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RESUMEN

Obijetivo: Hay informes del potencial protagonismo de las microparticulas en sangre
de pacientes con lupus eritematoso generalizado como biomarcador, aunque poco
se conoce en nefritis lUpica. El objetivo del estudio fue determinar los niveles de
microparticulas séricas en los pacientes con y sin nefritis lUpica.

Sujetos y métodos: Se realiz6 un estudio piloto, observacional, transversal y
descriptivo. Se seleccionaron pacientes mediante muestreo no probabilistico, a
conveniencia de la Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis en el Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Se determinaron microparticulas en suero y
orina (CD3, CD14, CD19, CD41a, CD144); adicionalmente podocalixina en orina y
se analizaron por subgrupos.

Resultados: Incluimos a 36 pacientes con lupus, 15 con nefritis y 21 sin afeccion
renal. No se alcanz6 significancia estadistica para ninguna, sin embargo, hubo una
tendencia para las microparticulas en orina CD41 (58ng/mmol vs 22.9ng/mmol,
p=0.091) y CD19 (75.8ng/mmol vs 38.3g/mmol, p=0.0709) que se encuentran mas
elevadas en el grupo de nefritis.

Conclusiones: No se encontré diferencia estadistica significativa para ninguna de
las microparticulas evaluadas tanto en suero como en orina. Los resultados
muestran que existe cierta tendencia de que las microparticulas plaguetarias
pudieran tener utilidad clinica para diferenciar de los pacientes con y sin nefritis

lUpica.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

MP: Microparticulas

LEG: Lupus eritematoso generalizado

NL: Nefritis lupica

SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
TFG: Tasa de filtrado glomerular

RAC: Relacion albuminuria — creatinuria

RIC: Rango Inter cuartil

Pts: Pacientes



ANTECEDENTES.

Las microparticulas (MP) son pequefias vesiculas unidas a la membrana que surgen
de las células activadas (especialmente plaquetas) y moribundas y entran en la
sangre para mostrar actividades proinflamatorias y protrombdéticas. Los MP tienen
un tamafio de 0.1-1.0 um y como reflejo de su origen celular, los MP contienen una
amplia gama de moléculas de superficie, citoplasmaticas y nucleares que se
incorporan a una estructura unida a la membrana cuando la particula sale de la
célula; Ademas, los MP pueden contener metabolitos de molécula pequefia (por
ejemplo, taurina) presentes en el citoplasma celular. La superficie de las particulas
también contiene moléculas de membrana de la célula de origen (por ejemplo, CD14
para macrofagos, CD61 y CD41 para plaquetas, y CD62E y CD144 para células
endoteliales). (1)

Dentro de las propiedades biolégicas de las MP se encuentran: 1) Tener naturaleza
proinflamatoria y es consistente con la funcion de las MP como mega-DAMP que
pueden promover la defensa del huésped, por un lado, o potenciar la autoinmunidad
o inflamacién, por el otro. Estas respuestas implican la activacion de NF-kB y vias
de sefalizacion corriente abajo, como las proteinas quinasas activadas por
mitdgeno (MAP); 2) Induccion de citocinas y quimiocinas; 3) Expresién aumentada
de moléculas de adhesion, sobre todo MP endoteliales (es decir, e-selectina, asi
como la molécula de adhesion intercelular-1), lo que puede conducir a la union y
activacion de leucocitos y monocitos; 4) Las MP tienen un papel destacado en la
hemostasia, lo que refleja su contenido de factor tisular; 5) Transferencia de
informacion derivado de la presencia de acidos nucleicos que sugiere la
estimulacién de las células mediante TLR y activacion la respuesta inmune innata,
asi como induccion de nuevas respuestas genomicas en las células objetivos al
transferir ARNm y miARN. (1)

Para medir la expresion de particulas, la citometria de flujo permite la determinacion
del niumero de particulas en funcion del tamafio, asi como los marcadores de

superficie que denotan la célula de origen. (1)



Los estudios en pacientes con una amplia gama de enfermedades reumaticas
muestran un aumento en el numero de MP en la sangre, con plaquetas y particulas
endoteliales asociadas con manifestaciones vasculares. En enfermedades
autoinmunes como el LEG y la AR, los MP también pueden contribuir a la
patogénesis de la enfermedad mediante la formacion de complejos inmunes. (1)
Es importante destacar que las MP de las células nucleadas contienen cromatina
en una forma que puede reaccionar con el anti-ADN y otros anticuerpos
antinucleosomicos para formar Cl. Estos complejos pueden contribuir a la
patogénesis del lupus al depositarse en el tejido, especialmente en el rifion, para
inducir nefritis. Después de la absorcién por las células dendriticas y fagociticas, el
ADN en estos complejos puede estimular la produccion de citocinas mediante la
interacciéon con TLR; un ejemplo de esto es la proteina de unién a galectina 3
(G3BP) y se ha demostrado que G3BP se localiza junto con complejos inmunes
depositados en la nefritis lapica. (2, 3)

El tratamiento actual de la NL es insuficiente; menos del 30% logran una remisién
completa en 6 meses y 20% desarrollan enfermedad renal terminal en la primera
década. Los datos clinicos y de laboratorio iniciales no predicen resultado renal
incluida la proteinuria y los marcadores serologicos convencionales, en términos de
funcién renal derivado del MAINTAIN Nefritis Trial, Euro-Lupus Nefritis Trial y
andlisis sus pos hoc. Varias investigaciones han demostrado una discordancia entre
el resultado clinico e histolégico; la mayoria de los estudios han demostrado que la
actividad renal residual puede ser evidente en las biopsias repetidas de una
proporcion considerable de pacientes que han mostrado remision completa (basado
en proteinuria). (4)

