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RESUMEN

Introduccion: Los biomarcadores son claves en el diagndstico y prondstico del lupus
eritematoso sistémico en el cual las manifestaciones clinicas son extremadamente complejas
y heterogéneas.

Objetivo: Determinar el valor clinico de los inmunocomplejos circulantes en pacientes con
lupus eritematosos sistémico.

Meétodos: Se determinaron los niveles séricos de inmunocomplejos fijadores del C1q y de
los anticuerpos anti-acido desoxirribonucleico de doble cadena (anti-ADNdc), anti-
nucleosoma (anti-Nuc) y anti-proteinas ribosomales (anti-RibP) por el ensayo inmuno-
adsorbente ligado a enzima (ELISA) en 93 pacientes con diagndstico de lupus eritematosos
sistémico. Se utilizaron examenes no paramétricos para probar la asociacion entre los
inmunocomplejos y los auto-anticuerpos. La frecuencia de nefritis lupica en los grupos de
pacientes positivos y negativos de inmunocomplejos circulantes se comparé mediante Chi
cuadrado.

Resultados: Los inmunocomplejos se encontraron en 24 (25,8 %) pacientes con lupus
eritematosos sistétmico. Los pacientes que presentaron los titulos mas altos de
inmunocomplejos fueron los positivos a los tres auto-anticuerpos usados (p=0,044). Se

encontré correlacién directa entre los niveles de anti-RibP y los inmunocomplejos
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(Rho=0,303, p=0,003) y entre los anti-ADNdc y anti-Nuc (Rho=0,449, p=0,001). La nefritis
lUpica se presentd en 58,3 % de pacientes con inmunocomplejos, y 31,9 % pacientes
negativos de inmunocomplejos (p=0,213).

Conclusiones: Los inmunocomplejos circulantes caracterizaron una fraccion menor de
pacientes con lupus eritematosos sistémico. La presencia de estos no se asocié a los
anticuerpos anti-ADNdc ni a la nefritis lupica.

Palabras clave: Inmunocomplejos; nefritis lupica; lupus eritematoso sistémico.

ABSTRACT

Introduction: Biomarkers are essential in the diagnosis and prognosis of systemic
erythematous lupus in which clinical manifestations are extremely complex and
heterogeneous.

Objective: To determine the clinical value of circulating immunocomplexes in patients with
systemic erythematous lupus.

Methods: Serum levels of Clg-binding immunocomplexes and anti-double-stranded
deoxyribonucleic acid (anti-dsDNA), anti-nucleosome (anti-Nuc) and anti-ribosomal
proteins (anti-RibP) were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in
93 patients diagnosed with systemic lupus erythematosus. Nonparametric tests were used to
test the association between immunocomplexes and auto-antibodies. The frequency of lupus
nephritis in the circulating immunocomplex positive and negative patient groups was
compared using Chi square.

Results: Immunocomplexes were found in 24 (25.8%) patients with systemic lupus
erythematosus. The patients with the highest immunocomplex titers were positive for the
three autoantibodies used (p = 0.044). A direct correlation was found between the levels of
anti-RibP and immunocomplexes (Rho = 0.303, p = 0.003) and between anti-dsDNA and
anti-Nuc (Rho = 0.449, p = 0.001). Lupus nephritis occurred in 58.3% of immunocomplex
patients, and 31.9% immunocomplex negative patients (p = 0.213).

Conclusions: Circulating immunocomplexes characterized a smaller fraction of patients
with systemic lupus erythematosus. Their presence was not associated with anti-dsDNA
antibodies or lupus nephritis.

