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RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico Pediatrico (LES-p) es una enfermedad autoinmune crénica con
manifestaciones clinicas complejas. La nefropatia ltpica ocurre con mayor frecuencia en nifios,
con una tasa de morbimortalidad mayor que en adultos. Los Anticuerpos (Acs) anti-C1g han
sido propuestos como un marcador mas confiable que los marcadores serolégicos
convencionales como Acs anti-DNA de doble cadena (a-DNAdc), C3 y C4 del complemento
para predecir el curso de la enfermedad renal. El objetivo del trabajo fue determinar la
frecuencia de positividad de los Acs anti-C1qg en pacientes con LES-p y su asociacién con
pardmetros de monitoreo de la nefropatia lUpica activa (NLA). Se incluyeron 17 pacientes con
LES-p, subdivididos en dos grupos: 9 con nefropatia lupica controlada (NLC) y 5 con NLA; y 38
controles saludables. A todos se les determing: Acs anti-C1lq, C3 y C4, Acs a-DNAdc, Acs
antinucleares e indice proteinuria/creatininuria en muestra aislada de orina (indice P/C MAO).
Se observé que los Acs anti-Clq estan presentes en el 59% de los pacientes con LES-p y se
encontré una correlacion lineal inversa entre el aumento de los niveles de Acs anti-C1lqy C3y
C4 (r=-0,507, p=0,038 y r=-0,720, p=0.001 respectivamente). La presencia de Acs anti-C1q no
se correlacioné con Acs a-DNAdc ni con el indice P/C MAO. Entre los grupos NLC y NLA se
encontraron diferencias significativas para Acs anti-C1q, C3 y C4 (p=0,004, p=0,047 y p=0,002
respectivamente). Al comparar el grupo controles saludables con NLC y NLA se observo un
marcado incremento en los niveles de Acs anti-C1qg (tendencia p< 0,0001) y una significativa
disminucion de C4 (tendencia p<0,0001) entre los tres grupos. Estos resultados nos permiten
concluir que el aumento de los niveles de Acs anti-Clq se asocia con la actividad de la
nefropatia por LES-p, al igual que la disminucién de la concentracién de C4.

Palabras claves: Lupus eritematoso sistémico pediatrico, anticuerpos anti-Clq, nefropatia
lGpica.



INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico Pediatrico (LES-p) es una enfermedad autoinmune
cronica con manifestaciones clinicas complejas. Si bien la forma de presentacion, las
manifestaciones clinicas, los hallazgos inmunolégicos y el tratamiento del LES-p son similares
a los de pacientes adultos, hay ciertos aspectos diferentes (1,2); entre ellos el menor
predominio del sexo femenino, la severidad y la tasa de mortalidad, dos veces mayor que en
los pacientes adultos. Entre los principales factores de mal pronéstico en LES-p se incluyen la
enfermedad renal, las exacerbaciones graves, las infecciones y las manifestaciones
neuropsiquiatricas (3).

Otra diferencia con respecto al LES del adulto es que la afectacion renal representa la
primera manifestacion clinica en el 60-80% de los casos, determinando la evolucion y el
prondstico de la enfermedad. Si no se presenta al inicio de la enfermedad, el dafio renal
aparece generalmente durante el primer afio de evolucién en el 80% de los casos (1).

Para un diagnéstico preciso del compromiso renal, es necesario realizar la biopsia (Bx)
renal, considerada el “gold standard” para el diagndstico de nefropatia lipica (NL), ya que los
hallazgos histopatoldgicos no se pueden predecir a partir de las manifestaciones clinicas (1,4).
Dado que la Bx renal no se repite ante cada exacerbacion, la identificacion de un marcador no
invasivo de actividad renal seria de gran utilidad para guiar decisiones terapéuticas. Varios
marcadores fueron propuestos para tal fin, entre ellos los anticuerpos (Acs) anti-DNA de doble
cadena (a-DNAdc) y los componentes C3 y C4 del sistema complemento. A pesar de los
primeros reportes promisorios, en la actualidad se sabe que la sensibilidad de estos
marcadores para predecir la exacerbacion renal es limitada (3, 5). Por este motivo continla la
busqueda de nuevos marcadores, que ayuden a predecir futuras complicaciones a nivel renal.
En los Ultimos afios se ha propuesto para tal fin la determinacion de los Acs anti-C1q.

