresion se utilizan dos estrategias
principales: analisis de genes candidato y escaneo completo del
genoma. Actualmente, la investigacién genética de las enfermedades
complejas se basa en la bisqueda de variaciones genéticas asociadas
a su prevalencia y que puedan estar involucradas en su etiopatogenia,
principalmente a nivel de los SNPs (22,23). Estos polimorfismos son
los marcadores ideales para el mapeo de genes, especialmente en
estrategias de asociacién, y se pueden caracterizar con precisién con
herramientas moleculares relativamente accesibles. Se estima que
existen casi 20 millones, de los cuales alrededor de 12 millones son

conocidos y estan disponibles en bases de datos publicas (http://www.

ncbi.nih.gov/SNP/) (21).

Las variaciones fenotipicas humanas son en gran medida causadas

por el alto grado de variabilidad inter e intra individual que presenta
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el genoma humano tanto en el nivel genético como en el epigenético
(24). Aproximadamente el 50 % de la variabilidad de secuencia en
el ADN se debe al polimorfismo de nucleétido simple y el otro 50 %
se manifiesta como variaciones en la disposicién genémica en escalas
mas grandes. Las variaciones epigenéticas, se muestran en forma de
modificaciones quimicas al ADN como grandes patrones de proteinas
de ADN distribuidos en el genoma. Gran parte de las modificaciones
mencionadas son de dificil acceso a las tecnologias genéticas actuales
y futuras, especialmente cuando es necesario el analisis simultaneo.
El analisis de las secuencias de ADN muestra cambios considerables
entre individuos, y muchas de las variaciones en el genoma humano
se deben al polimorfismo de nucleétido simple SNPs del cual se cree
que proporciona una base genética para enfermedades hereditarias y
adquiridas, y que se considera un factor clave de diversas respuestas
a tratamientos farmacolégicos. Unos 10 millones de SNPs existen
en las poblaciones humanas, donde el alelo menos frecuente SNP
tiene una frecuencia de al menos 1 %. Una regién del cromosoma
puede contener muchos SNPs, pero solo unos pocos SNPs “etiqueta”
proporcionan informacién sobre el patrén de variacién genética en la
region (25). Recientemente varios multianalisis han concertado los
estudios mas relevantes relacionados con los sistemas genéticos y sus
variantes genéticas asociados a la carga genética y/o la susceptibi-
lidad al desarrollo del LES. Para mayor informacién se relaciona la

Tabla 1 modificada de la referencia (26).

Tabla 1. Sistemas genéticos y variantes asociadas a LES a
través de GWAS

Gen (,‘:I hicaciomn Variante Poblacion
'OIMosoma
IKBKE 1q32.1 rs1539241/rs12142086 Europeos
TNIP1 5q32 1510036748 Furopeos, Afroamericanos
TNFAIP3 6923 £$2230926 Huropeos, Afroamericanos
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SLC15A4 12¢q24.32 rs1385374 Asiaticos
UBASH3A 21¢22.3 19976767 Europeos
UBE2L3, HIC2 22q11.21 rs463426 Europeos Asidticos
IRAK1/MECP2 Xq37 re1734787 fropeos Asidticos
ispanoamericanos
Genes del 1436 Miltiples Europeos
Complemento q ples peos
IL-2/IL-21 1426 £s907715 Furopeos, Afroamericanos
sidticos
ATGS 6q21 rs548234 Europeos Asidticos
ITGAM 16pl11.2 r<9888739 fropeos Asidticos
ispanoamericanos
DNase 1 16p13.3 rs8176927 Asidticos Arabes
ACP5/TRAP 19p13.2 rs79525531 Hispanos
Mirl46a 645 1557095329 Huropeos, Afroamericanos
sidticos
7ZBP2 17q12 151453560 Europeos Asidticos
IFIH1 2q24 11990760 Europeos
Europeos, Afroamericanos
STAT4 2¢23.2 157582694 Asiaticos
Hispanoamericanos
RASGRP3 2p24.1 rs13385731 Asiaticos
PRDM1 6p21 rs6568431 156568431 Europeos
Europeos, Afroamericanos
RF5/TNPO3 7932 rs12537284 Asidticos
Hispanoamericanos
PI%%E‘};/IISIZEW 11p15.5 rs4963128 Europeos Asidticos
IRF8 16¢24.1 rs116440334 Europeos
TLR7 Xp22.3 rs3853839 Europeos Asiaticos
UHRF1BP1 6p21 rs11755393 Europeos
TNXB 6p21.32-33 rs310342 Asiaticos
PXK 3pl4a.3 r$6445975 Europeos
HIP1 Tql1 16964720 Asiaticos
NCF2 1425 1517849502 Huropeos
sidticos
1L-10 1q31-32 153024505 Buropeos, Afroamericanos
sidticos
Europeos, Afroamericanos
BANKI1 4q24 rs10513487 Asiaticos
Hispanoamericanos
Europeos
BLK 8p3 157812879 Afroamericanos
sidticos
Hispanoamericanos
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Europeos
LYN 8q13 rs7829816 Afroamericanos
Asidaticos
ELF1 13q13 rs7329174 Asidticos
PRKCB 16pll1.2 r$16972959 Asiéticos
Europeos
IKZF3 17q21 rs8079075 Afroamericanos
Hispanoamericanos
CD40 20q12 rs4810485 Europeos
PTPN22 1p13.2 rs2476601 Hienouropeos
ispanoamericanos
Europeos
TNFSF4 1q25 r$2205960 Asidticos
Hispanoamericanos
AFF1 4921 rs340630 Asiéticos
Europeos
IKZF1 Tpl3 rs4917014 Asidticos
ETS1 11q24.3 rs6590330 Asiaticos
CSK 15¢24.1 rs3433034 Europeos
TYK2 19p13.2 rs280519 Europeos
SH2D1A Xq25 rs2049995 Asidticos
CRP 1421 153093061 Europeos
Afroamericanos
rs1270942
rs2647012 E
152187668 Afrormenton
Genes HLA 6p21.32-33 rs2301271 T aiAtioaa o
si1aticos
rs9271100 His S
3135304 ispanoamericanos
rs3131379
Europeos
CD44, PDHX 11p13 15507230 Afroamericanos
Asidticos
TMEM39A 3q13.33 rs1132200 i“.’?l"*“s
sidticos
TREX1 3p21.31 rs3135945 Europeos
PITG1 5q33.3 rs2431697 Europeos
JAZF1 7pl5.2 rs849142 Europeos
XKR6 8p23.1 rs6985109 Europeos
C8orf12 8p23.1 rs7836059 Europeos
LRRC18, WDFY4 10q11.23 rs1913517 Asidticos
VKORC1 16pll1.2 rs9934438 Asiéticos
Asiaticos
16p13 r$12599402
CLECI6A 17421 11453560 Europeos
Afroamericanos
1222285670 Anglosajones
Gen del VDR 12q13.11 17975232 Caucdsicos
rs731236 C id
rs1544410 aucasoides

Fuente: Modificada de referencia
(Harley et al., 2008; James, 2014; Teruel & Alarcon-Riquelme, 2016)
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GENERALIDADES DE LA NEFRITIS LUPICA (NL)

Una de las manifestaciones mds graves del LES es la nefritis
Idpica (NL), que sigue siendo una causa de morbilidad y morta-
lidad sustancial, ya sea secundaria a la enfermedad renal, o como
resultado de la toxicidad intensa de los farmacos inmunosupre-
sores (29,30). La apariciéon del LES en la mayoria de las poblaciones
ocurre mas comunmente durante la tercera y cuarta década de vida
y un poco mas tarde en las poblaciones de ascendencia europea.
Aproximadamente el 15-20 % de los pacientes experimentan él LES
antes de los 18 afos de edad. La frecuencia de la afectacién renal
es particularmente alta en él LES juvenil, esta oscila entre el 50
% v el 80 % en la mayoria de las cohortes descritas hasta la fecha
(31,32) y no difiere con la etnia (33). Por el contrario, NL es menos
frecuente en los pacientes con aparicién tardia de LES (= 50 afios),
con menos del 30 % de los pacientes afectados (34). La enfermedad
renal puede ser la primera manifestacién de LES, pero ocurre con
mayor frecuencia dentro de un afio de diagnéstico y casi siempre en
5 afios, pero puede suceder en cualquier momento a lo largo de la
enfermedad (35). La prevalencia estandarizada por edad difiere signi-
ficativamente segin el origen étnico, siendo 3,5/105 para el blanco,
13,3 para el indoeuropeo, 64,6 para el afrocaribefio y 66,7 para el
chino. Esto estd de acuerdo con numerosos estudios de cohortes
que demuestran que los pacientes con LES de ascendencia europea
tienen la menor frecuencia de enfermedad renal (20-45 %) (36)(37),
mientras que el 50-70 % de los pacientes con LES presentan nefritis
en afroamericanos y ciertas poblaciones asiaticas, arabes, hispanas,
indigenas y mestizas (38). Se ha identificado la ascendencia africana
como un predictor independiente de desarrollar enfermedad renal
en cualquier momento durante el curso de la enfermedad, particula-

rente en las proximidades del diagnéstico de LES en varias cohortes
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multiétnicas (39,40). Diversos factores demograficos, serolégicos,
clinicos y genéticos también han sido implicados (41), las variables
socioeconémicas se identificaron como factores de riesgo para el
desarrollo de NL (42,43); La variable “etnia” se explica en parte por
la mezcla, en particular de los genes ancestrales afroamericanos, y en
parte por una medida compuesta del nivel socioeconémico, pero al
menos el 45 % de esta variable permanecié sin explicacién (44). En
general, la combinacién de las variables etnicidad y situacién socioe-
conémica representan sélo alrededor del 22 % de la variabilidad en
la ocurrencia de la afectaciéon renal. En varios estudios de cohortes,
los pacientes con LES masculino se demostré que tienen mas parti-
cipacién renal y peor resultado en comparacién con sus contrapartes
femeninas (45,46). Sin embargo, esta disparidad de género no se

muestra en otras cohortes (47,48).

CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LA NEFRITIS
LUPICA

La glomerulonefritis (GN) es la forma mdas comun de enfermedad
renal en pacientes con LES, pero frecuentemente estd acompaiiada de
lesiones tubulointersticiales y/o vasculares (como la trombosis secun-
daria al sindrome antifosfolipido). Una variedad de otras nefropatias,
incluyendo amiloidosis renal, glomeruloesclerosis segmentaria focal,
enfermedad de cambio minimo, nefropatia IgA e IgM, glomerulitis
necrotizante, también se han descrito en pacientes con LES (49).
La nefritis lipica puede presentarse como sindrome nefritico y/o
nefrético con diversas combinaciones de edema, sintomas consti-
tucionales, proteinuria, hematuria, funcién renal alterada, perfil
lipidico anormal e hipertensién. La presentacién clinica no se corre-
laciona muy bien con el tipo y la gravedad de los hallazgos histolé-

gicos de la biopsia renal. Por lo tanto, las biopsias de rifién siguen
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siendo el estandar de oro para establecer el diagnéstico de NL, para
determinar la actividad y cronicidad de la enfermedad y la formu-

lacion del tipo adecuado de tratamiento (50).

Los cambios histolégicos encontrados en las muestras de biopsia
de los rifiones de NL son muy diversos, desde una ligera afectacion
mesangial, a través de formas proliferativas de GN hasta fibrosis
terminal, incluyendo lesién endotelial, proliferacién endocapilar
y NL membranosa caracterizada por lesién podocitaria y lesién de
pared capilar no proliferativa. Es importante destacar que varias
combinaciones de estas lesiones pueden coexistir. En consecuencia, se
han realizado varios intentos de clasificar las biopsias de NL segun el
patrén mas destacado de anomalia histolégica, primero por la OMS
y mds recientemente por la Sociedad Internacional de Nefrologia y
la Sociedad de Patologia Renal (ISN/RPS) (51), el sistema de clasifi-
cacion se describe a continuacién.
Tabla 2. Clasificacion de la Nefritis Lapica. Modificada de

(Contreras-Farinas. Ibanez-Clemente. Roldan-Valenzuela. &
Torres-de Castro. 2011: Weening. 2001)

Clase Nombre Deseripeion
PP . Glomérulos normales por microscopia éptica
Nefritis lipica mesangial ' PR :
Clase I . (MO), pero con depésitos inmunes mesangiales por
minima . -
inmunofluorescencia (IF).

Hipercelularidad mesangial pura de cualquier

grado, o expansién de la matriz mesangial (MO),
Clase TT Nefritis lapica proliferativa con depésitos inmunes mesangiales. Puede
o mesangial haber algunos depésitos aislados subepiteliales
o subendoteliales, visibles por IF o microscopia
electrénica (ME), no por MO.