Keywords: Immunocomplexes; lupus nephritis; systemic lupus erythematosus.
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Introduccion

El lupus eritematoso sistémico (LES) es un trastorno multi-sistémico considerado como
prototipo de enfermedad mediada por inmunocomplejos (IC).% Los anticuerpos unidos a los
auto-antigenos liberados por las células apoptéticas contribuyen a la formacion de IC.
Dentro de la gran diversidad de especificidades antinucleares que se producen en el LES
solo unas pocas poseen valor diagnostico y de seguimiento de la actividad de la enfermedad.
Los anticuerpos anti-acido desoxirribonucleico de doble cadena (anti-ADNdCc) constituyen el
sello inmunoldgico del LES, son los de mayor valor clinico y representan los anticuerpos de
referencia tanto para el diagndstico como para el seguimiento de pacientes con LES.®. La
presencia de los anticuerpos anti-ADNdc integra los criterios de clasificacion del LES, *5)
asi como también esta incluida en los indices de evaluacion de la actividad del LES en
virtud de la fluctuacion de los niveles de los anti-ADNdc en correspondencia con la
actividad de la enfermedad.® Los anticuerpos anti-ADNdc de isotipo 1gG constituyen el
subconjunto de anticuerpos de mayor patogenicidad y en particular asociados a la lesion
renal del LES.(

Recientemente los anticuerpos anti-nucleosoma (anti-Nuc), que pertenecen a la misma
familia de los anticuerpos anti-ADNdc han mostrado ser un robusto marcador diagnostico
del LES.® Ademas, se ha sefialado tanto en estudios transversales como longitudinales de
pacientes con LES que los niveles de anticuerpos anti-Nuc reflejan fielmente la actividad de
la enfermedad.®

Otras especificidades de autoanticuerpos como los antiproteinas ribosomales (anti-RibP)
integran también el perfil serolégico de pacientes con LES. EIl papel diagndstico de los
anticuerpos anti-RibP ha sido enfatizado por su elevada especificidad para esta
enfermedad.® En virtud de la asociacion encontrada de los anticuerpos anti-RibP con fases
de actividad de la enfermedad y varias manifestaciones clinicas del LES se les atribuye un
intrigante potencial patogénico que necesita mayor investigacion.

Menos ha sido documentado el valor clinico de los IC circulantes en el LES y su asociacion
con la actividad de la enfermedad y con la nefritis lupica (NL). Hipotéticamente, en la fase

activa del LES, la mayor produccion de auto-anticuerpos en presencia de antigenos
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nucleares liberados da lugar a la formacion de IC, mientras que en la fase inactiva, los auto-
antigenos no se liberan y no se producen los IC.

Previamente, se habia demostrado una fuerte asociacion de los anticuerpos anti-ADNdc y
anti-Nuc con la actividad de la enfermedad en nuestros pacientes con LES.®? El presente
estudio se realizd con el objetivo de determinar el valor clinico de los inmunocomplejos

circulantes en pacientes con lupus eritematosos sistémico.

Métodos

Los métodos se desarrollaron segun los procedimientos operativos aprobados. Todos los
sujetos fueron involucrados después de obtener su consentimiento informado.
Se realiz6 un estudio transversal en 93 pacientes adultos consecutivos con diagndstico de
lupus eritematosos sistémico con indicacion médica de determinacién de anticuerpos segun
el protocolo de seguimiento clinico de pacientes con LES del servicio de Reumatologia del
Hospital Clinico Quirdrgico "Hermanos Ameijeiras" en el periodo comprendido desde
diciembre 2017 a octubre 2018.
Los criterios de inclusion fueron: presencia de un minimo de cuatro criterios para el
diagnostico del LES,™ ausencia de diagnostico adicional de otra enfermedad del tejido
conectivo y ausencia de procesos infecciosos virales y bacterianos.
El diagnostico de nefritis lupica fue definido por los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) considerando: proteinuria persistente > 0,5 g/24 h; presencia de
cilindros celulares en orina e histologia de nefritis lupica evidenciada en biopsia.*® Los
datos demogréficos, clinicos y de laboratorio se obtuvieron de la historia clinica hospitalaria
y revisados por reumat6logos experimentados.
Como controles del método se determinaron los IC y auto-anticuerpos en las muestras
séricas de 22 donantes sanos de banco de sangre compatibles en edad y sexo con los
pacientes de LES.

