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Taboa de Abreviaturas

TABOA DE ABREVIATURAS

ACR American College of Rheumatology

ADN Acido desoxirribonucleico

ANA Anticorpos antinucleares, do inglés Antinuclear antibodies

ARN Acido ribonucleico

CD Cuimulo de diferenciacién, do inglés Cluster of differentiation

CMH Complexo Maior de Histocompatibilidade

CMV Citomegalovirus

csp Cantidade suficiente para

DE Desviacion estandar

dNTP Deoxyribonucleotide triphosphate

EBNA-1 Antixeno nuclear do Ebstein Barr 1

EDTA Acido etilenodiamino tetraacético, do inglés
Ethylenediamine tetraacetic acid

EEO Electro endosmose

EITC Enfermidade Indiferenciada do Tecido Conectivo
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ELISA

ENA

ERK

GWAS

hGH

HLA

IC

IFN

IL

IQR

Kb

kDa

Ensaio por inmunoabsorcién ligado a enzimas, del inglés

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Antixeno nuclear extraible, do inglés Extractable Nuclear

Antigen

Quinasa regulada por sinal extracelular, do inglés

Extracellular signal-regulated kinase

Estudio de asociacién do xenoma completo, do inglés

Genome-Wide Association Study

Hormona de Crecemento Humana, do inglés Human Growth

Hormone

Antixeno leucocitario humano, do inglés Human Leucocite

Antigen

Intervalo de confianza

Interferén

Interleuquina

Rango intercuartil (Interquartil range)

Quilobases (1.000 pares de bases)

Quilo Dalton
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Taboa de Abreviaturas

LEI

LES

LFA1

LIF

MAP

MAPK

Mb

mM

NK

NZB/NZW F1

OR

PCR

PGB

RM

Lupus eritematoso incompleto

Lupus eritematoso sistémico

Antixeno asociado 4 funcién do linfocito 1, do inglés

Lymphocyte function-associated antigen 1

Lupus Inducido por Farmacos

Proteina activada por mitéxeno

Mitogen-activated protein kinase

Megabases (1.000.000 pares de bases)

Milimoles

Natural Killer

Rato Hibrido New Zealand Black/New Zealand White

Odds Ratio

Reaccidn en cadea da polimerasa, do inglés Polymerase

Chain Reaction

Fendedura de union 6 péptido, do inglés peptide-binding

groove

Resonancia Magnética
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SNC Sistema nervioso central

SNP Polimorfismo de nuecleétido tnico, do inglés single

nucleotide polimorfism

TBE Solucién tampén Tris-Borato-EDTA

TCR Receptor das células T, do inglés T cell receptor

TNF Factor de necrose tumoral

uv Ultravioleta

UVB Ultravioleta B

\Y Voltio

VCN Variacién do numero de copias

VEB Virus Epstein-Barr

xCMH Complexo Maior de Histocompatibilidade ampliado, do
inglés Extended MHC
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Glosario de Xenética

GLOSARIO DE XENETICA

Agregacion familiar: Ocorrencia dun trazo en mais membros dunha
familia do que pode ser facilmente explicado polo azar.

Alelos: Cada unha das diferentes formas dun xene que poden darse
nun dnico locus.

Cebador (Primer): Oligonucleotido, sintetizado a pedido e de acordo
cunha secuencia preestablecida, de 17-25 bases e que é utilizado como
iniciador da copia de segmentos de ADN na reaccién en cadea da
polimerasa. Cebador dianteiro é o que se sitia 6 principio e cebador
posterior ou traseiro o que se situa ¢ final do fragmento a copiar. A
secuencia dos cebadores é complementaria 4 dos extremos 3' do
fragmento a replicar, pero en cadeas diferentes, e esas secuencias
deben cofiecerse previamente. Cada cebador prové un extremo 3' cun
oxhidrilo libre para a polimerasa

Concordancia xenética: Presenza do mesmo trazo fenotipico nunha
parella de xemelgos monocigotos, ou nunha parella calquera de
individuos dentro dun grupo no que se esta a estudar o trazo.
Desequilibrio de ligamento: Presenza dunha asociacién entre dous
ou mais alelos de loci diferentes, en proporcidns distintas das

causadas s0 polo azar.
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Epistase: Efecto polo cal a accién dun xene enmascara ou interfire a
expresion doutro ou outros xenes herdados de forma independente.
Estudo de asociacion de xenoma completo (Genome-Wide
Association Studies (GWAS)): Tipo de estudo utilizado na
investigacion xenética para asociar variacidons xenéticas especificas
con certas enfermidades. O método implica a andlise dos xenomas de
moitas persoas diferentes e a busca de marcadores xenéticos que se
poden utilizar para predicir a presenza dunha enfermidade. Unha vez
que se identifican os marcadores xenéticos, pédense utilizar para
entender como os xenes contribuen 4 enfermidade e desenvolver
mellores estratexias de prevencion e tratamento.

Estudo ou Analise de ligamento (Linkage analysis): Estudo dos
polimorfismos das secuencias de ADN que estan préximos ou dentro
dun xene de interese (ligamento) para identificar, nunha mesma
familia, a segregacién dunha mutacion patoléxica nun xene
determinado.

Fenotipo: Manifestacién externa observable dun xenotipo.
Haplotipo: Conxunto de variaciéons do ADN, ou polimorfismos, que
tenden a ser herdados xuntos. O termo haplotipo pddese referir a
unha combinacion de alelos ou a un conxunto de polimorfismos de

nucleétido sinxelo (SNPs) que se atopan no mesmo cromosoma.
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Glosario de Xenética

Herdanza complexa ou multifactorial: Tipo de herdanza non
mendeliana dos trazos que son determinados por unha combinacién
de multiples factores xenéticos e ambientais.

Ligamento (Linkage): Asociacion de xenes ou outras secuencias do
ADN que estdan no mesmo cromosoma durante a transmision
hereditaria. Canto mais preto estadn dous xenes no cromosoma, maior
é a posibilidade de que se herden xuntos.

Locus: Lugar especifico do cromosoma onde esta localizado un xene
ou outra secuencia de ADN, coma o seu enderezo xenético. O plural de
locus é "loci".

Marcador xenético: Segmento de ADN que ten unha localizacién
fisica cofiecida nun cromosoma e que serve como fito para a
localizacion doutras secuencias ou outros xenes na confeccion de
mapas xenéticos. Os segmentos de ADN que estan proximos nun
cromosoma tenden a herdarse xuntos, por iso se utilizan os
marcadores xenéticos para rastrexar a herdanza dun xene préximo
que ainda non foi identificado pero do que se cofiece a suia localizacion
aproximada. O marcador xenético pode ser parte dun xene ou pode
non ter ningunha funcioén cofiecida.

Mecanismos epixenéticos: Procesos que provocan cambios na
expresion dun xene durante o desenvolvemento do organismo, sen

que intervefian mutaciéons que alteren o xenoma. Os efectos
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epixenéticos poden ser producidos por metilacion, que inhibe a
expresion do xene, ou pola presenza de proteinas activadoras ou
represoras.

e Microsatélite: Secuencias repetitivas de ADN de dous a cinco pares
de bases de lonxitude, esparexidas polo xenoma en rexiéns non
codificantes entre xenes ou dentro dos xenes. A miudo se utilizan
como marcadores xenéticos para estudos de ligamento.

e Nulo: Aquel xene ou alelo que non é funcional por efecto dunha
mutacién ou por unha delecion.

e Par de bases: Unidade formada por dous nucledtidos opostos e
complementarios nas cadeas de ADN ou ARN que estdn conectados
por pontes de hidréxeno.

¢ Patron mendeliano simple: Patron de transmision hereditaria que
segue as regras establecidas por G. Mendel e que se refire a trazos
codificados por un Unico xene.

e Penetrancia: Proporcién de individuos cun xenotipo concreto que
manifestan devandito xenotipo 6 nivel fenotipico.

¢ Polimorfismo: Presenza na poboacion humana de variantes inocuas,
e en numero significativo, de secuencias de ADN nun locus

determinado.
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Glosario de Xenética

Polimorfismos de nucledtido uinico (SNPs): Os polimorfismos de
nucleétido unico son un tipo de polimorfismo que se produce pola
variacién nun s6 par de bases.

Polixénico: Trazo ou enfermidade orixinado pola accién de varios
xenes normais ou mutados e que ten un patrén non mendeliano de
herdanza.

Promotor: Secuencia reguladora dun xene, colocada en sentido 5' con
respecto 0 xene, e sobre a cal se asocia a ARN polimerasa para iniciar a
transcricion

Pseudoxene: Secuencia moi similar a dun xene e orixinada por unha
duplicacion deste, pero que non é funcional debido a mutaciéns,
perdas ou duplicaciéns na stia secuencia.

Quilobase: Mil pares de bases

Reaccion en cadea da polimerasa (PCR): Método que permite a
amplificaciéon de tramos concretos de ADN. Replica unha ou mais
moléculas de ADN que serven de molde, en millébns de copias
idénticas.

Recombinacion xenética: Producion de novas combinaciéns de
xenes ligados por entrecruzamento. A recombinacion tipica ocorre na
profase meiotica (recombinacién meidtica) e consiste nun proceso
complexo, polo cal dias moléculas de ADN, unha materna e outra

paterna, intercambian reciprocamente segmentos.
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e Recombinante: Individuo ou célula que tefien un xenotipo que se
produciu mediante recombinacion.

e Segregacion xenética: Separacion dun par de alelos presentes nun
individuo, 6 examinar a sda proxenie.

e Sinatura do Interferdon (Interferon signature): Conxunto de xenes
regulados polo Interferon.

e Taxa de concordancia: Proporcion de parellas de xemelgos nas que
ambos presentan o trazo estudado (é dicir, que son concordantes)
respecto do total de parellas.

e Tipado (xenético): Ver Xenotipado.

e Variacion no numero de copias (VCN) (Copy number variations
(CNV)): O numero de copias dun xene particular pode cambiar dun
individuo a outro. Observouse que algunhas enfermidades estan
asociadas co aumento do numero de copias de xenes especificos.

e Xene candidato: Secuencia xenética de funcién previamente
descofiecida que, pola sua posicion no cromosoma ou algunha outra
propiedade, se converte en candidato para ser responsable dunha
funcion determinada, tal coma o desenvolvemento dunha
enfermidade.

e Xenoma: Totalidade do ADN nuclear dunha célula e conxunto da

informacién xenética que leva ese ADN.
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Fontes:

Xenotipado: Proba que mostra os alelos especificos herdados por un
individuo.

Xenotipo: Composicion alélica especifica dunha célula, ben referida 6
total do seu xenoma, ou mais comunmente, a un xene determinado ou

a un conxunto de xenes.

Glosario Hablado de Términos Genéticos, National Human Genome Research

Institute. En http://www.genome.gov/GlossaryS/index.cfm (accedido 10/12/2012)

Nussbaum R. L., Mclnnes R. R,, et al. (2008). Thompson & Thompson genética en
medicina (72 ed). Barcelona, Masson/Elsevier Espafia.

Anthony ]. F.Griffiths (2002) Genética (72 ed) Madrid, McGraw-Hill Interamericana.
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1. INTRODUCION






Introducion

O lupus eritematoso sistémico (LES) é o prototipo de enfermidade
autoinmune. Cursa de forma crénica con exacerbacions e pode afectar a case
calquera 6rgano. A prevalencia varia moito dun pais a outro, e nos paises
onde é mais frecuente pode superar os 70 casos por 100.000 [1]. Afecta
fundamentalmente a mulleres en idade fértil, ainda que hai casos en idade

pediatrica e outros que se inician na terceira idade [2].

O LES é unha enfermidade cun amplo espectro de manifestacions clinicas e
que produce graos variables de morbilidade. Pode ser unha enfermidade
relativamente leve, limitada a manifestacions cutaneas pero tamén pode
afectar a 6rganos importantes como o ril, producindo insuficiencia renal

cronica e chegando incluso a comprometer a vida do paciente.

Malia ser unha enfermidade moi estudada, ainda non estd clara a sua

patoxenia.
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1.1 Epidemioloxia do LES

O LES é unha das enfermidades autoinmunes mais frecuentes. Aséciase a
middo con morbilidade grave e as taxas de mortalidade entre os pacientes

con LES son maiores que as da poboacion xeral [3].
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Figura 1. Incidencia do LES no mundo. Obsérvanse importantes diferenzas na incidencia
do LES entre as distintas poboacidns, con maior incidencia naquela de raza non caucasica. De
Danchenko et al.,, 2006 [1].

Ten unha distribucién universal, ainda que é mais frecuente nos continentes
europeo, americano e asiatico. Ata hai poucos anos s6 habia estudios

dispoiibles sobre a incidencia e prevalencia do LES en poboacidns europeas
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e estadounidenses, pero recentemente comezaron a publicarse estudios

epidemioldxicos realizados en Asia e Oceania (Figuras 1 e 2).

Os primeiros estudios epidemioléxicos de LES feitos en EEUU son da década

de 1950. En 1951 Siegel et al. comezaron un estudio en New York co que

220
200
180
160
140
120
100 91.0

71.0

Prevalence per 100,000

Finland [N S
QY
| &

vartiicue ] &

254
o
S ¥ <€ .
* ® xX C o @ @ > o c @© C o 7] c
8238 25 e 35 & §2588 2§ &
gsozl =% g 3 ® ES2E£8 =5 S
- e = k z C§ 8
= t E (g 2
3
[N ‘s -
= <
USA Canada UK Australia

Figura 2. Prevalencia do LES no mundo. Do mesmo xeito que a incidencia, a prevalencia
do LES é maior nas poboaciéns non caucdsicas. En Europa obsérvase maior prevalencia nos
paises do sur que nos mais setentrionais. De Danchenko et al., 2006 [1].

calcularon unha incidencia de 0,7 casos/100.000 habitantes e ano en
poboacion branca (1,2 en mulleres) e de 2,4 en poboaciéon negra (3,9 en

mulleres) [4]. 0 mesmo tempo en Rochester, Minnesotta, Michet et al.

iniciaban outro estudio que se prolongou mais no tempo e que permitiu
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calcular unha incidencia xeral de 1,8 casos /100.000 habitantes e ano,
combinando tddalas razas, e unha incidencia en mulleres de 2,5 casos
/100.000 habitantes e ano [5]. Neste caso calcularon tamén a prevalencia,
que foi de 40,0/100.000 habitantes, e de 53,8 en mulleres. Os estudios mais
recentes, como o de Naleway et al. en Wisconsin, calcularon unha incidencia
xeral de 5,1 casos/100.000 habitantes e ano (8,2 en mulleres) e unha
prevalencia xeral de 78,5 casos/100.000 habitantes (131,5 en mulleres e 24,8

en homes) [6].

1.1.1 Estudios en Europa

En Europa non se iniciaron os primeiros estudios epidemioldxicos do LES ata
finais dos anos 70. Dende enton fixéronse estudios en Suecia, Finlandia,
Francia, Italia, Alemafia e Reino Unido ademais de en Espana [1, 7]. As
incidencias calculadas variaron dende 2,2/100.000 habitantes e ano en
Espafia en 2003 [8] a 5,0/100.000 habitantes e ano en Francia en 2004. En

mulleres, as incidencias foron dende 3,6 a 7,6/100.000 habitantes e ano.

1.1.2 Estudios en Espaiia

En Espafia fixéronse dous estudios que avaliaron a incidencia e a prevalencia
do LES. O primeiro fixose en 2003 en Asturias, e o mais recente estudou a

poboacién de Lugo.
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O estudio de Lopez et al. [8], realizado entre xaneiro de 1992 e decembro de
2002, incluia toda a poboacion de Asturias, que era de algo mais dun millon
de habitantes. No tempo que durou o estudio identificaron 367 pacientes que
cumprian criterios de LES, dos que 324 eran mulleres, polo o que a ratio
muller:home foi de 7,5:1. Entre 1998 e 2002 calcularon unha incidencia xeral
de 2,15 casos por 100.000 habitantes e ano, que entre as mulleres era de 3,64
casos por 100.000 mulleres e ano. A prevalencia puntual 6 final do estudio foi

de 34,2 casos /100.000 habitantes, sendo de 57,91 entre as mulleres.

0 segundo estudio, publicado en 2011, foi realizado entre xaneiro de 1987 e
decembro de 2006 sobre unha poboacion de case 250.000 habitantes, que
era a poboacion de referencia do hospital Xeral-Calde de Lugo [9]. Neste
periodo identificaron 150 casos de LES, dos que 127 eran mulleres (ratio
muller:home 5,5:1). A incidencia anual foi de 3,6 casos/100.000 habitantes e
de 5,9/100.000 entre as mulleres. Observaron unha maior incidencia nas
mulleres cando se diagnosticaba o LES antes dos 60 anos. Nos casos
diagnosticados a partir desta idade as diferenzas entre homes e mulleres non
eran significativas. A prevalencia a 31 de decembro de 2006 foi de
17,5/100.000 habitantes de 15 ou mais anos de idade (IC 95% 12,6-24,1), e

de 29,2 (IC 95% 20,0-40,7) entre as mulleres.

Un terceiro estudio que aportou datos sobre a prevalencia do LES en Espafia
é o estudio EPISER [10]. Tratase dun estudio epidemioldxico realizado pola

Sociedade Espafiola de Reumatoloxia en 2001 no que avaliaron, entre outras
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cousas, a prevalencia de diferentes enfermidades reumatoldxicas entre as
que esta o LES. Obtiveron unha prevalencia de 9 casos por 100.000

habitantes maiores de 20 anos.

1.1.3 Disparidade de datos

Chama a atencién a diferenza tanto na incidencia coma na prevalencia que
hai entre as diferentes poboaciéns e mesmo entre os diferentes estudios

realizados nun mesmo pais. Isto pode ter varias explicacidns.

Os paises con maior incidencia de LES son Francia e EEUU, mentres que
Xapon e Islandia tefien as taxas mais baixas [1]. Esta variabilidade pode
deberse a diferenzas reais entre os paises ou a diferenzas metodoléxicas dos

estudios.

Un factor importante é a composicion racial da poboacién e a sua
estabilidade. Hai unha maior prevalencia de LES en grupos raciais non
caucasicos, polo que cabe esperar que a menor proporcion de individuos
caucasicos na poboacién, maior frecuencia de LES. Por outra banda hai
rexions con fortes fluxos migratorios, polo que os resultados dos estudios

epidemioldxicos poden verse afectados.

Outro factor que pode explicar as diferenzas de frecuencia do LES entre
rexions son os factores medio ambientais, fundamentalmente a exposicion a

luz ultravioleta.
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Ademais, o sistema sanitario do pais infltie tanto na incidencia coma na
prevalencia do LES. Dependendo da accesibilidade 6 sistema de saude e da
dispoiibilidade de medios persoais e técnicos (persoal médico especializado,
técnicas de laboratorio sensibles) poden diagnosticarse mais ou menos casos,
influindo polo tanto na incidencia calculada. E un sistema sanitario de
calidade e accesible, fai que os pacientes diagnosticados estean mellor

controlados, diminuindo asf a mortalidade e aumentando a prevalencia [11].

Por ultimo, outra explicacion da variabilidade dos datos entre os estudios
epidemioléxicos do LES poden ser as diferenzas metodoldxicas. En primeiro
lugar estd a identificaciéon de casos, xa que pode haber diferenzas nos
criterios diagndsticos da enfermidade dependendo do momento da
realizacion do estudio, o que pode aumentar ou diminuir a sensibilidade e a
especificidade. Por outra banda estan as fontes de pacientes. Non é o mesmo
recoller pacientes a partir dos ingresos dun hospital, que deixaria fora a
todos aqueles pacientes que nunca precisaron ingreso, que facer un estudio
poboacional. Por ultimo o método de analise dos resultados tamén pode
influir, xa que o axuste por idade, por exemplo, e os métodos de captura-

recaptura de datos afectan 6 resultado.

Polo tanto a variabilidade na incidencia e na prevalencia entre os distintos
paises pode atribuirse a unha ampla gama de diferenzas reais entre as
rexions xeograficas e poboacidns, asi coma a artefactos, como son o acceso 6

sistema sanitario e o desefio dos estudios, por exemplo.
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1.2 Etioloxia do LES

Considérase que o LES é una enfermidade multifactorial, cunha evidente base
xenética sobre a que actian un ou mais factores ambientais. Esa base

xenética é complexa, con maultiples loci de predisposicion e un patrén de

herdanza non mendeliano [12].