Glomerulonefritis (GN) focal, endo o extraca-

pilar, global o segmentaria, activa o inactiva,
Nefritis lipica focal comprometiendo < 50 % de todos los glomérulos,
tipicamente con depésitos inmunes subendoteliales

focales, con o sin alteraciones mesangiales.
Clase IT1 Clase IIT A Lesiones activas: nefritis liipica proliferativa focal
Clase I11 A/C Lesiones cr(’)nic_as y activas: nefritis lapica prolife-
rativa y esclerosante focal
Clase TTL C. Lesiones crénicas inactivas con cicatrices glomeru-
lares: nefritis lipica esclerosante focal
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GN difusa, endo o extracapilar, global o segmen-
taria, activa o inactiva, comprometiendo =50 %
de todos los glomérulos, tipicamente con depésitos
inmunes subendoteliales difusos, con o sin altera-
ciones mesangiales. Esta clase se divide en nefritis
lapica difusa segmentaria (IV-S) cuando > 50 %
de los glomérulos comprometidos tienen lesiones
segmentarias, y difusa global (IV-G) cuando >
50 % de los glomérulos afectados tienen lesiones

Nefritis lipica difusa

globales.
difusa Clase TV-S (A) Lesiones acti\l/:‘}s: <ne‘fritis llipinl proliferativa
Clase IV difusa segmentaria
. Lesiones activas: nefritis lipica proliferativa
Clase IV-6 (4) difusa global
Clase IV-S (A/C) Lesiones crénicas y activas: nefritis lapica prolife-

rativa difusa segmentaria y esclerosante

- Lesiones crénicas y activas: nefritis lapica prolife-
Clase IV-G (A/C) rativa difusa global y esclerosante

Clase IV-S (C) Lesiones crénicas inactivas con cicatrizacién:
SRS nefritis lipica esclerosante difusa segmentaria

Clase 1V-G (C) Lesiones crénicas inactivas con cicatrizacién:
e 7™ nefritis lipica esclerosante difusa global

Depésitos inmunes subepiteliales globales o
segmentarios, o su secuela morfolégica, por MO y

Clase V Nefritis lipica membranosa por IF o ME, con o sin alteraciones mesangiales.
P ) Puede ocurrir en combinacién con clase I1I o IV
en cuyo caso ambas deben ser diagnosticadas.
Puede mostrar grados avanzados de esclerosis.
Clase VI Nefritis lapica esclerosante | 290 % de los glomérulos globalmente esclerosados
i avanzada sin actividad residual

GENETICA DE LA NEFRITIS LUPICA

La gravedad del LES varia entre los grupos étnicos, siendo mas
grave en las poblaciones no europeas (38,53). La agregacion familiar
de LES ha sido ampliamente documentada, y la mayoria de los
pedigries apoyan una herencia compleja no Mendeliana (54). Estos
hechos apoyan firmemente la nocién de una contribucién genética

poligénica a la patogénesis del LES.

Estudios de asociacién de genoma completo (GWAS) y estudios de
genes candidatos han reportado numerosos genes de riesgo para LES,
incluyendo loci en genes funcionales en el sistema inmune innato y
adaptativo (28,55). Algunos de estos genes también estan estrecha-
mente asociados con NL. Sin embargo, la mayoria de estos estudios
de asociacién no estan enfocados en el fenotipo de nefritis, por lo que

es poco lo que se sabe acerca de qué genes pueden predisponer a dicho
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endotipo. Algunos estudios recientes cuyo objetivo a estado direc-
cionado a la identificacién especifica de genes responsables de nefritis
ldpica han podido identificar genes de funcién renal que se asocian
con NL, pero que no se han podido asociar con la susceptibilidad de
LES (56,57). Aunque los mecanismos funcionales exactos de estos
genes candidatos relacionados con nefritis permanecen poco claros,
parece que la base genética de NL implica una combinacién de genes
de susceptibilidad LES y que son de gran importancia en el sistema
inmunolégico y genes que son mas especificos del rinén y que predis-

ponen especificamente a NL. (Figura 1).

Etnicidad

Factores
Geneticos

Factores
Ambientales

Nefritis

Figura 1. Interacciones entre multiples factores que
predisponen a NL

Fuente: Modificado de (Iwamoto & Niewold, 2016)
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GENES DE RIESGO A NEFRITIS LUPICA Y
POSIBLES FUNCIONES

La mayoria de los genes de riesgo de NL han sido analizados en los
estudiosLa mayoria de los genes de riesgo de NL han sido analizados
en los estudios de genes candidatos, luego de haber sido identificados
en GWAS como factores de riesgo de LES, partiendo de la hipétesis
de que los genes de susceptibilidad a LES pueden ser genes de riesgo

para nefritis lapica (28,55).

Estudios recientes han examinado de forma directa el fenotipo
nefritis lipica, comparando pacientes que han desarrollado NL y

pacientes que no han desarrollado el fenotipo.

GENES DE SUSCEPTIBILIDAD A LES ASOCIADOS
CON NEFRITIS LUPICA (NL)

Gen ITGAM

Este gen codifica la cadena alfa M de la integrina. Las integrinas son
proteinas de membrana integrales heterodiméricas compuestas por
una cadena alfa y una cadena beta. El gen ITGAM se encuentra en
el cromosoma 16 humano. Codifica la integrina CD11b (alfa M) que
es una subunidad que compone la integrina alfa M beta-2 (también
llamada complemento del receptor 3 o Mac-1). La integrina alfa M
beta 2 es importante en la adherencia de los neutréfilos y monocitos
al endotelio estimulado, asi como en la fagocitosis de las particulas
recubiertas de complemento. Se han encontrado multiples variantes

de transcripcién que codifican diferentes isoformas para este gen.

Vista genémica del Gen ITGAM

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 16
Tamano: 72,926 bases

Avances Investigativos
en Nefritis Lipicas

37



8

Avances Investigativos
en Nefritis Lipicas

Chr 16
0o
lul ood oM o] -~ ) — Iy} - ™ = N o LoV R IV )
" L I I ™ Iyl - Lahal L2l ™ [ x] [ T ) LI T - i
= o od o - k=l - E=Ra! Eal = - [y'] LY Y B LA Y S Y R SV o
o QO o oo o o o o Qo o o oo o T TT O oo oD oo
, | ||

Figura 2. Ubicacion genomica del gen ITGAM

Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search”, n.d.)

Un SNP no sinénimo (rs1143679) en el gen ITGAM da lugar a un
cambio de arginina (R) a histidina (H) en la posicién 77 (R77H). Los
monocitos primarios humanos que portaban el alelo 77H mostraron
una capacidad reducida de fagocitosis a las particulas opsonizadas
con iC3b (60). Los monocitos con el alelo 77H tampoco reprimieron
la produccién de citocinas inflamatorias tales como la interleucina
(IL) -1b, la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa, cuando se
estimulaban con ligandos del receptor tipo toll (TLR). La asociacién
del gen ITGAM con la susceptibilidad a LES ha sido bien establecida
(61). Asociaciones de variantes de ITGAM con afectacién renal en
pacientes con LES también se ha demostrado en varios estudios
(62,63). Yang et al. Reportaron una mayor prevalencia de NL en
pacientes con LES que portaron la variante R77H en pacientes de
Hong Kong, en comparacién con pacientes con LES sin NL (OR =

3,35, p = 0,029).

Recientemente, dos estudios, disefiados con el objetivo de identificar
la asociacion entre las variantes genéticas y NL, también permitieron
confirmar al gen ITGAM, como un gen de susceptibilidad para NL
(63). Colectivamente, la funcién defectuosa del receptor del comple-
mento debido a estas variantes puede resultar en el aclaramiento
incompleto de los depésitos glomerulares, y facilitar un ambiente
proinflamatorio en el rifion que conduce a NL. Curiosamente,

mientras que muchos de los otros genes de susceptibilidad A LES
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se comparten con otras enfermedades autoinmunes, ITGAM parece
ser un factor de riesgo genético especifico de LES (con la posible
excepcién de la esclerosis sistémica) (64). Esto podria indicar un
papel especifico para ITGAM en la patogénesis de LES y NL, en
lugar de un rol proinflamatorio mas general o alteracién global en la

funcién fagocitica, pero se necesita mas investigacion.

Gen FCGR

El locus del gen FCGR se localiza en el cromosoma 1 humano y
codifica los receptores gamma Fc (FcgRs). Un papel clave de FcgRs
es eliminar los complejos inmunes (CI) (65), FcgR2A y FegR3A
se expresan en las células presentadoras de antigeno (por ejemplo

macréfagos y células dendriticas).

Vista genomica para el gen FCGR

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 1

Tamano: 18,634 bases
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Figura 3. Ubicaciéon genomica del gen FCGR
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Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search”, n.d.).
En pacientes con LES se ha encontrado que existe una depuracién
defectuosa de las células apoptéticas, esto contribuye a la patogé-
nesis de la enfermedad (66,67). El fracaso de la fagocitosis apropiada
permitira a las células apoptéticas proceder a la necrosis secun-
daria resultando en la liberacién de autoantigenos nucleares, lo que
deberia conducir a una mayor formacién de complejos inmunes

cuando se combina con los anticuerpos antinucleares asociados a
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LES. Hay un receptor de alta afinidad (FcgR1) y dos receptores de
baja afinidad (FcgR2A y FcgR3) que son FegRs de tipo activador, y
hay un FegR de tipo inhibitorio conocido como FegR2b. Cada uno de
estos receptores tiene una afinidad de unién diferente a las subclases
de IgG y estan presentes en el interior de las células mieloides (68).
Asociaciones genéticas entre variantes en los receptores de baja
afinidad FegR (FegR2A y FegR3A) y LES se han informado (69).
FcgR2A y FcgR3A también se han logrado asociar con NL (70,71).

Un SNP no sinénimo (rs1801274) de FCGR2A que codifica un cambio
de alelo G-a-A en la posicién 131 da lugar a un cambio de aminoacido
de arginina (R) a histidina (H). Estos alelos, 131R y 131H, tienen
capacidad de unién diferente para IgG2. Las células que son homoci-
goticas para el alelo de histidina (131H/H) se unen fuertemente a
1gG2, y las células que son homocigéticas para el alelo de arginina
(131R/R) muestran una reduccién en la capacidad de unién para
complejos inmunes opsonizados de 1gG2 (131H/R tiene capacidad
de unién intermedia). Zuniga et al. Identificaron que la frecuencia
del alelo FCGR2A 131R era significativamente mayor en pacientes
con NL con una deposicién intensa de IgG2 en el rifién (72). Ademas,
la frecuencia de homocigotos FCGR2A 131 R/R se incrementé en la
poblacién de NL en comparacién con la glomerulonefritis idiopatica
no proliferativa (73). Estos datos sugieren que el alelo FCGR2A 131R
da lugar a un aclaramiento disfuncional de los complejos inmunes
opsonizados con IgG2, lo que podria permitir una mayor deposicion

de complejos inmunes en el rifién y un aumento de la inflamacién.

Ademas, SNP no sinénimo (rs396991) de FCGR3A que codifica el
cambio de alelo T a G en el nucleétido 559 da como resultado una

conversiéon de aminoacidos de fenilalanina (F) a valina (V) (65).
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FegR3A-158 V se une a I1gG1, IgG3 e IgG4 en mayor afinidad en
comparacién con el alelo 158F (65). Varios informes, incluyendo
articulo de metanalisis, revelan que el alelo FCGR3A 158F esta
fuertemente asociado con NL (70,71,74). Aunque en la reciente
gran cohorte de lupus multiétnico, los pacientes con LES que eran
homocigotos para FCGR3A 158 V/V progresaron a enfermedad
renal en etapa terminal (ESRD) con mas frecuencia que con los
genotipos 158 F/V o 158 F/F (21,9 % frente a 7,5 % p = 0,0175)
(75). Lo anterior explica que para iniciar una nefritis lipica puede
ser necesaria una baja capacidad de unién de IgG FCGR3A (es decir,
158F/F), mientras que una alta unién a IgG FCGR3A (es decir, 158
V/V) puede desempeiiar un papel importante en la aceleracién de la

inflamacién de NL y de esta forma evolucionar hacia ESRD.

Gen IRFKFS

El gen IRF5 se localiza en el cromosoma 7 humano y codifica el
factor 5 de regulacién del interferén (IRF5), que es un factor de
transcripcién que induce la expresién de genes inflamatorios y los

genes relacionados con el interferén tipo I (IFN).

Vista genémica para el gen IRF3

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 7
Tamano: 12,431 bases
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Figura 4. Ubicacién genémica del gen IRF3

Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search”, n.d.).
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La asociacién genética entre IRF5 y LES se informé por primera
vez por Sigurdsson et al. En 2005 (76). Otros estudios demostraron
que un haplotipo que contiene multiples elementos genéticos funcio-
nales se asocié fuertemente con LES (77,78). Se sabe que el interferén
tipo I desempeiia un papel critico en la patogénesis del LES (79) y
el haplotipo de riesgo de IRF5 se asocié con una mayor actividad
de IFN alfa en presencia de autoanticuerpos (80). Los pacientes con
LES que portan el haplotipo de riesgo de IRF5 también tienen una
expresion elevada de la proteina IRF5 (81). Ademas, el gen IRF5 se
ha asociado con la formacion de autoanticuerpos en los pacientes con
LES y en individuos sanos (82,83). Este mismo haplotipo de riesgo
también se identificé como un locus de susceptibilidad NL fuerte-
mente asociado con nefritis proliferativa e insuficiencia renal severa
en pacientes con LES (35). Aunque no se sabe exactamente c6mo
el genotipo IRF5 contribuye a la nefritis, este gen afecta tanto a la
formacién de autoanticuerpos como al IFN tipo I, y estos factores

pueden contribuir.

Gen TNIP1

El gen TNIP1 se encuentra en el cromosoma 5 humano y codifica la
proteina A20 vinculante e inhibidor de NF-kappaB 1 (ABIN1). La
proteina de unién a la ubiquitina ABINI es una proteina adaptadora
de la familia ABIN que coopera con A20/TNFAIP3 para limitar
las respuestas inflamatorias. A20 es una proteina de edicién de
ubiquitina que inhibe el factor de transcripcién NFkappaB (84,85),

siendo un factor clave en el proceso inflamatorio.