El C1q es el primer componente de la via clasica del complemento, su funcién principal
es eliminar inmunocomplejos de los tejidos y antigenos propios generados durante la
apoptosis. La unién de los Acs anti-C1qg a C1q esta mediada a través del fragmento Fab, que
se une especificamente a los dominios semejantes al coldgeno del C1q y esta unién se hace
mas fuerte cuando el Clg se encuentra depositado en tejidos. Los Acs anti-C1q per se no
activan la cascada del complemento, sin embargo, su unién a Clqg previamente fijado a la
membrana basal glomerular puede alterar su configuracion y de esta manera amplificar la
activacion del complemento. Por otra parte, podrian disminuir las funciones fisioldgicas de C1q,
incluyendo la capacidad de activar la via clasica del complemento, eliminar inmunocomplejos y
cuerpos apoptéticos (6).

Durante la dltima década, numerosas investigaciones estudiaron la utilidad de los Acs
anti-C1q para la deteccién de NL; varios autores observaron que la presencia de Acs anti-C1q
se correlaciona con la actividad y la severidad de la NL (7-11). Algunos autores proponen que
los Acs anti-C1q son mas sensibles y especificos para predecir el compromiso renal que los
marcadores serologicos convencionales tales como Acs a-DNAdc, C3 y C4 (12).

En un seguimiento longitudinal de 70 pacientes adultos con LES, Meyer y col
demostraron que el aumento de los niveles de Acs anti-C1q tiene un valor predictivo positivo
del 50% para el posterior desarrollo de NL. Los pacientes que no presentan Acs anti-Clq
tienen muy bajo riesgo de desarrollar glomerulonefritis proliferativa severa con un valor
predictivo negativo de 100% (8). Sin embargo, otros estudios no encontraron correlacién entre
los niveles séricos de Acs anti-C1q y NL, de manera que si los Acs anti-C1q estan involucrados
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en el desarrollo de la NL y si pueden ser utilizados como marcador, sigue siendo un tema de
controversia (13,14).

El meta-analisis realizado por Yin y col en el afio 2012 concluyé que los Acs anti-C1q
tienen una sensibilidad y especificidad relativamente aceptable para detectar NL en pacientes
adultos con LES, como asi también para diferenciar entre NL activa e inactiva. La sensibilidad y
especificidad para la deteccion de NL fueron de 58% y 75% respectivamente, mientras que
para la diferenciacion de NL activa de inactiva fueron 74% y 77% respectivamente. Segln este
estudio, teniendo en cuenta la simplicidad de los métodos utilizados para investigarlos, la
deteccidn de Acs anti-C1q seria apropiada para evaluar la actividad de la NL (15).

La mayoria de los estudios sobre la utilidad de la determinacion de Acs anti-C1q se llevo
a cabo en pacientes adultos. Kader y col publicaron en 2012 un trabajo realizado en pacientes
pediatricos y adolescentes, en el que concluyeron que los Acs anti-C1q son un marcador de
actividad de NL mas sensible y especifico que otros usados habitualmente como los niveles de
proteinuria, complemento e Indice de Actividad de Enfermedad de Lupus Eritematoso
Sistémico (SLEDAI) (16).