Auto-anticuerpos e inmunocomplejos circulantes
La muestra sérica para la determinacion de IC circulantes se obtuvo de la muestra para la
determinacion de las pruebas de auto-anticuerpos protocolizadas para el seguimiento de la
actividad del LES. Las muestras de suero fueron fraccionadas y conservadas a -20 °C hasta
la fecha de la determinacion. Las determinaciones de los autoanticuerpos anti-ADNdc, anti-
Nuc y anti-RibP se realizaron por el método de ELISA dirigido a la deteccion de los
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anticuerpos de isotipo 1gG (IBL Internacional GmbH, Hamburgo, Alemania). EI método de
ELISA para los anticuerpos anti-ADNdc utiliz6 como antigeno el ADNdc recombinante
humano; para los anticuerpos anti-Nucs se utilizaron nucleosomas humanos; y para el anti-
RibP se emplearon proteinas P ribosomales humanas PO, P1 y P2 aisladas de células
eucarioticas. Los valores de corte fueron los recomendados por el fabricante. Se
consideraron como muestras positivas de anti-ADNdc las de valores mayores de 46 U/mL; y
positivas de anti-Nuc y anti-RibP las de valores mayores de 18 U/mL.
Se consider6 como carga de anticuerpos el total de las especificidades antinucleares
positivas del paciente. Rango: 0-3.
Los IC circulantes fueron detectados el método por ELISA sobre la base de la union de la
IgG a la molécula de Clq inmovilizada sobre la fase sélida (IBL Internacional GmbH,
Hamburgo, Alemania). Para el lavado de los pocillos tanto de las determinaciones de auto-
anticuerpos como de los IC circulantes se utilizé la fregadora automatica de microplacas
(BioTek Instruments, Inc, Vermont, Estados Unidos) y la lectura fotométrica de la densidad
Optica se realizo en el lector de microplacas (BioTek Instruments, Inc, Vermont, Estados
Unidos). Se aplico la misma tecnologia durante todo el estudio. La determinacion de IC
circulantes se expresd en ugEg/mL de agregados de 1gG. Los valores de corte fueron los
recomendados por el fabricante. Se consideraron como positivas de IC circulantes las
muestras de valores mayores de 16 pgEqg/mL.
Los resultados de las determinaciones de los auto-anticuerpos e IC circulantes fueron
registrados en la historia clinica del paciente de la base de datos correspondiente al software
GALEN Clinicas del hospital del estudio.

Analisis estadistico
Las pruebas para la normalidad demostraron una distribucion asimétrica de todas las
variables. La estadistica descriptiva se expreso como mediana, amplitud intercuartil y rango
minimo-maximo para las variables continuas y como frecuencia y porcentaje para las
variables categoricas.
La correlacion entre los niveles de auto-anticuerpos e IC circulantes se realizd con la
correlacion no paramétrica de Spearman (coeficiente de correlacion p [rho]).
Los titulos de los IC circulantes en los grupos de pacientes positivos y negativos de
anticuerpos se compararon con la prueba de Mann-Whitney.
La frecuencia de nefritis lupica en los grupos de pacientes positivos y negativos de IC

circulantes se compar6 mediante Chi cuadrado.
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La significacién estadistica fue definida como p< 0,005 calculado bilateralmente (2-tailed).

El andlisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS v 20 para Windows Xp.
Etica

Este estudio recibié la aprobacion ética de la comision cientifica del Hospital Clinico

Quirurgico “Hermanos Ameijeiras” (HCQHA) del Ministerio De Salud Publica De Cuba

(Minsap).

Resultados
Se estudiaron 93 pacientes con LES, de los cuales 82 (88,2 %) fueron mujeres y 11 (11,8 %)

fueron hombres con una edad media de 43 afios y el rango minimo-maximo de 19-72 afios.
La nefritis lupica estuvo presente en 36 (38,7 %) de los pacientes con LES. Respecto a la
carga de anticuerpos, 21 (22,6 %) pacientes resultaron negativos de los anticuerpos anti-
ADN(dc, anti-Nuc y anti-RibP; 40 (43,0 %) pacientes fueron positivos de uno de estos
anticuerpos; 26 (28,0 %) pacientes fueron positivos de dos anticuerpos; y 6 (6,5 %)
pacientes fueron positivos de los tres anticuerpos analizados. De los 24 pacientes positivos
de IC circulantes solo 5 (20,8 %) fueron negativos de los auto-anticuerpos probados (tabla
1).