En relacibn a los biomarcadores moleculares, las investigaciones incluyen
evaluaciones de una sola molécula y exadmenes de deteccion protedmica; los
biomarcadores urinarios reciben un interés creciente por 2 razones: es probable que
las moléculas en la orina se excreten directamente del rifion y las muestras de orina
son facilmente accesibles para su examen y la estandarizacion y comercializacion
de marcadores urinarios como herramientas diagnosticas y / o predictivas

significaria, por lo tanto, un avance fundamental en el manejo de NL; ya que los



biomarcadores no invasivos utilizados actualmente carecen de suficiente
sensibilidad y especificidad para detectar la inflamacién renal activa. (4)

Hay informes del potencial protagonismo de MP en sangre de pacientes con lupus
eritematoso generalizado (LEG), aunque poco se conoce de MP en nefritis lUpica
(NL). Mobarrez y col optaron por medir MP en sangre de acuerdo a la expresion de
fosfatidilserina (PS+/PS-) en pacientes con Lupus comparado con controles sanos.
Si bien no encontraron relacion de MP con actividad de la enfermedad, reportaron
que la disminucion de la funcion renal se asocia con numeros menores de
microparticulas PS- y MP plaquetarias PS-. También observaron fuertes
asociaciones positivas entre el numero de MP plaquetarias que expresan CD40L y
los niveles de Receptor de factor de necrosis tumoral (TNFR1 y / o TNFR2). La
expresion de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral puede
aumentar durante la inflamacion y la apoptosis. Los TNFR también se han asociado
con la actividad de la enfermedad en el LEG, en particular con la nefritis activa. (5)

En el 2020 se han publicado 2 estudios de potenciales biomarcadores para nefritis
lipica: Abdel-Rehim y col (6) investigaron el papel potencial de “IL-34” como un
marcador temprano para NL silente en un estudio transversal, de casos y controles,
de observacién en Egipto; encontraron que cuanto mayor es el nivel sérico de IL-
34, mas activa es la enfermedad y los pts con antidsDNA positivos tenian niveles
mas altos de IL-34 en suero, sin embargo solo se analiz6 I1L-34 sola sin compararlos
con un amplio espectro de citocinas proinflamatorias; Mejia-Vilet y col (7) por su
parte evaluaron de forma transversal y longitudinal 2 cohortes diferentes (una de
ellas mexicana) “CD163”, una proteina transmembrana que se expresa
principalmente por macréfagos M2, los cuales se infiltran en los tejidos durante la
"fase de curaciéon" de la inflamacion y observaron que CD163 urinario se asocia a
gravedad clinica e histoldgica en nefritis lUpica y es probable que también diferencie
entre las clases histologicas, por lo que podria apoyar a las decisiones terapéuticas,
sin embargo no diferencia entre nefritis lUpica activa de otras enfermedades
glomerulares inflamatorias.

Es de especial interés estudiar las microparticulas en plasma y orina: CD3, CD14,

CD19, CD41a, CD144; adicionalmente podocalixina en orina.



El antigeno CD3 es un complejo de 5 cadenas polipeptidicas invariables, vy, 6, €, {y
n; lo expresan los linfocitos T maduros y un subconjunto de timocitos. El CD3 forma
parte de un complejo mas grande que incluye el receptor de linfocitos T (RLT). El
complejo CD3 asociado al RLT est& implicado en el reconocimiento de péptidos
unidos a la clase de histocompatibilidad mayor | y Il durante la respuesta inmunitaria.
La activacion de los linfocitos T puede inducirse cuando se presenta un antigeno
extrafio al RLT. Un estudio del analisis del transcriptoma de las células T (CD3 +)
de 14 pacientes con lupus eritematoso generalizado reveld un conjunto de genes
(incluidos TNFRSF14 / HVEM, OAS2, MX1, Clorf86 / FAAP20, LINC00339 y FOS)
asociados con nefritis lupica. (9)

Se destaca el papel de los macréfagos en la inflamaciéon y remodelacion en modelos
experimentales y en humanos con nefritis lUpica, se encuentran infiltrados de
macréfagos renales residentes en el area peri glomerular y tubulointersticial;
macrofagos intrarrenales se activan de manera persistente. En nefritis crénica, hay
infiltracion intersticial por macrofagos que se asocia con dafio tubular irreversible;
en lupus murino el predominio es de macréfagos M1 y se asocian a enfermedad
renal progresiva grave. La transferencia adoptiva de macro6fagos M2 puede mejorar
el lupus. (8) Los monocitos circulantes, los macréfagos inflamatorios y las células
dendriticas (DC) surgen en la médula 6sea de un progenitor mieloide comun. Los
monocitos de sangre periférica humana se pueden dividir fenotipicamente en tres
subconjuntos CD14 +/ CCR2 +/ CD64 + (clasico), CD16 + / CX3CR1 +/CD14dim
(patrullaje) y CD14 +/ CD16 + (intermedio) con subconjuntos analogos en ratones
definidos por CCR2 y CXC3CR1 y alto, bajo y niveles intermedios de tincién Ly6C
o Grl. Los macrofagos renales en la enfermedad del lupus renal parecen originarse
en parte de los monocitos Grllo de sangre periférica, que es el equivalente de las
células CD16 + CX3CR1 + CD14dim humanas, también conocidas como monocitos
"patrulleros”. En el contexto de la lesion endotelial u otros estimulos inflamatorios,
este subconjunto de monocitos se recluta para alimentar la inflamacion y atraer otros
tipos de células inmunes. (10)