OBJETIVOS

e Investigar la frecuencia de positividad de los Acs anti-C1g en pacientes pediatricos con
LES y en un grupo control saludable.

e Analizar la correlacion entre los niveles de Acs anti-C1q y los parametros inmunoldgicos
habitualmente usados para monitorear el compromiso renal: a-DNAdc y componentes
C3 y C4 del complemento.

e Evaluar la utilidad de los Acs anti-C1q como marcador de nefropatia lipica activa.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo de acuerdo con las normas de las Declaraciones de
Niremberg, Helsinki y Tokio y fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion en Salud (CIEIS) del Polo Hospitalario y el Consejo de Evaluacion Etica de
Investigaciones en Salud (COEIS) de la provincia de Cérdoba.

Muestra

El disefio del estudio es de corte transversal prospectivo. Los pacientes seleccionados
fueron divididos en dos grupos:

Grupo A Pacientes pediatricos con diagnéstico de LES segun los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) (17). Se incluyeron 17 pacientes con LES-p de los cuales
94% correspondieron al sexo femenino, con una mediana de edad de 15 afios (6 a 20 afios).
En estos pacientes se evalud la presencia o ausencia de nefropatia teniendo en cuenta la Bx
y/o un resultado patoldégico (mayor o igual a 0,20) del indice proteinuria/creatininuria en
muestra aislada de orina (indice P/C MAQO) (18,19). Los pacientes que presentaban nefropatia
fueron divididos en dos grupos segun la actividad de la enfermedad renal: grupo NLC, con
enfermedad controlada y grupo NLA, con nefropatia lUpica activa. Segun estos criterios, de los
17 pacientes, 14 presentaron nefropatia, de los cuales 9 tenian NLC y 5 NLA.

Los criterios de inclusion fueron:



v' Pacientes con diagndstico reciente de LES y sin tratamiento
v' Pacientes en tratamiento con diferentes grados de evolucion de la enfermedad.

Grupo B Grupo control saludable: pacientes con solicitud de andlisis prequirdrgicos o
control de salud. Se incluyeron 38 pacientes saludables, 79% de sexo femenino y con una
mediana de edad de 14 afios (5 a 24 afos). Todos fueron estudiados en el periodo
comprendido entre octubre de 2013 hasta octubre de 2014, en el Hospital de Nifios de la
Santisima Trinidad.

Los criterios de exclusion fueron:

v' Pacientes con diagnéstico de enfermedades renales o reumatolégicas
v" Pacientes con Vasculitis Urticariana Hipocomplementémica (HUV)
v Pacientes con indice P/C MAO mayor o igual a 0,20.

Se solicité la firma del consentimiento informado a todos los pacientes de ambos

grupos.

Métodos

Se realizaron las determinaciones en suero de los componentes C3 y C4 del

complemento, y se determiné la presencia de Acs antinucleares (ANA) y Acs anti-C1qg en todos
los pacientes de los grupos A y B. Los Acs a-DNAdc se determinaron sélo en pacientes del
Grupo A. En ambos grupos se midieron las proteinas totales y creatinina en la primera orina de
la mafiana para calcular el indice P/C MAO.
El dosaje de los componentes C3 y C4 y las determinaciones de proteinuria y creatininuria
fueron realizados con la plataforma analitica Cobas 6000, Roche Diagnostics; C3 y C4 por
inmunoturbidimetria mientras que proteinas y creatinina en orina por el método cloruro de
benzetonio turbidimétrico y la reaccion de Jaffé colorimetrica-cinetica respectivamente.

La determinacion de los Acs ANA y a-DNAdc se realizd6 por inmunofluorescencia
indirecta, utilizando como sustrato improntas de Hep-2 (human epithelial-2, por sus siglas en
ingles) para ANA (BION) y de crithidia lucillae para Acs a-DNAdc (ORGENTEC), utilizando
anticuerpos secundarios dirigidos contra inmunoglobulina humana (anti IgG) desarrollados en
cabra y conjugados con isotiocianato de fluoresceina (Biocientifica).

La deteccién de los Acs anti-Clg se realiz6 por un método de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay, por sus siglas en ingles) comercial (ORGENTEC), siguiendo las
indicaciones provistas por el fabricante. Se consideraron positivas las muestras que resultaron
con valores mayor o igual a 10 U/mL.