Vista genéomica para el gen TNIPI

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 5

Tamano: 63,635 bases
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Figura 3. Ubicaciéon genémica del gen TNIP1

Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search”, n.d.)
Caster et al. Encontré que en ratones knockin que expresa ABIN1
[D485N], una forma inactiva ABINI1, desarrolla glomerulonefritis
similar a la NL clase II1 y IV en el humano con una mayor activacién
de NFkappaB y MAPK (proteina quinasas activadas por mitégenos)
(86).

En humanos algunas variantes en el gen TNIP1 se han asociado
como loci de susceptibilidad para él LES en poblaciones multiét-
nicas (rs7708392 y rs10036748) (87,88). También se han identificado
variante en el gen TNIP1 que son consideradas como loci de suscep-
tibilidad a NL en caucasicos (rs7708392) (35), en euroamericanos
(rs7708392) v en afroamericanos (rs4958881) (86). Otro estudio
revel6 la asociacién de (rs7708392) con NL en la poblacién japonesa
(89). Por lo tanto, las variantes de TNIP1 pueden estar parcial-
mente implicadas en la patogénesis de NL reduciendo la expresién

de la proteina ABINI1 y causando la desregulacién de las vias de
NF-kappaB.

Gen STATA

El gen STAT4 se encuentra en el cromosoma 2 humano y codifica el
transductor de sefial y los activadores de la transcripcién-4 (STAT4).

STAT4 es conocido como un gen de susceptibilidad para LES (90).

Vista genomica para el gen STAT4

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 2

Tamano: 216,597 bases
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Figura 6. Ubicacion genémica del gen STATA
Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search,” n.d.).
En 2008, un gran estudio realizado por Taylor et al. Demostré
las asociaciones entre STAT4 (rs7574865) y la presencia de NL y
anticuerpos anti-dsDNA en cohorte de ascendencia europea con LES
(Taylor et al., 2008). Recientemente un estudio confirmé la asociacién
de STAT4 con el desarrollo de nefritis proliferativa, un subtipo severo
de NL (Bolin et al., 2013). En otro estudio de Japén se confirmé la
asociaciéon de STAT4 (rs7574865) en pacientes de LES con NL y en
LES sin NL (Kawasaki et al., 2008). La asociacién fue mas fuerte en
los pacientes de LES con presencia de NL y anticuerpos anti-dsDNA,
pero el pequeiio tamafio de la muestra impidié una fuerte signifi-

cancia estadistica para esta comparacién (Kawasaki et al., 2008).

Anaya et al (Palomino-Morales et al., 2008). Realizaron un estudio
de casos y controles que incluyé 839 individuos pertenecientes a una
poblacién colombiana bien definida y homogénea y en los que se
examinaron polimorfismos STAT4. El objetivo de este estudio fue
determinar la influencia del polimorfismo del gen STAT4 (rs7574865)
en el riesgo de desarrollar lupus eritematoso sistémico (LES). Este
estudio revel6 que el alelo rs7574865T de STAT4 se asocia significa-
tivamente con el riesgo de desarrollar LES (p = 0,0005; OR 1,62, IC
del 95 %: 1,22 a 2,16. Estos datos fortalecen el polimorfismo STAT4
rs7574865 como un factor de susceptibilidad para el LES y propor-
cionan evidencia adicional de un origen comin de enfermedades

autoinmunes (Palomino-Morales et al., 2008).
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En 2008, un gran estudio realizado por Taylor et al. Demostré
las asociaciones entre STAT4 (rs7574865) y la presencia de NL y
anticuerpos anti-dsDNA en cohorte de ascendencia europea con LES
(91). Recientemente un estudio confirmé la asociacién de STAT4
con el desarrollo de nefritis proliferativa, un subtipo severo de NL
(35). En otro estudio de Japén se confirmé la asociacién de STAT4
(rs7574865) en pacientes de LES con NL y en LES sin NL (92). La
asociaciéon fue mas fuerte en los pacientes de LES con presencia de
NL y anticuerpos anti-dsDNA, pero el pequefio tamaifio de la muestra

impidi6é una fuerte significancia estadistica para esta comparacién

(92).

Anaya et al (93). Realizaron un estudio de casos y controles que
incluyé 839 individuos pertenecientes a una poblacién colombiana
bien definida y homogénea y en los que se examinaron polimorfismos
STAT4. El objetivo de este estudio fue determinar la influencia del
polimorfismo del gen STAT4 (rs7574865) en el riesgo de desarrollar
lupus eritematoso sistémico (LES). Este estudio revelé que el alelo
rs7574865T de STAT4 se asocia significativamente con el riesgo de
desarrollar LES (p = 0,0005; OR 1,62, IC del 95 %: 1,22 a 2,16. Estos
datos fortalecen el polimorfismo STAT4 rs7574865 como un factor de
susceptibilidad para él LES y proporcionan evidencia adicional de

un origen comin de enfermedades autoinmunes (93).

En una investigacién que tenia como objetivo contribuir al estudio
de las bases genéticas de algunas enfermedades autoinmunes como
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y escleroderma,
mediante un estudio de casos-controles en 1023 individuos: 94 con
LES, se encontr6 que el SNP rs7574865 de STAT4 estd asociado con
LES en individuos de Bogota y Barranquilla (94). STAT4 es un factor
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transcripcional que es importante para la sefializacién de células
T. STAT4 es activado por la interleucina (IL) -12, llevando a las
células T CD4 + naive a diferenciarse a células Thl y Th17 que luego
desempenan un papel importante en la inflamacién y las respuestas
inmunes. La IL-17 que producen las células T estan presentes en el
rifién de los pacientes con NL, lo anterior sugiere que estas células
T desempefian un papel importante en la patogénesis de la NL (95).
STAT4 también esta activado por IFN tipo 1 (96), y los pacientes con
LES que presentan el alelo de riesgo rs7574865 tienen un aumento de
la sensibilidad a IFN tipo I apoyado por el aumento de la expresion
de genes que inducen IFN (96). Las funciones de STAT4 en la diferen-
ciacion de las células T, la via del IFN tipo I y la asociacién de este
alelo de riesgo con la formacién de anticuerpos anti-dsDNA podrian
desempenar un papel importante en la consideracién de cémo este

alelo de riesgo predispone a la NL.

Gen TNF=a

Este gen codifica una citocina proinflamatoria multifuncional que
pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF). Esta
citoquina es secretada principalmente por los macréfagos. Puede
unirse y por lo tanto funciona a través de sus receptores TNFRSF1A/
TNFR1 y TNFRSF1B/TNFBR. Esta citoquina esta implicada en la
regulacién de un amplio espectro de procesos biolégicos que incluyen
proliferacion celular, diferenciacién, apoptosis, metabolismo lipidico
y coagulacién. Esta citoquina ha estado implicada en una variedad
de padecimientos, incluyendo enfermedades autoinmunes, resis-

tencia a la insulina y cancer.

Vista genéomica para el gen TNF-q

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 6

Tamano: 2,770 bases
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Figura 7. Ubicacién genoéomica del gen TNF-a
Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search”, n.d.).
Garavito et al. Evaluaron los SNP (rs1800629 y rs361525). En
este estudio, no se evidencié ninguna asociaciéon entre las variables
genéticas estudiadas de los loci del TNF con el endotipo de la nefritis

ldpica en nifio (12).

Gen TNFSF4

El gen TNFSF4 se localiza en el cromosoma 1 humano y codifica
la proteina TNF Super Familia 4 (TNFSF4). El TNFSF4, también
conocido como OX40L o CD252, se expresa en células presentadoras
de antigeno (APC) (por ejemplo, monocitos, células dendriticas y

células B) y es un factor coestimulador para la activacién de células
T.
Vista genémica para el gem TNFSKF4

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 1

Tamano: 24,342 bases
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Figura 8. Ubicacién genomica del gen TNFSF4

Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene

Search,” n.d.).

Una variante genética en TNFSF4 (rs2205960) se ha asociado con

NL en una cohorte de pacientes con LES de ascendencia europea
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(OR=1,14, p = 0,0013) (64), y esta asociacién también se observé en
una poblacién china (rs2205960 y rs10489265) (97).

Los niveles séricos de TNFSI4 son significativamente mayores entre
los pacientes con LES con NL que aquellos sin NL. Ademais, el
nivel de expresién del receptor TNFSF4 en las células T CD4 se ha
asociado con la nefritis y la actividad de la enfermedad en pacientes

con LES (98).

Gen del VDR

Este gen codifica el receptor nuclear de la hormona para la vitamina
D3. El gen VDR humano se ha mapeado en el cromosoma 12q13.11
y se compone de 11 exones. E1 VDR interactda con su ligando para
jugar un papel importante en la homeostasis del calcio mediante la
regulacién del crecimiento de los huesos y la diferenciacién celular, la
absorcién de calcio intestinal y la secrecién de hormona paratiroidea

(99).

Vista genémica para el gem VDR

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 12

Tamano: 101,512 bases
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Figura 9. Ubicaciéon genomica del gen VDR
Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene

Search,” n.d.).

En algunos estudios previos, se ha demostrado el papel de algunas
variantes genéticas del VDR (Taql [rs731236 A/G], Apal [rs7975232
A/C], Bsml [rs1544410 C/T] y FokI [rs2228570 A/G]), entre otros
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(100), como factores de riesgo o de proteccién en los diferentes
endotipos de lupus eritematoso sistémico, incluida la nefritis lipica.
La mayoria de estos estudios emplean un disefio de asociacién
genética de casos y controles para la deteccion de factores genéticos

asociados a una enfermedad en particular (101,102).

(13). Evaluaron la asociacién y la posibilidad de heredar variantes
genéticas en los loci PTPN22, TNF y VDR con propensién al
endotipo de nefritis ldpica. En este estudio, no se evidencié ninguna
asociacion entre las variables genéticas estudiadas de los loci de
TNF y VDR con el endotipo de la nefritis ldpica en nifios; ademas,
estas mostraron un comportamiento de segregacion similar entre los
alelos. En Colombia, no se han reportado datos sobre marcadores
de propensién relacionados con estas variantes y esta enfermedad.
Como ya se menciond, la variabilidad observada en los resultados
de los diversos estudios a nivel mundial, muy probablemente, se
deba a la estratificacién poblacional de cada muestra de estudio.
Sin embargo, la investigacién de Garavito et al, las variantes Taql,
Apal y Bsml del VDR exhibieron un desequilibrio de ligamiento, lo
cual sugiere que, a pesar de no estar relacionados directamente con
la enfermedad, si son cercanos a otros marcadores asociados con la

nefritis ldpica en nifios.

Gen PTPN22

La proteina tirosina fosfatasa no receptora de tipo 22 (linfoide), es
una fosfatasa especifica linfoide que controla la transduccion de la
sefial del receptor de antigeno en ambos linfocitos T y B, algunas
variantes en el gen se asocian con aumentos o disminuciones en los
riesgos de enfermedades autoinmunes (103). El gen se localiza en el

brazo corto del cromosoma 1 (1p13.2). Tiene una longitud de 57.949
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bases y codifica una proteina de 807 aminoacidos (peso molecular
91.705 Da).
Vista genémica para el gen PTPN22

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 1

Tamano: 57,949 bases
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Figura 10. Ubicacion genémica del gen PTPN22
Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search,” n.d.)

Se han identificado dos variantes funcionales del gen PTPN22: una
es una variante no sinénima rs2476601 (arg620trp) que aumenta el
riesgo de LES, asi como muiltiples otras enfermedades autoinmunes
(104). Una variante de pérdida de funcién en PTPN22 (Arg263Gln)
reduce la actividad fosfatasa de PTPN22, y se ha asociado con la
proteccién contra él LES en la poblacién europea (105). Un estudio en
pacientes con LES sugiri6é un vinculo entre PTPN22 y la produccién
innata de citoquinas, ya que los pacientes con LES que portan el
alelo de riesgo comin para PTPN22 tenian mayor actividad sérica de
IFN-a y menores niveles de factor de necrosis tumoral (106). El alelo
de riesgo comin PTPN22 también se ha asociado con la produccion
de autoanticuerpos anti-dsDNA en él LES (107), y las anomalias en
el compartimiento de células B, como la expansién de las células B
transicionales y enérgicas (108) y la disminucién de la eliminacién de

células B autorreactivas.

En un estudio que incluyo casos y controles de diferentes zonas

colombianas (11), se reporté una asociacién significativa entre el
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polimorfismo rs2476601, también conocido como C1858T, del gen
PTPN22 y la propensién a LES y a la artritis reumatoide. Este
resultado, se corrobor6 en (13) en donde se observé la asociacion
de este polimorfismo y la nefritis ldpica en nifios de familias colom-

bianas.

GENES RECIENTEMENTE DESCUBIERTOS
ASOCIADOS CON NL. PERO NO RELACIONADOS
CON LA SUSCEPTIBILIDAD DE LES

En la Figura 2. Se pueden observar genes que estin asociados con
susceptibilidad a LES y que predisponen al endotipo Nefritis Lupica,
de igual forma se debe tener en cuenta que hay algunos genes que
estan especificamente relacionados con NL y no con la susceptibi-
lidad a LES, a continuacién se detallan aquellos genes asociados solo

con nefritis lupica.

Gen APOL1

El gen APOL1 es un ejemplo de un gen especifico asociado con
susceptibilidad a NL. Los genes APOL estan localizados en el
cromosoma 22 humano y codifican la apolipoproteina L-1 (APOLL).
Este gen codifica una lipoproteina de alta densidad secretada que se
une a la apolipoproteina A-I. La apolipoproteina A-I es una proteina
plasmatica relativamente abundante. Estd implicado en la formacién
de la mayoria de los ésteres de colesterol en el plasma y también
promueve el flujo de salida de colesterol de las células. Este miembro
de la familia de la apolipoproteina L puede desempenar un papel
en el intercambio y el transporte de lipidos en todo el cuerpo, asi
como en el transporte inverso del colesterol desde las células perifé-
ricas al higado. Variantes genéticas del gen APOLI en las poblaciones

de ascendencia africana se ha asociado con miultiples enfermedades
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renales, como la glomerulonefritis segmentaria focal, enfermedad
renal en etapa terminal (ESRD), nefropatia no diabética y nefro-

patia asociada al virus de la inmunodeficiencia humana (109,111).