La anormalidad de las células B desempefia un papel central en el desarrollo del

LEG al contribuir a la sobreproduccion de autoanticuerpos, citocinas y presentacion



aumentada de autoantigenos a las células T. El compartimento de las células B esta
muy distorsionado en pacientes con LEG activo. Las células B transitorias y los
plasmablastos aumentan considerablemente, mientras que las células B de
memoria no conmutadas disminuyen en el LEG activo. Ademas, una poblacion de
células B de memoria atipicas (AtMs) que comparten fenotipos similares e
identificados como CD19hi CD21lo CD27- IgD- se expanden en el LEG activo. Una
mayor frecuencia de estos AtM se ha asociado con una alta actividad de la
enfermedad y autoanticuerpos especificos de la enfermedad, como el anticuerpo
anti-Smith (Sm), lo que sugiere que estas células estan asociadas con el desarrollo

de la enfermedad. En particular, se ha informado que una poblacién ampliada de

cD19 hi AtMs en pacientes con LEG predice una respuesta clinica deficiente al
tratamiento con Rituximab. (11)

El antigeno CD41 (GPllb plaquetario; integrina Ilb) es una glicoproteina
transmembrana compuesta por dos cadenas GPllba (120 kDa) y GPIIbB (23 kDa)
unidas por un enlace disulfuro. El CD41 siempre se asocia de forma no covalente
con CD61 (GPllla plaquetario, integrina $3) para formar el complejo GPIIb-llla
(CD41/CD61). El CD41 se expresa en plaquetas, megacariocitos y un pequefio
subconjunto de células CD34+, lo que sugiere que CD41/CD61 es uno de los
primeros marcadores del linaje megacariocito. Actia como un receptor para el
fibrinbgeno, el factor von Willebrand (vWf), la fibronectina y la vitronectina, y media
la adhesion y agregacion plaquetaria. CD61 y CD41 son epitopos de la cadena de
integrina alfa-11b-beta-3 que esta presente en las plaquetas, en microparticulas que
surgen de la activacion plaquetaria o en fragmentos de membrana que son
detectables por IHC en tejidos fijados con formalina. Ambos marcadores
proporcionan un método sensible para identificar agregados de plaquetas
intravasculares. Se ha encontrado deteccion de CD41 + tanto en secciones
glomerulares como extraglomerulares. Los trombos oclusivos recientes reaccionan
con anti-CD41lay anti-CD61 y con anticuerpos anti-fibrina, mientras que los trombos
oclusivos organizados reaccionan exclusivamente con anticuerpos anti-fibrina. (12)
El CD144, también llamado cadherina 5, CDH5 o VE-cadherina es una proteina de
140 kDa perteneciente a la familia de las cadherinas de moléculas de adhesion



celular que interactia de forma homofilica en la transmision y formacion de
interacciones laterales en cis. La VE-cadherina es el componente principal de las
uniones endoteliales adherentes y es especifica de las células endoteliales. Esta
presente en todas las células endoteliales de todos los tipos de vasos. Se encuentra
en los lugares de hendidura intercelular de la union dentro del tejido endotelial. El
CD144 no puede encontrarse en ningun otro tipo de célula. Se ha documentado la
degradacion de VE-cadherina (CD144) en nefritis lapica. Un exceso de NET excede
la capacidad fagocitica de las células endoteliales para NET y promueve la fuga
vascular y la transicion endotelial a mesenquimal a través de la degradacién de VE-
cadherina y la posterior activacién de la sefializacion de [-catenina. En este
contexto, los neutrdéfilos activados circulantes y la formacion excesiva de NET se
han asociado con inflamacion de la pared de los vasos y placas ateroscleréticas en
pacientes con LEG, independientemente del efecto de los factores de riesgo
cardiovascular tradicionales. (13)

El principal antigeno de superficie de los podocitos es la podocalixina, una
sialoglicoproteina altamente negativa situado en la parte apical de los procesos del
pie podocitico e impide que el podocito se colapse debido a su alta carga negativa
y la ausencia de esta proteina se ha informado tener efecto perjudicial sobre la
filtracion glomerular. En un estudio previo transversal realizado en 32 pacientes en
el Cairo, Egipto, se consider6 una asociacion negativa significativa entre la
puntuacién de la podocalixina en inmunohistoquimica con la clase de nefritis lUpica
y los parametros de actividad del NIH (National Institutes of Health), como la
infiltracion leucocitaria, la proliferacion endocapilar, la necrosis fibrinoide, los
drepanocitos y el indice de actividad de la enfermedad, pero no el indice de
cronicidad. (14)
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JUSTIFICACION.

Auln existen muchos objetivos por alcanzar hablando de nefritis lUpica, asi como
tratamiento y prondstico; el considerar las microparticulas en nefritis lupica puede
ser Util como biomarcador y en el disefio de nuevos tratamientos, asi como factores
prondsticos en estos pacientes.

Se realizé una busqueda en la base de datos de PubMed y clinicaltrials.gov con los
criterios “microparticles” y “lupus nephritis” obteniendo solo 13 resultados.

El interés por contestar la pregunta de investigacion puede ser amplio en el campo
de la reumatologia. Se cuenta con apoyo financiero por parte del centro de
reumatologia. Debido a que existen multiples biomarcadores con pobre rendimiento
diagnostico la busqueda de otro biomarcador por medio de microparticulas es
deseable. Hasta el momento no hay estudios que se hayan encontrado la asociacién
de microparticulas séricas y nefritis lUpica. Podriamos tener una perspectiva no solo
un biomarcador diagnostico, signo un biomarcador terapéutico y/o prondstico. El
tiempo de diagndstico para nefritis lUpica pudiera ser menor comparado con la
biopsia.
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UASLP

HIPOTESIS.