A patoxénese do LES é igual de complexa e implica multiples anormalidades
inmunoléxicas. Sdbese que a funcion das células B e T estd alterada nos
pacientes con LES, facendo que se perpetie a producion de autoanticorpos
por parte das células B e xerando células T autorreactivas [13-15]. Tamén
esta descrita unha alteraciéon na depuracion dos inmunocomplexos, que
acaban depositandose nos tecidos e asi activando do complemento [16]. Por
outra banda, os defectos na apoptose celular detectado nos paciente con LES
provocan a exposicion de antixenos propios previamente ocultos a células do
sistema inmunitario [17]. O resultado destes procesos é a inducidon de
inflamacién e o conseguinte dano dos diferentes o6rganos, como son

articulacidns, riles, pel, corazon e sistema nervioso entre outros.
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1.2.1 Factores Ambientais

Os factores ambientais poderian estar relacionados coa posta en marcha do
proceso autoinmune en pacientes xeneticamente predispostos. Estes factores
inclien farmacos, luz ultravioleta (UV), metais pesados, axentes quimicos e

virus.

1.2.1.1 Farmacos

No caso de que o axente “causante” da enfermidade fose un farmaco
falariamos do lupus inducido por farmacos (LIF). Este é o exemplo mais claro
de lupus producido por un axente causal externo. Habitualmente no LIF a
enfermidade (a clinica e os autoanticorpos) desaparece 6 retirar o farmaco
implicado. Son moitos os farmacos sospeitosos de inducir LES, pero ata o
momento poucos demostraron unha relacién causal consistente [18]. Os
mellor estudados son a Procainamida e a Hidralazina, xa que hai mais de 50

anos que se describiu a stia asociacion co LIF [19].

Dende a primeira descriciéon do LIF consideraronse diferentes mecanismos
de actuacion, pero os estudios mais recentes demostraron que os farmacos
indutores de lupus actian modificando os mecanismos epixenéticos, como a
metilaciéon do ADN, que controlan a expresion xenética nos linfocitos T [20,

21].

37



Alelos HLA DRB1 no Lupus Eritematoso Incompleto

1.2.1.2 Radiacion ultravioleta (UV)

A exposicion solar € un factor de risco clasico e amplamente recofiecido para
o LES. Pode provocar o inicio da enfermidade ou desencadear brotes. A
pesares de que hai anos que se cofiece a relacién entre a exposicion solar e o
LES, ainda non esta claro cal é o mecanismo preciso polo que pode
desencadear o proceso autoinmune. Sabese que a radiacién UVB induce a
apoptose dos queratinocitos, e iso poderia iniciar o proceso autoinmune 6
desenmascarar autoantixenos [22]. Tamén hai evidencia de que a luz UV
pode actuar alterando a metilacion do ADN a través da diminucion na

sinalizacion da via ERK [23].

1.2.1.3 Axentes quimicos e metais pesados

Hai descritos casos de lupus asociado a exposicion a diversas sustancias, pero
as que contan con maior apoio dos estudios epidemioléxicos son o mercurio
e o silice (diéxido de silicio) [24]. Pénsase que o silice poderia desencadear a
autoinmunidade por distintos mecanismos. En primeiro lugar inducindo a
apoptose, coa consecuente exposicidn de autoantixenos e producién de
autoanticorpos. Por outra banda, observouse que tamén aumenta a
producion de citoquinas proinflamatorias, como o TNFy e a IL1, e mais

recentemente a IL17 [25, 26].

Pola sta parte, o mercurio demostrou en modelos animais que é capaz de

inducir a producion de autoanticorpos e glomerulonefrite por
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inmunocomplexos, asi coma unha activacion policlonal transitoria das células

B [27, 28].

1.2.1.4 Infeccions

Entre os numerosos axentes infecciosos que se pensa que poden contribuir 6

desenvolvemento do lupus, o mais estudado € o virus Epstein-Barr (VEB).

Nos pacientes con LES demostrouse unha maior prevalencia de
seropositividade para o VEB que entre controis sans apareados por idade e
sexo [29], asi coma unha maior frecuencia de ADN do VEB no sangue

periférico [30].

Hai varios mecanismos polos que este virus poderia inducir a
autoinmunidade, como o mimetismo molecular e a alteraciéon da resposta

inmunoloxica entre outros [31].

A infeccién polo VEB da lugar a produciéon do antixenos nuclear do VEB-1
(EBNA-1). Nos pacientes con LES, os anticorpos que se producen fronte este
antixeno tefien reactividade cruzada con autoantixenos relacionados co
lupus, como son Ro, Sm B/B’ e Sm D1. E posteriormente, por un proceso de
diseminacién de epitopos, estes anticorpos reaccionan fronte a outros
autoantixenos diferentes, dando lugar a unha resposta autoinmune mais

complexa [32].
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Durante a infeccion aguda por este virus sintetizanse proteinas virais
semellantes a moléculas do hospede, como a IL10 e bcl-2, que poden alterar a

resposta inmune [33, 34].

Tamén se demostrou que as células T CD8+ especificas para o VEB dos
pacientes con LES tefien menor capacidade para segregar citoquinas e
quimioquinas. Isto fai que tefian tamén menor capacidade para controlar a
viremia do VEB, xa que non conseguen aumentar o numero de receptores de
morte programada 1 (PD-1), necesarios para eliminar as células infectadas

polo VEB [35].

Ademais de VEB, tamén se documentou o inicio do LES coincidindo coa
infeccion aguda por outros virus [36], pero os datos dispoiiibles na
actualidade non son suficientes para pensar na sua participacion na

patoxenia da enfermidade.
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1.2.2 Factores Hormonais

O feito de que o LES predomine nas mulleres durante a idade fértil, e que a
prevalencia en homes e mulleres se iguale antes da puberdade e despois da
menopausa, fai pensar que os estroxenos e os andréxenos poden estar
implicados na suda etioloxia. Nos estudios realizados en modelos murinos hai
mais de 30 anos xa se demostrou a participacion das hormonas sexuais e os
seus receptores no inicio e desenvolvemento do LES [37, 38]. Nestes ratos
NZB/NZW Fi, observaron que o nivel de estréxenos estaba relacionado coa
nefrite lUpica, e que os andréxenos retrasaban o inicio da enfermidade e

diminuian a morbilidade e mortalidade do LES [39, 40].

En humanos, estd demostrado que os pacientes con LES tefien maior nivel de

estroxenos e menor de androxenos cos controis [41].

Con todo, non se atopou relacion entre o numero de embarazos e o
desenvolvemento de LES, nin entre o uso de anticonceptivos orais e a

enfermidade [42, 43].

Hai diversos mecanismos polos que os estroxenos poden influir na
patoxénese do LES. Os estréxenos actdan pola via dos receptores ER a e (3,
que se expresan nas células T e B [44]. O estroxeno ademais pode unirse
directamente 6 ADN e alterar a transcricion dalgins xenes. Tamén pode
modular a transcricién de forma indirecta 6 asociarse con outros activadores
ou represores, ou a través da estimulacion da MAP quinasa. Dentro dos xenes
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modulados polos estroxenos hai xenes que codifican citoquinas e moléculas

relacionadas coa apoptose [44, 45].

Por outra banda, os estroxenos poden tamén controlar a prolactina, e a
prolactina estimula a actividade da enfermidade, a proliferacion das células T

e a maduracién das células B [46].
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1.2.3 Factores Xenéticos

A observacion da existencia de agregacion familiar no LES foi clave para
pensar nunha causa xenética subxacente [47]. A taxa de concordancia no LES
é 10 veces maior para xemelgos homocigo6ticos que para os dicigéticos (24-
56% fronte a 2-5% respectivamente) e o risco de padecer a enfermidade
entre os irmans dun paciente con LES é entre 8 e 29 veces maior que na

poboacioén xeral [47, 48].

Exceptuando casos illados de LES con déficit de complemento, o patrén de
herdanza non é un patréon Mendeliano simple, como serian o autosémico
dominante, autosémico recesivo ou ligado a X recesivo. De calquera xeito,
nalguns estudios de familias con varios individuos afectados, poderia cadrar

ben un patréon Mendeliano autosémico dominante con penetrancia variable

ou un patron polixénico aditivo [47, 49].

1.2.3.1 Métodos xendmicos

Nas enfermidades polixénicas coma o LES hai dous métodos para identificar
os factores de susceptibilidade xenética: os estudios de asociacién e os

estudios de ligamento [50-52].

Os estudios de asociacion de casos e controis son os chamados estudios de
xenes candidatos. Estes estudios valoran se un marcador xenético en
concreto estd presente cunha maior frecuencia en pacientes con LES que en

controis sans apareados por etnia. Os xenes candidatos, que poden ser alelos,
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haplotipos ou calquera polimorfismo do ADN, escoéllense baseandose na sua
relevancia funcional na patoxénese da enfermidade. Se se demostra
asociacion entre o xene e a enfermidade, quere dicir que ou ben ese mesmo
xene esta relacionado coa enfermidade ou ben que o xene relacionado esta

moi preto do estudado.

Os estudios de ligamento (linkage analysis, en inglés) realizanse en familias
con varios membros afectados e avalian a herdanza conxunta de marcadores
xenéticos, como son os microsatélites de ADN, co fenotipo da enfermidade. Se
o marcador e a enfermidade se herdan de forma conxunta, significa que o
marcador esta preto do xene responsable e que pode estar ligado a el. Polo
tanto, este tipo de estudios aporta evidencia da participacion xenética na
enfermidade pero, comparado cos estudios de xenes candidatos, é menos util

4 hora de discriminar cal é o xene relacionado.

Fixéronse estudios de ligamento de xenoma completo (genome-wide linkage
analysis, en inglés), nos que se buscan marcadores microsatélites a intervalos
xendmicos de 10-15 kb para identificar rexions cromosdémicas de risco
compartidas entre varios membros afectados dunha familia. No LES fixéronse
12 estudios de familias que identificaron varios loci de suposta
susceptibilidade e tamén contribuiron 6 descubrimento de novos xenes de

risco.

44



Introducion

Mais recentemente realizaronse estudios de asociaciéon do xenoma completo
baseados en familias (GWAS, do ingles Genome Wide Association Study). Os
avances técnicos permitiron o xenotipado de mais de medio millon de SNPs
en cada individuo, facilitando asi a realizacién dun mapa xendémico dos loci

nas enfermidades complexas [50, 53, 54].

Os xenes do CMH foron os primeiros que se consideraron como factor de
susceptibilidade xenética 6 LES. Por ese motivo son os mais estudados, xunto
cos xenes dos compofientes do complemento, receptores Fc e citoquinas [55].
Hoxe en dia conécense mais de 30 asociaciéns xenéticas co LES, que inclien

xenes HLA e, en maior medida, xenes de féora do CMH [50].

O risco individual de provocar LES de cada variante xenética asociada non é
demasiado alto, cunha odds ratio (OR) entre 1.1 e 2.3, pero a susceptibilidade
xenética 6 LES depende de multiples xenes, e calctilase que poderian ser ata
100 xenes diferentes [50, 52]. De calquera xeito a herdanza do lupus
tampouco se pode explicar unicamente polos loci de susceptibilidade que hai
descritos xa que, entre outras cousas as taxas de concordancia entre
xemelgos monocigoéticos non son do 100%. Polo tanto debe haber outros
mecanismos (ambientais, epixenéticos) que actien sobre esa carga xenética.
Por exemplo, hai evidencia de que no LES existen interacciéon entre xenes
(epistasis), é dicir, que a presenza dun alelo de risco pode influir na presenza

ou ausencia doutros alelos de risco en diferentes loci [56].
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1.3 Complexo Maior De Histocompatibilidade

O complexo maior de histocompatibilidade estd situado no brazo curto do
cromosoma 6 (6p21.3) e é unha das rexiéns mais estudadas no xenoma
humano [57]. As variantes neste locus asocianse con enfermidades
autoinmunes, con enfermidades infecciosas e inflamatorias, asi coma coa
compatibilidade dos transplantes. 0 CMH contén mais de 200 xenes, entre os
que estan os xenes do antixeno leucocitario humano (HLA) e outros moitos
xenes que son fundamentais na regulacién do sistema inmunoloxico.
Concretamente, as moléculas do HLA de clase I e de clase II son fundamentais
na mediacion das respostas de defensa, Xa que participan na presentacion de
antixenos e na tolerancia inmunoloxica, a través do recoiiecemento de

antixenos propios [58].

O CMH clasico abrangue aproximadamente 3,6 mega pares de bases (Mb) e
dividese en tres rexions: a clase I (telomérica), a clase Il e a clase II
(centromérica). Dos 239 xenes que hai nesta rexion, o 54% (130 xenes) son
expresados e destes, 0 40% tefien funciéons inmunorreguladoras [57]. Debido
0 desequilibrio de ligamento e 6s xenes relacionados co CMH que existen féra
do locus clasicamente definido, hai uns anos que se introduciu o concepto do
CMH ampliado (xCMH). Este xCMH mide aproximadamente 7,6 Mb e dividese

en cinco rexions, as tres clases clasicas maila clase I ampliada e a clase II
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ampliada (Figura 3). Unha caracteristica particular do xCMH € a agrupacién

de xenes inmunes e non inmunes [59].
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Figura 3. Complexo Maior de Histocompatibilidade Ampliado. Inclde a clase [ ampliada e
a clase II ampliada, ademais das tres rexidons clasicas do Complexo Maior de
Histocompatibilidade: clase I, Il e IIl. De Ziegler et al, 2005 [60].

Hai mais de 40 anos que se demostrou a asociacion non aleatoria (ou
desequilibrio de ligamento) na herdanza de alelos en multiples loci dentro do
CMH. Trala determinacién do tamafio fisico da rexion, verificouse que o
desequilibrio de ligamento se estendia nalgins casos mais ala de 2 Mb. Isto é
diferente dos patréns de desequilibrio de ligamento descritos noutras
rexions do xenoma, nas que o desequilibrio de ligamento afecta a segmentos
de aproximadamente 22 kb [61]. Este desequilibrio de ligamento ampliado
pode constituir un obstaculo importante na investigacién do CMH, xa que se
se identifica unha asociaciéon da enfermidade cunha variante na rexién, pode
non ser posible determinar se a variante é causal ou se a sta asociacién
simplemente reflicte o desequilibrio de ligamento coa verdadeira variante

causal.
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1.3.1 Rexions do CMH

As rexions clase I e clase Il do CMH codifican os xenes HLA (HLA-A, B, C,-DR, -
DQ e -DP) que clasicamente estan implicados na presentacion de antixenos a
células T. A rexion clase I contén ademais outros xenes que non tefien unha

funciéon inmunoldéxica evidente.

A rexion clase III é a rexiéon do xenoma con maior densidade de xenes e
codifica diferentes tipos de moléculas, incluindo os compofientes do

complemento C2, Factor B e C4, asi coma o TNF entre outros [62] (Figura 4).
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Figura 4. Rexion HLA no cromosoma 6. O complexo maior de histocompatibilidade

humano sitiiase no brazo curto do cromosoma 6 e dividese en tres rexions: clase 11, clase III
e clase L. De Klein, 2000 [58].
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1.3.2 Moléculas HLA Clase I

As moléculas clasicas clase I (HLA-A, B, e C) son responsables da
presentacion de antixenos endoxenos as células T CD8+. Tamén participan
xunto cos xenes non clasicos clase I, HLA-E e G, na inmunidade innata como
mediadores das respostas das células NK. Practicamente tdédalas células

nucleadas expresan as moléculas da clase I clasica [58].

As proteinas de clase I son altamente polimorficas, de feito HLA-B é o xene

mais polimérfico cofiecido no xenoma humano con mais de 1100 alelos

CMH Clase ] CMH Clase

Linfocito T Linfocito T

CD8 CDh4

Péptido enddxeno Péptido exdxeno
al B1 . al

B2 microglobulina B2 az

o

Figura 5. Moléculas HLA clase I e clase II. As moléculas HLA estidn compostas por 4
rexions. No caso das moléculas HLA clase I, son tres rexions alfa que se unen 4 beta2
microglobulina; entre a rexioén alfal e a alfa 2 al6xase o péptido, que serad presentado ds
linfocitos CD8. As moléculas HLA clase II estan constituidas por ddas rexiéns alfa e duas
rexions beta; a fendedura de unidn 6 péptido esta formada neste caso polas rexions beta 1
ealfa 1, que presentan o péptido 6s linfocitos CD4.
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caracterizados ata o momento.

Tanto as proteinas clase I clasicas (HLA-A, B, C) coma as non clasicas (HLA-E,
F, G e HFE) son heterodimeros que comprenden unha cadea pesada e unha
lixeira. A cadea pesada é unha glicoproteina transmembrana polimérfica, de
aproximadamente 45 kDa, codificada dentro da rexion MHC de clase 1. Esta
cadea esta composta por tres dominios extracelulares (al, a2 e a3), un
dominio transmembrana e outro citoplasmatico. A cadea lixeira é a [32-
microglobulina, unha proteina invariable hidrosoluble de 12 kDa, comun a

todas as isoformas e codificada no cromosoma 15. As duas cadeas

mantéfiense xuntas por uniéons non covalentes [58]. E entre os dominios al e
a2 férmase a fendedura de uniéon 6 péptido ou PBG (do inglés, peptide binding

groove) (Figura 5).

1.3.3 Moléculas HLA Clase II

As moléculas clase Il presentan péptidos eséxenos as células T CD4+. A
diferenza das moléculas de clase I, as moléculas de clase II s6 se expresan
nalgunha células do sistema inmunolo6xico. Estas inclien as células B, células
T activadas. macrofagos, células dendriticas e células epiteliais do timo, ainda

que en presenza do IFN y tamén poden expresalas outros tipos celulares [58].

As proteinas do CMH clase II estan formadas por ddas cadeas polimorficas, a
cadea a (33-35 kDa) e a cadea B (26-28 kDa). Ambalas diias cadeas posten
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dous dominios extracelulares (al, a2, f1 e f2), un dominio transmembrana e
outro citoplasmatico (Figura 5). Entre os dominios al e B1 féormase a
fendedura de unién 6 péptido. Igual que na clase I, os xenes de clase Il poden

dividirse en clasicos (HLA-DR, -DQ e -DP), e non clasicos (HLA-DM e -DO).

Esta é unha rexiéon complexa, xa que os xenes HLA-DRB mostran variaciéns
do numero de copias, e algins son xenes funcionais (HLA-DRB1, -DRB3, -
DRB4, e -DRB5), mentres que outros son pseudoxenes (HLA-DRB2, -DRBS, -
DRB7, -DRB8, e -DRB9). Ademais hai varios pseudoxenes adicionais
codificados na rexion: HLA-DQA2, HLA-DQB2, HLA-DQB3, HLA-DPA2, e HLA-

DPB2. O xene HLA-DRB1 é o mais polimorfico de todos os loci de clase II.
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1.4 Rexion CMH no LES

A primeira vez que se demostrou a asociacién entre o CMH humano e o LES
foi en 1971 [63]. Utilizando métodos seroloxicos, viuse que, comparados con
controis sans, os pacientes con lupus tifian unha maior frecuencia dos alelos
clase I HL-A8 (agora cofiecido como HLA-B8) e W15 (agora cofiecido como
HLA-B15). Pronto comezaron a publicarse mais estudios sobre a asociaciéon
do LES cos antixenos de histocompatibilidade, cofiecidos daquela como HL-A,
e pouco despois observouse a asociacion do LES coas deficiencias dos

compofientes do complemento [64].

Despois destas observacions iniciais, fixéronse numerosos estudios de casos
e controis que demostraron a asociacién de variantes do CMH co LES e que

aportaron evidencia da participacion do CMH na susceptibilidade 6 LES.

Con todo, sé6 se estudaron algins dos moitos xenes do locus,
fundamentalmente os xenes HLA de clase | e clase Il clasicos, polo seu papel
na presentacion de antixenos as células T, e os alelos do compofiente C4 do
complemento, xa que a sua deficiencia produce un sindrome semellante 6

lupus.
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1.4.1 HLA Clase Il no LES

As asociaciéns mais consistentes do HLA co LES residen nos alelos clase II. O
HLA DRB1 foi estudado como xene candidato en numerosos estudios de
asociacién, e mediante estudios de ligamento demostrouse a contribucion da
rexion HLA 6 LES [65]. As asociacidéns atopadas cos alelos DRB1 varian

segundo a poboacion estudada.

En poboacions caucasicas de orixe europea, as asociacions mais consistentes
atoparonse co HLA-DR3 (DRB1 * 0301) e, en menor medida, co alelo HLA-
DR2 (DRB1 * 1501) e cos seus respectivos haplotipos. As asociaciéons mais
fortes observaronse cos haplotipos HLA-DR3, HLA-B8-DRB1*0301 e HLA-
B18-DRB1*0301 (odds ratio (OR) 1.5-2.5), mentres que o haplotipo HLA-
DR2-DRB1*1501 presentou un OR de aproximadamente 1,7 [61]. En
particular, os alelos que contén o haplotipo "autoinmune” 8,1 (HLA-A1 B8
Cw*07 308A TNFA C4AQ0 C4B1 C2*C B*fS DRB1*0301 DQA1*0501

DQB1*0201) mostran unha forte asociacion coa enfermidade.