Vista genémica para el gen APOLI

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 22

Tamano: 14,522 bases
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Figura 11. Ubicaciéon genémica del gen APOLI
Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search,” n.d.).
Recientemente, Freedman et al. Informaron la asociacion de
variantes de riesgo en APOL1 con ESRD en los afroamericanos con
NL (57). Los pacientes de LES con NL y con alelos de riesgo APOL1
G1/G2 eran mucho mas propensos a progresar a ESRD (OR = 2,72,
P = 6,23 X 10-6) en comparacién con aquellos pacientes sin alelos
de riesgo (57). Sin embargo, Lin et al., informaron que los alelos de
riesgo APOLI no estaban asociados con NL en la poblacién euroame-
ricana y no mostraban relaciones significativas con NL leve incluso
en la poblacién afroamericana (112). Por lo tanto, la asociacién
entre APOL1 y NL podria limitarse a NL grave que es probable que
progrese a ESRD. Desde el aspecto inmunolégico, APOLI también
puede tener papeles en la inmunidad innata y las actividades antivi-
rales. Nichols et al. Han demostrado que APOL1 es inducida por
agonistas TLR3 e interferones (interferéon alpha, beta y gamma)
(115), ademas, APOLI esta involucrado en la ruta de autofagia. Es
de destacar que APOLI no ha sido identificado como un gen general

de susceptibilidad a la LES, por lo que parece ser un gen modificador,
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importante para el riesgo de nefritis y la progresién en las pobla-
ciones de ascendencia africana. Por lo tanto, este gen puede explicar
parcialmente el aumento de la incidencia y la gravedad de la NL en

los pacientes de LES de origen africano.

Genes de susceptibilidad NL | Genes de susceptibilidad LES |

BIK
LYN
HLA-DR KLK 1/3
TGAM TPN.
APOLL  Eoghoa, A oor
: . PDCD1
PDGFRA IRF5
HAS2 TNIP1 TNFAIP3
STAT4 UBE2L3
TNFSF4 ATGS
) PRDM1
Otros

Figura 12. Genes de susceptibilidad a LES. Los genes que se
encuentran en medio de los circulos son compartidos entre

LES y NL
Fuente: (Iwamoto & Niewold, 2016)

Gen PDGFRA

En un estudio reciente, una variante en el gen PDGIFRA (rs1364989)
se encontré fuertemente asociada con NL en la poblacién europea
(56). El gen PDGFRA se localiza en el cromosoma 4 humano y
codifica el receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas
alfa (PDGFRA). PDGF y PDGFR (PDGFRA) se expresan consti-
tutivamente en la mayoria de las células renales (por ejemplo, células
mesangiales, fibroblastos y células del musculo liso vascular) y
estan implicados en el desarrollo normal del rifién. Alteracion del
sistema PDGF es comiin en las enfermedades renales humanos (113).
PDGF-BB (una de las isoformas de PDGF), que es un ligando para
PDGFRA, es un factor importante que promueve la enfermedad

mesangio proliferativa y la fibrosis intersticial renal (114). En NL,
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el aumento de expresién de ARNm PDGFRA se observé en el rifién

(glomérulos y compartimiento tibulo intersticial) de los pacientes
con NL (56).
Vista genomica para el gen PDGFRA

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 4

Tamano: 69,161 bases

Chr 4
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Figura 13. Ubicacion genéomica del gen PDGFRA

Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene

Search,” n.d.)

Gen HAS2

El gen HAS2 esté localizado en el cromosoma 8 humano y codifica la
hialuronano sintasa 2 (HHAS2); Una enzima responsable de la sintesis
de hialuronano (HA). HA desempefia un papel crucial en la fibrosis
en varios érganos. La fibrosis renal es el principal proceso patolégico
que conduce la NL hacia la enfermedad renal crénica y la enfermedad

renal en etapa terminal (ESRD).

Vista genomica para el gen HAS2

Ubicacién genémica para el gen: Cromosoma 8
Tamano: 29,275 bases

o
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Figura 14. Ubicacion genomica del gen HAS2
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Fuente: Tomada de (“GeneCards - Human Genes | Gene Database | Gene
Search,” n.d.).
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Varios informes proporcionan evidencia de que las células mesan-
giales intra y extraglomerulares responden a diversas citoquinas y
factores de crecimiento (por ejemplo, IL-1 beta, PDGF) y resultan en
la induccién de HA, acompanada por la regulacién de HAS2 (115).
Yung et al. Han demostrado aumento de la expresién de HA en el
mesangio y la parte tubular del rifién en muestras de biopsia renal
de pacientes con NL (116), concentracién sérica de HA mayor en la
fase activa de NL que en la NL inactiva. También identificaron que
el anticuerpo anti-ADN indujo la produccién de IL-1 beta, que luego
genera HA a través de la sobreexpresion de HAS2 en células mesan-
giales humanas (116). Recientes estudios de asociacién genética
han demostrado la asociacién de una variante en el gen HAS2
(rs7834765) con NL (OR = 3,15) (56). HAS2 no se ha descrito como
un gen asociado con la susceptibilidad de LES en general, pero parece
desempenar un papel en la patogénesis de NL, posiblemente a través

de la produccién de HA y una contribucién a la fibrosis.

Los factores genéticos discutidos anteriormente se resumen en la
Tabla 3. A pesar de la identificacién de numerosos genes de suscepti-
bilidad a LES, sé6lo un pequefio niimero de estos genes estdn asociados

con NL.

Tabla 3. Loci de susceptibilidad confirmado asociados con
nefritis lupica por GWAS y en estudios de casos y controles

Nombre C SNP asociado con F o id. Ref. g
del Gen romosoma NL unciéon conocida eferencia
’ (Bolin et al., 2013;
re1143679 S. A. Chung et al.,
Remocién de inmuno- | 2014; Kim-Howard
ITGAM 16 0888739 complejos et al., 2010; Xi et
rs7Ge0 L al., 2012)
(Karassa et al.,
rs1801274 (H131/R131) 2003; Zuniga et al.,
2003
FegR 2A 1 Remocién inmuno- — )
FegR 3 A complejos 20(6%1“;:‘(;;" et “l-vl
o H erg et al.,
1s396991 (F158/V158) 2002; Jonsen et al..
2007)
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rs10488631 I idad innata. viz
IRF5 7 el I%N"tlﬁﬁ, T (Bolinetal., 2013)
rs2070197
708392
770839 (Bolin et al., 2013;
™ Inhibicién de la via Caster et al., 2013;
TNIP1 5 rs4958681 NF-kappaB Kawasaki et al.,
6889239 2010)
TS|
187574865
STAT4 5 7568275 Sefializacién de (Bolin et al., 2013;
157582604 células T Taylor et al., 2008)
111889341
1 18 2205960 Factor costimulador (Cléung:}(:t al.t, 21014;
TNFSF4 para la activacién de 20]3{1-(71?21? e: al
1510489265 células T ’ 2’013) ”
} . Inmunidad innata, (Freedman et al.,
APOL1 22 Haplotipo G1/G2 autofagia 2014)
PDGFRA 4 rs1364989 Desarrollo del rifién | (Chung et al., 2014)
HAS2 8 rs7834765 Fibrosis de érganos | (Chung et al., 2014)
(Egea Bermejo et
Seiializacién y control | al., 2016; Garavito
PTPN22 1 rs2476601 de la actividad de las de Egea et al.,
células T. 2016; Garavito et
al., 2017)
s 2228570 Acciones fisiolégicas e
inmunomoduladoras, .
como la homeostasia (Egea Bermejo et
rs 7975232 Tel Ca2 v del fosfato al., 2016; Garavito
VDR 12 ¢ l - ly'f( A .17 ’ de Egea et al.,
rs 731236 & pro;vieracion y 2016; Garavito et
diferenciacién de al., 2017)
células T, células B, al,
rs 1544410 entre otros.
361525 (Egea Bermejo et
= Proliferacién celular. al., 2016; Garavito
TNF 6 apontosis ? de Egea et al.,
rs 1800629 apoptosis 2016; Garavito et
al., 2017)
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INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad
autoinmune, cuyo prondéstico clasicamente estda muy relacionado con
criterios clinicos, serolégicos e histopatolégicos de afectacion multior-
gdnica con repercusién renal casi constante, causada por desregu-
lacién de linfocitos B autorreactivos que producen autoanticuerpos,
deposicién de complejos inmune y activaciéon del complemento con
dano tisular [1]. Afecta a todas las razas, edades y sexos; predomina
en afrocaribefios y mas del 90 % de los casos corresponden a mujeres

de 13 a 30 afios, con una relacién 9-10:1 entre sexo femenino y

1 Universidad Simén Bolivar. Facultad de Ciencias Bésicas y Biomédicas.
2 Estudiante del programa de Medicina. Universidad Simén Bolivar.
3 Universidad del Norte. Facultad de Ciencias de la Salud.
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masculino en adultos [2]. El rifién es uno de los érganos implicados
con mas frecuencia en el LES, estimandose que aproximadamente
el 75 % de los pacientes presentardn compromiso de este érgano en
algiin momento de la evolucién del LES (3,4). La lesién renal en el
LES es debida tanto al proceso inflamatorio desencadenado por los
mecanismos autoinmunes, como a la respuesta de los diversos compo-

nentes del tejido renal a dicha inflamacién.

El diagnéstico temprano y el prondstico exacto se mantienen como
un desafio en el LES. La biopsia renal es considerada el estandar
dorado para el diagnéstico y clasificacién del nivel de inflamacion
renal. Sin embargo, las potenciales complicaciones del procedimiento

y su invasividad limitan su aplicacién.

Los niveles de proteinuria y creatinina sérica han sido usados como
biomarcadores no invasivos para evaluar actividad renal en pacientes
con LES, pero la relevancia de esos valores ha sido continuamente
cuestionada debido a sus bajos valores predictivos. En el mismo
sentido, anticuerpos (anti-DNA, anticuerpos anti-nucleares, y
anticuerpos anti-Smith) y niveles del complemento (C3 y C4) han
sido usados para evaluar actividad renal debido a LES. No obstante,
debido a su baja sensibilidad y especificidad, estos no han sido consi-
derados biomarcadores adecuados de actividad renal en LES. Por
esta razon, la busqueda de nuevas moléculas en biofluidos con altos
valores predictivos y con buena sensibilidad y especificidad es un area

de investigacién activa en LES.

En este capitulo discutiremos sobre los principales biomarcadores
encontrados en orina y su potencial utilidad clinica. ; Por qué orina?
la orina es el fluido de desecho secretado por los rifiones. En los

mamiferos, la orina sirve como un medio para purgar las moléculas
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de desecho recogidas de la sangre y para la homeostasis de los
fluidos corporales, reflejando asi mejor los cambios en el metabo-
lismo humano. Algunas ventajas de la orina para busqueda de
biomarcadores incluyen: 1) la concentracién de metabolitos (inclu-
yendo proteinas) es mas alta en la orina que en plasma o suero, 2) la
orina contiene muchos metabolitos que permiten predecir el desba-
lance de casi todas las rutas bioquimicas del cuerpo, 3) comparado
con el plasma, la orina es mas facilmente disponible y es colectada
de forma no invasiva. Bajo condiciones fisioldgicas, una cantidad
relativamente pequefia de proteinas y otros solutos se excreta en la
orina debido a la eficiente barrera de filtracién glomerular, repre-
sentada por un endotelio fenestrado, la membrana basal glomerular
colagenosa y podocitos. Esas tres capas restringen el movimiento de
proteinas a la orina en base a su masa molecular, tamafio y carga
eléctrica. En enfermedades glomerulares como la nefritis ldpica esta
barrera es alterada, llevando a la fuga de proteinas plasmaticas junto
a la secrecién de proteinas especificas que reflejan el estado inflama-

torio renal [5].

La Tabla 1 muestra el resumen de algunos de los biomarcadores
urinarios ya identificados y su potencial uso en NL. Sin embargo,
esos biomarcadores no seran el foco de este capitulo, ya que profun-

dizaremos en otras moléculas con un potencial clinico mucho mayor.

Tabla 1. Citocinas. quimiocinas y moléculas de adhesion

.o Correlacion Predice .
Correlacion con Py .. Monitorea .
. con dano actividad Predice
Biomarcador enfermedad respuesta al - .
- renal de Ia - histologia
activa . - . tratamiento
histolégico | enfermedad
Adiponectina +6,7 NE +7 +7 +6
AGP +8 +8 +8 +9 +10
Células T CD4 + (14-16) NE NE +12 +12
Ceruloplasmina +8 +8 +8 +9 NE
CXCL-16 +14 NE NE NE NE
FLC +(18,19) +15 NE +15 +15
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Epcidina 20 NE NE +17 -17 NE
Epcidina 25 NE +16 -17 +17 NE
L-PGDS +8 +8 +8 +9 NE
PGDS + 18 +19 +19 +19 -19
TGF-bl + 20 -21 +16 +16 +16 +16
Transferrina +8 +8 +8 +9 +10

Citocinas son proteinas secretadas por las células del sistema inmune
innato y adaptativo, que participan en la estimulacién o supresion
de la respuesta inmune. Como jugadores claves del sistema inmune,
la expresiéon anormal de citocinas ha sido implicada en la patogé-
nesis del LES, ya sea como parte del proceso central del lupus o como

marcadores secundarios que indican desregulaciéon inmunitaria.