Los niveles de microparticulas séricas en pacientes con nefritis lipicas son
diferentes comparado con pacientes sin nefritis.
Muestra: Pacientes con nefritis lUpica Predictor: microparticulas

Objetivo: Existe diferencia
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OBJETIVOS.

Objetivo general:
“Determinar los niveles de microparticulas séricas en los pacientes con y sin nefritis

lUpica”

Obijetivos especificos:

“‘Determinar los niveles séricos de microparticulas en pacientes con LEG sin
nefritis.”

“Determinar los niveles séricos de microparticulas en pacientes con nefritis lupica.”
“Comparar los niveles entre los grupos. “

“Determinar microparticulas en orina de pacientes con y sin nefritis lupica”
“Determinar si hay asociacion entre el grado o la severidad de nefritis con el nivel
de microparticulas séricas o en orina”

“‘Determinar si existe asociaciéon entre SLEDAI con el nivel de microparticulas
séricas o en orina”

“‘Determinar si hay asociacion histologica con el nivel de microparticulas séricas o

en orina”
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SUJETOS Y METODOS.

Disefio del estudio: Estudio observacional, transversal, descriptivo y analitico de
pacientes con lupus eritematoso generalizado; Se compararan pacientes con nefritis

lGpica y sin nefritis lUpica.

Lugar de realizacién: La Unidad Regional de Reumatologia vy
Osteoporosis, Hospital Central "Dr. Ignacio Morones Prieto".

Universo del estudio: Pacientes con diagndstico de lupus eritematoso generalizado.

Criterios de seleccion:
e Criterios de inclusion:
o Demogréficos:
* Ambos géneros.
» Edad mayor de 16 afios.
o Caracteristicas clinicas:
= Cumplir con los criterios de clasificacion del 2019 para Lupus
eritematoso sistémico: European League Against Rheumatism
and American College of Rheumatology classification o cumplir
con los criterios SLICC (The Systemic Lupus International
Collaborating Clinics) del 2012.
= En el grupo de nefritis lGpica no restricciéon por el tipo de clase
= Consentimiento Informado escrito firmado.

o Caracteristicas geogréficas:
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» Pacientes que pertenezcan a la Unidad Regional de
Reumatologia y Osteoporosis, Hospital Central "Dr. Ignacio
Morones Prieto” en San Luis Potosi.
o Caracteristicas temporales:
= Pacientes que acudan a consulta en el afio 2017-2020.
e Criterios de exclusion:

o Enfermedad renal no relacionada con LEG (p. Ej., Diabetes mellitus,
otra enfermedad glomerular o tubulointersticial, enfermedad
renovascular) o rifion trasplantado.

o Otras enfermedades autoinmunes que no sean lupus: Artritis
Reumatoide, Enfermedad inflamatoria intestinal.

o Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

o Infeccion activa por VHB, infeccion por VHC, tuberculosis pulmonar,
infeccion por VIH.

o Abuso de alcohol: definido como el consumo que supera un volumen
diario determinado (p. €j., tres bebidas al dia) o una cantidad concreta
por ocasion (p. €j., cinco bebidas en una ocasién, al menos una vez a
la semana).

o Uso de drogas ilegales o sustancias psicoactivas.

e Criterios de eliminacion:
o Expediente o registro de historia clinica incompleto.
o Menos de 10 glomérulos en la biopsia renal.

Variables del estudio:

Variables de Control (confusoras)

Definicion Valores Unidade | Tipo de
Variable operacional posibles S variable
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Pequefias
vesiculas
unidas a la
membrana que
surgen de las
células activadas
y moribundas 'y
entran en la
sangre para
mostrar
actividades
proinflamatorias
y
protrombaticas.
Miden de 0.1-
1.0 pm.
Contienen una
amplia gama de
moléculas de
superficie,
citoplasmaticas
y nucleares.

Microparticulas O-infinito ng/mmol | Continua
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Producto de
desecho  del
metabolismo

o normal de los
Creatinina musculos. Su
elevacion puede
indicar deterioro g-20 Mg/dl
de latasa de
filtracion
glomerular.

Continua

>0.5gr en 24
hrs o relacion Dicotdmica

prot/crea > 0.5 o Positivo 0 a
negativo

Proteinuria

3+ en tira

reactiva

Anticuerpos
especificos de
Anti dsDNA Lupus; Los
niveles  pueden 0-500 IU/mL

traducir actividad

Continua

de la

enfermedad.

Componentes del
sistema de
complemento. 0-200 -
Niveles de C3, C4 P | | Continua
Los niveles Mg
disminuidos

pueden traducir
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UASLP

actividad de la

enfermedad.
>5
eritrocito
S .
Sedimento urinario N o Dicotomica
activo (15) por campo, > 5Positivo

leucocitos  por
campo en [negativo
ausencia de
infeccion 0

cilindros celulares
limitado a

eritrocitos o

leucocitos.
Actividad de la Positivo o Dicotdmica
enfermedad leve- SLEDAI > 4.
Moderada negativo
Actividad de la |SLEDAI > 13. Positivo dicotdmica
o)
enfermedad severa )
negativo
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parametro

histopatologico Continua
indice de Actividad de biOpSia renal. 0-24

Traduce

inflamacion en

glomérulo.

parametro

histopatolégico Continua
indice de Cronicidad |4 biopsia renal. 0-12

Traduce

cicatrizacion en

glomeérulo.

I: mesangial
Definidas por la minima
ional lI: proliferativa
Internationa mesangial
. o Society of [11: focal

Clase histologica IV: difusa
renal de nefritis lapica [Nephrology (ISN) \/- membranos Nominal

y la Renal a

VI.