Analisis estadistico

El analisis de los datos se llevé a cabo mediante el programa estadistico InfoStat
version libre 2017. Las variables cualitativas se describieron mediante frecuencias absolutas y
proporciones; y las variables cuantitativas por medio de la mediana con su respectivo minimo-
maximo. Para la comparacion de las variables cualitativas se utilizo el test de chi cuadrado (x?)
o test Irwin-Fisher bilateral segin correspondié. Para las variables cuantitativas se utilizo el test
no paramétrico de Mann-Whitney. Se calcul6 el coeficiente de correlaciéon de Spearman para
determinar la relacion lineal entre los niveles de Acs anti-C1q y los parametros empleados para
monitorear el compromiso renal. Para la comparacién de las medianas entre los Grupos B, NLC
y NLA se utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Walis con pos test de Dunn. Los valores de
p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.



RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados de laboratorio obtenidos para los grupos Ay B.

TABLA 1. Parametros bioquimicos de los Grupos Ay B.

Variable

Grupo A Grupo B p
n 17 38
C3 mediana (minimo-maximo) (mg/dL) 75 (30 - 113) 122 (85-174) <0,0001
C4 mediana (minimo-maximo) (mg/dL) 9 (2-17) 21 (10-47) <0,0001
ANA positivo (%) 15 (88) 2 (5%) <0,0001
Acs a-DNAdc positivo (%) 10 (59) *
Acs anti-C1q positivo (%) 10 (59) 2 (5) <0,0001
Indice P/C MAO mediana (minimo-maximo) 0,27 (0,10-4.39) | 0,12 (0,04-0,20) <0,0001

Grupo A: pacientes con LES-p, Grupo B: controles saludables

n: nimero de pacientes. C3: complemento C3. C4: complemento C4. ANA: anticuerpos antinucleares. Acs a-DNAdc:
anticuerpos anti-DNA de doble cadena. Acs anti-C1q: anticuerpos anti-C1q. indice P/C MAO: indice proteinuria
[creatininuria en muestra aislada de orina.

* no se determind anti-DNAdc en los pacientes del Grupo B.

Valores de referencia de Complemento C3: 90-180 mg/dL; Complemento C4: 10-40 mg/ dL; Indice P/C MAO menor
a 0,20.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en C3, C4, ANA, e indice P/C MAO
entre los pacientes del grupo A y B. Se detectaron Acs anti-C1q positivos en 10 de 17 (59 %)
pacientes con LES-p y en 2 de 38 (5%) pacientes del grupo B (p <0,0001). En el grupo de
pacientes con LES-p se observo la misma frecuencia de seropositividad para los Acs a-DNAdc
y anti-C1q (59%).

En los pacientes del grupo A se analizé la correlacion entre los niveles de Acs anti-C1q
y los parametros inmunoldgicos habitualmente usados para monitorear el compromiso renal:
Acs a-DNAdc, fracciones C3 y C4 del complemento e indice P/C MAO. En la Figura 1 se
muestran los datos del coeficiente de correlacion lineal entre los Acs anti-Clg y las
concentraciones de C3 y C4. Se observé correlacion lineal inversa estadisticamente
significativa entre los niveles de Acs anti-C1q y las fracciones C3 y C4 del complemento.




FIGURA 1. Correlacion entre Acs anti-Clq vs Fracciones C3y C4 del Complemento en el Grupo A.
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Si bien las frecuencias de seropositividad para los Acs anti-C1q y a-DNAdc fueron
iguales, no hubo correlacion entre ambas variables (p>0,05). Tampoco se encontrd correlacion
entre el indice P/C MAO y Acs anti-C1q (p>0,05).