IL-17

En pacientes con LES las células T CD4+ son los conductores criticos
delarespuesta de autoanticuerpos dependiente de células B, y la IL-17
es una potente citocina proinflamatoria que es producida principal-
mente por células T CD4+ (22). Chen y colaboradores (23) estudiaron
la expresién de citocinas relacionadas a células Th-17 glomeru-
lares en pacientes con NL y encontraron que los niveles de IL-17
glomerulares se correlacionaron positivamente con SLEDAI renal y
actividad histolégica en los pacientes con NL. Posteriormente, Saber
y cols. (24) demostraron que los niveles de IL-17 urinarios fueron
mas altos en pacientes con LES cuando comparado con pacientes sin
nefritis. Recientemente Nordin y cols. (25) también encontraron que
los niveles de IL-17 urinario fueron significativamente mayores en

pacientes con SLE activo y mostré una correlacién significativa con

las puntuaciones SLEDAI y BILAG.

LIPOCALINA ASOCIADA A LA GELATINASA DE
NEUTROFILOS (NGAL)

NGAL es una proteina glicosilada de 25 Kda inicialmente identificada

en neutroéfilos, pero presente en otros tejidos adicionales, incluyendo
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células tubulares renales. NGAL en orina y suero ha sido constan-
temente asociada como un biomarcador de injuria renal aguda(26).
NGAL en orina se correlacioné con actividad lipica en una cohorte
de pacientes pedidtricos con LES (27). Adicionalmente, los niveles
de NGAL urinario predijeron recaidas en NL mejor que anticuerpos
anti-DNA de doble cadena en una cohorte de pacientes adultos con
LES (28). Interesantemente, NGAL en orina de linea base fue capaz

de predecir respuesta al tratamiento en una cohorte de pacientes

asiaticos con NL (29).

TWEAK EN ORINA Y SU POTENCIAL VALOR
DIAGNOSTICO

Estudios en modelos murinos han demostrado que TWEAK (tumor
necrosts factor-like weak inducer of apoptosis) puede estar asociado
con actividad renal en individuos con LES [30,31]. TWEAK es
un miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral, los
cuales estan involucrados en multiples procesos fisiologicos relacio-
nados a proliferacién celular, migracién, supervivencia, diferen-
ciacién y apoptosis [30]. TWEAK regula esos procesos a través de
su interaccién con Fnl4, lo que lleva al reclutamiento de TRAF2 y
TRAFS5 y la activacién subsecuente de diferentes vias de senalizacién
intracelular, las cuales dependen del tipo celular, el estado celular y el

microambiente [31] (Figura 1).

En células renales, TWEAK desencadena importantes efectos
biolégicos, incluyendo la modulacién de la supervivencia celular y
la superexpresién de mediadores proinflamatorios [32]. En células
que expresan Fnl4, tales como células mesangliales humanas,
podocitos y células tubulares, TWEAK induce la expresién de

miltiples mediadores proinflamatorios, incluyendo RANTES, la
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proteina quimioctrayente de monocitos MCP-1, IP-10. MIP-1,
ICAM-1, VCAM-1, MMP-1 y MMP-9 [33]. Interesantemente, medio
condicionado de células meangliales estimuladas por TWEAK
indujeron una migracién significativa de células mononucleares de
sangre periférica en ensayos de quimiotaxis, incluyendo linfocitos y
macréfagos. Ademas, fue reportado que TWEAK estimulé de forma
significativa la proliferacién de células mesangliales y podocitos [34].
Finalmente, biopsias renales de varios pacientes con nefritis lipica

mostraron fuerte tincién glomerular y tubulointersticial para Fnl4.

TWEAK 0
0 ¢
*0's%

100

ADAM17

NK-kB JNK
AP-1 ERK
p38

Transcription
Nucleus

Figura 1. Vias de senalizacion de TWEAK

TWEAK se une a Fnl4, regulando diferentes moléculas sefializa-
doras tales como NFkB, AP-1, MAPKSs (JNK, ERK, p38), y por lo
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tanto afectando la generacién de citosinas inflamatorias mediadas

por TAK1, Ras y ADAM17. Adaptado de Xu y colaboradores [35]

Schwartz y cols. observaron niveles significativamente elevados
de TWEAK en la orina (TWEAK-u) de pacientes con NL cuando
comparado con pacientes con LES sin enfermedad renal activa y
con pacientes con otras enfermedades de origen inflamatorio [36].
Desafortunadamente este estudio no incluyé pacientes con otras
glomerulopatias, y el analisis fue realizado en pacientes que ya
habian recibido tratamiento inmunosupresor, lo que significa que es
plausible que los niveles de TWEAK-u podrian haber sido modifi-
cados a causa del tratamiento. En otro trabajo interesante publicado
en el 2012, Xuejing y cols. evaluaron los niveles de TWEAK-u como
biomarcador de actividad lapica renal en 46 pacientes con LES (12
sin actividad renal y 34 con NL); sus resultados mostraron niveles
urinarios significativamente superiores en pacientes con NL [37].
A pesar de los hallazgos, este trabajo no incluyé como controles
individuos clinicamente sanos ni con otro tipo de glomerulopatias.
En un estudio reciente por Salem y cols., ellos observaron que
pacientes con nefritis ldpica tienen niveles mas altos de TWEAK-u
que pacientes sin actividad renal; de manera interesante, los valores
de sensibilidad y especificidad fueron cercanos a 100 % [38]. Estos
resultados fueron similares a los reportados por Reyes-Martinez y

cols. [39].

Quimiocinas por otro lado, son citocinas cuyas dianas son receptores
de quimiocinas en la superficie de células leucocitarias e inducen una
serie de cascadas de sefalizacién para que el leucocito viaje a los
sitios de inflamacion. Las quimiocinas son proteinas pequenas (8-15

kDa.) y estan compuestas por las familias C, C-C, C-X-C y C-X3-C
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[40]. Existe un cuerpo de evidencia bastante sélido que muestra la

relacion entre los niveles desregulados de determinadas quimiocinas

y el LES.

CXCL13

Es una quimiocina que se expresa de forma abundante en células B y
células T CD4+ folicular. Esta molécula se ha encontrado aumentada
de forma consistente en pacientes con NL, atin antes del inicio de
la NL. Las células que expresan esta quimiocina son estimuladas
para que produzcan autoanticuerpos, y se cree que adicionalmente
a su funcién quimioatrayente, CXCL13 puede activar de forma
directa a los podocitos renales, induciendo la liberacién de una serie
de citocinas proinflamatorias. Se ha visto que el silenciamiento de

células expresoras de CXCL13 es 1itil en el tratamiento del LES [41].

"XCLI12

CXCL2 es el ligando del receptor de quimiocinas CXCR4 y esta
involucrada en la patogénesis del LES. Esta quimiocina no solo
promueve infiltracion leucocitaria, sino que también afecta directa-

mente las células del tejido renal [42].

CXCL16

Es una quimiocina que se expresa en la superficie de células dendri-
ticas y macré6fagos, con importantes funciones en el reclutamiento de
células T y células NK, y adhesion intracelular mediada por interac-
ciones con su receptor CXCR6 [43]. Wu y colegas encontraron niveles
elevados de CXCL16 en la orina de ratones con nefritis ldpica espon-
tdnea. Ademas, CXCL16 presenta niveles de expresion elevados en

tejido renal de ratones enfermos, y la orina de pacientes humanos
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con LES presenta también niveles altos de esta quimiocina, con una
muy buena correlacién con SLEDAI. CXCL16 tuvo un area bajo
la curva (ROC) de 0,86, denotando buena sensibilidad y especifi-
cidad para distinguir pacientes con LES de individuos sanos [14].
El-Gamasy y colaboradores encontraron también niveles urinarios
significativamente elevados de CXCL16 en una cohorte de pacientes
con LES comparado con individuos clinicamente sanos, y estos
niveles altos también se correlacionaron con enfermedad activa [44].
Wen y colaboradores evaluaron los niveles de CXCL16 en orina de
pacientes con LES con y sin compromiso renal, y encontraron que
los pacientes con enfermedad activa presentaron niveles mas altos de
esta quimiocina. Adicionalmente, la expresién en tejido de CXCL16
fue también mayor en pacientes con NL [45]. En su conjunto, estos
trabajos muestran el potencial de esta quimiocina como un verdadero

biomarcador de actividad renal en pacientes LES.

P10 (CXCL10)

La proteina 10 inducible por interferén-gamma (IP10), también
conocida como CXCL10, es una quimiocina secretada por células
endoteliales estimuladas por interferén-gamma, fibroblastos y
monocitos. Junto con su receptor CXCR3, IP10 promueve la
migracién de células T a sitios de inflamacién y también se sabe
que esta quimiocina regula negativamente angiogénesis [46].
Avihingsanon y colaboradores estudiaron la expresion de ARN
mensajero (ARNm) urinario de IP10 en 26 pacientes, de los cuales 14
presentaban nefritis lipica grado IV y 12 otras clases de NL. Ellos
encontraron niveles significativamente elevados de IP10 en pacientes
con NLIV cuando comparado con pacientes con otros tipos de NL.
La curva ROC para el ARNm de IP10 tuvo un area bajo la curva de

0.89 comparado a un area bajo la curva de 0,55 para proteinuria en
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24 horas, indicando que el ARNm de IP10 urinario es significativa-
mente mejor como biomarcador de NLIV. Adicionalmente, pacientes
que responden mejor al tratamiento tuvieron niveles significativa-
mente inferiores de IP10, sugiriendo que IP10 puede ser usado como

un barémetro para eficacia del tratamiento [47].

Los niveles urinarios de IP10 han sido extensivamente investi-
gados en pacientes con LES y con LN en varios trabajos clinicos
[47-49], y a pesar que la tendencia es encontrar esta quimiocina
elevada en casos con enfermedad activa, la evidencia es inconclusa.
Recientemente un metaandlisis fue conducido para explorar el valor
predictivo real de esta quimiocina como un potencial biomarcador en
el LES. El resultado de este metaanalisis fue que IP10 en orina tuvo
una tendencia a encontrarse aumentada en pacientes con NL activa
comparado con pacientes con NL inactiva, aunque la diferencia no
fue estadisticamente significativa. No obstante, IP10 en orina se
correlacioné de forma positiva con SLEDAI [50]. El valor de esta
quimiocina como un verdadero biomarcador de actividad ldpica
necesitara mas trabajos, pero la evidencia existente indica que podria
ser una molécula interesante para explorar en una cohorte grande de

pacientes.

PROTEINA 1 QUIMIOATRAYENTE DE MONOCITOS
(MCP-1)

MCP-1 es una quimiocina leucocitaria que interviene en la respuesta
inflamatoria [51]. En un modelo animal de NL, el bloqueo de
MCP-1 atenué el dafo renal [52]. En varios estudios realizados en
diferentes centros, los niveles de MCP-1 urinarios correspondieron al
nivel de actividad de la NL y en individuos que no respondieron al

tratamiento tuvieron niveles elevados de esta quimiocina de forma
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persistente [53-55]. Un metanalisis que incluyé 399 pacientes de
8 centros demostré que los niveles de MCP-1 en orina estuvieron
significativamente aumentados en pacientes con NL activa cuando

comparados con pacientes con NL inactiva e individuos clinicamente

sanos [56].

CONCLUSIONES REMARCABLES

Existe la necesidad urgente de encontrar un verdadero biomarcador
para la nefritis lipica. Un resumen de los potenciales biomarcadores
revisados en este capitulo y otros que no fueron mencionados en
este trabajo se encuentran en la Tabla 1, que muestra que muchas
de esas proteinas no solo se correlacionan con enfermedad activa y
dafo renal, sino que también pueden predecir recaidas, respuesta
al tratamiento e histologia. Aunque la mayoria de esos estudios son
preliminares, sus resultados son esperanzadores. Somos optimistas
que un biomarcador emergera con la habilidad de mejorar el manejo
y la disminucién de la morbilidad y mortalidad de esta manifestaciéon
de la enfermedad dificil de controlar. En la actualidad, sin embargo,
nadie ha demostrado la utilidad de estas moléculas en estudios longi-
tudinales con grandes cohortes de pacientes. En este punto, quiza
sea preferible canalizar fuentes y esfuerzos hacia estudios clinicos
que determinen el poder predictivo de estas moléculas conocidas
en estudios multicéntricos con pacientes con LES, en vez de seguir
buscando nuevas moléculas. Un grupo de biomarcadores que en su
conjunto han mostrado excelentes resultados para mostrar enfer-
medad lipica activa y predecir recaidas es el Renal Activity Index
for Lupus (RAIL) [9], el cual necesitara ser validado en cohortes
grandes de pacientes con LES con nefritis lipica, en estudios longitu-
dinales multicéntricos. Solo entonces descubriremos si estos biomar-

cadores promisorios en verdad pueden convertirse en soluciones
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reales para una enfermedad que cobra miles de vidas anualmente en

el mundo entero.
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INTRODUCCION

La nefritis lipica (LN) es la mas comun y una de las manifestaciones
mas graves del LES [1,2], con informes de supervivencia renal a 5 afios
que oscilan entre el 46 % y el 95 % con tratamiento [3]. La afectaciéon
renal en el LES sigue siendo una causa importante de morbilidad y
mortalidad. El pronéstico de LN es particularmente malo en ciertos

grupos étnicos, como los afroamericanos y los hispanos [4].
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La patogénesis de la LN es un proceso complejo, que implica
la deposicién de autoanticuerpos en el glomérulo, la activaciéon
del complemento y los macréfagos, la proliferacion celular y la
produccion de proteinas de la matriz extracelular, citoquinas proin-
flamatorias y quimiocinas, las cuales se enlazan a través de multiples

mecanismos para causar dafio tubular, inflamacién tubulointersticial

y fibrosis [5].