Pathology esclerosante e

Society (RPS). | Mixtas

Tiempo

transcurrido

desde el Afios Continua

Edad

nacimiento de
un ser Vvivo

hasta un

0 en adelante




Q Universidad Autbnoma de San Luis Potosi

oo Facultad de Medicina

MEPss®  Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Reumatologia

momento

concreto.

Sexo Conjunto de Hombre vy Dicotémica
Caracteristicas
Mujer
bioldgicas,
fisicas,
fisiologicas vy
anatOmicas que
definen a
los seres
humanos
como hombre vy,
mujer.
Tiempo
transcurrido entre
el diagnostico de
Tiempo de evoluciobn  |Lupus o NefritisO en adelante  |Afios Continua

lUpica hasta la

fecha.

Uso de FARME
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(Metotrexato,

Micofenolato de

En los ultimos 3

inhibidores de TNF,
abatacept, inhibidores
JAK)

la toma de

microparticulas

Si o No

Mofetilo, meses previos aSi o No Dicotémica
Tacrolimus, la toma de

Lefluonomida microparticulas

Hidroxicloroquina,

Azatioprina,

sulfasalazina)
En los ultimos 3

Uso de glucocorticoidesmesesprevios aSi 0 No Dicotdmica
la toma de
microparticulas

Uso de biolégico [En los ultimos 3

(Rituximab/Belimumab, meses previos a dicotomica

Muestreo: No probabilistico, a conveniencia. (Los primeros pacientes que lleguen

con LEG-nefritis lUpica y LEG-sin nefritis lipica que cumplan con los criterios de

inclusion).

Plan de trabajo: Se determinaron mediante citometria de flujo microparticulas en
plasma y orina: CD3, CD14, CD19, CD41a, CD144; adicionalmente podocalixina

en orina y se analizaron por subgrupos.
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Se identificaron a los pacientes con Lupus

(Con nefritis lUpica y sin nefritis lupica) que
acudieron a la consulta externa de
Reumatologia

En esa cita se les inform0 sobre el protocolo
y si estan de acuerdo en participar firmaran de
enterado en el consentimiento informado

Se obtuvieron las muestrasde

sangre y de orina para su analisis

Se enviardn las muestras a laboratorio de
inmunologia

Se capturaron los datos del expediente
en
excell
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ANALISIS ESTADISTICO.

Calculo del tamafio de la muestra: Al ser un estudio piloto se requirieron de 10 a 30

participantes, de acuerdo los estudios de Viechtbauer y Browne. (16, 17)

Se utilizé estadistica descriptiva para caracteristicas demogréaficas y variables
categoricas. Para la comparacion de variables categoéricas, se utilizd la prueba
exacta de Fisher o la prueba de chi-cuadrado, y las variables continuas se
compararon utilizando la prueba de Mann-Whitney o la prueba t, segun

corresponda.

13
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ETICA.

Aspectos éticos: investigacion con riesgo minimo.

El protocolo fue evaluado el dia 30 de septiembre del 2020 por el comité de
investigacion, con Registro en COFEPRIS 17 CI 24 028 093, asi como por el Comité
de Etica en Investigaciéon del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, con
Registro CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427 vy fue dictaminado como
APROBADO.

El nimero de registro es 32-20. Recibi6 la autorizacion del Comité de Etica en

Investigacion de la Unidad Médica Receptora de Residentes correspondiente.
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RESULTADOS.

Caracteristicas basales.

Incluimos a 36 pacientes con lupus, 15 con nefritis y 21 sin afeccion renal.

En el grupo de nefritis, 7 (46.6%) pacientes obtuvimos la muestra de microparticulas
al momento de la biopsia renal. En el grupo sin afeccion renal 4 (19.04%) de ellos
se obtuvieron muestras de microparticulas al momento del diagnéstico. La mediana
de edad de los pacientes fue de 34.2 afios en el grupo de nefritis y 37.7 afios para
el grupo sin nefritis. Solo hubo un paciente del género masculino para cada grupo
(6.7 y 4.8% respectivamente).

La mediana del tiempo de evolucion de lupus en el grupo de nefritis fue de 7
(RIC:7.5) y la mediana de afios de nefritis lUpica fue de 4 (RIC: 2.5).

Las clases histoldgicas (ISN/RPS) de los pacientes se distribuyeron de la siguiente
manera: Clase IV: 5 pacientes (33.3%), Clase V: 6 pacientes (40%), Clase Ill: O
pacientes, Clase Mixta lll/V: 1 paciente (6.6%), Clase Mixta IV/V: 3 pacientes (20%).
No se pudo realizar un analisis estadistico del indice de actividad y cronicidad por
falta de datos. Tabla 1

Actividad de la enfermedad y parametros de funcion renal.

La actividad de la enfermedad medida por SLEDAI fue de 10 (RIC: 7.0) para el grupo
de nefritis y de 6 (RIC:5.0) para el grupo sin nefritis (P=0.0423). Tabla 2
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Se clasificaron en remision (SLEDAI <4) a 2 (13.3%) pacientes con nefritis y a 5
(23.8%) pacientes sin nefritis. Se clasificd con actividad severa (SLEDAI > 12) a 2
(13.3%) pacientes con nefritis solamente.

La mediana de creatinina en el grupo de nefritis fue de 1.0 (RIC: 0.635) y la mediana
de TFG fue de 90 (RIC: 41). La relacién albuminuria-creatinuria estuvo disponible
solo en 10 pacientes (66.6%) y con una mediana en estos pacientes de 1980.5mg/gr
(RIC: 2561). Tabla 2

Manifestaciones clinicas.

Ningun paciente presentd convulsiones, psicosis, sindrome organico cerebral,
trastorno visual, trastorno de pares craneales, evento cerebrovascular, vasculitis,
miositis o pericarditis.