TABLA 2. Parametros bioquimicos de los pacientes con Nefropatia Lupica Controlada (NLC) y
Activa (NLA)

Variable Grupo NLC Grupo NLA p
n 9 5

C3 mediana (minimo-maximo) (mg/dL) 89 (69-113) 50 (30-102) 0,0470
C4 mediana (minimo-maximo) (mg/dL) 14 (8-17) 3(2-8) 0,0020
ANA positivo (%) 78% 100% 0,2549
Acs a-DNAc positivo (%) 33% 80% 0,0943
Acs anti-C1lg mediana (minimo-maximo) (U/mL) 4 (1-48) 75 (38-100) 0,0040
indice P/C MAO mediana (minimo-maximo) 0,27 (0,20-0,74) 0.55 (0,18-0,44) 0,2867

n: nimero de pacientes. NLC: nefropatia lpica controlada. NLA: nefropatia lUpica activa. C3: complemento C3. C4:
complemento C4. ANA: anticuerpos antinucleares. Acs a-DNAdc: anticuerpos anti-DNA de doble cadena. Acs anti-
Cla: anticuerpos anti-Cla. Indice P/C MAO: indice proteinuria /creatininuria en muestra aislada de orina.

En la tabla 2 se muestran los resultados de laboratorio de los 14 pacientes del grupo A
gue presentaron nefropatia, de los cuales 9 presentaron NLC y 5 NLA. En el grupo de
pacientes con NLA, los niveles de anti-C1q fueron significativamente mas elevados mientras
gue los niveles de C3 y C4 se encontraron disminuidos al compararlos con el grupo NLC. Al
analizar los ANA, Acs a-DNAdc e indice P/IC MAO no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas.

Cuando se compararon los niveles de Acs anti-C1q entre los grupos B, NLC y NLA, se
observé un incremento estadisticamente significativo del valor mediana de los Acs anti-Clq
entre los grupos, con una tendencia significativa (p<0,0001); este incremento fue mas marcado
en el grupo con NLA. Con respecto a C3, se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo B y todos los pacientes con nefropatia (p<0,001), pero no se
observé diferencia significativa entre los grupos NLC y NLA (p>0,05). Se observé una
disminucion estadisticamente significativa del valor mediana de C4 entre los tres grupos
(tendencia p<0,0001), siendo mas marcada en el grupo con NLA (Figura 2).




FIGURA 2. Comparacion de medianas entre grupos B, NLC y NLA.
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DISCUSION

El LES-p se suele presentar con mayor morbilidad y mortalidad que en los adultos;
siendo la NL la complicacion mas frecuente, ya que esta presente en distintos grados en dos
tercios de los nifios con LES-p (1,2,20-22).

El diagndstico de la NL, tanto en adultos como en nifios, se realiza mediante la Bx renal
y se cuestiona la indicacién de una segunda Bx por las posibles complicaciones y por ser un
método invasivo para ser utilizado en el seguimiento del estatus renal (2,3,20,22)

Se cree que varios autoanticuerpos, especialmente los Acs a-DNAdc, juegan un papel
principal en la induccién de la injuria renal (23). Se ha propuesto que los titulos aumentados de
Acs a-DNAdc e hipocomplementemia se asocian con la actividad de la enfermedad renal
(2,22,24). Sin embargo, la falta de especificidad de estos marcadores bioldgicos para el
diagnéstico (Dx) de las exacerbaciones renales ha llevado a la blsqueda de otros Acs que
podrian contribuir al Dx de la nefropatia y ayudar a predecir una activacién del compromiso
renal.

El Dx correcto de una exacerbacion de la NL aun representa un desafio importante. La
identificacion seroldgica de la misma es preferible antes que repetir una Bx renal. La presencia
de Acs anti-Clq, ya sea soOlos o en combinacion con otros marcadores serologicos, es mejor
para predecir la actividad del compromiso renal. Por ello, estos Acs han sido propuestos como
un marcador no invasivo de injuria renal en pacientes adultos con LES, ya que han mostrado
una buena correlacion con la NLA. Esto puede deberse a un posible rol en la patogénesis del
dafo renal dado por los Acs anti-C1q (8,25).