La biopsia renal es el patrén oro para proporcionar informacién
sobre las clases histolégicas de LN y el grado relativo de actividad y
cronicidad en los glomérulos. Sin embargo, es invasivo y las biopsias
en serie son poco practicas en el monitoreo de LN. Por lo tanto, son
claramente necesarios nuevos biomarcadores que sean capaces de
discriminar la actividad renal lipica y su gravedad, predecir bengalas
renales y supervisar la respuesta al tratamiento y el progreso de la
enfermedad. Micro ARNs son cortos no codificaciéon de las secuencias
de ARN que regulan la expresién génica mediante el bloqueo de la
traduccién de proteinas o inducir la degradacién del ARNm [6]. La
variacién de los niveles de miARN podria causar la desregulacién de
una amplia gama de genes dirigidos que pueden conducir a la enfer-
medad. La expresién alterada de miRNAs en el riién durante los
procesos patolégicos hace miRNAs una nueva herramienta valiosa
para la comprensién, el diagnéstico y el descubrimiento de terapias
alternativas para el LES y LN. Varios estudios han informado de la
posibilidad de miRNAs como biomarcadores de la lesién renal en el
LES [7 - 9]. En este estudio se evaluaron los miRNAs que circulan
en muestras plasmaticas de individuos con diferentes estadios de
afectaciéon renal utilizando un método de secuenciacién de alto rendi-
miento y se encontré un grupo de miRNAs cuyo patrén de expresiéon

se correlaciona con la afectacién renal en pacientes con LES. Hasta
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donde sabemos, este es el primer estudio que ha utilizado un grupo de
pacientes con diferente participacién de lesién renal en el LES para
comparar los miARNs circulantes utilizando la secuenciacién a gran
escala. El propésito del presente estudio es evaluar el potencial uso

de microRNAs circulantes en plasma de pacientes con nefritis lipica.

METODOS
Tipo de estudio

Estudio observacional, analitico y de corte transversal, de casos y

controles.

MUESTRA

La recoleccion de la muestra fue sistematica de acuerdo a la notifi-
cacién de sujetos de investigacién por parte de las IPS. 120 pacientes
con nefritis lupica, 40 pacientes con lupus sin nefritis lipica y 40
individuos sanos. Los pacientes participantes en este estudio fueron
individuos que llegaron con diagnéstico de Lupus Eritematoso
Sistémico a la Unidad Renal de la clinica. Alli, el nefropatélogo de
la unidad realiz6 la biopsia y se determina el grado de compromiso
renal en un periodo que oscila entre 24 y 48 horas. El diagnéstico
histopatolégico se hizo acorde con la clasificacién aceptada interna-
cionalmente (Weening, 2004). Nefritis Lupica activa se definié6 como
proteinuria persistente mayor a 0,5 gr durante un periodo de 24
horas; la presencia de cilindros celulares, proteinuria y/o hematuria
en uriandlisis y/o altos niveles de creatinina sérica (30 % de incre-

ment6 por encima del valor habitual).

CRITERIOS DE INCLUSION:

e Firma de consentimiento informado.
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*  Diagnéstico de lupus basado en los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia.

*  Diagnéstico de nefritis ldpica por biopsia renal.

Criterios de exclusion

¢ Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado.

*  Pacientes que sufran de otras enfermedades autoinmunes o
de origen inmunolégico

*  Obtencién de muestras de sangre.

*  Las muestras biolégicas fueron obtenidas por puncién venosa
periférica con tubos al vacio con EDTA para la obtencién del
ARN total. Cada uno de los tubos fue debidamente rotulado
(cédigo, fecha, origen de la muestra, etc.). Los datos de
identificacién fueron confidenciales. Las muestras se almace-

naron a 4°C hasta su procesamiento.
Protocolo de extraceion de ARN

A las muestras de plasma, se les realiz6 la extraccién de ARN de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante (MagMax™ mirVana™
Total RNA Isolation Kit). La cantidad y pureza/integridad de cada
muestra fue cuantificada usando un espectofotémetro tipo nanodrop.
Todos los materiales y soluciones fueron manipulados en condiciones
libres de RNasas. La superficie de trabajo de la cabina de flujo
laminar fue tratada con “RNaseZap” (Invitrogen) previo al inicio
de cada sesién de trabajo. Todas las soluciones fueron preparadas
en agua libre de RNasas. Guantes estériles, material de plastico y

pipetas seran reservadas solo para el trabajo con ARN.

Metodologia para la secuenciacion profunda de ARN

El andlisis de secuenciacién profunda por el sistema de secuenciaciéon
de Solexa, en breve se realizé en primer lugar un fraccionamiento

del genoma, seguido de la amplificacién clonal de fragmentos de
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ADN sobre la superficie sélida de una celda de flujo. De esta forma
se crearon racimos de fragmentos clonados. Luego se hizo la secuen-
ciacién mediante sintesis usando cuatro nucleétidos (A, C, T, G)
marcados con fluorescencia de distintos colores para la secuenciaciéon
de los millones de racimos presentes en la superficie de la celda de
flujo. Estos nucleétidos modificados contenian terminaciones rever-
sibles, lo que permitié que en cada ciclo del proceso de secuenciacién

ocurriera en presencia de los cuatro nucleétidos simultaneamente.

Las secuencias de ARN pequeiias obtenidas de este analisis de secuen-
ciacién profunda fueron analizadas en diferentes bases de datos para
observar homologia con secuencias conocidas ARN, entre las que
se incluyen: miRNA’s (miRNA Sanger Database), ARN asociado
con Piwi o piARN (NCBI Entrez Nucleotide database), ARN
ribosomales (“The European ribosomal RNA database”), ARN de
transferencias (The Genomic tRNA database), ARN mensajeros
(NCBI Reference Sequence), y otras secuencias genémicas humanas
(The UCSC Genome Bioinformatics Site). El analisis de expresién
diferencial se realiz6 mediante la estimacién de abundancia relativa
de las lecturas, mediante el alineamiento global sin gaps de estas
contra el transcriptoma ensamblado, posteriormente el analisis de
expresion diferencial comparativa se realizara con la rutina edgeR

del paquete estadistico R.
METODOS PARA ANALISIS DE LA EXPRESION
DIFERENCIAL DE miRNAs

La seleccién de los miRNAs expresados diferencialmente se hizo con

base en los siguientes pardmetros:

*  Cambios en la proporcién de expresién [Fold Change — (FC)]

mayores 2 o menores de - p value menor de 0,05
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*  Se realizé un test exacto de Fisher para evaluar la signifi-
cancia de la expresién diferencial de miRNAs en cada una de
las condiciones biol6gicas con una significancia estadistica de
P<0,05. - q value igual o menor de 0,2.

* El valor q es una extensién de una cantidad llamada “tasa
de descubrimiento falso” (FDR). Se requiere controlar la
proporcién esperada de hipétesis falsas rechazadas, tasa de
falso descubrimiento. Es la probabilidad de que al menos un
error ocurra en los resultados que, a grosso modo, es la parte
esperada de falsos hallazgos entre los descubrimientos repor-
tados. En lugar de prohibir incluso un solo error, el FDR
ofrece un compromiso directo entre la potencia de deteccion

y la proporcién de errores.
Validacion por qRT-PCR

El ADNe fue sintetizado a partir del ARN total utilizando el estuche
“TaqMan” de transcripcién reversa de MicroARN vy el estuche de
transcripeién reversa de alta capacidad (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Las condiciones de reacciéon y las cantidades de ARN,
cebadores, dNTP’s, buffer de transcripcién reversa y demds constitu-
yentes de la reaccion de retrotranscripciéon fueron estandarizadas en el
laboratorio. La cuantificacién de la expresién se realizé por el método

del doble delta Ct., usando como gen normalizador el hsa-miR-26b-5p
(478418_mir, Cat. # A25576, Thermo Fisher Scientific)

CONSIDERACIONES ETICAS

Este trabajo no representa ningun riesgo contra la vida de los
pacientes involucrados en esta investigacion, la cual cumplird con
todas las disposiciones de la Declaracién de Helsinki, las normas
cientificas técnicas y administrativas para la investigaciéon en salud

contempladas en la Resolucién 08430 de 1993 del Ministerio de
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Salud en lo concerniente a “la investigacién en érganos, tejidos y
sus derivados, productos y cadaveres de seres humanos” (Titulo 11,
Capitulo VI), “las investigaciones de nuevos recursos profilacticos,
de diagnéstico, terapéuticos y de rehabilitacion” (Titulo III) y de
“la bioseguridad de las investigaciones en lo referente a la investi-
gaciéon con microorganismos patégenos o material biolégico” (Titulo
IV Capitulo 1) y cuenta con la aprobacién del comité de Etica de

Investigacién de la Universidad y de la clinica.

Todos los pacientes antes de entrar al estudio fueron informados
sobre la investigacién a la cual serian sometidos para después incluir

su firma en el consentimiento informado.

Los datos obtenidos son solo con fines de investigacion, los cuales
se reportaran con cédigos asignados para guardar la privacidad del
paciente. Fue de importancia el criterio del respeto a la dignidad y
la proteccion de los derechos y el bienestar de los sujetos incluidos en

el estudio.

Impacto Ambiental

El desarrollo del proyecto, en su metodologia no pretende tener un
impacto negativo en el medioambiente o la salud humana a corto,
mediano o largo plazo. Los procesos involucrados en el desarrollo
del proyecto cumpliran con la normatividad ambiental vigente en
Colombia. Esta se rige por las normas de proteccién ambiental y
adecuado manejo de los desechos por lo que no afectara el medio
natural ni la salud humana, regidas a partir de La ley 99 de 1993. El
manejo de los desechos biolégicos y estan regidos por la normatividad
establecida para los laboratorios de genética de la universidad, la cual

esta regida por el Decreto 1713/2002 del Ministerio de Desarrollo
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econémico (http://www.superservicios.gov.co/basedoc/docs/decretos/
d1713002.html) y 1741/2005 y por el Decreto 4741/2005 del Ministerio
de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial. La manipulacién de
los productos biolégicos se realizara bajo las normas de proteccion
y seguridad que protegera el recurso humano que manipulara las

muestras sanguineas.

RESULTADOS

Tabla 1. Distribucion de los casos de LN correspondientes en
cada clase en la clasificacion ISN / RPS (2003) incluidos en
el estudio

Age

(median) Gender (F)

Class Brief description Number

Purely mesangial
hypercellularity of any
degree OR mesangial
II (mesangial proliferative LN) matrix expansion by 20 24 19
light microscopy with
mesangial immune

deposits

III (A) Active lesions 0 0 0

111 (focal LN) 1 (a/c) | Activeand chronic 12 32 1
111 (C) Chronic inactive lesions 28 34 26

Active: diffuse
IV-S (A) segmental proliferative 2 27 2
LN
IV-G (A) Active: diffuse global 8 9 3

proliferative LN

Active and chronic:

IV-S (A/C) diffuse segmental proli- 4 99 4

ferative and sclerosing
LN

IV (diffuse LN)

Active and chronic:

IV-G (A/C) diffuse global prolife- 16 27 15

rative and sclerosing

Chronic inactive: diffuse

IV-S (C) segmental sclerosing 1 16 1
LN
7 Chronic inactive: diffuse
V-G (C) global sclerosing LN 9 28 K
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Tabla 2. Caracteristicas del grupo de estudio LNN en
términos de edad. sexo y actividad de la enfermedad medida

por la escala SLEDAI

SLEDAI
SLEDAI score >5
Group size 40
Mean SLEDAI 14
Median SLEDAT 13
Min-Max SLEDAI 7-29
Mean age 36.7 £ 14.9
Median age 32

Q@:40 (100%)
Gender

d:0(0%)

Patrones de abundancia diferencial de miRNAs en

individuos SLE

Mediante secuenciacién profunda examinamos exhaustivamente la
abundancia plasmatica de miRNAs en pacientes con LNII, LNIII
o LNIV en comparacién con los niveles plasmaticos de miARN en
pacientes con lupus sin nefritis (LINN) o control de individuos sanos
(CTL). El Analisis de Componentes Principales (PCA) de los perfiles
de miARN mostré que las muestras de pacientes con LN y LNN se

separan de los individuos de control sanos. (Figura 1)
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Leading logFC dim 3

-0.5 0.0 0.5 1.0
Leading logFC dim 2

Figura 1. Analisis de Componentes Principales (IPCA) de los
grupos de estudio. Se usé¢ PCA bidimensional para evaluar
diferencias entre los miRNAs entre los grupos de estudio

Fuente: Elaboracién propia

Universidad Simén Bolivar



Elkin Navarro Quiroz/ Lorena Gémez Escorcia

miRNAs circulantes en
plasma como biomarcadores

Roberto Navarro Quiroz . L. Pyvi
Qu diagnosticos de la nefritis lapica
«miR-1260b
A. i
« MIR-584-5p
5 - «miR-28-3p
. miR-4433b-5p
miR-550a-5p * 1905 3
_ miR-632-5p* rn(R-148n—5p « MiR-320-3p
T o . .
3 g 5
é b -
2
g .
& o~ .
& o
. . . . " T T
-6 - -2 o 2 4 6
log2 Fold Change
B.
~ - miR-451a «

» MIR-28-3p
w0 b miR-423-3p “miR-584 4nIR-0230-0p
miR-144-3pe = miR-146a-5p
miR-25-3p+ miR-199 *miR-150-3p
o miR-42: -59 *miR-145-5p
T o« miR-210-3p * miR-99b-5p° *miR-328-3p
3 miR-192-3p*  +miR-363-3p “miR-1260b
& miR-425-5| iR-744. miR-830-9p
) D T e min- sm:’”’ i -5%5
T 1835 . o7 Z342.. == miR=211
8 o I L .md 1857230 miR-342 5, - "7 |n ks

nun-qm?—ap
miR-550a-5p"

25
ﬁaaﬁjﬂ m..;;:‘;u;_sp m\ﬁ-wlnh-Sq. oy "JRTF! -1 ymmam

. P o

L s* .
PPy
'—u..