Con respecto a las manifestaciones hematologicas, la trombocitopenia fue mas
frecuente en el grupo sin nefritis (23.8% vs 0%, p=0.04).

Como era esperado las manifestaciones renales como proteinuria, piruria y
hematuria se presentaron exclusivamente en el grupo con nefritis lUpica.

No hubo diferencia estadistica con Ulceras orales, erupcién cutanea, pleuresia,
leucopenia, fiebre, cefalea, artritis o alopecia.

En todos los pacientes con nefritis se valor6 la proteinuria por tira reactiva y se
distribuyeron de la siguiente manera: Valor de <30: 4 pacientes (26.6%), Valor de
100-200: 5 pacientes (33.3%), Valor de >300: 6 pacientes (40%). Tabla 3

Serologia.
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Todos los pacientes con anticuerpos antinucleares por IFl positivos. No se
encontraron datos suficientes en el expediente para realizar analisis sobre

complemento y anti-dsDNA.

Tratamiento.

Encontramos diferencia significativa en el tratamiento recibido entre ambos grupos,
en los cuales una mayor proporcion de pacientes sin nefritis se trataron con
prednisona a dosis bajas (85.7 vs 53.3%, P=0.032), metotrexato (71.4% vs 6.7%,
p=0.00011) y azatioprina (23.8% vs 0%, p=0.041).

El grupo con nefritis recibieron con mayor frecuencia tacrolimus (46.7 vs 0%,
p=0.0004), micofenolato Mofetilo (80 vs 4.8%, p < 0.0001) y una tendencia a utilizar
dosis altas de prednisona (26.7 vs 4.8, p=0.06).

No hubo diferencia estadistica con el uso de hidroxicloroquina (73.3 y 85.7%),
prednisona dosis moderada (13.3 vs 4.8%) o ciclofosfamida (6.7 vs 0%). Solo 2
(13.3%) pacientes recibieron algun biolégico (Rituximab) en el grupo de nefritis.
Tabla 3

Microparticulas

En el grupo de nefritis, se obtuvieron muestras de suero y orina para el analisis de
microparticulas en 13/15 (86.6%) pacientes. En el grupo sin nefritis, se obtuvieron
muestras de suero para el analisis de microparticulas en 17/21 pacientes (80.9%) y
muestras de orina en 19/21 (90.47%).
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No observamos alguna diferencia significancia entre los grupos, sin embargo, hubo
una tendencia de CD41 urinario (58ng/mmol vs 22.9ng/mmol, p=0.091) y CD19
(75.8ng/mmol vs 38.3g/mmol, p=0.07) a estar mas elevadas en pacientes con
nefritis; y en menor consideracion podocalixina en orina (77.1ng/mmol [RIC: 25.7]
vs 54.5ng/mmol [RIC: 25.6], p=0.192) y CD144 en orina (73.4ng/mmol [RIC: 25.7]
vs 57.6ng/mmol [RIC: 27.85], p=0.1467). Tabla 4, Figura 2A-D

En un subanalisis de los pacientes con nefritis lUpica, se compararon los pacientes
gue tenian proteinuria en rango nefrético (6/15 pacientes) con los que no tenian
rango nefrético al momento de la medicion de microparticulas (9/15 pacientes);
nuevamente, no se alcanzo significancia estadistica para ninguna, sin embargo, la
tendencia se marco para CD41 sérico (61.5ng/mmol vs 7.8ng/mmol, p=0.065).
Tabla 5, Figura 3B

Clase de Nefritis lupica (ISN/RP): Numero de pacientes ‘

1 A\ Vv Mixta I1/V Mixta IV/V
Grupo 0 5 6 1 3
Nefritis

Cuadro 1. Clase de nefritis lipica
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Variable continua Nefritis lUpica Sin nefritis Valor de p
Afnos de Lupus, 7 (7.5) 4 (5) 0.47
mediana (RIC)

Tasa de filtrado 90 (41) 120 (15) 0.00006169
glomerular,

mediana (RIC)

SLEDAI, mediana 10 (7) 6 (5) 0.0423
(RIC)

Creatinina, 1 (0.635) 0.62 (0.18) 0.009704
mediana (RIC)

Edad, mediana 29 (22) 39 (14)

(RIC)

Afnos de nefritis 4 (2.5)
[Gpica, mediana

(RIC)

Albuminuria- 1980.5 (2561)
creatinuria,

mediana (RIC)

Tabla 2. Actividad de la enfermedad y parametros de funcion renal
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Variable categérica Nefritis lapica Pts Sin Valor de p
nefritis
Masculino, n (%) 1(6.7) 1(4.8) 0.8
Ulceras, n (%) 5 (33.3) 9 (42.9) 0.56
Complemento bajo, n (%) 1 (6.7) 0 (0) 0.23
Trombocitopenia, n (%) 0 (0) 5(23.8) 0.04
Rash, n (%) 3 (20) 9 (42.9) 0.15
Proteinuria 0-30, n (%) 4 (26.6%) 0 (0) 0.004
Proteinuria 100-200, n (%) 5 (33.3%) 0 (0) 0.001
Proteinuria > 300, n (%) 6 (40%) 0 (0) 0.0004
Pleuresia, n (%) 1(6.7) 0 (0) 0.23
Piuria, n (%) 3 (20) 0 (0) 0.032
Leucopenia, n (%) 1(6.7) 4 (19) 0.28
Hematuria, n (%) 5(33.3) 0 (0) 0.0043
Fiebre, n (%) 1(6.7) 4 (19) 0.28
Cefalea, n (%) 1(6.7) 0 (0) 0.23
Artritis, n (%) 8 (53.3) 14 (66.7) 0.41
Alopecia, n (%) 5(33.3) 10 (47.6) 0.39
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Prednisona dosis 2 (13.3)

moderada, n (%)