En las muestras controles los IC y los anticuerpos anti-ADNdc, anti-Nuc y anti-RibP fueron
no detectables.

El andlisis de correlacion de Spearman entre los niveles de IC circulantes y los
autoanticuerpos demostro presencia de correlacion directa entre los niveles de IC circulantes
y los anticuerpos anti-RibP (Rho=0.303, p=0,003) y entre los anticuerpos anti-ADNdc y
anti-Nuc (Rho=0,449, p=0,001); y ausencia de correlacion entre los IC circulantes y los anti-
ADNdc (Rho=0,015, p=0,884), entre IC circulantes y los anti-Nuc (Rho=-0,001, p=0,990),
entre los anti-ADNdc y anti-RibP(Rho=0,045, p=0,670), y entre anti-Nuc y anti-RibP
(Rho=0,103, p=0,325).

Tabla 1 - Presencia de auto-anticuerpos e inmunocomplejos circulantes en 93 pacientes con lupus

eritematosos sistémico

() I Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Medicina. 2020;59(1):e1337

Marcador serolégico | Frecuencia Mediana (AI) Rango
Anti-ADNdc 66 (71.0 %) | 134 (211) wmL 4250 w' mL
Anti-Muc 27(290%) | 627w mlL 1-250 w' mL
Anti-FabP 19 (204%) | 4(12) ' mL 1-300 v/ mL
IC circulantes 24(258%) | 8(11) pgEg'ml | 1-76 pgEg mL

La distribucién de la afectacion renal no fue estadisticamente diferente en los pacientes
positivos y negativos de IC circulantes: la nefritis lGpica se present6 en 14 de los 24 (58,3
%) pacientes con IC circulantes, y en 22 de los 69 (31,9 %) pacientes negativos de IC
circulantes (p=0,213) (tabla 2).

Tabla 2 - Niveles de inmunocomplejos circulantes en pacientes con lupus eritematosos sistémico

positivos y negativos de auto-anticuerpos

Marcadores seroléeicos Inmunnm::mplejns circulantes, Al P
= mediana (ugEq/ml) (pgEqg/ml)

Anti-ADNdc

Positivos 7.5 10

Negativos 9.0 11 0303
Anti-Nue

Positivos g0 12

Negativos g0 3 0,835
Anti-RibP

Positivos 15.0 13

Negativos g0 3 0.030
Carga de anticuerpos

0-2 g0 g

3 183 15 0,044

Discusion

Los resultados muestran el significado clinico de los IC circulantes en el LES. Las
concentraciones séricas de los IC en estos pacientes fueron moderadas y su presencia no
guardé relacion con la nefritis lupica.

Desde décadas pasadas se ha sefialado que la persistencia de IC en la circulacion de los
pacientes con LES y su depdsito en los tejidos son los eventos patogénicos causantes de la
inflamacion y lesiones organicas del LES.®. En linea con lo anterior diversos estudios han
permitido suponer que el caracter patogénico de los auto-anticuerpos en el LES depende de
la formacion de 1C.*15 Por otra parte, es bien reconocido que la formacion de IC
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circulantes es la consecuencia fisiologica de las respuestas de anticuerpo a diferentes
antigenos, incluyendo los microorganismos.®® La formacion de IC circulantes no es una
caracteristica especifica del LES, se ha descrito en otras enfermedades autoinmunes” y no
integra los criterios de clasificacion del LES.“*%La formacion de IC es la sombra que sigue a
la produccion excesiva de anticuerpos, en correspondencia, nuestros resultados han
mostrado que a mayor numero de especificidades de anticuerpos son mayores los valores de
IC circulantes, pero, qué grado de relacion existe entre los IC presentes en circulacion y las
afectaciones orgéanicas del LES.