S

log2 Fold Change

Figura 2. Volcano plots que representan el analisis de
expresion diferencial de miARN entre grupos de pacientes
e individuos control. A) Pacientes con Lupus No Nefritis
(LNN) en comparacion con individuos control sanes (CTL).
B) Lupus Nephritis Il (LNII) pacientes en comparaciéon con
CTL individuos. Puntos naranja, milRNAs con log2 Fold
change > 1: Puntos rojos. miARNs con un valor q <0.2;: Los
graficos muestran la presencia de miRRNAs (representados
por puntos) que tienen un perfil de abundancia diferencial
estadisticamente significative. como lo demuestran los
valores de p y los valores de cambio de pliegue (p <0.03). Los
miRNAs de interés se destacan en color verde)

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3. Volcano plots que representan el analisis de
expresion diferencial de miARN entre grupos de pacientes y
individuos control. A) Lupus Nephritis III (LNIII) pacientes
en comparacion con los individuos CTL. B) Lupus Nephritis

IV (LNIV) pacientes en comparaciéon con CTL individuos.
Puntos naranja. milBRNAs con log2 Fold change > 1: Puntos
rojos. miARNs con un valor q < 0.2: Los graficos muestran

la presencia de miRRNAs (representados por puntos) que
tienen un perfil de abundancia diferencial estadisticamente
significativo. como lo demuestran los valores de p y los
valores de cambio de pliegue (p <0.03). Los miRRNAs de
interés se destacan en color verde)
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Figura 4. Volcano plots que representan el analisis de
expresion diferencial de miARN entre el grupo de pacientes
con LES. A) pacientes LNN en comparaciéon con LNII. B)
pacientes LNN en comparacion con LNITI. Puntos naranja.
miRRNAs con log2 Fold change > 1: Puntos rojos. miARNs
con un valor q <0.2: Los graficos muestran la presencia de
miRNAs (representados por puntos) que tienen un perfil de
abundancia diferencial estadisticamente significative. como
lo demuestran los valores de p y los valores de cambio de
pliegue (p <0.03). Los miRRNAs de interés se destacan en
color verde)

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3. Volcano plots que representan el analisis de

el grupo de pacientes

con LES. A) pacientes LNN en comparacion con LNIV. Puntos

naranja, milBNAs con log2 cambio de pliegue> 1: Puntos

rojos. miARNs con un valor q <0.2: Puntos verdes. milRNAs
con g-valor <0.03 y Log2 Fold change> 1. Los graficos
muestran la presencia de miRRNAs (representados por

puntos) que tienen una abundancia diferencial

expresion diferencial de miARN entre

Fuente: Elaboracién propia

Se encontraron 89 miRNAs cuya abundancia fue significativamente

diferente en los pacientes con LN en comparacién con los individuos

CTL, y otros 17 miRNAs diferentes en abu
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LN en comparacién con el grupo LNN. Se utilizaron volcano plots
para representar la distribucién de los datos entre los sujetos del
estudio y los individuos CTL (Figura 2), y los grupos intra estudio
(Figuras. 3-5). Se evalué la expresién normalizada para cada miRNA
a través de los 5 grupos de muestras (datos no presentados) y se selec-
cionaron miR-miR-221-5p, miR-380-3p, miR-556-5p, miR-758-3p
porque presentaron en los pacientes con LN, pero no en los individuos
LNN vy CTL, y el miR-3074-3p con lecturas en LNN pero no en LN y
CTL, y utilizamos estos miRNAs para validar el diagnéstico realizado

mediante biopsia renal (Figura 6) .
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Figura 6. Box plots representan normalized reads counts de
miRRNAs candidatos entre diferentes grupos de muestras

Fuente: Elaboracién propia
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Validacion de miRNAs como biomarcadores de dano

renal asociado con lupus eritematoso

Basados en sus perfiles de expresion, cinco miRNAs que estaban
presentes en el plasma de pacientes con LN pero no en LNN o CTL
individuos fueron seleccionados como biomarcadores potenciales de
dafio renal (miR-221-5p, miR-380-3p, miR-556-5p, MiR-758-3p vy
miR-3074-3p) y validado por RT-qPCR en 100 muestras de plasma
de pacientes con LN diagnosticados por biopsia renal (Tabla 1).
Estos pacientes fueron clasificados de acuerdo con los criterios de
la International Society of Nephrology/Renal Pathology Society
(ISN/RPS) 2003. Los mismos 5 miRNAs fueron corroborados por
RT-qPCR en 40 muestras de plasma de pacientes con LNN y 40
muestras de plasma de individuos sanos. Estos cinco miRNAs como
un grupo fueron capaces de discriminar entre las muestras LN y LNN
/ CTL con muy buena sensibilidad (97 %), especificidad (70,3 %),
valor predictivo positivo (82,5 %), valor predictivo negativo (96%)
y eficacia diagnéstica (87,9 %). El drea bajo la curva ROC (AUC) es
una medida de discriminacién; Un modelo con un area alta bajo la
curva ROC sugiere que el modelo es capaz de predecir con exactitud
el valor de la respuesta de una observacién. Cuando comparamos el
rendimiento combinado de miR-221-5p, miR-380-3p, miR-556-5p,
miR-758-3p y miR-3074-3p obtuvimos un AUC de 0,82 (IC del
95 %:0,7-0,9 , Valor p <0,0001) que segiin Hosmer y Lemeshow [15]
permite una excelente discriminacién de los pacientes con LN de
los pacientes con LNN (Fig. 7). A pesar de que estos resultados no
nos permiten determinar la clase de nefritis lipica, que era nuestro
objetivo inicial, que apoyan los miRNAs miR-221-5p, miR-380-3p,
miR-556-5p, miR-758-3p y MiR-3074-3p como biomarcadores poten-

ciales de dafo renal en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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para diferenciar LN de pacientes LNN

Fuente: Elaboracién propia
Analisis funcional
Para obtener informacién sobre los procesos biolégicos modulados
por los 5 miARN candidato biomarcador, realizamos un analisis de

enriquecimiento de genes con el programa DIANA-miRPath v3.

(Tabla 3.)

Table 3. Potenciales genes regulados por los miRNAs
candidatos como biomarcadores diagnéstico de la nefritis

lapica
Potenciales genes regulados por los miRRNAs expr dos difer ial ¢
miRNA Potential molecular Targets
hsa-miR-221-5p BCL2L2, NUFIP2, GRIK2, TMEM115, KIF3B
hsa-miR-380-3p HECA, RBM26,SLC6A15, EIFAE, CRISPLD1
hsa-miR-556-5p LGALSL, CSRNP2, HIPK2
hsa-miR-758-3p PALM2-AKAP2, HIPK3, HNRNPU
hsa-miR-3074-3p SMIM13, BTBD1

>0.7 prediction score (www.tarbase.org)
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DISCUSION

Los marcadores actuales de laboratorio para la nefritis lipica, como
la proteinuria, la relacion en orina de proteina-creatinina, depuracion
de creatinina, anti-dsDNA y complemento son insatisfactorios [16] y
carecen de sensibilidad y especificidad para diferenciar la actividad
renal y el dafio en la nefritis lipica. La nefritis ldpica es una de las
manifestaciones mas graves del lupus eritematoso sistémico (LES),
que se asocia con una significativa morbilidad y mortalidad en
pacientes con LES. El desarrollo de pruebas de diagnéstico con
alta sensibilidad que permita la deteccién temprana de lesion renal
en pacientes con LES en lugar de la biopsia renal siguen siendo un
problema critico. En este estudio se identificé un grupo de cinco
miRNAs (miR-221-5p, miR-380-3p, miR-556-5p, miR-758-3p vy
miR-3074-3p) con expresién diferencial en una cohorte de pacientes
colombianos con LES. Nuestros resultados apoyan el potencial
prometedor de estos miRNAs como biomarcadores de LN y su posible

utilidad para el traslado a la practica clinica.

En los dltimos anos miRNAs se ha demostrado que estan involu-
crados en una amplia gama de procesos biolégicos, incluyendo varias
enfermedades humanas [17]. Se ha sugerido un probable vinculo
entre miRNAs y LES. Dai, et al. [18] y Te, et al. [19] utilizando el
analisis de microarrays informé la presencia de miRINAs diferencial-

mente expresado en los individuos LES y LN, respectivamente.

En este estudio, utilizando secuenciaciéon de alto rendimiento,
aislamos y analizamos miARN en muestras de plasma obtenidas de
pacientes afectados por LES con diferentes grados de compromiso
renal (LN clases I, ITT y I'V), asi como LES sin dafio renal e individuos

controles sanos. Nuestros datos indicaron que hsa-miR-221-5p,
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hsa-miR-380-3p, hsa-miR-556-5p, hsa-miR-758-3p y hsa-miR-
3074-3p mostraron notable precisién diagnéstica para diferenciar
LN casos de LNN y por lo tanto, son potenciales biomarcadores de la
enfermedad renal en pacientes con LES. Los datos descritos en este
trabajo necesitan ser validados usando poblaciones mas grandes. Sin
embargo, algunos miRNAs con significativa abundancia diferencial

se ha asociado previamente con LN [19 - 20].

En un esfuerzo por explicar la importancia fisiolégica de los cinco
miRNAs que se encuentran enriquecidos diferencialmente en plasma
en nuestro estudio, hemos extraido la base de datos miRBase (http://

www.mirbase.org/) con el fin de identificar objetivos validados de los

cinco candidatos MiRNAs biomarcadores (Tabla 3).

LGALSL (proteina relacionada con galectina) fue identificado como
un objetivo de hsa-miR-556-5p. Mientras que la via cldsica del
complemento es el fundamento de la patogénesis de la nefritis lapica,
la via alternativa y la via lectina parecen desempefiar un papel en la
progresiéon del dafio glomerular [21]. Los pacientes con deposicién
glomerular de properdina, un regulador positivo de la via alter-
nativa, y los pacientes con mannosa vinculante lectina / L-ficolina
muestran aumento de la excrecién urinaria de proteinas [21].
Ademas, se encontré que el objetivo predicho de hsa-miR-758-3p es
el factor de transcripcién E2F1 y en el caso de los miARN hsa-miR-
423-5p son las proteinas de unién a acido nucleico Hox-B8 y Hox-A7.
Los factores de transcripcién E2F son importantes reguladores de
la proliferacién, diferenciacién y apoptosis. Los factores de trans-
cripcién E2F y proteinas homeobox fueron previamente identifi-
cados como objetivos de miRNA perfiles en el trabajo publicado por

Dai et al [14] La relacién entre los factores de transcripcién y LES
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fue abordado por Azkargorta et al [22], que encontré una similitud
entre el metabolismo para los linfocitos T deficientes en E2F2 y el

de las células T lupicas, lo que afiadié nuevos conocimientos sobre la

relacién entre la deficiencia de LES y E2F2.

En particular, los miRNAs modulan la expresién de sus genes objetivo
a un nivel 6ptimo, en lugar de participar en las decisiones on / off
en la respuesta inflamatoria [23], proporcionando funciones tnicas
en las enfermedades reumaticas mediante la regulacién de la infla-
macién. El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad inflama-
toria autoinmune crénica caracterizada por una miriada de anorma-
lidades inmunorreguladoras que conducen a lesiones de tejidos y
6rganos. Hasta la fecha, la etiologia de la nefritis lapica es desco-
nocida y la caracterizacién de los perfiles de expresién diferencial de
miRNAs contribuird a la clarificacién de los mecanismos fisiolégicos
involucrados en el desarrollo del lupus y de las enfermedades renales
asociadas con ella. Aqui se muestran cinco vias en las que uno o
mas genes se prevé que se regula por al menos uno de los 5 miRNAs
validado para el diagnéstico de la afectaciéon renal en pacientes con
LES. Por ejemplo, las interacciones de hsa-miR-221-5p con los genes
PRNP, MAPK3, LAMCI, MAP2K1, y IL1A, se han validado experi-
mentalmente [24 - 26]. El aumento observado en la abundancia de
miR-221-5p puede ser un mecanismo homeostatico para contrarrestar
un aumento en la expresion de laminina-1, que se ha descrito para
reemplazar la laminina-11 en la membrana basal glomerular como
resultado de la sobreproduccién de TGFBI en pacientes con nefritis
Idpica [27, 28]. Esto hace que los nucleosomas se unan facilmente a
la laminina-1 a través de su cadena 1 y los nucleosomas atrapados
pueden entonces promover su interaccién con autoanticuerpos

que aumentan la respuesta autoinmune dependientes de células T,
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agudizando la patogénesis temprana de la nefritis lupica. Ademas, la
interaccién entre los transcritos de hsa-miR-221-5p y IL1A conduce
a niveles disminuidos de IL1A, Ca2 + sérico, IgG1, IgE, IL17 e IL4
en suero. IL1 A participa en la modulacién de la homeostasis de calcio
extracelular, y se ha descrito una relacién directa entre las concen-
traciones de IL1A y Ca2 + [29] que también induce una respuesta
primaria y secundaria de células T CD4+, robusta y duradera, con
un aumento en las células que producen IL17 e 114, asi como IgG1
e IgE sérica por linfocitos B [30]. Esto puede estar asociado con una
disminucién de la apoptosis, previamente descrito por otros autores

en pacientes con nefritis ldpica [31].