Prednisona dosis baja, n | 8 (53.3)
(%)

Prednisona dosis alta, n 4 (26.7)
(%)

Tacrolimus, n (%) 7 (46.7)
Rituximab, n (%) 2 (13.3)
Metotrexato, n (%) 1(6.7)

Mofetil de micofenolato, n 12 (80)
(%)

Hidroxicloroquina, n (%) 11 (73.3)
Ciclofosfamida, n (%) 1(6.7)

Azatioprina, n (%) 0 (0)

Tabla 3. Manifestaciones clinicas y tratamiento

1(4.8)

18 (85.7)

1(4.8)

0 (0)
0 (0)
15 (71.4)

1 (4.8)

18 (85.7)
0 (0)

5 (23.8)

0.359

0.032

0.06

0.0004

0.08

0.00011

0.0000035

0.35

0.23

0.041
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Variable Nefritis [Gpica Sin nefritis Valor de p
Podocalixina 77.1(25.7) 54.5 (25.6) 0.192
(RIC)

CD144 Suero 23 (48.7) 28 (58.04) 0.722
(RIC)

CD144 Orina (RIC)  73.4 (25.7) 57.6 (27.85) 0.1467
CD41 Suero (RIC) | 15.5 (54.47) 19.4 (26.75) 0.933
CD41 Orina (RIC) 58 (54.9) 22.9 (31.95) 0.091
CD19 Suero (RIC) 14 (39.84) 13.2 (46.7) 0.804
CD19 Orina (RIC)  75.8 (60.7) 38.3 (25.15) 0.0709
CD14 Suero (RIC)  23.5 (55.1) 34.8 (27) 0.804
CD14 Orina (RIC)  76.2 (43.8) 57.1 (21.3) 0.223
CD3 Suero (RIC) | 23.5(44.8) 28 (31.5) 0.772
CD3orina (RIC)  53.5(34.2) 49.5 (22.9) 0.4428

Tabla 4. Microparticulas en suero y orina.

22



E Universidad Auténoma de San Luis Potosi

sooan.  Facultad de Medicina
MEPss®  Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Reumatologia

Variable Nefrético Sin nefrotico Valor de p
Podocalixina 73.3 (23.3) 58 (95.6) 0.7308
(RIC)

CD144 Suero  16.6 (94.5) 24.8 (86.7) 0.9433
(RIC)

CD144 Orina (RIC) 64.9 (81.9) 81.6 (61.8) 0.1807
CDA41 Suero (RIC) 61.5(87.2) 7.8 (61.6) 0.06527
CD41 Orina (RIC)  53.7 (78.4) 73.2 (90.1) 0.6282
CD19 Suero (RIC)  27.8 (94.9) 13.8 (82.7) 0.6216
CD19 Orina (RIC)  70.8 (73.8) 76.9 (82.3) 0.5338
CD14 Suero (RIC)  48.9 (92.7) 21.6 (83.1) 0.5237
CD14 Orina (RIC)  66.3 (68.9) 84 (63.5) 0.366
CD3 Suero (RIC) | 53.9 (82.9) 19 (80) 0.3543
CD3orina (RIC)  58.2 (45.5) 53.5 (68.7) 0.6678

Tabla 5. Niveles de microparticulas en suero y orina de pacientes con NL; comparacion de
proteinuria en rango nefrotico vs no nefrético.
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Figura 1. Gréficas (Niveles de Microparticulas en suero).
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Figura 2: Graficas (Niveles de Microparticulas en orina).
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Figura 3. Grafica (Niveles de microparticulas en suero de pacientes con NL;
comparacion de proteinuria en rango nefrético vs no nefrético)
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Figura 4. Gréfica (Niveles de microparticulas en orina de pacientes con NL;

comparacion de proteinuria en rango nefrético vs no nefrético)
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DISCUSION.

Al ser un estudio piloto, el objetivo general se cumplié y se analizaron MPs en
pacientes con y sin nefritis lUpica. No se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre las diferentes MPs de los pacientes con y sin nefritis IUpica por lo
que la hipétesis principal del estudio no se comprobd, esto posiblemente derivado
del pequefio tamafio de la muestra y del momento especifico en el que se midieron
las MPs (no en todos los pacientes se midieron al momento del diagnéstico o biopsia
renal) sin embargo, en nuestros resultados, si se reconoce una tendencia y un
potencial papel como biomarcador de nefritis lUpica a las MPs plaquetarias (CD41).
Las plaquetas liberan MPs en respuesta a la estimulacion fisiolégica por trombina o
colageno, mediadores infecciosos (como virus o lipopolisacaridos), apoptosis,
complejos inmunes o el complejo de ataque de membrana del complemento C5b-9.
Las MPs pueden participar en diversas actividades, incluida la coagulacion, la
funcién vascular, la proliferacion celular, la inflamacion y la comunicacion
intercelular. Aunque las microparticulas de varios linajes celulares estan presentes
en la circulacion, las derivadas de las plaguetas, que estan marcadas por la
expresion superficial de CD41 (integrina a2b o GPIIb), son las mas abundantes. (18)
En relacion con las MPs plaquetarias (CD41) en suero, es dificil hacer
comparaciones directas con estudios previos, por la diferentes metodologias y
poblaciones especificas de cada uno; en nuestros resultados no encontramos
diferencia significativa entre los pacientes con o sin nefritis. De la misma forma,
Nielsen y col, tuvieron el interés de caracterizar MPs plaquetarias en suero de

sujetos sanos y pacientes con LEG y encontraron niveles mas bajos de MPs
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derivadas de plaquetas, de leucocitos y de células endoteliales en pacientes con
LEG vs sujetos sanos; cabe destacar que hubo diferencias en la poblacion con LEG,
solo el 17% tenia afeccion renal y la actividad de la enfermedad media medida por
SLEDAI fue menor (6), adicionalmente, hubo diferencias en la medicién de MPs ya
que utilizaron anexina V por su capacidad de unién a fosfatidilserina o anticuerpos
dirigidos a marcadores de membrana y no midieron directamente CD41 o MPs en
orina. (19)