Los mecanismos que favorecen el depdsito de IC con el subsecuente dafio tisular
permanecen controvertidos. Son escasos los trabajos que han encontrado asociacién entre
los IC circulantes y la expresion clinica del LES.(81920) |gualmente, la asociacion entre la
presencia de IC circulantes y la afectacion renal del LES no ha sido consistente. El
glomérulo es el sitio preferencial del deposito de IC. Sin embargo, la nefritis lupica, una
frecuente y potencialmente funesta complicacion del LES, sigue siendo un ejemplo de la
brecha que separa la produccion de auto-anticuerpos y la afectacion de los 6rganos diana.?V
Aunque practicamente todos los pacientes con LES exhiben depdsitos de IC en el mesangio
glomerular,®? solo alrededor de 40-60 % desarrollan glomerulonefritis.®®

Esto indica que la deposicion de IC no causa inflamacién renal en una proporcion
significativa de pacientes con LES y que otros factores pueden determinar el establecimiento
de la glomerulonefritis. ElI depoésito de los IC presentes en la circulacién puede estar
facilitado por las separaciones entre las células endoteliales del glomérulo.?® Pero la
abundancia de IC glomerulares exhibida en las biopsias renales de pacientes con LES no
puede ser atribuida solamente a la retencion de IC circulantes. El énfasis del papel exclusivo
del secuestro renal de IC pre-formados en circulacion se ha desviado hacia el
reconocimiento de la importancia de la formacion local de IC. Los IC se pueden formar en el
tejido por uniones in situ de auto-anticuerpos de naturaleza poli-reactiva, como los anti-
ADN(dc con antigenos nativos presentes en la superficie de células renales residentes o los
constituyentes de su matriz extracelular como la annexina A2.%% Auto-antigenos como los
nucleosomas, liberados en la circulacién, pueden ser atrapados o plantados en la membrana
basal glomerular y también unir los anticuerpos anti-ADNdc.®. La acumulacion de IC por
este mecanismo tiene particular importancia en el LES, donde la “siembra” renal de los
auto-antigenos esta facilitada por el defectuoso aclaramiento de los residuos de apoptosis y

el bajo nivel de la actividad de ADNasa 1.7
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Tempranamente han sido definidos los factores que influyen en la deposicion y capacidad
nefrotoxica de los IC, entre los que se destacan el tamafio molecular y la carga neta
cationica.®® Una vez depositados el poder inflamatorio de los IC depende de su precisa
ubicacion en el glomérulo y su capacidad de activar el complemento y las células con
receptores Fc (FcRs).?? El enlace de IC compuestos de 1gG con los FcRs es un paso clave a
favor del desarrollo de la nefritis lupica,®® mientras que modelos experimentales de
glomerulonefritis aguda y crénica han demostrado que la activacion del complemento tiene
un papel inflamatorio menor en la lesion renal.?? Ninguno de los diversos ensayos de
laboratorio disefiados para determinar la presencia de IC circulantes evalla todas las
caracteristicas fisicas y biol6gicas de los IC, ni ha demostrado utilidad como biomarcador
de la nefritis lupica.®Y Nosotros hemos aplicado un método que detecta IC formados por
IgG con capacidad de unir el componente C1qg del complemento, uno de los de mayor valor
clinico. No obstante, el ensayo de IC fijadores de C1q detecta solo los IC que tienen sitios de
unioén al complemento vacantes, pero no puede detectar los IC que tienen ocupados todos
sus sitios de union al C1q.4® También es menester considerar que los anticuerpos anti-C1q,
frecuentes en el suero de pacientes con LES, pudieran interferir con los resultados del
ensayo de IC por la unién al C1q empleado en este trabajo.?