Nas poboaciéons non caucasicas os estudios mostran resultados menos
homoxéneos. Por exemplo, dentro do estudio LUMINA investigouse o locus
HLA-DR [66]. Este estudio incluia pacientes con LES caucasicos, hispanos de
Texas, hispanos de Puerto Rico e afroamericanos. 0 comparalos con controis

sans, atoparon unha maior frecuencia do alelo DRB1*0301 nos pacientes
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caucasicos e hispanos de Texas, do DRB1*0801 en hispanos de Texas e do

DRB1*1503 (DR2) nos pacientes afroamericanos.

Outros estudios amosaron tamén asociacién entre o LES e o alelo DRB1*15
en pacientes do leste asiatico, México, Tunez, e Tailandia, DRB1*16 en
mexicanos mestizos, tailandeses e bulgaros, e co DR4 en pacientes da India,

mexicanos mestizos e hispanos.

Hai outros dous alelos clase II asociados 6 LES, o HLA-DQA1*0401 e o HLA-
DQB1*0402. Ambos alelos estan incluidos nun haplotipo HLA-DR8 que é

pouco frecuente en poboacidns caucasicas [61].

Os alelos HLA clase II participan na presentacién de antixenos as células T e
na posterior estimulacién das células B para producir autoanticorpos. Por
este motivo estudouse a asociacion destes alelos cos autoanticorpos
presentes no LES, e atopouse con alguns alelos HLA-DR e -DQ. As asociacidns
mais fortes demostraronse entre os anticorpos anti-Ro e anti-La e os alelos
HLA-DR3 e HLA-DQ2 (DQB1*0201), que estan en forte desequilibrio de
ligamento. Ademais viuse que o haplotipo DR2 (DRB1*1501/DQB1*0602)
aumenta a posibilidade de presentar anticorpos anti-Sm e que os anticorpos
anti-ADN se asocian co DRB1*15, DR3 e cos alelos HLA-DQ ligados a eles [67-

69].

Os estudios realizados en pacientes con LES e sindrome antifosfolipido ou

anticorpos antifosfolipido demostraron asociacién cos alelos de clase II
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DRB1*04, DRB1*07, DRB1*13, DQA1*0201, DQA1*0301 e DQB1*0302 [70,
71]. Ademais de asociarse a presenza de anticorpos antifosfolipido, tanto o
DRB1*04 coma o DRB1*13 amosaron asociacién coa ocorrencia de eventos

vasculares en pacientes con LES [72].

Pero o forte desequilibrio de ligamento que existe dentro do CMH fai moi
dificil identificar que xene ou xenes son os mais relevantes no LES. Para
intentar restrinxir un pouco mais as rexions asociadas 6 LES, Graham et al.
estudaron o CMH nun conxunto de 334 familias con LES de predominio
caucasico [73]. Utilizaron microsatélites como marcadores para haplotipos
HLA-DRB1-DQB1 e identificaron ~ tres  haplotipos de  risco:
DRB1*1501/DQB1*0602, DRB1*0301/DQB1*0201 e
DRB1*0801/DQB1*0402. A analise dos recombinantes ancestrais nos
haplotipos de DRB1*1501 e DRB1*0801 conseguiron delimitar a rexion
asociada a enfermidade a unha area de aproximadamente 500 kb que
abrangue dende o xene Cé6orf10 ata HLA-DQA1 e que contén as subrexions
DRB1 e DQB1. No haplotipo DRB1*0301 o desequilibrio de ligamento é moito
mais amplo que nos haplotipos DRB1*1501 e DRB1*0801, o que da lugar a un
menor numero de recombinantes ancestrais. En consecuencia, a rexién de
risco de enfermidade do haplotipo DRB1*0301 s6 puido delimitarse a unha
area de preto de 1 Mb do xenoma, que contén gran parte das rexions clase Il e

clase IIL.
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Pero nun traballo posterior, Fernando et al. conseguiron localizar mellor a
asociacion cos haplotipos DRB1*0301, restrinxindoa a una rexion de 180 kb,

que s6 contén tres xenes expresados, DRB1, DQA1 e DQB1 [74].

Recentemente conseguiron delimitar un pouco madis a rexién asociada &
enfermidade no alelo DRB1*15, a un tamafio de entre 375 kb en poboaciéns
do norte de Europa e 87 kb na poboacién filipina. Isto foi posible grazas a
técnicas de cartografia xenética transancestral da rexion do CMH utilizando

SNPs [75].

1.4.2 HLA Clase I no LES

As especificidades do CMH clase I, A1 e B8 tamén se asociaron co LES. Con
todo, estes alelos estan incluidos no haplotipo “autoinmune” B8-DR3, e este
efecto probablemente sexa o resultado do desequilibrio de ligamento [63,

76].

Os estudios mais recentes demostraron que hai outros xenes clase I que se
asocian 6 LES, como son o MICB, cun efecto que é independente do alelo HLA-
DRB1*0301, e o ORZHZ, localizado na rexiéon clase I ampliada e con

asociacion independente dos haplotipos DRB1 [77].
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1.4.3 HLA Clase III no LES

Na rexion clase III do CMH estan localizados os xenes dos compofientes do
complemento C2, C4A, C4B e o Factor B. Hai diferentes alelos destes tres
compofientes que estan ligados a haplotipos HLA particulares e que se
herdan como haplotipos ampliados do HLA ou complotipos. As deficiencias
completas de C2 ou C4 son raras e estan asociadas a un alto risco de
desenvolver LES. Mais do 75% dos pacientes con deficiencia de C4 e sobre o

20% dos que teien deficiencia de C2, desenvolveran un cadro ldpico [50].

A deficiencia parcial de C4 tamén demostrou asociacién co LES. Esta
deficiencia parcial pode deberse a variaciéns no nimero de copias do xene C4

ou a mutacions que dean lugar a alelos €4 non expresados (C4AQ0 e C4BQ0).

Os xenes C4A e (4B codifican as proteinas do complemento C4A e C4B
respectivamente, e tefien diferentes caracteristicas funcionais. A proteina
C4A do complemento ten unha maior afinidade polos inmunocomplexos e
unha maior evidencia de asociacién xenética co LES ca proteina C4B. O alelo
C4A null (C4AQ0) asociouse coa susceptibilidade 6 LES en varios grupos

étnicos [78].

A variacién no numero de copias de C4 determina os niveis basais da
proteina do complemento C4 circulante, e esta proteina actia na depuracién
de inmunocomplexos, que doutra forma poderian promover a
autoinmunidade. Nun estudio realizado nunha poboacién americana de orixe
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europea, observouse que os individuos sans presentaban unha variaciéon no
numero de copias de €4 total que ia dende 2 a 6 copias do xene, e que a
diminucién no nimero de copias de C4A, pero non de C4B, predispoifiia a
desenvolver LES, mentres que ter tres ou mais copias de C4A protexia fronte

6 LES [79].

Con todo, ainda non se puido atribuir de forma definitiva un papel causal a
deficiencia parcial de C4 no LES, e isto é consecuencia do amplo desequilibrio
de ligamento existente en todo o CMH. A maior frecuencia de LES nos
pacientes co alelo C4A null pode deberse a outros xenes incluidos no
haplotipo ampliado A*01-B*08-(C4A*Q0)-C4B1-DRB1*03:01 (B8), que é o
haplotipo HLA-DRB1*0301 mais frecuente en poboacions europeas e que
ademais se asocia 0 LES. De feito, hai pouco que se demostrou que a
deficiencia xenética parcial de C4 non era un factor de risco independente

para o LES nalgunhas poboaciéns europeas [78].

Dentro da clase IIl tamén se atopou asociaciéon entre un SNP na rexién
promotora do TNF e a susceptibilidade 6 LES, pero en posteriores estudios de
asociacion realizados en familias, esta variacion foi excluida como factor de
risco independente [50, 74]. Os que si demostraron asociaciéon co LES de
forma independente dos loci clase II son o SKIVZL [74], o MSH5 [75], e o

CREBL1 [77].

58



Introducion

1.5 Lupus Eritematoso Incompleto

Existe un grupo de pacientes que presentan manifestacions clinicas e
autoanticuerpos suxestivos de LES pero que non cumpren criterios de
clasificacion. Estes pacientes poden ser casos de LES que ainda non
desenvolveron a enfermidade completa pero que a desenvolverdn mais
adiante, ou casos de lupus eritematoso incompleto (LEI), que se manterdn

estables 6 longo do tempo.

O LES é unha enfermidade que se desenvolve de forma gradual e son unha
minoria os pacientes nos que se presenta de forma aguda con catro ou mais
criterios do ACR. Na cohorte do estudo LUMINA s6 un 15% dos pacientes
debutaron coa enfermidade definida [80]. O periodo de tempo medio dende o
inicio dos sintomas ata o diagndstico do LES foi de mais de 3 anos para os
pacientes que debutaron cun so criterio, mentres que foi de 2,5 anos para os
que o fixeron con 2 e de 1 ano naqueles pacientes nos que a enfermidade se

iniciaba con 3 criterios.

Tamén no traballo poboacional realizado en Dinamarca por Voss et al. [81]
observaron que no 61% dos pacientes con LES a enfermidade comezaba cun
s criterio, e que s6 no 7% se presentaba con 5 ou mais. Dende a aparicion da
primeira manifestacion tardaban unha media de 4,8 anos en reunir os

criterios diagnosticos.
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Outro exemplo do desenvolvemento gradual do LES é un estudo publicado en
2003 e realizado coas mostras de soro almacenadas das Forzas Armadas dos
EEUU, recolleitas e conxeladas no momento de incorporacién dos militares 6
exército [82]. Neste traballo sé analizaronse as mostras de soro daqueles que
posteriormente desenvolveron LES, e observaron que no 88% dos casos
habia autoanticorpos relacionados co LES ata 9,4 anos antes do diagnostico.

Ademais, un 80% presentaban un ou mais criterios xa antes do diagndstico.

Polo tanto, a maior parte dos pacientes con LES pasan antes do diagnostico
por un periodo no que son indistinguibles clinicamente do LEI E ainda que
son unha minoria, existen casos de LES que tardan moitos anos en facerse

definidos.

Ante un paciente cun cadro suxestivo de lupus pero que non cumpre criterios
de clasificacion seria importante poder determinar se se trata de LEI ou de
LES, xa que esta diferenciacion ten implicaciéns de progndstico. Sdbese que
os pacientes con LEI xeralmente presentan unha enfermidade menos grave
que o LES pero 6 non poder diferencialos de forma precoz, as pacientes con
LEI son seguidas durante longas tempadas, con revisions periddicas que
inclien custosas probas de autoinmunidade. Ademais son pacientes
xeralmente novas e laboralmente activas, 4s que a incerteza de saber que
poden desenvolver unha enfermidade crénica grave causa unha mingua
considerable na sua calidade de vida. Ante a posibilidade de padecer LES,

estas pacientes poden presentar un elevado nivel de estrés con maior
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utilizaciéon dos servizos sanitarios. Se existise a posibilidade dunha
diferenciacion precoz dos casos con LEI dos LES de desenvolvemento lento,
poderiamos por unha banda, evitar este custo econémico e persoal nos
pacientes con LEI, e por outra facer un seguimento mais estrito nos casos de

LES.
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1.5.1 Criterios de clasificacion do LES

Os criterios de clasificacion do LES foron desefiados para diminuir a
heteroxeneidade nas cohortes de pacientes con LES e asi facer comparables
os estudios realizados sobre esta enfermidade [83]. Ainda que estes criterios
non foron desenados para o diagndstico, son amplamente utilizados na
practica clinica, de xeito que se considera necesaria a presenza de catro

destes criterios para diagnosticar a un paciente de LES.

Pero os criterios propostos en 1982 [83] son demasiado limitados e non
abranguen todas as manifestacions da enfermidade. Isto fixose
necesariamente asi debido & baixa sensibilidade e especificidade dalgunhas
das manifestacions, e coa idea de facilitar a clasificacion dos pacientes non se

incluiron nos criterios as biopsias cutdaneas ou renais.

Por outra banda as manifestacions mucocutaneas tefien demasiado peso
nestes criterios. Os demais criterios van agrupados por 6rganos, pero estes
non se agruparon para non diminuir a precisiéon. Ademais hai algunhas
manifestaciéons do LES que son interdependentes. Exemplo disto son a
presenza de anticorpos anti-ADN e ANA, entre os que hai unha forte

correlacion, asi coma a erupcidn malar e a fotosensibilidade [84, 85].

Polo tanto, se se utilizan os criterios do ACR para o diagnoéstico de LES, hai
unha cantidade variable de pacientes que malia presentar un cadro clinico
compatible coa enfermidade non terian diagndstico definitivo de LES. De ai a
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importancia do LEI, que agruparia todos estes casos como entidade clinica

[85] e que doutro xeito quedarian sen diagnostico.
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1.5.2 Enfermidade Indiferenciada do Tecido Conectivo ou LEI

O termo enfermidade indiferenciada do tecido conectivo (EITC) foi
introducido nos anos 80 do século pasado, cando aumentou a dispoiiibilidade
da determinaciéon de ANA [86]. Este grupo estaba composto polos pacientes
con ANA positivos e algunha manifestacion compatible con enfermidade
autoinmune. Ainda que se propuxeron criterios de clasificacion especificos, a

dia de hoxe a EITC segue sen considerarse unha entidade establecida [87].

Existe unha importante confusion entre os termos LEI e EITC, e isto dificulta
a analise da literatura. Nas revisidons publicadas sobre a EITC, mesturanse
series de LEI con series de EITC [88, 89], comparando estudos con criterios
de inclusion moi variados. E mentres alglins autores consideran o LEI e a
EITC a mesma entidade [87], outros intentan buscar a forma de diferencialos

[90, 91].

En xeral o termo EITC engloba a un grupo de pacientes moi heteroxéneo,
entre os que hai LEI, artrite reumatoide, esclerose sistémica, sindrome de
Sjogren, polimiosite/dermatosmiosite ou sindrome antifosfolipido [89, 92-
94]. Estas patoloxias comparten algunhas caracteristicas clinicas, pero son
entidades diferenciadas con diferente evolucién. Os pacientes con EITC
poden desenvolver enfermidade definida e entre as anteriormente
mencionadas, a mais frecuente é o LES [95], o que pode ser motivo de

confusion entre EITC e LEI.
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Neste momento pddese considerar o LEI coma un subgrupo de pacientes
dentro da EITC que presentan caracteristicas que indican que poden
desenvolver LES [85]. A diferenza fundamental entre a EITC e o LEI é que
este ultimo termo é mais restritivo e preciso c6 de EITC, polo que selecciona a

un grupo de pacientes mais homoxéneo.

1.5.3 Estudos sobre LEI

Dende a introducién dos criterios do ACR en 1982, s6 se publicaron 9 series
de pacientes con LEI [81, 96-103]. Unha das series [99] é a continuacién da
cohorte de Voss et al. [81] polo que parte dos pacientes estan duplicados.
Tendo isto en conta, o total de pacientes é de 338, dos que mais da metade
pertencen a dous unicos estudos, mentres que os 6 traballos restantes
inclien entre 15 e 38 pacientes cada un. Nestas series estudanse as
manifestaciéns clinicas e analiticas que presentan os pacientes con LEI],

comparandoas nalguns casos coas que presentan pacientes con LES.

1.5.4 Definicion de LEI

As definicions utilizadas nos estudos publicados van dende a presenza de 1 a
3 criterios de clasificacion do LES ata a positividade de ANA mais a afectacion
dun 6rgano. Na maioria dos casos requirese a presenza de dous ou tres

criterios de clasificacién para o LES.
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Taboa 1. Series publicadas de pacientes con LEI dende a introduciéon dos criterios de

clasificacion de LES do ACR.

a[qiuodsip UoN :aN

(erpauw)
an 8 €1 5 o 8 0 8 9T ojuaWNIas
souy
sopmpur
9¢ a1 8¢ 00T L8 0¢ (44 (44 8¢ sojuaided
EJOREL 1T
uQIN[0Ad uQIN[0Ad
ap soue G > Soue G z
ouedio T ap (v
SOLI9LID)
uoeJe

udllirn uoisnpuI
VNV Jouaw SOLIILI)

cet cet cet cet €et €et OLI3ILID €eg

+¢-1
soqe.le
edIRWRUI(] eang edoanyg 001y 0)IeNg  BJIRWIRUI(] nnada epeue) nnaga
sojeqiuy
orpnisa
oyquy
[euoeOqOd  OLIE[EIdSOH  [BUOIDEOqOJ ° ourefeyidsoy [euopeoqod ouefeyidsoy  orrereydsoy  onrereydsoy
JLUIBMN

uonedrqnd

010¢ 900¢ 1002 100¢ 000¢ 8661 S661 6861 6861
ap ouy

[66] [96l] [oor] [torl [€ot] (6]
ud.3ud[ey [zot] enA [18] ssoA [86] 19019
dnansneq emy v . yeems U9y 0A[e)  NAzdaezouen

66



Introducion

Ademais da presenza de criterios de clasificacidon, as definicions de LEI
inclien nalguns casos a sospeita de LES por parte do clinico. Nalgunhas series
[100, 101, 103] é o propio clinico que o inclie no estudo quen debe
considerar se estd ante un paciente que pode desenvolver LES, pero na de
Greer et al. [98] a sospeita parte dun nivel menos especializado, xa que
inclien todos aqueles pacientes remitidos 4 consulta de reumatoloxia (por
exemplo dende atencién primaria) con sospeita de LES. Tamén a definicién
da cohorte de Voss e Laustrup [81, 99] fan o diagnéstico de LES segundo os
criterios de Fries e Holmes, que inclien “a ausencia dun diagnéstico mellor”,
e posteriormente clasificanos como LES ou LEI segundo o numero de

criterios de clasificaciéon do ACR.

En cambio no traballo de Ganczarczyk et al. [97] ademais da presenza dun ou
dous criterios de clasificacién requiren que haxa algunha outra manifestacion
de LES, que denominan criterio menor. Pero dentro desta lista de criterios
menores inclien manifestacions tan pouco especificas como a cefalea ou o
aumento de a velocidade de sedimentacion globular. Inclien tamén o
sindrome de Sjogren como criterio menor, cando noutras series é criterio de

exclusién [101, 102].

Outro punto importante na definicién do LEI son os criterios de exclusiéon. As
series mais amplas exclien todos aqueles pacientes que cumpren criterios

doutras enfermidades autoinmunes [101, 102], mentres que noutros
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traballos excliuen unicamente os casos de lupus inducido por farmacos,

sindrome overlap [96] e sindrome antifosfolipido [99].

O Unico estudo que inclie dentro da definicion de LEI un periodo de
seguimento previo é o de Greer et al [98]. Consideran necesario un
seguimento previo de 5 anos nos que a enfermidade ha de permanecer
estable para incluilos como LEI, e asi evitar os casos de LES que se poidan

desenvolver nese periodo.

No traballo de Swaak et al. [101] non esixen un seguimento minimo previo 6
estudo, pero dos 122 paciente iniciais, 22 presentaban LES na primeira
revision anual e foron excluidos do seguimento. Polo tanto podemos
considerar que os pacientes con LEI desta serie necesitaban manterse

estables polo menos durante un ano para ser incluidos.

Chama a atencion que na serie de Calvo Alén et al. [103], que realizan un
estudo retrospectivo, inclien unicamente aqueles pacientes con LEI que
tefien menos de 5 anos de evolucidn, sen realizar seguimento posterior para

valorar evolucion.

1.5.5 Epidemioloxia do LEI

S6 hai un traballo publicado que aporte datos sobre a incidencia e a
prevalencia [104]. Tratase de un estudo poboacional realizado en Dinamarca,
na rexion de Funen, cunha poboacion de case 400.000 habitantes e no que
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utilizaron técnicas de captura-recaptura. A incidencia anual calculada de LEI
foi de 0,36/100.000 habitantes e ano e a prevalencia puntual en 2003 de
7,53/100.000 habitantes, mentres que a incidencia de LES nesa rexion foi de

1,04/100.000 habitantes e ano e a prevalencia de 28,3/100.000 habitantes.