Por el contrario, Fortin y col, parecen haber encontrado utilidad de las MPs
plaguetarias (CD41) en suero, en un estudio en el que participaron 191 mujeres con
LEG y destacaron una correlacion positiva entre SLEDAI-2K y CD41 que contiene
IgG (formando complejos inmunes) con/sin fosfatidilserina, sin embargo, hubo
diferencias en la poblacion que estudiaron con nuestro estudio, la edad media de
los pacientes con LEG fue mayor (48.6 afios), incluyeron pacientes con hipertension
(30%) y diabetes (3%), la actividad de la enfermedad media medida por SLEDAI fue
de menor (2.0) y una mayor duracion de la enfermedad (16 afios); de igual forma no
midieron MPs en orina. (20)

Uno de los objetivos secundarios del estudio era determinar la asociacion entre las
microparticulas con el SLEDAI, clase histologica o la severidad de la nefritis; se
realizd un subanalisis de los pacientes con nefritis lipica que tenian proteinuria en
rango nefrético contra los que no tenian rango nefrético al momento de la medicion
de microparticulas y se encontr6é una tendencia de las microparticulas plaguetarias
(CD41) en suero a encontrarse en valores mas altos en el rango nefrético, sin
embargo con un RIC amplio por tratarse de una muestra pequefia; esto concuerda
con el andlisis realizado por Fortin y col sobre la utilidad de CD41 en suero como

marcador de actividad, aunque no especifican en su estudio el porcentaje de
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pacientes incluidos con nefritis lupica o el nivel de proteinuria que tenian los
pacientes. (20)

Por su parte, Mobarrez y col emparejaron 280 pacientes con LEG con controles
sanos y midieron MPs en suero por citometria de flujo; Observaron que las MP
plaguetarias que contienen CD40L y sobre todo C4d que pueden llegar elevarse
hasta 10 veces mas en LEG comparado con los controles. No realizaron mediciones
de MPs en orina 0 CD41. (5)

Recientemente, Mejia-Villet y col encontraron hallazgos prometedores en relacion
con CD163u, una microparticula proveniente de linaje monocitico/macrofagico y
observaron que se asocia a gravedad clinica e histologica, con cierta utilidad para
identificar la actividad de NL, sin embargo, no diferencia entre NL activa y otras
enfermedades glomerulares inflamatorias; no midieron otras MPs. Por nuestra
parte, analizamos CD14 del linaje monocitico/macrofagico sin encontrar diferencia
estadisticamente significativa. (7)

En relacion a CD19, solo se observd una tendencia a presentar valores mas
elevados en pacientes con nefritis comparados con aquellos sin nefritis, al medir
MPs en orina y, a diferencia de lo que uno pudiera esperar sobre este biomarcador
en LEG, los ensayos clinicos hasta el momento no respaldan su uso; Dieker y col
exploraron el rol de las MPs sobre la netosis concluyendo que tanto CD3 como
CD19 fueron negativos para las microparticulas apotépicas en LEG, siendo
principalmente originadas por células endoteliales (CD31); este hallazgo fue a nivel
sérico y no midieron MPs en orina. (21)

Los estudios de microparticulas en enfermedades autoinmunes se limitan

generalmente a la medicion de una solo biomarcador, ya sea en suero u orina, y no
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siempre hacen la comparacion entre subpoblaciones especificas; Siendo este el
primer estudio que evalta de forma simultanea microparticulas de diversos tipos
celulares (endoteliales [CD144], plaguetarias [CD41], linfocitos B [CD19],
monocitos/macrofagos [CD14], linfocitos T [CD3], podocitos [podocalixina]) en suero
y en orina en el contexto de lupus eritematoso generalizado con y sin nefritis IUpica,
lo que representa el verdadero valor de este estudio.

Se espera que nuestros resultados sean el heraldo de un ensayo mas amplio y con
menos limitaciones que confirmen nuestros hallazgos, con el objetivo de identificar

un potencial biomarcador en nefritis lupica.

LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION.

Se trata de un estudio piloto, por lo que conté con un pequefio niUmero de pacientes,
que no permite hacer inferencias sobre subpoblaciones especificas. Unicamente se
realiz6 la medicion de microparticulas de forma transversal, en un centro Gnico y no
en todos se obtuvieron muestras al momento del diagnéstico o al momento de la
biopsia renal. No se emparejaron los pacientes contra un grupo control o contra otra
enfermedad autoinmune, y algunos datos como estudios inmunolégicos o datos

histoldgicos especificos no se encontraban en el expediente.
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CONCLUSIONES.

No se encontré diferencia estadisticamente significativa para ninguna de las MPs
evaluadas tanto en suero como en orina. Sin embargo, los resultados muestran que
existe cierta tendencia a que las MPs plaquetarias (CD41) pudieran tener utilidad
clinica; ya que su medicion en orina pudiese distinguir entre pacientes con y sin
nefritis lUpica, y su medicibn en suero de pacientes con nefritis IUpica podria

discernir entre aquellos con y sin rango nefrotico.
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