Otra de las variables que influye en la capacidad patogénica de los IC es su composicién
molecular. La identificacion y cuantificacion de los autoanticuerpos que forman los IC
circulantes no ha resultado tarea facil. En el contexto de los pacientes con LES se ha
considerado que los enlaces entre los anticuerpos anti-ADNdc y el ADN circulante son los
de mayor contribucion a la formacion de IC.%® Como evidencia indirecta para definir la
participacion de los auto-anticuerpos anti-ADNdc, anti-Nuc y anti-RibP en la formacion de
IC circulantes en nuestros pacientes con LES realizamos las correlaciones entre sus niveles
séricos y el de los IC, que mostraron una moderada correlacion directa solo entre los
anticuerpos anti-RibP y los IC circulantes. La ausencia de correlacion entre los niveles
séricos de anti-ADNdc y los anti-ADNdc presentes en IC circulantes ha sido referida en
varios estudios de pacientes con LES.(833343) En otras investigaciones se ha determinado
que los anticuerpos anti-ADNdc y anti-Nuc fueron los menos representados de las
especificidades de anticuerpos incorporadas en IC aislados del suero de pacientes con
LES.(93%) | a relacion entre los anticuerpos anti-ADNdc y los IC circulantes pudiera ser
inversa, es decir, el consumo de los anti-ADNdc libres al formar los IC podria producir

falsos negativos de anticuerpos ADNdc.®® Se considerd poco probable esta explicacion para
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nuestros resultados, donde solo una pequefia fraccion de pacientes con IC circulantes fueron
negativos de anticuerpos anti-ADNdCc.

La disociacion encontrada en este estudio de los niveles séricos de anti-ADNdc y anti-Nuc,
marcadores serolégicos mas utilizados en la medicion de la actividad del LES.®9 respecto a
los IC circulantes no permite suponer que los niveles séricos de estos Ultimos puedan
representar un marcador Util de la actividad de la enfermedad. Algunos estudios han
observado asociacion entre los IC circulantes y la actividad del LES,®8°29 pero dos de
estos se limitaron a un numero reducido de pacientes,®% mientras que otro, considerd
como actividad del LES la puntuacion del SLEDAI-2K >1 (del inglés: Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index 2000).?9 En la comunicacion de Sekita K!® los IC
que mostraron mayor poder discriminatorio de la actividad lupica fueron los fijadores al
componente C3d del complemento sérico a diferencia de los IC unidos al componente
C1q.*® Como correspondia, los niveles séricos de anti-ADNdc se correlacionaron con los
de anticuerpos anti-Nuc en nuestros pacientes con LES.

Los niveles de IC circulantes se correlacionaron de modo directo pero moderado con los
niveles séricos de anti-RibP en los pacientes con LES. La presencia de los anticuerpos anti-
RibP en los IC circulantes ha sido detectada por técnicas de gran especificidad dirigidas a
identificar la composicion molecular de los IC en los pacientes con LES.®®*") Aunque un
reciente meta-analisis“? encontrd cierto grado de asociacion de los anti-RibP con una mayor
actividad de la enfermedad, posiblemente explicable por la asociacion de estos anticuerpos
con manifestaciones graves del LES como las neuro-psiquiatricas y la nefritis lUpica, los
anticuerpos anti-RibP no gozan de la reputacion de los anti-ADNdc como marcadores
seroldgicos de la actividad del LES.® Respecto a nuestros resultados, cabe considerar que
los anti-RibP, al igual que los IC han estado implicados en la patogenia del LES.®® Los
anti-RibP han demostrado ser inductores directos de la apoptosis celular® lo que
contribuye a la acumulacion de celulas muertas propia del LES, lo que puede exacerbar la
respuesta autoinmune con el alza en los niveles de auto-anticuerpos e IC.

Este estudio analizé por primera vez la presencia de CIC-C1q en una cohorte bien definida
de pacientes cubanos con LES. Nuestras observaciones permiten concluir que los IC
aparecen en la circulacion de pacientes con LES como expresion de mdltiples
especificidades de auto-anticuerpos. Los IC circulantes, presentes en la minoria de pacientes
con LES no se asociaron a la nefritis Iupica, ni a marcadores serologicos de actividad de la

enfermedad como los anticuerpos anti-ADNdc y anti-Nuc. El supuesto vinculo entre la
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presencia de IC circulantes y la actividad del LES, asi como la afectacion renal requiere de

estudios adicionales de seguimiento clinico.
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