Es de suma importancia contar con estudios en pediatria, ya que es una poblacién de
baja incidencia de la enfermedad pero con mayor tasa de morbimortalidad y es escasa la
bibliografia al respecto. En el presente estudio se investigd la frecuencia de positividad de los
Acs anti-C1lq en pacientes con LES-p y su asociacion con los parametros tradicionales de
monitoreo de actividad de la NL. Se observé una frecuencia de positividad del 59 % para los
Acs anti-Clq, lo que concuerda con trabajos realizados tanto en adultos como en nifios
(8,10,14,16,27-30). En el grupo control saludable se observé que los Acs anti-Clq estan
presentes en un bajo porcentaje al igual que otros autoanticuerpos como los ANA. Ambos
autoanticuerpos se encontraron en un 5% en este grupo, hallazgo que coincide con trabajos
publicados (8,13,16,25,27,29).

Al analizar la correlacion lineal de los Acs anti-Clq con fracciones C3 y C4 del
complemento en pacientes con LES-p, se encontré una correlacién débil negativa pero
estadisticamente significativa, lo que se apoya en varios trabajos publicados (10,16). En cuanto
al indice P/C MAO no se encontr6 correlacién alguna con Acs anti-C1q, tal como lo observado
en el trabajo de Picard y col. (26).

No se encontr6 correlacion entre la presencia de Acs anti-C1qg y Acs a-DNAdc, a pesar
de que el grupo de pacientes con LES-p mostré la misma frecuencia de positividad para ambos
Acs, al igual que en el trabajo realizado por Meyer y col. (9)

En este trabajo se observé compromiso renal en el 82% (14/17) de los pacientes con
LES-p, lo cual corrobora datos publicados que en nifios la nefropatia por LES se presenta
entre 50%-80% en algiin momento del curso de la enfermedad, mientras que en adultos se da
en un 40%-50% (1,24). Solo el 36% de los pacientes con NL presentaron NLA.

En diferentes trabajos donde se compara la NLA, con nefritis controlada o invactiva o
LES activo sin nefropatia, se propuso la determinacion de Acs anti-C1q como marcador para
evaluar actividad de la enfermedad renal (8-11,13,16,25,27). Pocos autores hacen referencia a

10



la NL en pediatria, entre ellos Kader y col. (16) y Picard y col. (26) y ambos concluyen que los
niveles de Acs anti-C1q son un buen marcador de la NLA. En este trabajo se observd que los
Acs anti-C1q estaban aumentados en pacientes con NLA comparado con los pacientes NLC,
coincidiendo con los autores anteriormente citados. De los demas parametros estudiados, la
fraccion C4 del complemento se encontrd significativamente disminuida en el grupo NLA, lo
gue concuerda con lo observado en diferentes estudios (10,13,27). Tanto los Acs anti-Clq
como C4 resultaron ser buenos marcadores en el grupo de pacientes con NLA, el primero
hallandose aumentado y el segundo disminuido.

Aunque el tamafio muestral es bajo en comparacion a otros estudios, los hallazgos son
importantes ya que el LES-p es una enfermedad poco frecuente en nifios y adolescentes. Si
bien los pacientes del grupo NLA fueron 5, resultaron suficientes para marcar una tendencia
estadisticamente significativa. Seria conveniente validar esta tendencia en una cohorte mayor
de pacientes con LES-p, para confirmar el valor diagnéstico y prondstico de los Acs anti-C1q en
el compromiso renal activo.

El aumento de los niveles de Acs anti-C1q y la disminucion de la concentracion de la
fraccion C4 del complemento se asocian con la actividad de la nefropatia en pacientes con
LES-p. Esto sugiere que los Acs anti-C1qg pueden ser un nuevo marcador serolégico confiable
para la identificacion de pacientes con LES-p y NLA.
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