1.5.6 Patoxénese do LEI

Debido as semellanza existentes entre o LES e o LEI, é moi probable que
compartan mecanismos patoxenéticos comuns, pero no grupo do LEI hai algo
que fai que a enfermidade sexa mais leve. Nas ddas entidades se producen os
mesmos autoanticorpos [105], e nos pacientes con LES estes autoanticorpos
poden estar presentes anos antes de que aparezan as manifestacions
suficientes para poder facer o diagnostico [82, 106]. Alguns autores suxeriron
que os autoanticorpos producidos nos pacientes con LEI poderian non ser tan
patéxenos coma os que se producen no LES. Isto puido demostrarse en parte
nun estudo realizado en pacientes con LES, pacientes con LEI e familiares de
primeiro grado de pacientes con LES, no que se analizaban os autoanticorpos
presentes no soro [107]. Atoparon que tanto no grupo de LES coma no de LEI
habia niveis altos de autoanticorpos IgG dirixidos fronte a 50 autoantixenos
diferentes e de autoanticorpos IgM dirixidos fronte a 12 autoantixenos. A
diferenza entre os dous grupos estaba na ratio IgG:IgM, predominando os
anticorpos IgM no grupo LEL Isto poderia representar un paso previo 6 LES,
antes do cambio de clase dos autoanticorpos, ou ben deberse a actuacién de
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mecanismos de regulacion que deterian o proceso antes da maduracién por
afinidade e a formacion polo tanto de autoanticorpos IgG. En xeral, os
autoanticorpos IgG son madis patoxénicos cos IgM, polo que se poderia
explicar o mellor prognéstico dos pacientes con LEI. Ademais os
autoanticorpos IgM poden protexer fronte o desenvolvemento de
autoinmunidade, xa que estimulan a capacidade das células dendriticas
inmaturas para fagocitar as células apoptéticas, evitando asi a exposicién de

autoantixenos.

1.5.7 Estudos xenéticos no LEI

O contrario que no LES, no que se realizaron miiltiples estudos xenéticos, no
LEI practicamente non hai traballos. Os alelos HLA-DRB1 foron estudados
con profundidade no LES dende fai anos, pero no LEI a Ginica aproximacién
foi o estudo dos antixenos HLA nunha das series publicadas [97]. Tratase dun
estudo seroloxico que incluina unicamente 22 pacientes con LEI Estes
autores atoparon unha maior frecuencia do serotipo DR3 en pacientes tanto
con LES coma con LEI 6 comparalos con controis sans. Ademais observaron
menor frecuencia do serotipo DR1 nos pacientes con LEI que desenvolveron
LES ca naqueles que permaneceron como LEI. O antixeno DRS3,
correspondente 6 alelo HLA-DRB1*03, asociouse 6 desenvolvemento de LES
de forma consistente en multiples poboaciéns, e o antixeno DR1, que
corresponde 6 alelo HLA-DRB1*01, pddese considerar protector. Este estudo
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tifia un numero tan escaso de pacientes que malia atopar datos que podian
orientar cara a existencia de diferenzas entre o LEI e o LES non puideron
sacar conclusiéns definitivas. Dende 1989, ano da publicacién dese traballo,

non houbo novos intentos de caracterizar os HLA-DRB1 no LEIL

Recentemente, Li et al. deron un paso mais no estudo xenético do LEI [108].
Estudaron os niveis de expresién xenética en pacientes con LEI e en
pacientes con LES, e observaron que o numero de xenes que se expresan de
forma diferente entre os pacientes dun e doutro grupo é menor que entre os
pacientes con LEI e os controis sans. Ademais, centrandose nos xenes da
“sintura do interferén” (interferon signature genes en inglés) (63 xenes),
atoparon que o nivel de expresion destes xenes correlacionaba co numero de
criterios clinicos da enfermidade presentes e cos niveis de ANA (por ELISA).
Por outra banda o nivel de expresién dos xenes da “sinatura do interferén”
correlacionou positivamente coa presenza de autoanticorpos IgG e
inversamente cos IgM. Pero 0 analizalo por grupos, viuse que parte dos
pacientes con LEI amosaban patrons de expresion xenética inducida por
interferén semellantes 6s de pacientes con LES activo. O que non se estudou é

se na evolucién deses pacientes con LEI algiins desenvolvian LES.
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1.5.8 Presentacion clinica do LEI

Malia que os criterios de inclusidn varian entre os diferentes estudos do LE],
a distribucion de sexo e idade de diagndstico foron similares as dos pacientes

das cohortes de LES.

As manifestacions clinicas mais frecuentes foron as cutdneas, articulares e
hematoloxicas, mentres que a afectaciéon neuroléxica e renal foi excepcional

no LEL

Os ANA normalmente non mostraron especificidade, e cando o fixeron foi
mais frecuente encontrar anticorpos anti-SSA e anti-SSB que anti-ADN ou

anti-Sm.

1.5.9 Evolucion do LEI

A tendencia do LEI é a manterse estable 6 longo do tempo. P4dese considerar
que os pacientes que desenvolven enfermidade definida eran pacientes con

LES de evolucién lenta.

Nas series publicadas, a porcentaxe de pacientes con LEI que desenvolveron
LES variou entre o 5% e 0 57%, o que depende en gran medida do tempo de
seguimento (a maior tempo de seguimento, maior porcentaxe de
desenvolvemento de LES). Tamén os criterios de LEI utilizados inflden na

porcentaxe de casos de LES, xa que a serie con maior porcentaxe de
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desenvolvemento de LES inclie pacientes cunha evolucion curta, mentres
que no estudo que inclie un seguimento previo a inclusiéon de 5 anos, s6 un
5% desenvolven LES. O analizar o total de pacientes con LEI publicados ata a
data, menos dun 14% dos pacientes con LEI desenvolveron LES. Pero o risco
de desenvolver LES non se mantén constante 6 longo do tempo, é maior nos

catro primeiros afios e posteriormente vai diminuindo [85].

Taboa 2. Desenvolvemento de LES entre os pacientes con LEI das series publicadas

[=N] =5 - = O
2 S & g S .8 =
— o o 1=} N - o ¥ 3]
& 9 — N < g0 )
o 53 2 ~=c = Seg B
s 5 & B §F "3 =
&) > = 7 = =
Anos seguimento,
1,6 8 2,8 2,2 3 13 1,77
media
Pacientes que
desenvolveron 2(5) 7 (32) 0 8(9) 3(3) 16 (57) 0
LES, n (%)
Tempo ata
4,3
desenvolvemento 1,5 >5 2,3 5’13 0()1
(x4)
LES, anos
N¢ pacientes con
4 criterios no 1 - ND - 8
12 ano
N¢ pacientes con
4 criterios en 2 - ND 3 16

< 5 anos
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Algunhas das caracteristicas clinicas como a presenza de eritema malar [100,
102] e inmunoldxicas como a positividade de anticorpos anti-ADN,

antifosfolipido e a diminucién do complemento, asocidronse con maior risco

de LES [96, 100, 102]
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Hipotese e Obxectivos

2.1 Hipotese

Existen diferenzas xenéticas nos alelos HLA DRB1 entre os pacientes de raza
caucasica con lupus eritematoso incompleto e os pacientes con lupus

eritematoso sistémico definido.

2.2 Obxectivos

- Determinar a prevalencia dos diferentes alelos HLA-DRB1 en pacientes con

LEI e comparalos con pacientes con LES.

- Comparar a prevalencia dos diferentes alelos HLA-DRB1 en pacientes con

LEI e LES cun grupo de controis sans.

- Estudar as manifestacidns clinicas e analiticas nos pacientes con LEI e

comparalas coas dos pacientes con LES.

- Estudar se existe asociacion entre os alelos HLA-DRB1 e as manifestacions

clinicas e os anticorpos do lupus.
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Metodoloxia

3.1 Seleccion de Pacientes

Os suxeitos do estudio foron pacientes con LES e con LEIL

3.1.1 Fonte de suxeitos

0 estudio realizouse no Hospital Xeral-Cies de Vigo, pertencente 6 Complexo
Hospitalario Universitario de Vigo (CHUVI), que atende unha poboaciéon de

raza caucasica, metade rural e metade urbana duns 400.000 habitantes.

Os pacientes recolléronse a partir dos datos do Laboratorio de Inmunoloxia
do CHUVI Da sua base de datos informatizada seleccionaronse os pacientes
que presentaron un resultado de ANA positivo a un titulo maior ou igual a
1/160 entre o 1 de xaneiro de 2007 e o 31 de decembro de 2010. De todos
eses pacientes, revisadronse os historiais clinicos dos que tinan seguimento
activo nas consultas da Unidade de Trombose e Vasculite ou de Reumatoloxia
do Hospital Xeral-Cies de Vigo. Trala revision de historias clinicas,
seleccionaronse os pacientes que presentaban, ademais da presenza de ANA,

un ou mais criterios de clasificacion do LES.

Contactouse telefonicamente cos pacientes seleccionados explicando a
natureza do estudio e solicitando a sda colaboraciéon. Os pacientes que

aceptaron foron citados para asinar o consentimento informado para
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participar no estudio e o especifico para estudios xenéticos, realizar a

entrevista clinica e a extraccion de sangue.

3.1.2 Criterios de inclusion de pacientes e controis sans

3.1.2.1

3.1.2.2

Criterios de inclusion de pacientes con LEI

Presenza de ANA positivos cun titulo igual ou maiora 1/160 en
duas determinacions separadas no tempo.

Presenza de 6 menos outro criterio de clasificaciéon do LES sen
chegar en total a cumprir 4 criterios de clasificacion da ACR

para LES [83].

Seguimento en consulta superior a 2 anos antes da inclusién.

Criterios de exclusion de pacientes con LEI

Cumprir criterios de clasificacion doutras enfermidades do
tecido conxuntivo e vasculite: Artrite reumatoide [109],
Esclerose sistémica [110], Sindrome de Sjogren [111],
Polimiosite/Dermatomiosite (definida, probable ou posible)
[112], Enfermidade mixta do tecido conectivo [113],
Espondilite anquilopoiética [114], Sindrome antifosfolipido
[115], Enfermidade de Behget [116] e vasculites sistémicas
(Granulomatose de Wegener [117], Sindrome de Churg-Strauss

[118], Polianxeite microscopica [119], Poliarterite nodosa
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3.1.2.3

[120], Parpura de Henoch-Schénlein [121], Enfermidade de
Takayasu [122] e Vasculite por hipersensibilidade [123]).
Presenza doutras enfermidades e farmacos que poidan
provocar resultados falsos positivos de ANA.

Raza non caucasica.

Enfermidade psiquiatrica ou neuroléxica que impida
comprender a natureza do estudio e a sta participacion nel.
Negativa a participar no estudio e non asinar o consentimento

informado.

Criterios de inclusion de pacientes con LES

Recolléronse todos os pacientes de raza caucasica diagnosticados de LES, é

dicir, aqueles que cumprian 4 criterios ou mais de clasificacion de LES da ACR

do ano 1982 [83], seguidos nas consultas da Unidade de Trombose e

Vasculite e de Reumatoloxia do Hospital Xeral-Cies de Vigo.

3.1.2.4

Criterios de exclusion de pacientes con LES

Raza non caucasica.

Enfermidade psiquiatrica ou neuroldxica que impida
comprender a natureza do estudio e a sta participacion nel.
Negativa a participar no estudio e non asinar o consentimento

informado.
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3.1.2.5 Criterios de inclusion de controis poboacionais sans

Os controis sans foron escollidos, unha vez dado o seu consentimento para
participar no estudo, entre doantes de sangue e persoal sanitario apareados

por idade e sexo cos pacientes con LES.

3.1.2.6 Criterios de exclusion de controis poboacionais sans

e Razanon caucasica.

e ANA positivo 21/80.

e Historia persoal de enfermidade autoinmune.

e Enfermidade psiquiatrica ou neuroléxica que impida
comprender a natureza do estudio e a sta participacion nel.

e Negativa a participar no estudio e non asinar o consentimento

informado.

3.2 Variables a Estudio

Revisaronse detalladamente as historias clinicas e os resultados analiticos
dispofiibles para cada paciente. Ademais, todo e cada un dos paciente con LEI
e LES foron citados na area de policlinica para realizar unha entrevista clinica
en profundidade e dirixida as manifestacions autoinmunes, revisando en
cada caso a validez do diagnéstico ou clasificacién previamente establecido.

Antes da consulta realizouse a extraccion de sangue para o estudo xenético.
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Por esta vias recolléronse as seguintes variables:
e Data de nacemento
e Idade
e Sexo
e Data da primeira determinacién ANA positiva
e Data da primeira manifestacion de lupus
e Data de diagndstico do LES
e C(riterios do ACR de LES presentes 6 inicio da enfermidade
e C(riterios do ACR de LES aparecidos durante a evolucién da

enfermidade

No sangue extraido realizaronse estudios analiticos que incluiron:

e Hemograma completo

Estudio basico de coagulacion

e Perfil bioquimico

e Autoanticorpos (ANA, anti-ADN, ENAs)
e Velocidade de sedimentacion globular
e Proteina C reactiva

e Complemento (C3 e C4)

e [nmunoglobulinas

e Vitamina D
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Os estudios analiticos foron feitos no Laboratorio de Hematoloxia e no

Laboratorio Central do Hospital Xeral-Cies de Vigo.

O estudio de autoanticorpos realizouse no Laboratorio de Inmunoloxia do

Hospital Xeral-Cies de Vigo.

e A determinacién de ANA realizouse por inmunofluorescencia
indirecta sobre células HEp2.

e Os anticorpos anti ADNdc determinaronse por inmunofluorescencia
indirecta usando Crithidia luciliae.

e O estudio de anticorpos anti-ENA fixose mediante ELISA.
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3.3 Estudio Xenético

Recolléronse mostras de sangue por puncién venosa periférica en tubos con

EDTA 6 ml.

3.3.1 Extraccion de ADN

A extraccion de ADN efectuouse mediante o kit Flexigene DNA de Qiagen®

(Qiagen GmbH, Hilden,Germany) co seguinte protocolo:

1. Pipetear 25 ml do tampon de lise nun tubo para centrifugar de 50 ml.

Engadir os 6 ml de sangue periférico e mesturar invertendo o tubo 5 veces.

2. Centrifugar durante 5 minutos a 2000 x g nunha centrifuga

3. Rexeitar o sobrenadante e deixar o tubo invertido sobre papel secante

durante 2 minutos, tendo coidado de que o precipitado non caia do tubo.

4. Engadir 5 ml da mestura tampén de desnaturalizaciéon/Proteasa,

preparada con antelacién segundo as seguintes indicaciéns:

- Reconstituir a proteasa liofilizada en tampdn de hidratacién.

- Calcular o volume total de sangue que se vai procesar, por cada 4 ml
de sangue hai que preparar 2 ml de tampo6n de desnaturalizacion e 20

ul da proteasa reconstituida.
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- Esta mestura debe utilizarse na seguinte hora a stia preparacion.

Pechar o tubo e pofier no vértex inmediatamente ata que o precipitado se
homoxeneice totalmente (3-4 pulsos de vortex a alta velocidade de 5

segundos). Revisar o tubo para asegurarse da correcta homoxeneizacidn.

5. Inverter o tubo 3 veces e colocalo no bafio, incubar a 65°C durante 10

minutos.

6. Engadir 5 ml de isopropanol (100%) e mesturar ben invertendo o tubo ata

que o precipitado de ADN sexa visible en forma de febras ou dun novelo.

7. Centrifugar durante 3 minutos a 2000 x g.

8. Rexeitar o sobrenadante e inverter o tubo sobre papel secante, tendo

coidado novamente de que o precipitado non saia do tubo.

9. Engadir 5 ml de etanol 6 70% e pofier no vortex durante 5 segundos.

10. Centrifugar durante 3 minutos a 2000 x g.

11. Rexeitar o sobrenadante e deixar o tubo invertido sobre papel secante
polo menos 5 minutos, tendo coidado unha vez mais de que o precipitado non

caia do tubo.

12. Deixar secar o precipitado de ADN 6 aire ata que se evapore todo o

liquido.
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13. Engadir 1 ml de tampdn de hidratacién, pofier no vdrtex durante 5
segundos a baixa velocidade e disolver o ADN incubandoo durante unha hora

a 65°C no bano.

O ADN obtido cuantificouse por espectrofotometria e posteriormente foi

almacenado a -20 2 ata a realizacion da PCR.

3.3.2 Realizacion da PCR

Realizouse un experimento para cada alelo HLA-DRB1 estudado. Utilizaronse

os cebadores descritos por Olerup et al. en 1992 [124] (Anexo 1).

A amplificacion mediante PCR realizouse segundo o seguinte protocolo:

1. Desconxelar reactivos a temperatura ambiente: tampén de PCR 10x,
mestura de dNTPs e solucions de cebadores e conservar en frios.
Mesturar ben utilizando vértex antes de usar para evitar diferenzas na
concentracion de sal.

2. Preparar unha mestura de reactivos con todos os compoiientes
necesarios para a PCR, agas o ADN (Taboa 3). Calcular o volume
necesario para o total de ensaios de PCR a efectuar, incluindo un
control negativo, e preparar un 10% mais. Manter en frio.

3. Mesturar os reactivos mediante vortex e centrifugar uns segundos
para recuperar todo o volume. Pipetear 24 pl da mestura de reactivos
en tubos para PCR de 1 ml. De seguido, engadir 1 pl de ADN a cada
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tubo e posteriormente centrifugar a baixa velocidade uns segundos
para recuperar todo o volume. Colocar no termociclador e programar
segundo o protocolo descrito na taboa 4. A temperatura de

anelamento varia en funcion do alelo estudado (Anexo 1).

Taboa 3. Composicion da mestura de reactivos para a PCR

Compoiientes Volume por reaccion

Tampo6n de PCR 10x 2,5 ul

Mestura de dNTPs (10 mM de cada) 0,8 ul

Cebador alelo F 0,5 pl
Cebador alelo R 0,5 ul
Cebador control interno F* 0,5 ul
Cebador control interno R* 0,5 pl

Taq ADN Polimerasa 0,1 pl
Auga destilada c.s.p. 24 ul
Volume total 24 ul
ADN 1ul
Volume final 25 ul

* Engadimos na mestura un control interno que amplifica unha secuencia de 434 pb do xene hGH

(human Groth Hormone), para comprobar o éxito da reaccién nos casos negativos.
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Taboa 4. Duracién e temperatura dos diferentes pasos da PCR

Tempo Temperatura
Desnaturalizacién inicial 2 94°C
Ciclo de 3 pasos
(30 ciclos)
Desnaturalizacion 20” 94°C
Anelamento 50” 50-68°C*
Extension 20” 72°C
Extension final : 5 72°C

*A temperatura de anelamento varia dependendo do alelo amplificado (Anexo 1)

3.3.3 Electroforese dos produtos PCR

Preparar xel con TBE 0,4% e agarosa de baixa electroendosmose (Low EEG)

6 2% na bandexa de electroforese. Cargar os produtos PCR e correr na cubeta

de electroforese a 250 V durante 60 minutos. Engadir na ultima cubeta

marcador de peso molecular (HyperLadder™ 25bp (Bioline Ltd, UK)).

Posteriormente ver resultado na camara baixo luz UV (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Visualizacion do xel de agarosa baixo luz UV tras electroforese dos produtos
PCR correspondentes 6 alelo HLA DRB1*15, de 197 pb. A banda de 434 pb corresponde 6
control interno que amplifica un fragmento do xene da hGH. A primeira columna pola
dereita corresponde 6 marcador de peso molecular (HyperLadder™ 25bp, Bioline Ltd., UK) e
a segunda 6 control negativo.
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Figura 7. Visualizacion do xel de agarosa baixo luz UV tras electroforese dos produtos
PCR correspondentes 6 alelo HLA DRB1*01, de 255 pb. A banda de 434 pb corresponde 6
control interno que amplifica un fragmento do xene da hGH. A primeira columna pola
dereita corresponde 6 marcador de peso molecular (HyperLadder™ 25bp, Bioline Ltd., UK) e
a segunda 6 control negativo.
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3.3.4 Interpretacion de resultados

Almacenouse unha foto en papel e outra en formato dixital dos produtos PCR
vistos baixo luz UV de cada experimento. Os resultados das PCRs
analizaronse en funcién dos tamafios descritos por Olerup e Zetterquist [124]
para os diferentes alelos HLA-DRB1. Estes resultados foron lidos de forma

independente por dous investigadores.

3.4 Recollida de Datos

Creouse unha base de datos informatica (no programa Microsoft Excel®
2010) con todalas variables cuantitativas e cualitativas recollidas. A cada
paciente asignoéuselle un cédigo numérico, cofiecido unicamente por dous dos

investigadores, co fin de preservar a intimidade dos suxeitos do estudio.

3.5 Aspectos Eticos

- 0 estudio foi aprobado polo Comité Etico de Investigacién Clinica de Galicia

(cédigo de rexistro CEIC Galicia 2011/175).

- Todos os suxeitos incluidos no traballo foron debidamente informados e
asinaron o consentimento informado segundo a Lei 41/2002, do 14 de
novembro, basica reguladora da autonomia do paciente e de dereitos e

deberes en materia de informaciéon e documentacion clinica: os dereitos da

93



Alelos HLA DRB1 no Lupus Eritematoso Incompleto

informacion sanitaria e da intimidade, e a Lei 3/2001, do 28 de maio,

reguladora do consentimento informado e da historia clinica dos pacientes.

- Todalas mostras bioldxicas obtidas foron procesadas e almacenadas a -20 @
en alicuotas de 1 ml rotuladas cun c6digo numérico co fin de impedir a sta
identificacién, manipulacién e divulgaciéon, cumprindo coa Lei Organica

15/1999, do 13 de decembro, de Proteccion de Datos de Caracter Persoal.