La basqueda de marcadores no invasivos para el diagnéstico de LES
es actualmente una prioridad. En este estudio hemos demostrado que
el uso combinado de miRNAs miR-221-5p, miR-380-3p, miR-556-5p,
miR-758-3p y miR-3074-3p pueden servir como biomarcadores
no invasivos para el diagnéstico De la afectacién renal en el LES.
Nuestra estrategia de utilizar la secuenciacién de alto rendimiento
(Illumina) seguida de la validacién de qRT-PCR demostré ser un
enfoque exitoso para identificar los perfiles plasmaticos de miARN

como biomarcadores para el diagnéstico de la nefritis lapica.
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Capitulo 5

El rol de las Infecciones
en Lupus Eritematoso
Sistémico: Mecanismos
Moleculares de
Patogenicidad

Antonio J. Acosta-Hoyos'

INTRODUCCION

Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad crénica
autoinmune y multisistémica, la cual puede afectar a varios érganos
tales como la piel, los pulmones, las articulaciones, el sistema nervioso
y los rifiones y se caracteriza por periodos de remisiones y exacer-
baciones (1). LES es una de las enfermedades autoinmunes mas
comunes, especialmente en africanos, latinoamericanos y asidticos
(2,3). Ademads, la progresién de la enfermedad y sus manifesta-
ciones varian significativamente de paciente a paciente. Por ejemplo,

algunos pacientes desarrollan la enfermedad agresiva y rapidamente,

1 Grupo de Investigacion en Genética, Facultad de Ciencias Basicas y
Biomédicas, Universidad Simén Bolivar.
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mientras que otros no acumulan dafios significantes dentro de los 5

afios después del diagnéstico (4,5).

Al ser una enfermedad compleja y de cardcter multifactorial
no se ha encontrado un efector tnico que derive en LES; por el
contrario, el desarrollo de esta enfermedad depende de un complejo
de interacciones genéticas, epigenéticas y de cardcter ambiental
(Figura 1). La rata de concordancia en LES para gemelos monoci-
géticos es de 25 %, pero solo del 2 % entre gemelos dicigéticos o
mellizos, sugiriendo que la genética sola no explicaria el fenotipo
de la enfermedad (6). Inclusive, estudios de asociacién genética,
GWAS, encuentran diferentes loci y genes que contribuyen al riesgo
de desarrollar la enfermedad. Entre los genes asociados a LES mas
frecuentes se encuentran genes asociados a interferén, cémo factor
5y 7 regulador del interferon (IRF5, IRF7) y otros loci que varian
dependiendo de la etnicidad (7,8). Asi mismo, estudios recientes dan
evidencia de cémo la epigenética juega un rol crucial en la patoge-
nicidad molecular de LES, mostrando inclusive como los niveles
socio- demograficos y econémicos contribuyen al desarrollo de la
enfermedad (5). Un estudio por Mo et al. (9) utilizando un analisis
de aleatorizaciéon mendeliano identificaron 15 loci con metilacién
diferencial y 21 genes expresados positivamente asociados con LES,
demostrando una relacién directa entre el control de expresiéon por
metilacién en el fenotipo. Otros estudios demostraron la expresién
de miRNAs especificos dependiendo del grado de la enfermedad,
evidenciando asi la importancia de los factores epigenéticos en el
desarrollo y agresividad de la enfermedad en pacientes con LES (10).
Ademas de los factores hereditarios y modificacién de la expresién
por efectores epigéneticos, algunos factores de riesgo ambientales se

han considerado: la exposicién a la luz ultravioleta (UV), diferentes
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farmacos, las infecciones por el Virus de Epstein-Barr (EBV) (11) y

la expresién de retrovirus endégenos (4,12).

Ambiente y Autoinmunidad

Qumcos\./ \l Luz UV-B

Agentes
Microbianos
Wirus, bacteria,

parasitos, hongos |

I|
|
- Vacunas
|
|

Lupus Eritematoso
Sistémico
Dieta / Nutricion

Estatus socioeconomico,
demografico, gecgrafia

Farmacos '

Figura 1. Interacciones del organismeo y factores ambientales
que podrian intervenir en el desarrollo de LES. MHC:
Complejo mayor de histocompatibilidad

Fuente: Adaptado de (12)

De esta manera las infecciones, tanto virales como bacterianas, asi
como la expresién de virus endégenos estan siendo reconocidos como
posible desencadenante de LES (13,14). En este capitulo preten-
demos dar argumentos para apoyar los mecanismos infecciosos,

principalmente por virus, que dan origen a esta enfermedad.

VIRUS Y MECANISMOS DE PATOGENICIDAD
Virus Exogenos

Los virus se han considerado como uno de los mayores factores
ambientales que desencadenan fen6menos autoinmunes en individuos
genéticamente susceptibles (11). Los siguientes virus se han asociado
a la patogénesis de LES: el Virus de Epstein-Barr (EBV) (11,15),
Citomegalovirus (CMV) (15), parvovirus B19 (16), Virus del Herpes
Humano (HHV-6) (17), HHV-8 (18), Virus del Papiloma Humano
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(HPV) (19), Dengue (20,21), Virus Linfotrépico de Células T Humano
(HTLV) (22) y VIH (23). Estos estudios en su mayoria correlacionan
la presencia de anticuerpos antivirales y productos de PCR de estos
virus en pacientes con LES cuando se compararon con los controles.
Sin embargo, los mecanismos moleculares derivados de las infecciones
virales causantes de la autoinmunidad todavia estan en discusién.
Hay que resaltar que hay pocos estudios donde se evidencie el virus
del Dengue con LES; no obstante, en el Caribe colombiano, el dengue
es endémico y afecta especialmente a personas de bajos estratos
socioeconémicos (24), poblacién también con una prevalencia alta
de LES, como se evidencia en varios estudios realizados por el grupo
de Investigacién en Nefrologia de la Universidad Simén Bolivar (25).
Aunque esta relacién dengue-LES es solo especulativo debido a la
poca evidencia, podria ser un tema para abordar en futuras inves-
tigaciones. De ese mismo modo, la relacién entre LES e infecciones
virales se hace mas evidente en la medida en la cual mas investiga-
ciones se realicen. Otra linea de investigacién que ha tomado impor-

tancia en los dltimos afos es la relaciéon de virus endégenos en la

patogenicidad de LES (26).

Virus Endogenos

Los Retrovirus Endégenos Humanos (HERVs) constituyen el 8 %
del genoma humano. Estos elementos gendémicos fueron introdu-
cidos por retrovirus ya extintos en el genoma de nuestros antepa-
sados evolutivos hace méas de 100 millones de afios (27-29). Asimismo,
estos elementos han jugado un papel importante en la evolucién del
Homo sapiens y se manifiestan diferencialmente en diferentes tejidos
y células del humano (29,30). La expresion de diferentes HERVs
(HRES-1, ERV-3, HERV-E 4-1, HERV-K10 and HERV-K18) han

sido implicados en LES donde la expresién de proteinas derivadas
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de estos virus endégenos desencadenan una reaccién autoinmune
mediante mimetismo molecular, debido a que se ha demostrado
homologia entre secuencias de aminoacidos de HERVs y auto-an-
tigenos en LES (26). Ademads, estos virus pueden ser activados por
estrégeno, hipometilacién del ADN y exposicién a luz UVB (31) o
por la co-infeccién de virus exégenos tales como EBV y VIH (32).
Un estudio reciente muestra cémo HERV-E 4-1 se sobre-expresa
en células T CD4" provenientes de pacientes con LES versus los
controles sanos, pero mas interesante fue que la regiéon LTR de este
HERV se encontraba hipometilada (31), sugiriendo una correlacion
entre factores epigenéticos que desregulan regiones gendmicas,
cambiando el patrén de metilacién, llevando a la expresién de nuevos
antigenos-propios derivados de HERVs que no habian sido presen-
tados al sistema inmunitario durante la maduracién de linfocitos
T y linfocitos B. Ademads, este grupo (31) encontré que la sobreex-
presién de HERV 1-4 estimulaba la diferenciacién de células Thl7 y
la liberacién de IL-17, factor que juega un papel critico en la fisiopa-

tologia de LES (33).

MECANISMOS MOLECULARES DE PATOGENICIDAD

Las infecciones en general son consideradas de tener un rol en el
desarrollo de las enfermedades autoinmunes, contribuyendo a
respuestas inmunes anormales mediante mimetismo molecular,
produccién de superantigenos, activacién cruzada indirecta
(bystander activation), propagacién de epitopes, alteracién de la
apoptosis (34) (Figura 2). Estos mecanismos eventualmente ocasionan
la pérdida de tolerancia de las células del sistema inmunitario, evento

imprescindible en el desarrollo de autoinmunidad (35,36).
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Secuencias de aminoacidos de proteinas de EBYV, por ejemplo
EBNA-1, muestran homologia con auto-antigenos del spliceosoma
SmDI1 y SmB’/B en LES (Figura 3), indicando mimetismo molecular
como un mecanismo de reaccién cruzada y patogénesis de la enfer-

medad (Figura 2A) (14,37,38).

Los super-antigenos son producidos por diferentes virus y bacterias,
y tienen como caracteristica que pueden unirse al dominio variable
de la cadena beta de los receptores de células T (TCR) y también a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase
II. Debido a la falta de especificidad antigénica de los super-anti-
genos, la activacion de muchos linfocitos T con diferente especificidad
se propaga lo que resulta en la pérdida de tolerancia y el desarrollo de

reacciones autoinmunes (14,39) (Figura 2B).

Las infecciones virales también llevan a una activacién significativa
de APCs como las células dendriticas. Estos APCs activos, mediante
la liberacién de citoquinas, pueden potencialmente activar a células
T autorreactivas pre-estimuladas, las cuales podrian iniciar la enfer-
medad autoinmune (bystander activation) (Figura 2C) (14.40).
Por otro lado, las células T CD8+ al reconocer a las células infec-
tadas liberan granulos citotéxicos y producen la muerte de la célula
infectada. De esta forma, tanto la célula en su proceso de muerte,
como las células CD8+ y macréfagos dentro del circulo inflamatorio
secretan citoquinas tales como factor de necrosis tumoral (TNF),
TNF- B, linfotoxina, y éxido nitrico conduciendo a la muerte de
células contiguas no infectadas (bystander killing). Esto genera una

inmunopatologia adicional en el sitio de la infeccién (14.41).

La presentacién incrementada de auto-antigenos por APCs en el sitio

de inflamacién, seguido de la activaciéon de linfocitos autorreactivos
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conduce ala divisién y propagacién de clones autorreactivos iniciando

la enfermedad autoinmune (Figura 2C) (13,14,42).

Otro mecanismo molecular sucede también cuando antigenos virales
quedan secuestrados junto a cromatina y otros auto-antigenos en
capsulas apoptéticas y al existir un defecto en la apoptosis debido a
polimorfismos o mutaciones podria aumentar la inmunogenicidad al
activar las células Thl7 reactivas promoviendo la auto-inflamacién
y generando auto-anticuerpos. Ademas, cuando hay deficiencia en la
limpieza y acumulacién de productos apoptéticos y agentes virales
podria conducir a la autoinmunidad debido a que este material
nuclear no digerido puede proporcionar seiales a linfocitos B autorre-
activos y de esta forma a la produccion de auto-anticuerpos dirigidos
a estructuras nucleares propias, caracteristica fundamental de LES

(43) (Figura 2E).
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Figura 2. Mecanismos potenciales de agentes microbianos
infecciosos en la patogénesis de LES. APC, ¢é¢lula
presentadora de antigeno: TCR. receptores de células T: eell,
célula

Fuente: Adaptado de (14).
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PPPGMRPP Proteina nuclear humana del spliceosoma
PPPGRRP Proteina del virus de Epstein-Barr

Figura 3. Ejemplo de secuencias de aminoacidos mostrando
mimetismo molecular (38)

CONCLUSIONES

En resumen, los estudios revisados en este capitulo muestran una
. . . . e
asociacién clara de procesos infecciosos virales con la iniciacién de
LES. La autorreactivacién de células inmunes puede ser desenca-
denada por mimetismo molecular con las estructuras del huésped,
atribuibles a la induccién por las infecciones de citoquinas pro-in-
flamatorias junto a la presencia de inmunoclomplejos virales. Asi
mismo, identificar las infecciones asociadas en el desarrollo de LES
podrian proporcionar medidas para reducir los eventos desenca-
denantes. Dentro de los descubrimientos recientes se exploraron,
ademds de mimetismo molecular, otros mecanismos molecu-
lares relacionados con la autoinmunidad generada por virus como

. . . . . .,
produccion de super-antigenos, dispersiéon de antigenos, activacion
cruzada indirecta, apoptosis alterada, depuracién deficiente y altera-
ciones epigenéticas. Sin embargo, se necesitan mas investigaciones
para asi elucidar la etiologia de LES y los mecanismos moleculares
involucrados en la fisiopatologia con el fin de desarrollar métodos
preventivos y diagnéstico precoz que en ultimas beneficiarian a los

pacientes.
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