3.6 Analise Estatistica

As variables incluidas na folla de calculo, foron exportadas 6 programa IBM
SPSS Statistics version 19.0 (IBM Inc, 2010), co que se realizou a analise

estatistica.

Para as variables cualitativas calcularonse as proporcions cos seus intervalos
de confianza. As posibles asociacidns de caracteres analizaronse utilizando a

proba de Chi cadrado e alternativamente o test exacto de Fisher.

Para a descricion das variables cuantitativas utilizaronse a media e a
desviacidon estandar se a distribucion era normal, e a mediana e o rango

intercuartil (entre o cuartil 25 e o 75) para as variables moi asimétircas.

E para a comparacidén utilizaronse as correspondentes probas de diferenzas
de medias, paramétricas ou non paramétricas, dependendo de se as variables

se axustaban ou non 4 normalidade.
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Despois do estudo bivariado fixose un estudo de regresion loxistica binaria co
obxectivo de avaliar de xeito simultdneo os factores que presumiblemente
estan relacionados coa variable dependente (grupo LEI/LES) para cofecer o
seu efecto de forma axustada. Utilizouse o método de introducion de
covariables, introducindo unha por unha todas as variables que alcanzaran

significacion estatistica no estudio bivariado.

Calculouse o correspondente odds ratio para cada variable asociada e o seu

intervalo de confianza.

Considerouse significativa unha p<0,05, e nas comparacions multiples

aplicouse a correccién de Bonferroni.

3.7 Cronograma

A seleccion de pacientes e revision de historias clinicas comezou en outubro

de 2009 e prolongouse ata marzo de 2011.

En novembro de 2010 comezaron as entrevistas clinicas e as extraccions de

sangue, que remataron en xaneiro de 2012.

A andlise xenética iniciouse en xaneiro de 2011 e rematou en marzo de 2012.

O estudio estatistico e redaccion da tese comezou en abril de 2012.
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Resultados

4.1 Descricion das Series

Dun total de 196 pacientes seguidos na

consulta da Unidade de Trombose e
4 LEI

Vasculites e de Reumatoloxia con mais ¥ LES

dunha determinacion de ANA positiva a

Figura 8. Distribucién de pacientes por

titulo 21/160 entre o 1 de xaneiro de
grupos

2009 e o 31 de decembro de 2010, seleccionaronse 107 que cumprian
criterios de inclusién no estudio. Deses 107 pacientes descartaronse 6 (4 no
quixeron participar no estudio e 2 tiflan nese momento domicilio féra de
Galicia). Incluironse no estudio un total de 101 pacientes, dos que 41 foron

clasificados como LEI e 60 como LES (Figura 8).

4.1.1 Tempo de seguimento

No momento da inclusién de pacientes, a mediana do tempo de seguimento

na consulta era de 11,8 anos (IQR 6,3-20,3).

4.1.2 Tempo de evolucion dos pacientes con LEI

No momento da inclusion, o tempo de evolucién dende a primeira
manifestacion era de 7,3 anos (IQR 4,3-15,3). Habia 13 pacientes entre 2 e 5
anos de evolucion, e os 28 restantes tifian polo tanto mais de 5 anos de

evolucion (entre 5 e 26 anos) (Figura 9).
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Figura 9. Tempo de evolucion dos pacientes con LEIL. O tempo de
evoluciéon dende o inicio da enfermidade era de mais de dous anos en
todolos pacientes con LEI, e de mais de cinco anos no 73 % deles.

4.1.3 Tempo de evolucion dos pacientes con LES

Nos pacientes con LES, o tempo de evolucién da enfermidade estaba entre 2 e

36 anos, cunha mediana de 15,3 anos (IQR 8,8-21,3) (Figura 10).

= —
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Figura 10. Tempo de evolucion dos pacientes con
LES. A maior parte dos pacientes con LES
presentaban un tempo de evolucién da enfermidade
entre 5 e 25 anos, cunha mediana en 15,3 anos.
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4.2 Caracteristicas xenéticas: Alelos HLA DRB1

4.2.1 Estudio da frecuencia dos alelos HLA DRB1 en pacientes con

LEI e LES

Estudouse a frecuencia dos diferentes alelos HLA DRB1 comparando os

resultados entre os dous grupos de pacientes (Taboa 5).

Taboa 5. Comparaciéon de frecuencias dos distintos alelos HLA DRB1 entre o grupo de
pacientes con LEI e o grupo de LES.

DRB1 LEI n=41 (%) LES n=60 (%) p
*01 3(7) 6 (10) ns
*03 18 (44) 32 (53) ns
*04 6 (15) 6 (10) ns
*07 10 (24) 13 (22) ns
*08 3(7) 4(7) ns
*09 0 1(2) ns
*10 1(2) 0 ns
*11 11 (27) 5(8) 0,0136
*12 0 2(3) ns
*13 12 (29) 15 (25) ns
*14 1(2) 3(5) ns
*15 3(7) 15 (25) 0,0167
*16 0 5(8) ns
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Unha vez analizadas as frecuencias dos alelos HLA DRB1 estudados, vemos
que tanto no grupo de LEI como no de LES, o mais frecuente é o HLA
DRB1*03, seguido do HLA DRB1*13. Detéctanse diferenzas significativas nos
alelos HLA DRB1*11 e DRB1*15, o primeiro mais frecuente entre os

pacientes con LEI e o segundo entre os pacientes con LES (Taboas 5 e 6).

Taboa 6. Alelos HLA DRB1 diferentes entre grupo LEI e LES

Alelo DRB1 OR IC95%
*11 4,033 1,281-12,699
*15 0,237 0,064-0,880

Na andlise de regresion loxistica binaria, vemos que o alelo HLA DRB1*11
mantén a significacion estatistica, mentres que as diferenzas no HLA

DRB1*15 deixan de ser significativas (Taboa 7).

Taboa 7. Regresion loxistica: Comparacion alelos HLA DRB1 entre LEI e LES

Alelo DRB1 p OR IC95%
*15 0,053 3,725 0,983-14,107
*11 0,032 0,279 0,087-0,897
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4.2.2 Comparacion dos alelos HLA DRB1 co grupo de controis sans

Comparamos as frecuencias dos diferentes alelos HLA DRB1 no total dos 101
pacientes con lupus (LEI e LES) coas observadas nun grupo de 59 individuos
sans (apareados por idade e sexo co grupo de LES). Detectamos diferenzas
significativas na frecuencia do alelo HLA DRB1*03, mais frecuente nos
pacientes con LES e LEI, e do alelo HLA DRB1*01, mais frecuente no grupo de

individuos sans (Taboa 8).

Taboa 8. Alelos HLA DRB1 en lupus e en individuos sans

DRB1 LEI + LESn=101 (%)  Controis n=59 (%) p

*01 9(9) 15 (25) 0,0056
*03 45 (45) 8 (14) <0,0001
*04 12 (12) 10 (17) ns

*Q7 13 (13) 16 (27) ns

*08 7(7) 4(7) ns

*09 1(1) 0 ns

*10 1(1) 2(3) ns

*11 16 (16) 14 (24) ns

*12 0 2(3) ns

*13 27 (27) 18 (31) ns

*14 4(4) 6 (10) ns

*15 18 (18) 8 (14) ns

*16 5(5) 6(10) ns

103



Alelos HLA DRB1 no Lupus Eritematoso Incompleto

0 separar os pacientes por grupos e comparalos co grupo de individuos sans,
atopamos as mesmas diferenzas nos alelos HLA DRB1*01 e DRB1*03. Pero
ademais, a frecuencia do alelo HLA DRB1*16 ¢é significativamente maior no

grupo de individuos sans comparado co grupo de LEI (Taboa 9).

Taboa 9. Comparacién dos alelos HLA DRB1 entre controis sans e LEI

DRB1 LEI n=41 (%) Controis n=59 (%) p
*01 3(7) 15 (25) 0,0150
*03 18 (44) 8 (14) 0,0008
*04 6 (15) 10 (17) ns
*07 10 (24) 16 (27) ns
*08 3(7) 4(7) ns
*09 0 0 ns
*10 1(2) 2(3) ns
*11 11(27) 14 (24) ns
*12 0 2(3) ns
*13 12 (29) 18 (31) ns
*14 1(2) 6 (10) ns
*15 3(7) 8 (14) ns
*16 0 6(10) 0,0378
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Doutra banda, comparando o grupo de pacientes con LES co de individuos
sans, ademais das diferenzas antes sinaladas nos alelos HLA DRB1*01 e HLA
DRB1*03, obsérvase unha frecuencia significativamente menor do alelo HLA

DRB1*11 nos pacientes con LES (Taboa 10).

Taboa 10. Comparacion dos alelos HLA DRB1 entre controis sans e LES

DRB1 LES n=60 (%) Controis n=59 (%) p
*01 6 (10) 15 (25) 0,0254
*03 27 (45) 8 (14) 0,0002
*04 6 (10) 10 (17) ns
*Q7 13 (22) 16 (27) ns
*08 4(7) 4(7) ns
*09 1(2) 0 ns
*10 0 2(3) ns
*11 5 (8) 14 (24) 0,0198
*12 2 (3) 2(3) ns
*13 15 (25) 18 (31) ns
*14 3(5) 6(10) ns
*15 15 (25) 8 (14) ns
*16 5(8) 6 (10) ns
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Polo tanto tédolos pacientes con lupus (LEI e LES) tefien un comportamento
semellante fronte 6s individuos sans, cunha maior frecuencia do alelo HLA

DRB1*03 e menor do DRB1*01 (Figura 11).
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*01 *03

Figura 11. Frecuencia dos alelos HLA DRB1*01 e DRB1*03 nos tres grupos estudados.
O alelo HLA DRB1*01, considerado protector fronte 6 LES, ten unha frecuencia
significativamente menor nos grupos de lupus (LEI e LES) que no de controis sans (p
0,0056). O alelo HLA DRB1*03, que é o que se asociou 6 LES de forma mas consistente,
presenta maior frecuencia nos grupos de lupus (LEI e LES) ca no grupo control san, sendo
esa diferenza estatisticamente significativa (p<0.0001).

Os alelos HLA DRB1*11 e DRB1*15, cunhas frecuencias que amosan
diferenzas significativas entre os grupos de LEI e de LES, parecen mostrar un

gradiente 6 engadir o grupo de controis sans (Figura 12).

106



Resultados
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Figura 12. Frecuencia dos alelos HLA DRB1*11 e DRB1*15 nos tres grupos estudados.
A frecuencia do alelo HLA DRB1*11, considerado protector fronte 6 LES, forma un gradiente
inverso 6 presentado pola frecuencia do alelo DRB1*15, asociado 6 desenvolvemento de LES.
O alelo HLA DRB1*11 é significativamente mais frecuente entre os pacientes con LEI ca no
grupo de LES (0,0136), quedando o grupo control san en medio. En cambio o alelo DRB1*15
é menos frecuente no grupo de LEI ca no de LES (p 0,0167), quedando outra vez o grupo
control cunha frecuencia intermedia.
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4.3 Caracteristicas Demograficas

4.3.1 Sexo

Dos 101 pacientes, 95 eran mulleres e 6 homes, o que dd unha ratio
muller:home de 15,8:1. No grupo de LEI non habia ningiin home, mentres que
no de LES eran 54 mulleres e 6 homes (ratio de 9:1) (Figura 13). A
proporcién muller:home foi significativamente maior no grupo de LEI ca no

de LES (p 0,0395).

100%
80%
60%
40%
20%

0% < —= S

LEI LES

B Homes

B Mulleres

Figura 13. Distribucion por sexos en ambos
grupos. No grupo de LES a ratio muller:home
foi de 9:1, mentres que no grupo de LEI non
houbo ningtin home.

4.3.2 Idade de inicio da enfermidade

No total de pacientes a idade de inicio da enfermidade foi de 35,6 anos, cunha
DE de 15,8. No grupo de LEI a idade de aparicién da primeira manifestacion
da enfermidade foi de 41,2 anos (DE 15,2), e de 31,8 anos no grupo de LES
(DE 15,1), diferenza que acadou significacion estatistica, cunha p 0,0015

(Figura 14).
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Idade 12 manifestacién
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Figura 14. Idade da  primeira
manifestacion. Nos pacientes con LEI, a
idade de inicio da enfermidade foi maior ca
nos pacientes con LES (p 0,0015)

4.3.3 Idade de diagnostico da enfermidade

Algo semellante aconteceu coa idade de diagndéstico, que no total de pacientes
foi de 39,0 anos (DE 16,1). No grupo de LEI a idade no momento do
diagnostico foi de 43,7 anos (DE 15,1) (Figura 15), mentres que no de LES foi

de 35,7 anos (DE 16,1) (p 0,0063).

Idade de diagnéstico
S T - R T T

! q

CLEI LES

Figura 15. Idade de diagnéstico da
enfermidade. No grupo de LEI a idade de
diagnéstico da enfermidade foi maior ca no
grupo de LES (p 0,0063)
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4.4 Caracteristicas Clinicas

4.4.1 Numero de manifestacions de presentacion

A maior parte dos pacientes, de ambos grupos, desenvolveron a enfermidade

de forma gradual. E dicir, habia pacientes que 6 comezo da enfermidade

presentaban entre un e tres criterios.

Dos 60 pacientes con LES, 34 (57%) debutaron con menos de 4 criterios, e a

maior parte deles fixérono cun so criterio (Figura 16). Polo tanto, menos da

metade dos pacientes con LES presentaban catro ou mais criterios de

clasificacion 6 comezo da enfermidade.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 16. Numero de criterios de
presentacion pacientes LES. Un 57% dos
pacientes con LES debutaron con menos de 4
criterios, mentres que o resto presentaban
enfermidade definida dende o primeiro momento.
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4.4.2 Tempo desde primeira manifestacion ata o diagnostico de

LES

Nos 60 pacientes con LES definido, o tempo transcorrido entre a apariciéon da

primeira manifestacion e o diagnostico estaba entre 1 e 44 anos, cunha

mediana de 1,5 anos (IQR 0-5). Entre estes pacientes detectaronse tres casos

extremos nos que pasaran entre 19 e 44 anos desde o inicio da enfermidade

ata o diagnostico. O revisar caso por caso vemos que quizais estes intervalos

non fosen reais:

A primeira paciente presentara erupcion malar no ano 1951. Naquel
momento non habia evidencia de ningunha outra alteracion. Foi xa no
ano 1995 cando consultou novamente pola presenza de aftas orais e
alopecia. Nesa ocasion detectaronse ANA e anti-ADN e foi
diagnosticada de LES.

A segunda paciente fora diagnosticada en 1975 de lupus eritematoso
discoide con ANA negativo. En 1991, os autoanticorpos seguiron
sendo negativos. Catro anos mais tarde comeza a notar aftas orais, e
en 2007, cando consulta por artralxias, realizase unha determinacion
de autoanticorpos que € positiva para ANA e anti-ADN.

A terceira paciente debutou con artrite, aftas orais e alopecia en 1980.
A determinacion de ANA foi negativa nese momento. En 1998

presentou un cadro de pleurite e os ANA xa eran positivos.
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Nos tres casos hai un lapso de tempo importante entre a determinacion de
autoanticorpos negativa e a positiva. Podemos pensar que se trate de tres
casos de atraso diagnoéstico mais ca de evolucidon extremadamente lenta da
enfermidade, xa que os autoanticuopos poderian ser positivos anos antes do
diagnostico.

Considerando o total de pacientes con LES e excluindo estes tres casos
extremos, a mediana do tempo transcorrido entre a aparicién da primeira
manifestacién e o diagnéstico de LES foi de 1,0 ano (IQR 0-4,5). Os 5 anos

estaban diagnosticados o 75% dos pacientes, e 0 90% 6s 9 anos (Figura 17).

Pacientes diagnosticados
[

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Tempo 12 manifestacidén-diagndstico (anos)

Figura 17. Tempo de evolucién dende o inicio
da enfermidade ata o diagndstico de LES. O
50% dos pacientes estaban diagnosticados no
primeiro ano dende o inicio da clinica e 0 75% 6s
cinco anos.

Segundo o nuimero de criterios de presentacidn, o tempo ata o diagndstico
variou, sendo menor naqueles pacientes nos que a enfermidade se presentou

con tres criterios ca nos que se presentou cun (p 0,0063) (Taboa 11).
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Taboa 11. Tempo de evolucién ata o diagndstico de LES segundo o niimero de criterios de
inicio

N2 criterios de inicio

Tempo ata diagndstico 1 2 3
Mediana Anos (IQR) 5,0 (2,0-7,0)* 4,9 (2,0-8,9) 2 (0-2,2)
N 22 5 7

% 37 8 12

*Excluindo os tres casos atipicos; IQR rango intercuartil
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4.4.3 Manifestacions clinicas

As manifestacions clinicas mais frecuentes no grupo de LEI foron as
manifestacions hematoldxicas, a artrite, as aftas orais e a fotosensibilidade.
No grupo de LES, as manifestaciéons inmunoléxicas (presenza de anticorpos
anti-ADN e/ou anti-Sm) foron as mais frecuentes, seguidas das
hematoloxicas, artrite, fotosensibilidade, erupcion malar e aftas orais. En
xeral, como era esperable, todalas manifestacions clinicas reflectidas nos
criterios de clasificacién da enfermidade foron mais frecuentes no grupo de

LES ca no grupo de LEIL

4.4.3.1 Manifestacions muco-cutaneas

En conxunto, os criterios de afectacion cutanea foron significativamente mais
frecuentes nos pacientes con LES ca nos pacientes con LEI (Figura 18 e taboa

12).
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Figura 18. Manifestacions mucocutaneas en LEI e LES.
En conxunto, as manifestacions mucocutaneas son as
mais frecuentes en ambos grupos de pacientes. As
diferenzas principais entre LEI e LES estan na presenza
de eritema malar (p 0,0001) e fotosensibilidade (p

0,0054).

Valoradas individualmente, s6 acadaron significacion estatistica as diferenzas

na frecuencia de fotosensibilidade e de erupcion malar.

Taboa 12. Manifestaciéns mucocutaneas en LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60(%) p

OR (IC 95%)

Erupciéon malar 2 (5) 27 (45) 0,0001 15,95(3,53-72,17)
Lupus discoide 3 (7) 5(8) ns
Fotosensibilidade 10 (24) 31 (52) 0,0054 3,31(1,38-7,94)
Aftas orais 11 (27) 27 (45) ns
Total Cutaneas 21 (51) 48 (80) 0,0023 3,81 (1,58-9,19)
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4.4.3.2 Manifestacions articulares

Malia que a artrite é unha das manifestaciéns mais frecuentes entre os
pacientes con LEI, s6 un terzo deles a presentaban. Tamén se valorou a

presenza de artralxias naqueles pacientes que non presentaban artrite

(Figura 19).
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Figura 19. Manifestacions articulares no LEI e no
LES. Malia que a artrite é unha das manifestacions
mais frecuentes nos pacientes con LEI, a frecuencia
observada no grupo de LES foi o dobre da
observada entre os pacientes con LEI (p 0,0001).

A frecuencia de artrite tamén foi maior entre os pacientes con LES ca entre os

pacientes con LEI (Taboa 13).

Taboa 13. Manifestacions articulares en LEI e LES

LEI n=41 (%) LESn=60(%) p OR (IC95%)
Artrite 13 (32) 45 (75) 0,000 6,46 (2,68-15,78)
1
Artralxias* 3 (7) 6 (10) ns
Total Articulares 16 (39) 51 (85) ns

*Artralxias SEN artrite (% sobre o total de pacientes)
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4.4.3.3 Serosite

Dos 22 pacientes con LES que presentaron serosite, 6 sufriron tanto pleurite
coma pericardite, de xeito simultdneo ou non, e o resto s6 presentaron unha
das afectaciéns. No grupo de LEI, os tres pacientes afectados de serosite

presentaron afectacion pleural e pericardica (Figura 20).
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Figura 20. Serosite en LEI e LES. A pleurite e a pericardite foron
mais frecuentes no grupo de LES, pero s6 a pleurite mostrou unha
diferenza estatisticamente significativa (p 0,0021).

S6 a diferenza na frecuencia de pleurite acadou significacion estatistica entre

grupos. (Taboa 14).

Taboa 14. Serosite en LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60(%) p OR (IC 95%)
Pleurite 3 (7) 19 (32) 0,0021 5,87 (1,60-21,43)
Pericardite 3 (7) 9 (15) ns
Total Serosites 3(7) 22 (37) 0,0004 7,33 (2,02-26,57)
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4.4.3.4 Manifestacions renais

Dos 21 pacientes con afectacion renal sé se fixo biopsia en 16, todos eles con
LES. Unha das biopsias non foi concluinte porque a mostra era insuficiente.
Das 15 restantes, unha foi mesanxial minima (tipo I), outra proliferativa
mesanxial (tipo II), unha focal segmentaria (tipo III), 11 proliferativas difusas

(tipo IV) e unha membranosa (tipo V).

Os dous pacientes con LEI e manifestacidns renais non necesitaron
tratamento a maiores de corticoides e hidroxicloquina, e a sta funcion renal
no momento do estudo era normal. Dada a boa evolucién en ausencia de
tratamento especifico, é probable que as alteracions renais que presentaron
estes pacientes (alteracion do sedimento urinario e/ou proteinuria) fosen
doutra causa e non por nefropatia lupica. De calquera xeito, dado que a
recolleita de datos se realizou de forma retrospectiva, considerouse que
cumprian criterio de afectaciéon renal xa que o clinico responsable asi o

recollia na historia clinica.
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Figura 21. Manifestacions renais en LEI e
LES. S6 dous dos pacientes do grupo de LEI
mostraron alteracions renais (alteraciéon do
sedimento urinario e/o proteinuria), mentres
que no grupo de LES estaban presentes nun
terzo dos pacientes (p 0,0004).

Entre os pacientes con LEI a presenza de manifestacions renais foi menor ca

entre os pacientes con LES, cunha OR de 9,04 (Figura 21 e taboa 15).

Taboa 15. Manifestacions renais en LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60 (%) p OR (IC 95%)
Manifestacions renais 2 (5) 19 (32) 0,0004 9,04 (1,97-41,38)
4.4.3.5 Manifestacions neuroloxicas

A frecuencia de afectacién neuroldxica, establecida en funciéon dos criterios
neuroldxicos de lupus (convulsions e/ou psicose) foi baixa en ambos grupos,
ainda que coémpre destacar que unha paciente no grupo de LEI presentou
convulsiéns (Figura 22). Esta enferma presentaba ademais afectacién
hematolo6xica, con trombopenia e leucopenia, ademais de ANA. Realizouse

RM cerebral na que non se apreciaban alteracions e os anticorpos
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antifosfolipido foron negativos. Dado que non se atopou outra causa das

crises comiciais, o cadro foi atribuido 6 lupus.
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Figura 22. Manifestaciéns neuroloxicas en LEI e
LES. O nimero de pacientes afectados foi moi baixo,
polo que malia de seren mais frecuentes no grupo
de LES non se demostraron diferenzas
significativas.

No estudo comparativo non se detectaron diferenzas entre ambos grupos de

pacientes (Taboa 16).

Taboa 16. Manifestaciéns neuroldxicas en LEI e LES

LEI n=41 (%) LES n=60 (%) p
Convulsiéons 1 (2) 3(5) ns
Psicose 0 1(2) ns
Total Neuroléxicas 1(2) 4 (7) ns
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4.4.3.6 Manifestacions hematoloxicas

Das 14 pacientes do grupo de LEI con manifestacions hematoloxicas, 8 sé

presentaban unha alteracién, mentres que o resto presentaban duas.

No grupo de LES, unha paciente recibiu Rituximab, outra IglV e outra
Rituximab e IgIV polas alteraciéns hematol6xicas, fundamentalmente
trombopenia. O resto de pacientes foron adecuadamente controladas con

corticoides e/ou hidroxicloroquina.
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Figura 23. Manifestacions hematoloxicas en LEI
e LES. Tédalas alteraciéns hematoloxicas foron
mais frecuentes nos pacientes con LES ca no grupo
de LEI, e esa diferenza foi estatisticamente
significativa en tédolos casos agads na
trombopenia.

En conxunto, as manifestaciéns hematoloxicas foron mais frecuentes nos
pacientes con LES, e detectaronse diferenzas en tdédalas alteraciéons

hematolo6xicas agas na trombopenia (Figura 23 e tdboa 17).
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Taboa 17. Manifestaciéons hematoldxicas en LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60(%) p OR (IC 95%)
Anemia HAI 0 13 (22) 0,0001 -
Trombopenia 6 (15) 13 (22) ns
Leucopenia 8 (20) 31(52) 0,0008 4,41 (1,75-11,10)
Linfopenia 6 (15) 25 (42) 0,0028 4,17 (1,52-11,40)
Total hematoldxicas 14 (34) 46 (77) 0,0001 6,34 (2,63-15,28)
4.4.3.7 Manifestacions inmunoloxicas

Entre as pacientes con LEI habia 5 con determinacidns positivas para

anticorpos anti-ADN nalgin momento da enfermidade (Figura 24). Nestas

pacientes, os anticorpos anti-ADN e ANA ian acompafados de trombopenia e

leucopenia en dous casos, artralxias nun caso, lupus discoide noutro e artrite

no restante. A paciente con anticorpos anti Sm presentaba unicamente

criterios inmunoloxicos.
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Figura 24. Manifestacions inmunoléxicas en
LEI e LES. A presenza de autoanticorpos anti-
DNA e anti-Sm foron significativamente mais
frecuentes no grupo de LES ca no de LEI (p
0,0001 para anti-DNA e p 0,0025 para anti-Sm).
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As diferenzas no conxunto de manifestacions inmunoldxicas foron claras,
cunha OR de 21,09 (Taboa 18). Por separado, a frecuencia dos autoanticorpos

anti-ADN e anti-Sm, tamén amosaron diferenzas significativas.

Taboa 18. Manifestacions inmunoldxicas en LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60(%) p OR (IC95%)
Anti ADN 5 (12) 38 (63) 0,0001 12,44 (4,25-36,36)
AntiSm 1(2) 13 (22) 0,0025 11,06 (1,39-88,31)
Total Inmunoldxicas 6 (15) 47 (78) 0,0001 21,09 (7,29-60,98)

Polo desefio do estudo, o 100% dos pacientes en ambolos dous grupos

presentaban ANA positivos.
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Figura 25. Outros autoanticorpos en LEI e LES. Os
autoanticorpos asociados a LES que non forman parte dos
criterios de clasificaciéon de LES tamén foron mais frecuentes
entre os pacientes con LES ca entre os pacientes con LEI,
ainda que sé a diferenza de frecuencia de anti-RNP acadou
significacidn estatistica (p 0,02).
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Entre os outros autoanticorpos estudados (aqueles que non forman parte dos
criterios de clasificacion), s6 o anticorpo anti-RNP foi significativamente mais

frecuente nos pacientes con LES (Figura 25 e tdboa 19).

Taboa 19. Outros autoanticorpos en LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60 (%) p OR (IC 95%)
Anti RNP 1(2) 10 (17) 0,02 8,16 (1,00-66,50)
Anti SSA 8 (20) 22 (37) ns
Anti SSB 3(7) 9 (15) ns
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4.4.4 Manifestacions de inicio

Como primeira manifestaciéon tanto no grupo de LEI como no de LES, sacando
a presenza de ANA, as mais frecuentes foron a artrite e as alteracions
hematoloxicas, das que no grupo de LEI a madis frecuente foi a trombopenia e

no grupo de LES foron a anemia e a leucopenia.

Se se valoran en conxunto, as manifestacions mucocutianeas foron as mais
frecuentes 6 comezo da enfermidade nos dous grupos. Dentro delas, as mais
frecuentes nos pacientes con LES foron a erupciéon malar e a
fotosensibilidade, mentres que nos pacientes con LEI foron as aftas orais

(Figura 26).
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Figura 26. Manifestacions mucocutaneas como 12
manifestacion de lupus en LEI e LES. La presenza de
aftas orais 6 inicio da enfermidade foi a unica
manifestacién mucocutdnea mais frecuente entre os
pacientes con LEI ca entre os LES. As unicas
manifestacions que mostraron diferenzas significativas
entre grupos foron a erupcién malar (p 0,0004) e a
fotosensibilidade (p 0,0471).
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S6 as diferenzas na frecuencia de erupcién malar e fotosensibilidade

acadaron significacion estatistica (Taboa 20).

Taboa 20. Manifestaciéns mucocutianeas como primeira manifestacion en LEI e LES

LEIn=41 LESn=60 (%) P OR (IC95%)
Erupcién malar 2(5) 19 (32) 0,0004 9,04 (1,97-41,38)
LE discoide 3(7) 4(7) ns
Fotosensibilidade 5 (12) 17 (28) 0,0471  2,85(0,96-8,47)
Aftas orais 7(17) 8(13) ns
Total mucocutaneas 15 (37) 36 (60) 0,020 2,6 (1,15-5,9)

No tocante as manifestacions articulares, as artralxias non puideron ser
valoradas como primeira manifestacion porque sé se recolleu o dato de

artralxias en calquera momento da enfermidade.
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Figura 27. Artrite como 12 manifestacion
de lupus en LEI e LES. A artrite 6 inicio da
enfermidade foi significativamente mais

frecuente entre os pacientes con LES ca no
grupo de LEL
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A artrite foi mais frecuente entre os pacientes con LES ¢ inicio da

enfermidade (Figura 27 e taboa 21).

Taboa 21. Artrite como primeira manifestacion en LEI e LES

LEIn=41(%) LESn=60 (%) p OR (IC 95%)

Artrite 9 (22) 28 (47) 0,010 3,11 (1,27-7,63)

As serosites foron pouco frecuentes como manifestaciéns de inicio (Taboa

22), aparecendo na maioria dos casos durante a evolucion clinica.
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Figura 28. Serosite como 12 manifestacion de lupus en LEI e
LES. As serosites foron pouco frecuentes en ambos grupos e non
se demostraron diferenzas significativas entre LEI e LES 6 inicio da
enfermidade.

No grupo de pacientes con LES non houbo ningun caso de pericardite (Figura

28), e non se detectaron diferenzas significativas entre grupos.

Taboa 22. Serosite como primeira manifestacion en LEI e LES

LEI n=41 (%) LES n=60 (%) p

Pleurite 1(2) 6 (10) ns

Pericardite 2 (5) 0 ns

Total serosite 2(5) 6 (10) ns

As alteraciéns renais e do SNC foron incluso menos frecuentes cas serosites

como primeira manifestacion da enfermidade (Figuras 29 e 30).

Entre os pacientes con LES aproximadamente un 25% dos casos de
nefropatia ocorreron 6 inicio da enfermidade. No grupo de LEI os dous tnicos
pacientes que presentaron alteracions renais fixérono tamén ¢ inicio da

enfermidade.
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Figura 29. Alteraciéns renais como 12
manifestacion de lupus en LEI e LES. Os dous
Unicos pacientes que presentaron alteracions
renais no grupo de LEI fixérono 6 comezo do
cadro. No grupo de LES, un 25% dos pacientes
con alteracién renal presentdrona como
primeira manifestaciéon. Non se demostraron
diferenzas - significativas entre grupos na
frecuencia de alteracidns renais 6 comezo do
cadro.

Non se demostraron diferenzas entre LEI e LES na presenza de alteracions

renais 6 comezo da enfermidade (Taboa 23).

Taboa 23. Alteraciéns renais como primeira manifestacion en LEI e LES

LEIn=41(%)  LES n=60 (%) p

Manifestacions renais 2(5) 5(8) ns

S6 houbo dous casos de afectacién neuroldoxica 6 comezo da enfermidade, e

ambos foron episodios de convulsiéns (Figura 30).
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Figura 30. Manifestacions neuroléxicas como 12
manifestacion de lupus en LEI e LES. Un tnico
paciente en cada grupo presentou convulsions 6
comezo do cadro que foron atribuidas 6 lupus. Non se
demostraron diferenzas significativas entre grupos.

Non houbo ninguin caso de psicose nin no grupo de LES nin no grupo de LEL
Coma nos casos de nefropatia, o unico paciente con LEI con alteracidns

neuroldxicas presentounas ¢ comezo da enfermidade. Non se demostraron

diferenzas entre grupos (p 0,786) (Taboa 24).

Taboa 24. Manifestacidons neuroléxicas como primeira manifestacion en LEI e LES

LEI n=41 (%) LES n=60 (%) p

Convulsions 1(2) 1(2) ns

Psicose 0 0 ns

Total neuroldxicas 1(2) 1(2) ns

As manifestacions hematoldxicas foron frecuentes 6 comezo da enfermidade

tanto no grupo de LEI como no de LES (Figura 31). Entre os pacientes con
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LEI, habia fundamentalmente casos de trombopenia e linfopenia, e entre os

pacientes con LES eran mais frecuentes a leucopenia e a linfopenia.
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Figura 31. Manifestacions hematoléxicas como 12
manifestacion de lupus en LEI e LES. Ainda que tédalas
alteracions hematoldxicas foron mais frecuentes entre os
pacientes con LES 6 inicio da enfermidade, s6 a anemia
hemolitica autoinmune e a leucopenia mostraron diferenzas
significativas co grupo de LEI (p 00071 e p 0,043
respectivamente).

En conxunto, as manifestacions hematoloxicas son significativamente mais

frecuentes nos pacientes con LES, do mesmo xeito que a anemia HAI e a

leucopenia (Taboa 25).

Taboa 25. Manifestacions hematoldxicas como primeira manifestacion en LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60 (%) p OR (IC95%)
Anemia HAI 0 9 (15) 0,0071 -
Trombopenia 5(12) 8(13) ns
Leucopenia 3(7) 13 (22) 0,043 3,5(0,93-13,20)
Linfopenia 4(10) 10 (17) ns
Total Hematolo6xicas 9 (22) 26 (43) 0,0242 2,72 (1,11-6,68)
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Para rematar, as manifestacions inmunoléxicas, sen contar a presenza de
ANA, foron pouco frecuentes no grupo de pacientes con LEI. En cambio, mais
dun terzo dos pacientes con LES presentaba estas alteraciéons 6 comezo da

enfermidade (Figura 32).
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Figura 32. Manifestacions inmunoléxicas como 12
manifestaciéon de lupus en LEI e LES. S6 a diferenza na
presenza de autoanticorpos anti-DNA 6 inicio da enfermidade
foi estatisticamente significativa (p 0,0026).

As diferenzas na presenza de anticorpos anti-ADN son significativas, pero
non é asi para os anticorpos anti-Sm (Taboa 26). A presenza doutros
autoanticorpos 6 comezo da enfermidade non puido ser analizada xa que este

dato non se recolleu de forma cronoloéxica.
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Taboa 26. Manifestaciéns inmunoléxicas como primeira manifestacion de LEI e LES

LEIn=41 (%) LESn=60 (%) P OR (IC95%)
Anti ADN 2(5) 16 (27) 0,0026 7,09 (1,53-32,8)
Anti Sm 0 4(7)
Total Inmunoléxicas 2(5) 22 (37) 0,0001 11,29 (2,48-51,36)
ANA 21 (51) 37 (62)

4.4.5 Estudio de regresion loxistica das manifestacions clinicas

Tralo estudo bivariado realizouse unha analise de regresion loxistica binaria.

En primeiro lugar analizaronse as manifestacions clinicas 6 longo da
enfermidade nos grupos de LEI e de LES. As diferenzas clinicas que

mantiveron significacion estatistica son as amosadas na taboa 27.

Taboa 27. Regresion loxistica binaria: Manifestacions clinicas en LEI e LES

p OR IC95%
Erupcién malar 0,001 1168,896 17,309-78938,900
Fotosensibilidade 0,009 158,516 3,593-6993,027
Artrite 0,004 91,449 4,309-1940,863
Pleurite 0,002 1585,145 13,602-184731,357
Leucopenia 0,015 97,468 2,409-3943,977
Linfopenia 0,018 21,269 1,690-267,644
Anti-ADN 0,005 127,433 4,418-3675,293
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7z

O analizar as manifestacions de inicio da enfermidade en ambos grupos,
vemos que s6 a erupcion malar e a artrite mantiveron a significacion

estatistica (Taboa 28).

Taboa 28. Regresion loxistica: Caracteristicas de inicio en LEI e LES

p OR IC 95%
Erupciéon malar inicio 0,003 10,779 2,279-50,975
Artrite inicio 0,006 3,726 1,447-9,597
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4.5 Estudio da Frecuencia de Alelos HLA DRB1 por

Manifestacions Clinicas

Realizouse en primeiro lugar un estudo bivariado para avaliar a relacién
entre as diferentes manifestacions clinicas do lupus e os alelos HLA DRB1.
Para iso incluironse os 101 pacientes con lupus (LEI e LES) do estudo.
Nalgins casos houbo asociacion de alelos HLA DRB1 coa presenza de

caracteristicas clinicas (Taboa 29) e noutros coa ausencia (Tdboa 30).

Taboa 29. Asociacions positivas de alelos HLA DRB1 con manifestacions clinicas de lupus

DRB1 Manifestacidn clinica P
*04 Aftas orais 0,031
Lupus discoide 0,006
*15 Erupcién malar 0,031
Aftas orais 0,023
*01 Anemia HAI 0,015
Serosite 0,039

Posteriormente realizouse o estudo de regresiéon loxistica binaria. Neste
estudo multivariado mantivéronse tédalas asociaciéons agds a do alelo HLA
DRB1*13 coas aftas orais. Ademais mostrou asociaciéon entre o alelo HLA

DRB1*12 e o lupus discoide (Taboa 31).
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Taboa 30. Asociacions negativas de alelos HLA DRB1 con manifestaciéns clinicas de lupus

DRB1 Manifestacion clinica P
*04 Artrite 0,016
*13 Aftas orais 0,017

Taboa 31. Regresidn loxistica binaria: Alelos HLA DRB1 segundo manifestacidns clinicas

DRB1 Manifestacion clinica P OR I1C95%

*01 Anemia HAI 0,022 9,052 1,378-59,440
Serosite 0,009 11,440 1,83-71,494

*04 Lupus discoide 0,003 10,625 2,224-50,765
Aftas orais 0,017 6,475 1,388-30,206
Artrite 0,023 0,168 0,036-0,779

*12 Lupus discoide 0,020 118,72 2,120-6648,92

*15 Aftas orais 0,038 4,637 1.087-19.779
Eritema malar 0,028 5,544 1,204-25,538
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4.6 Estudio da Frecuencia dos Alelos HLA DRB1 por

Autoanticorpos

Analizando a presenza dos diferentes autoanticorpos segundo os alelos HLA
DRB1, atopamos asociaciéon entre o anticorpo anti-ADN e o alelo HLA
DRB1*16 (p 0,0122). Ademais demostrouse asociacion positiva do anticorpo
anti-SSA co alelo HLA DRB1*15 (p 0,0289) e asociacion negativa co alelo HLA
DRB1*11 (p 0,0179). Asi mesmo, o anticorpo anti-SSB asociouse 6 alelo HLA

DRB1*03 (p 0,0272) (T4boa 32).

Taboa 32. Asociacién entre alelos HLA DRB1 e autoanticorpos relacionados co lupus

Autoanticorpos Alelos asociados p

Anti ADN *16 0,012

Anti Sm Ningtin

Anti SSA *15 0,029
*11 0,011

Anti SSB *03 0,015

Anti RNP Ningan

O realizar o estudio multivariado, sé a asociacién do anti-SSA co alelo HLA

DRB1*11 mantivo a significacién estatistica (Taboa 33).

Taboa 33. Regresion loxistica: Asociacion de autoanticorpos e alelos HLA DRB1 en LEI e LES

P OR 1C 95%

Anti-SSA/DRB1*11 0,024 0,074 0,008-0,713
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O lupus eritematoso incompleto (LEI) é unha entidade pouco estudada, ainda
que relativamente frecuente na practica clinica [104]. A introduciéon dos
criterios de clasificacion do LES supuxo un avance a hora de homoxeneizar
grupos de pacientes, ainda sabendo que algins casos podian quedar féra. A
sensibilidade dos criterios propostos polo ACR rolda o 90% (entre o 72 e o
97% segundo os diferentes estudos [125-130]), e o seu uso para o
diagnostico da enfermidade deu lugar a un grupo de pacientes que, malia ter
datos claros de enfermidade, non entraban na definicion. De ai a necesidade

de agrupalos baixo outra denominacion como a de LEI [101, 102]

5.1 Definicion de LEI

Como se comentou anteriormente, as definicions de LEI presentes na
literatura son moi variadas. Neste traballo utilizamos a nosa propia
definicion, que recolle os elementos das anteriores que a fan mais rigorosa,

concreta e homoxénea.

Consideramos que, ademais da presenza de menos de 4 criterios de
clasificacion de LES, a definicion de LEI debe incluir tres puntos

fundamentais:

- Presenza de ANA
- Exclusiéon doutras enfermidades autoinmunes

- Periodo de seguimento previo a inclusién de polo menos 2 anos
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Do mesmo xeito que Swaak et al. [101], na nosa definicién de LEI incluimos
como necesaria a positividade dos ANA, presentes en mais do 99% dos
pacientes con LES [131]. Co fin de diminuir 6 maximo a posibilidade de falsos
positivos, no noso estudo, e a diferenza da definicién de Swaak et al. [101] na
que non especificaban ningtn titulo de ANA, estableceuse un titulo de corte
para os ANA de 1/160, que ten unha sensibilidade e unha especificidade do

95% para o LES [132].

Doutra banda, se se incluisen os pacientes cun so criterio de clasificacion,
ainda que ese fose a presenza de ANA, aumentaria o risco de incluir falsos
positivos, xa que ata un 5% dos individuos con ANA a titulo 1/160 poden ser
considerados sans. Por iso acordamos que para a sua inclusién no grupo de

LEI os pacientes deberian ter polo menos dous criterios de LES.

Consideramos necesario descartar outras enfermidades autoinmunes que
poidan compartir caracteristicas clinicas e inmunoléxicas co LES, polo que a
presenza de criterios definitivos doutras enfermidades seria suficiente para

excluir un paciente.

Para rematar, por mor de que en moitos casos o LES é unha enfermidade que
se desenvolve de xeito gradual, indistinguible do LEI mentres non presenta
polo menos catro criterios, debemos engadir a definicion un periodo de
tempo previo 4 inclusiéon suficiente para que aqueles que finalmente van ser

LES poidan desenvolver a enfermidade. Con este fin escollemos un periodo
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de 2 anos dende o comezo da enfermidade en base a estudos previos, que
mostraban que ese era o tempo medio de desenvolvemento de LES naqueles

pacientes que se presentaban con menos de catro criterios [81, 133].

Na nosa serie, 0 57% dos pacientes do grupo de LES tiveron unha evolucion
gradual, é dicir, iniciaron a enfermidade con menos de 4 criterios. Pero
despois de 5 anos mais do 75% de todos os LES presentaban enfermidade
definida. Asi que un seguimento previo de 5 anos, coma no estudo de
Ganczarczyk et al. [97], reduciria ainda mais a probabilidade de que un
paciente con LEI puidese finalmente desenvolver LES, e que polo tanto fose
mal clasificado 6 incluilo no estudo, xerando dese xeito un sesgo na analise
xenética.

Con todo, no presente estudo, 6 analizar o tempo de seguimento na consulta
dende o inicio dos sintomas, comprobamos que o 68% dos pacientes con LEI
da nosa serie tifian un tempo de seguimento previo a inclusién maior de 5
anos, polo que a probabilidade de que estes pacientes acaben desenvolvendo
LES deberia ser moi baixa.

A nosa experiencia clinica e a doutros autores [81, 96-103] suxire que
efectivamente existe un grupo de pacientes clinica e inmunoloxicamente
semellantes 6 LES pero con menos de catro criterios de clasificacion que, pola
sua dotacion xenética ou outros factores que de momento se descofiecen,

nunca desenvolveran LES; ou que se chegasen a cumprir criterios de
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enfermidade definida, a sia gravidade clinica seria moito menor ca que

padecen os pacientes con LES que tefien un inicio mais explosivo.
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5.2 Estudo da Frecuencia dos Alelos HLA DRB1 no Lupus

5.2.1 LES enrelacion con controis sans

Os alelos HLA DRB1 foron estudados en multiples poboaciéons de LES. Do
mesmo xeito que a distribuciéon dos alelos HLA varia dunha poboacion a
outra, as asociacions atopadas entre devanditos alelos e o LES varian
dependendo da orixe étnica da poboacién estudada [61]. As asociacidns mais
consistentes co LES atoparonse nos alelos HLA DRB1*03 e HLA DRB1*15, e
en menor medida no HLA DRB1*08 [134]. Estes tres alelos son considerados
alelos de risco para o desenvolvemento de LES, cunhas OR de 2.2 a 3 no caso

do HLA DRB1*03 e de 1.6 para o HLA DRB1*15 e o DRB1*08 [67, 77].

Do mesmo xeito que se atoparon alelos mais frecuentes, tamén se viu que hai
alelos que son menos frecuentes nos pacientes con lupus ca nos controis
sans, como son o HLA DRB1*01, o DRB1*04 e o DRB1*11 [67, 135, 136],

considerados protectores fronte 6 desenvolvemento do LES.

Os traballos realizados en poboacions, étnica e xeograficamente, mais
proximas a nos serian os de Europa e os da peninsula ibérica [67, 137-139].
Estes estudos, do mesmo xeito que os realizados noutras areas xeograficas,
amosaron unha maior frecuencia do alelo HLA DRB1*03 en pacientes con LES
en comparacidon cos controis sans. O alelo HLA DRB1*15 tamén foi mais

frecuente entre os pacientes con LES ca entre os controis, pero sé nun dos
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traballos a diferenza foi estatisticamente significativa [67]. En cambio o alelo
HLA DRB1*08 non se asociou 6 LES en ningin dos estudos anteriormente

citados.

En canto 6s alelos protectores, dos estudos realizados na nosa contorna, s6 o
multicéntrico europeo de Galeazzi et al. demostrou asociacién negativa dos

alelos HLA DRB1*01, DRB1*04 e DRB1*11 [67].

Na nosa serie comprobouse a asociacién do alelo HLA DRB1*03 co LES, xa
que foi significativamente mais frecuente neste grupo que entre a poboacion
sa. O alelo HLA DRB1*15, malia ser mais frecuente no grupo de LES ca no de
controis sans, non demostrou diferenzas significativas. En cambio o alelo HLA
DRB1*08 presentou a mesma frecuencia en ambos grupos. Este patrén de
distribucién dos alelos HLA DRB1 no LES é concordante co descrito na
literatura e coincide exactamente cos datos do estudo de Sanchez et al,

realizado en poboacion espafiola [139].

Os outros dous alelos que se asociaron 6 LES na nosa serie son o HLA
DRB1*11 e o DRB1*01. Ambos alelos son considerados protectores fronte 6
LES e, do mesmo xeito que na literatura, tamén na nosa serie foron
significativamente menos frecuentes no grupo de LES ca no grupo de controis

sans.

Polo tanto, a nosa poboacion axtstase ¢ descrito na literatura, cunha maior

frecuencia do alelo HLA DRB1*03, que é o alelo HLA DRB1 que se asociou de
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xeito mais consistente 6 LES [134], e menor dos alelos HLA DRB1*01 e

DRB1*11, considerados protectores fronte a LES [67].
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5.2.2 Alelos HLA DRB1 no LEI

Asi coma nos pacientes con LES se realizaron maultiples estudos xenéticos que
estableceron a maior frecuencia dalguns alelos HLA DRB1, nos pacientes con

LEI ocorre todo o contrario.

Ata a data so6 se publicou un traballo que estude a rexién HLA nos pacientes
con LEIL. Neste traballo [97], realizado nunha poboacién canadense e
publicado en 1989, estudouse a frecuencia de diferentes antixenos HLA en 15
pacientes con LEI, comparandoos con pacientes diagnosticados de LES e cun
grupo de controis sans. Os autores atoparon nunha maior frecuencia do
antixeno DR3 (correspondente 6 alelo DRB1*03 [140]) tanto en pacientes
con LES coma con LEI 6 comparalos con controis sans. A vez atoparon unha
frecuencia diminuida do antixeno DR1 (correspondente 6 alelo DRB1*01)

nos pacientes clasificados como LEI que posteriormente desenvolveron LES.

Este estudo presentaba duas limitacions fundamentais: contaba con moi
poucos pacientes e utilizaba técnicas seroléxicas, moito menos precisas que
as actuais técnicas de tipado xenético por PCR. Malia que estes achados
orientaban cara a existencia de diferenzas xenéticas entre os pacientes con
LEI e os pacientes con LES, en todos estes anos non houbo ningin outro

intento de caracterizar os alelos HLA DRB1 nos pacientes con LEI.
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5.2.3 LEI en relacion con controis sans

Do mesmo xeito c6 observado no grupo de LES, os pacientes con LEI
presentaron unha maior frecuencia do alelo HLA DRB1*03 cds controis sans.
Asi mesmo o alelo protector HLA DRB1*01 foi menos frecuente entre os

pacientes con LEI ca na poboacion sa.

A menor frecuencia do alelo HLA DRB1*11 observada no grupo de LES non
ocorreu entre os pacientes con LEI, que presentaron unha frecuencia

semellante 4 dos controis sans.

Doutra banda, o alelo HLA DRB1*16 foi menos frecuente entre os pacientes
con LEI ca entre os controis. Este alelo asociouse positivamente ¢ LES,
fundamentalmente en poboaciéns de raza negra e en poboacions asiaticas
[141], ainda que tamén nalglns estudos de pacientes caucasicos [67, 142]. A
asociacion do alelo HLA DRB1*16 co lupus non é tan constante coma a dos
alelos DRB1*03, DRB1*15 ou DRB1*08, e ademais adoita ser mais débil cas
asociaciéons atopadas cos alelos anteriormente citados. A ausencia deste alelo
entre os nosos pacientes con LEI pode contribuir a atenuar a agresividade do
cadro clinico, xa que a sua presenza se asociou co desenvolvemento de

afectacidn renal, lupus discoide e linfadenopatias [67, 143].
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5.2.4 Diferenzas de alelos HLA DRB1 entre pacientes con LEI e

pacientes con LES

Ainda que fronte 6 grupo de controis sans o grupo de LEI e de LES
presentaban unha distribucién de alelos HLA DRB1 similar, 6 comparalos
entre eles atopamos diferenzas significativas en dous alelos: en primeiro
lugar, o alelo HLA DRB1*15 é menos frecuente no grupo de LEI ca no de LES,
e en segundo lugar unha maior frecuencia do HLA DRB1*11 no grupo de LEI

ca no de LES.

A asociacion de devanditos alelos co LES xa foi previamente descrita na

literatura.

- O alelo HLA DRB1*15 esta considerado como un alelo de risco, xa que
se comunicou que a sua presenza € maior nos pacientes con LES [67].
No noso estudo atopamos que este alelo é significativamente menos
frecuente entre os pacientes con LEI ca nos pacientes con LES, o que
poderia contribuir a que os LEI non desenvolvan LES.

- 0O alelo HLA DRB1*11 compértase de forma contraria ¢ anterior. A
presenza deste alelo é considerada protectora, xa que se detectadou
con menor frecuencia entre os pacientes con LES ca na poboacion
xeral [67]. Na nosa serie a frecuencia deste alelo foi significativamente
maior entre os pacientes con LEI ca entre os pacientes con LES. Polo

tanto, a maior presenza deste alelo protector nos pacientes con LEI
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pode ser outro factor mais que contriblia a que os pacientes con LEI

non desenvolvan LES.
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5.2.4.1 Alelo HLA DRB1*15

Estudos realizados en poboaciéns europeas e de EEUU (caucasicas) foron os
primeiros que detectaron a relacién existente entre o alelo HLA DRB1*15 (ou
DR2, como se denominaba cando se realizaban estudos seroldxicos) e o LES.
Estes traballos demostraron unha frecuencia significativamente elevada do
alelo HLA DRB1*15 en pacientes con LES. Malia que esta asociacion foi
posteriormente confirmada por multiples estudos [65, 72, 73, 77, 135, 144,
145], hai poboaciéns nas que a maior frecuencia deste alelo nos pacientes con
LES non alcanza significacion estatistica con respecto 6 grupo de controis

sans [74, 139, 142, 146-148].

Datos recentes suxeriron que o alelo HLA DRB1*15 non se asocia tanto co
desenvolvemento de LES en si coma con algunhas manifestacions clinicas da
enfermidade [147]. Neste senso comunicouse que o alelo HLA DRB1*15 é
mais frecuente en pacientes con LES e afectacién renal ca nos controis sans
[141, 147], ainda que non todos os estudos mostran resultados concordantes
[65, 135]. Isto poderia ser debido a que o alelo HLA DRB1*15 se asocie con
algins subtipos histoloxicos de glomerulonefrite ldpica mais que coa
afectacién renal globalmente entendida no lupus. En concreto parece que se
poderia asociar coas formas mais graves de glomerulonefrite,

fundamentalmente coa clase IV [147].
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Tamén se viron diferenzas na frecuencia do alelo HLA DRB1*15 noutros
subgrupos de pacientes con LES. Nun traballo no que se estudaron as
caracteristicas clinicas, seroloxicas e inmunoxenéticas de pacientes con LES,
con ou sen sindrome de Sjogren (SS) asociado, observouse que o alelo HLA
DRB1*15 non se distribuia de igual forma en tdédolos grupos [149]. A
frecuencia de devandito alelo amosaba un gradiente entre os diferentes tipos
de pacientes, sendo mais frecuente no grupo de LES sen SS, seguido dos
controis sans e por ultimo LES con SS. A diferenza entre ambos grupos de

LES, con e sen SS, foi estatisticamente significativa.

0 subgrupo de pacientes con LES e SS, é dicir, o que se asociou con menor
frecuencia de HLA DRB1*15, presentaba ademais outras caracteristicas
distintivas, como era un inicio mais tardio da enfermidade e un cadro clinico
mais leve c6 de LES sen SS. Este cadro clinico caracterizabase por unha

menor frecuencia de afectacion renal, trombopenia e linfadenopatias.

Os nosos pacientes presentaron un patron de distribucién similar do alelo
HLA DRB1*15, cunha frecuencia maior deste alelo entre os pacientes con LES,
seguido de controis sans e por ultimo pacientes con LEI (Figura 12). Ainda
que, polo desefio do estudo, os nosos pacientes con LEI non tifian SS, a sta
relacién co alelo HLA DRB1*15 coincide co mostrado polo grupo de LES con
SS do traballo de Manoussakis et al. [149], xa que igual ca eles, os nosos

pacientes con LEI presentaron unha menor frecuencia do alelo HLA
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DRB1*15, manifestacions clinicas de menor gravidade e un inicio mais tardio

da enfermidade cés pacientes do grupo de LES do noso estudo.

A asociacion entre a presenza do alelo HLA DRB1*15 e o inicio precoz da

enfermidade confirmouse en estudios sobre lupus xuvenil [150].

Polo tanto, pode considerarse que a menor frecuencia do alelo HLA DRB1*15,
asociado a maior incidencia de nefrite lapica grave e comezo do LES a unha
idade menor, poderia explicar a ausencia de nefrite lipica, a menor gravidade
clinica da enfermidade e o comezo dos sintomas a unha idade mais avanzada

nos pacientes con LEL
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5.2.4.2 Alelo HLA DRB1*11

Practicamente todolos datos que hai da relacién entre o alelo HLA DRB1*11 e
o LES orientan cara a que se trata dun alelo protector fronte 4 enfermidade,
xunto co HLA DRB1*04 e o HLA DRB1*01 [67, 135, 146]. Actualmente, pode
considerarse que o alelo HLA DRB1*11 protexe fronte 6 lupus grave,

caracterizado por nefropatia e linfopenia [67].

Tamén se comunicou que a presenza do alelo HLA DRB1*11 se asocia cunha
menor gravidade e intensidade da inflamacién noutras enfermidades
autoinmunes, como a artrite reumatoide ou a cirrose biliar primaria [151-
153]. Estudos realizados nesta ultima entidade, suxeriron que o alelo HLA
DRB1*1101 promove a tolerancia inmunoldxica 6s autoantixenos [154], o
que explicaria o efecto atenuante da inflamacién que se asociou coa sua

presenza.

O efecto protector do alelo HLA DRB1*11, que foi significativamente mais
frecuente nos nosos pacientes con LEI ca nos pacientes con LES, poderia
contribuir a que os pacientes con LEI non desenvolvan un cadro mais grave e

que polo tanto non desenvolvan LES.
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5.3 Caracteristicas Demograficas

Nas series de LEI publicadas a relacién muller:home é similar 4 dos pacientes
con LES. Na nosa serie non hai ningtin home con LEI, mentres que no grupo
de LES a relacion muller:home é de 9:1. Hai estudos que suxiren que o LES en
homes poderia ser mais grave ca en mulleres, con maior frecuencia de
afectacién renal e neurol6xica, pero debido 6 escaso nimero de pacientes
afectados, os resultados dos estudos non sempre foron concordantes [155,
156]. Se o LES se manifestase de forma mais agresiva entre os pacientes de
sexo masculino, caberia esperar tamén unha menor proporciéon de homes
entre os pacientes con LEI, que presentan un cadro clinico mais leve. Ainda
que tampouco podemos descartar que a ausencia de varons na nosa seria
sexa debida a baixa frecuencia de afectacion masculina xunto co niumero de

pacientes con LEI incluidos.

Na presente serie observamos que a idade de inicio e de diagndstico da
enfermidade foron significativamente maiores no grupo de LEI ca no grupo
de pacientes con LES. Este feito concorda co observado en todos os traballos
sobre LEI, nos que o inicio dos sintomas foi a unha idade mais avanzada nos
pacientes con LEI ca nos que tifian LES. Como xa se comentou previamente,
este feito poderia estar xeneticamente determinado pola ausencia do alelo

HLA DRB1*15 nos pacientes con LEI e a stia presenza nos enfermos con LES.
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5.4 Manifestacions Clinicas dos Pacientes con LEI e LES

As manifestacions clinicas do lupus distribiense de forma diferente entre os
pacientes con LEI e con LES. En xeral, podemos dicir que todas elas son
menos frecuentes no LEI, ainda que as diferenzas entre grupos varian dunha

manifestacion a outra.

Segundo os nosos resultados, as manifestaciéns mais frecuentes entre os
pacientes con LEI foron as alteracions hematoléxicas, a artrite, aftas orais e
fotosensibilidade. Isto coincide cos datos publicados doutras series (Taboa
34), nas que a fotosensibilidade e a artrite son as duas manifestaciéns mais
frecuentes, ainda que tamén existen diferenzas. Mentres que nalgunhas
series a presenza de anticorpos anti-ADN e/ou anti-Sm estd entre as tres
manifestaciéons mais frecuentes [96, 99, 100], noutras son as alteraciéns

hematolo6xicas as que predominan [97, 101, 102].

No grupo de LES as manifestacions mais frecuentes foron tamén as
mucocutaneas, hematolodxicas e articulares, pero ademais hai que engadir a
presenza de anticorpos anti-ADN e anti-Sm, alteracions infrecuentes entre os

pacientes con LEL
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5.4.1 Manifestacions mucocutaneas

As manifestacions mucocutaneas foron as mais frecuentes tanto no grupo de
LEI coma no de LES. Pero dentro desta categoria, non tddalas manifestacions
se comportan igual. A diferenza fundamental estd no eritema malar, moi
frecuente no LES e apenas presente no LEI A diferenza entre grupos acadou
significacion estatistica que se mantén tralo estudo multivariado, co que
poderia predicir o desenvolvemento de LES. Nas series publicadas, a
frecuencia do eritema malar no LEI oscilou do 0 6 25%, mentres que na nosa
foi do 5%. A maior parte dos traballos con porcentaxes altas de eritema malar
no LEI son estudos que inclien poucos pacientes [96, 99, 100]. En xeral, do
mesmo Xeito que na nosa serie, o0 numero absoluto de pacientes con LEI e
eritema malar foi moi escaso, e poucas veces superior a 5 enfermos. S6 nos
traballos de Swaak et al. [101] e de Vila et al. [102] houbo 15 e 10 pacientes

con LEI e eritema malar respectivamente.

A presenza de eritema malar é a diferenza clinica mais consistente entre LEI
e LES, xa que en catro dos sete estudos publicados observaron que era
significativamente mais frecuente no grupo de LES [98-100, 102]. Ademais,
do mesmo xeito que nos nosos casos, esta diferenza mantivo a significaciéon
estatistica trala analise multivariada no estudo no que se realizou [102]. Por
iso se considera que a presenza de eritema malar é un signo clinico que
poderia axudar a predicir o desenvolvemento de LES nos pacientes con LEI

[102].
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A fotosensibilidade tamén é frecuente entre LEI e LES, ainda que a
proporcidon de pacientes afectados é maior dentro do LES. Esta diferenza
mantense no estudo multivariado, no que se mostra independente da

presenza de eritema malar.

5.4.2 Alteracions renais

En concordancia coa idea de que o LEI é unha entidade de menor gravidade

que o LES, a afectacidn renal é pouco frecuente neste grupo (Taboa 34).

Na nosa serie s6 2 pacientes con LEI presentaron alteracidns renais que
poderian cumprir o criterio de afectacion renal polo LES (alteracion do
sedimento urinario e/ou proteinuria persistentes). En ningtiin destes dous
casos se realizou biopsia, probablemente por presentar alteracions leves que
se autolimitaron no tempo. No momento da realizacion do estudo ningun
deles presentaba alteracion da funcion renal, sen que se recollese na sua
historia clinica nin que a doente lembrase ter recibido tratamento
inmunosupresor. Polo tanto e ainda que no seu dia cumprisen o criterio de
afectacion renal, a evolucién do cadro clinico fai que sexa altamente

improbable que se tratase de auténticas nefrites lipicas.

7z

O revisar a literatura, chama a atencion que en tres das series publicadas a
frecuencia de afectacién renal fose do 11 6 17%, mentres que no resto foi

practicamente nula.
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Na serie de Swaak et al. 11 pacientes con LEI presentaron alteracions renais,
con 8 casos de hematuria e 4 de proteinuria [101]. O tratarse dun estudio
multicéntrico no que unicamente se estudaba a evolucién da enfermidade en
base 4 presenza ou ausencia de manifestaciéns clinicas, non se valorou a
gravidade nin se fixo referencia a realizacion de biopsia renal. Polo tanto é
dificil valorar con eses datos se realmente se trataba de casos de nefropatia

lupica.

Na serie de Laustrup et al. [99] recolléronse 4 pacientes con alteracions
renais que tampouco se especificaron, e no traballo de Vila et al. [102] s6 2
pacientes con LEI dos 87 estudados presentaron proteinuria, pero

descoiiecemos cal foi a stia evolucion.

O traballo que mais afonda fai na posibilidade de desenvolvemento de
nefropatia nos pacientes con LEI é o de Stahl Hallengren et al. [100]. Nesta
serie, 2 dos 12 pacientes con LEI presentaron afectacién renal. De todolos
xeitos, nun dos casos non se puido descartar a posibilidade de que se tratase
dunha nefrite post-estreptococica e no outro non se especificou que tipo de

alteracion renal presentaba.

De calquera forma, en todolos traballos consideran que a afectacion renal no
LEI é excepcional. Tampouco hai ningin estudo que analice en profundidade

estes casos, polo que descofiecemos cal foi a evolucién, se habia estudo
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histoloxico ou que tratamentos recibiron, e non podemos ter a certeza de que

todos sexan casos de nefrite lapica.

5.4.3 Alteracions neuroloxicas

Nas series publicadas a frecuencia de alteraciéns neuroléxicas (crises
comiciais e/ou psicose) entre os pacientes con LEI foi moi baixa. O traballo
que recolleu o maior numero de pacientes con afectacion neuroldxica é o de
Swaak et al. [101], no que se incluiron 4 casos de convulsions e 3 de psicose.
Nas outras duas series que mencionan casos de afectacion neuroléxica en LEI
s6 houbo un paciente con psicose [98] e outro con afectaciéon neuroléxica non

especificada [99].

Na nosa serie s6 un paciente do grupo de LEI presentou alteracidns
neurolodxicas que foron atribuidas 6 lupus. Tratdbase de crises comiciais
ocorridas 2 anos antes do diagnostico de LEIL. Realizaronse estudos de imaxe
con resonancia magnética que non demostraron alteracions e os anticorpos
antifosfolipido foron negativos. O non haber outra causa considerouse que as
crises comiciais eran secundarias 6 lupus, malia o cal non chegou a cumprir

criterios diagnosticos de LES.
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5.4.4 Alteracions hematoloxicas

As manifestaciéns hematoloxicas foron frecuentes en ambos grupos, pero a
diferenza fundamental entre os pacientes con LES e os pacientes con LEI foi a
presenza de anemia hemolitica autoinmune. Na nosa serie non houbo ningin
caso de anemia hemolitica dentro do grupo de LEI, mentres que se
diagnosticou no 22% dos pacientes con LES. Nas series publicadas si hai
alguin caso de anemia hemolitica autoinmune [101], pero tampouco esta clara
a sua frecuencia, xa que na maioria dos estudos publicados as alteraciéns

hematolo6xicas contabilizaronse agrupadas.

5.4.5 Alteracions inmunoloxicas

Nos estudos realizados en pacientes con LEI, a frecuencia de alteracions
inmunoloxicas diferentes da positividade dos ANA presenta unha gran
variabilidade, xa que foi dende o0 0% a mais do 70%. Estas diferenzas débense
6 ano de publicacién dos diferentes estudos e 6s avances nas técnicas de
deteccién de autoanticorpos, xa que os estudos mais recentes son os que
observan alteracions inmunoldxicas con maior frecuencia. Doutra banda,
tampouco existe un estandar nas técnicas de determinacién de tddolos
autoanticorpos, polo que pode haber unha importante variabilidade dun

laboratorio a outro [157, 158]
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Na nosa serie, 0 15% dos pacientes con LEI presentaron anticorpos anti-ADN
ou anti-Sm. A existencia de pacientes con LEI e anticorpos anti-ADN positivos
chama a atencién, xa que a presenza de devanditos autoanticorpos foi
considerada un dos factores de prediciéon de desenvolvemento de LES [102].
Na nosa serie foron 5 os pacientes con anticorpos anti-ADN positivos, e todos
menos un tiflan mais de 5 anos de evolucién no momento da realizaciéon do

estudo, polo que a probabilidade de desenvolver LES seria baixa.

O criterio inmunoloxico, entendido como a presenza de anticorpos anti-ADN
e/ ou anti-Sm, constitufu no noso traballo unha das diferenzas principais
entre os grupos de LEI e LES. A presenza de anticorpos anti-ADN foi
significativamente mais frecuente no grupo de LES ca no LEI, tanto no estudo
bivariado coma no multivariado, coincidindo cos resultados de Vila et al.

[102]
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Taboa 34. Manifestacidns clinicas durante a evolucién da enfermidade en pacientes con LEI
de estudios publicados (%)
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N 38 15 22 79 100 12 15 25 41
Erupcion malar 13a 0 5a 2542 15 17 20 192 5ab
LE discoide 34a 0 9 8 5 8 Oa 4 7
Fotosensibilidade 24 13 18 402 42 Oa 46 24ab
Aftas orais 3 27 9 32 0 Oa 8 27
Artrite 47 40 272 15 28 50 65 312 32ab
Serosite 162 13 36 1 5 8 20 19a 73
Nefropatia 0a 0 27 3 11 17 0 152 5a
Neuroloxicas 32 0 0 0 4 0 02 4 2
Hematoloxicas 182 17 33 312 34a
Anemia HAI 0 0 304 2 02
Trombopenia 33 9 5 9 15
Leucopenia 20 9a 10 44 142 20ab
Linfopenia 0 23a 21 15ab
Inmunoloxicas 02 25 652 152
Anti ADN 13 18 4*a 71 12ab
Anti Sm 0* 11 23
ANA 82 73 95 98* 100 85 100 100

*de inicio; 2 Diferenzas estatisticamente significativas respecto a LES; b Diferenzas

estatisticamente significativas en estudo de regresion; ¢ Non compara con grupo LES;

d Anemia de calquera etioloxia
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Polo tanto, os datos obtidos son concordantes cos dos estudos publicados,
nos que as manifestacions mais frecuentes nos pacientes con LEI foron a
artrite, as alteraciéons hematoldxicas e a fotosensibilidade. Hai que destacar
que os estudos previos que compararon as manifestacions clinicas e
analiticas dos pacientes con LEI coas presentadas polos pacientes con LES

observaron as mesmas diferenzas ca nesta serie (Taboa 34).

Todo isto encaixa coa idea de que o LEI é unha entidade de menor gravidade
c6 LES. Ainda que tamén vemos na literatura que, malia que o LEI é un cadro
xeralmente mais leve que o LES, algiins pacientes con LEI poderian presentar
manifestaciéons hematoléxicas, cutaneas, articulares ou neuroldxicas graves
[98-102]. E posible que estes pacientes que non cumpren criterios de
clasificacion pero que presentan afectacion organica grave sexan
xeneticamente mais parecidos 6s LES, con alelos ou polimorfismos asociados

a unha maior gravidade.

Asi mesmo hai pacientes que si cumpren criterios pero que presentan unha
enfermidade mais leve, clinicamente similar 4 dos LEI, e que poderian ser
portadores de alelos protectores que fagan que non se desenvolvan as
manifestaciéons mais graves. Por exemplo, cadros mucocutdneos con ANA
positivos poden cumprir criterios e ainda asi ter unha evolucién moi benigna,

comparable a dos cadros incompletos.
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5.4.6 Manifestacions de inicio

Ainda que un 43% dos nosos pacientes con LES se presentou cun cadro
clinico diagndstico, no resto dos enfermos o desenvolvemento da
enfermidade foi gradual. Nestes casos, 6 comezo da enfermidade non
podemos saber se estamos ante un paciente que desenvolvera LES ou se pola
contra se trata dun LEI que permanecera estable e con escasa morbilidade
para sempre. Consideramos que a analise das manifestacidons de inicio en

cada grupo de pacientes poderia axudarnos a distinguilos.

A artrite e as manifestacions hematoloxicas foron as duas caracteristicas de
inicio mais frecuentes en ambos grupos. As diferenzas fundamentais entre
grupos estaban no eritema malar e nas alteraciéns inmunoléxicas,
significativamente mais frecuentes 6 comezo do cadro entre os pacientes con

LES ca entre os LEL

Nas tres series con LEI publicadas que avaliaron as manifestacions de
presentacion da enfermidade (Tdboa 35), a artrite foi tamén a manifestacién
inicial mais frecuente, pero en duas delas a fotosensibilidade foi a segunda en
frecuencia. No estudo de Vila et al. [102] observaron igual ca nés, que a
presenza de fotosensibilidade era significativamente menor no grupo de LEI

ca no de LES.
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Taboa 35. Frecuencia das manifestacions de inicio (%) en pacientes con LEI na literatura e
na serie actual

Ganczarczyke Stahl Vila [102] Serie
[97] Hallengrent actual

[100]
N 15 12 79 41
Erupcion malar 0 0 11ab 5a
LE discoide 0 8 6 7
Fotosensibilidade 0 42 252 122
Aftas orais 0 0 0ab 17
Artrite 33 50 112 222
Serosite 0 8 1 5
Nefropatia 0 17 1 5
Neuroléxicas 0 0 0 2
Hematoloxicas 17 222
Anemia HAI 0 13 02
Trombopenia 7 4 12
Leucopenia 20 1 72
Linfopenia 0 4 10
Inmunoléxicas 17 5a
Anti ADN 0 4ab 5a
Anti Sm 0a 0
ANA 47 100 98 51

a Diferenzas estatisticamente significativas respecto a LES; b Consideradas predictoras de

evolucion a LES en estudio de regresion; ¢ Non compara con grupo LES

Tralo estudo multivariado observouse que o eritema malar e a artrite eran
caracteristicas clinicas utiles para distinguir o LEI do LES. A presenza
dalgunha destas duas manifestacions 6 comezo do cadro poderia indicar
unha maior probabilidade de que o paciente desenvolvese LES, cunha OR de

10,78 para o eritema malar e de 3,72 para a artrite.
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5.5 Asociacion de Alelos HLA-DRB1 con Caracteristicas

Clinicas de Lupus

Hai tres estudios nos que se analizou a asociacién dos alelos HLA-DRB1 coas
diferentes manifestacions clinicas do LES [67, 135, 137]. Noutros traballos a
analise foi mais limitada, xa que estudaron s6 os alelos asociados 6 LES, coma
o HLA DRB1*03 e o HLA DRB1*15 [65], ou a asociaciéon cunha tnica
manifestacién do lupus [143]. As coincidencias entre os resultados obtidos en
devanditos traballos son escasas (Taboas 36 e 37), polo que a maioria dos
autores consideran que son necesarios mais estudos nesta lifia de traballo.
Nos nosos resultados existen certas similitudes e tamén algunhas diferenzas

co publicado ata a data que compre resaltar.

En primeiro lugar, a asociacién do lupus discoide co alelo HLA DRB1*04 foi
detectada previamente en dous estudos de grupos étnicos moi diferentes ds
nosos pacientes: un coreano [135] e outro mexicano [143]. Nestes traballos
calculouse unha OR para o desenvolvemento de lupus discoide de 2,6 e 2,24

respectivamente, algo menores ca na nosa serie.

Doutra banda tamén se observou asociacién entre o alelo HLA DRB1*04 e a
presenza de artrite, que algins autores explican pola maior frecuencia do
HLA DRB1*04 na artrite reumatoide [135]. En cambio na nosa serie a

asociacion do alelo HLA DRB1*04 coa artrite € negativa.
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Taboa 36. Asociacions positivas entre alelos HLA-DRB1 e manifestacions clinicas de lupus

DBR1 Na literatura Na serie actual
*01 Anemia HAI
Serosite
*03 Pleuritea
Afectacion pulmonar?
Nefropatiaac
Psicose?
*04 Artriteb Lupus discoide
Lupus discoidebPe Aftas orais
*07 Raynaud?
Artriteb
Anemia Hemolitica autoinmune®
*08 Afectacién neuroléxicac
*09 Raynaudb
*13 Anemia HAIb
*15 Afectacion neuroldxicab Erupcién malar
Serosited Aftas orais
*16 Nefropatia2

Lupus discoide2e

Linfadenopatia?

aGaleazzi et al. [67]; P Lee et al. [135]; <Vasconcelos et al. [137]; 4 Tsuchiya et al. [65]; ¢ Lopez-

Tello et al. [143]

Unha asociacidn significativa observada nos nosos pacientes foi a do eritema

malar co alelo HLA DRB1*15. Esta asociacién non se chegou a demostrar
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noutros estudos, pero si se observou unha maior transmisiéon do alelo HLA

DRB1*15 nos pacientes que presentaban eritema malar [65].

Taboa 37. Asociacions negativas entre alelos HLA-DRB1 e manifestacions clinicas de lupus

DBR1 Na literatura Na serie actual

*01 Nefropatia2

Manifestaciéns neuroldxicas?

*04 Erupcién malarb Artrite
Leucopeniab

*09 Nefritec

*11 Nefropatia2
Linfopeniaa

*13 Serositeb Aftas orais
Nefritec

*14 Leucopenia2b
Linfopenia2

Vasculte cutinea dixital2
*15 Trombocitopeniab

Nefropatiad

aGaleazzi et al. [67]; P Lee at al. [135]; < Vasconcelos et al. [137]; 4 Tsuchiya et al. [65]; ¢ Lopez-

Tello et al. [143]
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5.6 Asociacion de Alelos HLA-DRB1 con Autoanticorpos

Relacionados co Lupus

Hai multiples traballos publicados nos que se estuda a relaciéon entre os

autoanticorpos asociados 6 LES e os alelos HLA DRB1.

Taboa 38. Asociacions entre autoanticorpos relacionados co lupus e alelos HLA DRB1 na
literatura e na serie actual

Na literatura Na serie actual

Alelos HLA DRB1 con asociacidn positiva

Anti ADN *15acd, *(Q3¢ *16
Anti SSA *03ace, *07b, *08b, *15¢ *15
Anti SSB *03ac *03
Anti Sm *03¢,*15¢

Anti RNP *04, *11b, *15b

Alelos HLA DRB1 con asociacién negativa

Anti SSA *012, *14- *11

Anti RNP *08b, *12b

aGaleazzi et al[67]; P Lee et al.[135]; < Graham et al.[68]; 4 Podrebarac et al. [159]; ¢ McHugh

etal [160]
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Describironse diversas asociaciéns, pero as mais consistentes son as
atopadas entre o alelo HLA DRB1*15 e os anticorpos anti-ADN e o HLA

DRB1*03 e os anticorpos anti-SSA (Taboa 38).

Na nosa serie atopamos unha asociacion significativa entre o alelo HLA
DRB1*15 e os anticorpos anti-SSA e entre o HLA DRB1*03 e os anti-SSB,

achados que concordan cos datos publicados previamente.

Por outra banda, nos nosos pacientes observamos a relaciéon entre o alelo
HLA DRB1*16 e os anticorpos anti-ADN e a asociacion negativa do alelo HLA
DRB1*11 cos anti-SSA, que non foron descritas previamente. O que si esta
descrito é a correlacion entre a producién de anticorpos anti-ADN e a
afectacién renal no lupus [161], asf coma a asociaciéon de esta dltima co alelo

HLA DRB1*16 [67].
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5.7

Limitacions

O numero de pacientes incluidos no estudo foi escaso. Aumentando o
numero de pacientes e controis aumentaria potencia do estudo, ainda
que pola baixa prevalencia do LEI probablemente sexa dificil
conseguir unha serie ampla, sendo a serie actual a terceira mais
numerosa das publicadas ata o momento.

Realizouse un tipado HLA DRB1 de baixa resoluciéon. Cun tipado de
alta resolucion poderia afinarse mais nos alelos asociados 6 LEIL E
engadindo o estudo de alelos DQB1 e/ou DQA1 poderian estudarse
haplotipos asociados ¢ LEI.

Por ser un estudo retrospectivo, s6 se recolleron manifestacidons
presentes nos criterios de clasificacion, ademais de Raynaud e
alteracions analiticas, e non outras manifestacions frecuentes en
pacientes con LES, xa que non estaban recolleitas de xeito sistematico

nas historias clinicas.
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Conclusions

Conclusions

Os pacientes con LEI presentaron unha frecuencia dos alelos HLA
DRB1*03 e HLA DRB1*01 semellante 4 dos pacientes con LES 6
comparalos cos controis sans.

Os pacientes con LEI presentaron unha maior frecuencia do alelo HLA
DRB1*11 cés pacientes con LES.

Os pacientes con LEI presentaron unha menor frecuencia do alelo HLA
DRB1*15 cds pacientes con LES.

As diferenzas observadas na frecuencia dos alelos HLA DRB1 entre os
pacientes con LEI e os pacientes con LES, poderian contribuir a que a
enfermidade fose mais leve e non se desenvolvese de forma completa
nos pacientes con LEL

Os pacientes con LEI presentaron unha idade de inicio da enfermidade
maior ca dos pacientes con LES.

Ante un paciente con ANA positivos e menos de catro criterios de
clasificacion de LES, a presenza de eritema malar e/ou artrite 6
comezo da enfermidade aumentan a probabilidade de que se trate dun

paciente con LES e non con LEL
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8.2 Anexo 2. Consentimento Informado

CONSENTIMENTO DO PACIENTE PARA ESTUDOS XENETICOS

Titulo do Proxecto de Investigacion: Estudo de alelos HLA-DRB1 en pacientes con

lupus eritematoso incompleto

Investigador Principal: Brenda Maure. Servizo de Medicina Interna. Complexo

Hospitalario Universitario de Vigo.

1. Eu

declaro baixo a mifia responsabilidade que lin a Folla de Informacion sobre o

estudo e acepto participar neste estudo xenético.

2. Entregéuseme unha copia da Folla de Informacidn ao paciente e unha copia
deste consentimento informado, datado e asinado. Explicironseme as
caracteristicas e o obxectivo do estudo xenético e os posibles beneficios e riscos
que podo esperar. Déuseme tempo e oportunidade para realizar preguntas.

Todas as preguntas foron respondidas @ mina enteira satisfaccion.

3. Sei que se mantera en segredo a mifna identidade e que se identificard o meu

sangue e as mifas mostras de ADN cun numero codificado.

4. Son libre de retirarme do estudo xenético en calquera momento por calquera
motivo, sen ter que dar explicacién e sen que repercuta negativamente sobre o
meu tratamento médico futuro. Tras iso procederase a destrucion da mostra
codificada. Se se retirou previamente o vencello de identificacion da mostra, non

se podera relacionar comigo, de forma que non se podera destruir.

5. Entendo que o obxectivo do estudo xenético é avaliar a poboacion obxecto do
estudo e que os resultados do mesmo non se comunicardn nin a min nin ao meu

médico, excepto no caso de que devanditos achados tefian unha implicacién
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significativa para a saude dos participantes e que exista unha posibilidade real de

mellorar esa condicion de saude.

Punto 1.- Eu DOU / Non DOU o meu consentimento voluntariamente para que se
poida realizar o estudo xenético referente ao lupus eritematoso sistémico na

mifia mostra de ADN

Punto 2.- Eu DOU / Non DOU o meu consentimento voluntariamente para que se
garde a mifia mostra de ADN, con desvinculacién da identidade. Isto permitira a
realizacion de novas probas no futuro cando se tefian mais coflecementos sobre

os xenes relacionados coa enfermidade.

Punto 3.- Eu DOU / Non DOU o meu consentimento voluntariamente para que na
mifia mostra de ADN desvinculada de poidan realizar futuros estudos noutras

enfermidades autoinmunes.

Consinto en participar voluntariamente no apartado marcado deste estudo

xenético

Data: Firma do paciente
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8.3 Anexo 3. Difusion de Resultados

Datos parciais deste traballo foron comunicados en congresos:

- Maure B, Sopefia B, Vdzquez-Trinanes C, Argibay A, Constenla L,
Rivera A, Freire MC, Pazos N, Martinez-Vdzquez C. Alelos HLA DRB1
en Pacientes con Lupus Eritematoso Incompleto. Comunicacion
oral. XXVIII Reunién da Sociedade Galega de Medicina Interna.

Ferrol, 13-14 de maio de 2011.

- Premio 4 Mellor Comunicacion oral na XXVIII Reuniéon da
Sociedade Galega de Medicina Interna. Ferrol, 13-14 de maio de

2011

- B. Maure, B. Sopeiia, L. Constenla, A.B. Argibay, C. Vdazquez-Trifianes,
A. Rivera, C. Martinez-Vdzquez. HLA DRB1 Alleles in Incomplete
Lupus Erithematosus. Annual European Congress of Rheumatology
(EULAR). Berlin, 6-9 de xufio de 2012. Ann Rheum Dis

2012;71(Suppl3):648
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