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Resumen

Introduccién: El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
sistémica que afecta principalmente a mujeres en edad reproductiva y durante el
embarazo, se asocia con mayor riesgo de complicaciones obstétricas. La fisiopatologia de
la enfermedad se encuentra bien caracterizada, sin embargo, la estratificacion individual
del riesgo obstétrico es limitado. Por ello, este trabajo tuvo como objetivo identificar
biomarcadores moleculares e inmunoldgicos asociados a riesgo obstétrico en mujeres
embarazadas con LES e integrarlos en el desarrollo de un asistente clinico virtual.

Metodologia: Se realiz6 un estudio integrativo, combinando analisis bioinformaético,
evaluacion de niveles de citocinas y desarrollo de una herramienta digital. Primero, se
analizaron bases transcriptomicas publicas de Gene Expression Omnibus para identificar
genes expresados diferencialmente en mujeres embarazadas con LES, controles sanos y
pacientes con o sin complicaciones obstétricas. Se emplearon herramientas de RNA-seq,
microarreglos, andlisis diferencial, enriquecimiento funcional GO/KEGG/GSVA y curvas
ROC. Posteriormente, se cuantificaron citocinas séricas en una cohorte de mujeres
embarazadas con LES, artritis reumatoide, sindrome antifosfolipido y controles sanos
mediante Luminex y ELISA. Finalmente, se diseii6 una calculadora clinica virtual basada
en variables clinicas, seroldgicas e inflamatorias para estimar riesgo obstétrico.

Resultados: El analisis transcriptomico identifico una firma comun en LES caracterizada
por activacion de respuesta antiviral, interferon tipo I, inmunidad innata y sefializacion
por quimiocinas. En pacientes con LES y complicaciones obstétricas se identificaron
genes asociados con respuesta de interferon, activacion humoral, plasmablastos, células
mieloides y regulacion tisular, destacando IF127, USP18, JCHAIN, SIGLEC14 y PI3. Las
curvas ROC individuales presentaron desempefios limitados, pero el modelo combinado
alcanz6 capacidad predictiva moderada con AUC de 0.746. El andlisis de citocinas séricas
mostro que las pacientes embarazadas con LES presentaron niveles elevados de BAFF y
CXCLI13 frente a pacientes con artritis reumatoide o sindrome antifosfolipido. En el tercer
trimestre, se observd aumento de IFN-a, IL-17A, IFN-y, IL-12p70, BAFF, IL-4, MCP-
1/CCL2, CXCLS8/IL-8 y RANTES/CCLS comparado a controles sanos, lo que sugiere una
activacion inmunoldgica sistémica intensa en etapas tardias del embarazo.

Conclusion: Las mujeres embarazadas con LES se caracterizan por una activacion de vias
de interferdon, respuesta humoral y quimiocinas. IFN-o y BAFF destacan como candidatos
biomarcadores de preeclampsia, mientras que los genes IFI27, USP18, JCHAIN,
SIGLEC14 y PI3 se proponen como biomarcadores moleculares de complicaciones
obstétricas.
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Capitulo I
Introduccion

1. Lupus eritematoso sistémico

1.1 Aspectos generales

El Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune sistémica
caracterizada por la produccion de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos nucleares,
generando depdsito de inmunocomplejos responsables de desencadenar inflamacion y
dano tisular (1). El LES afecta aproximadamente 3.4 millones de personas en todo el
mundo, presentando mayor incidencia en mujeres de edades reproductivas,
especificamente entre la pubertad y menopausia (2). E1 LES es causada por una reaccion
autoinmune que involucra el sistema inmune innato y adaptativo. La produccion de
anticuerpos dirigidos contra elementos del nucleo celular, denominados como anticuerpos
antinucleares (ANAs) corresponden a una caracteristica del LES, sin embargo, proteinas
nucleares (Smith, Ro y UI-RNP), proteinas del complemento (C1q), 4cidos nucleicos
(dsDNA) y componentes estructurales celulares (fosfolipidos) pueden ser reconocidos por
los autoanticuerpos (3). Las manifestaciones clinicas del LES son altamente heterogéneas,
difiriendo entre pacientes la sintomatologia, por su parte, la enfermedad se categoriza
entre leve, moderado y grave. En la practica clinica, se emplean los criterios de
clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia (ACR), el indice de actividad de la
enfermedad LES (SLEDAI) y la presencia de ANAs para su diagnostico (2). Pacientes
con LES presentan una variedad de manifestaciones clinicas, sintomas generales que
incluyen fiebre, artralgias, mialgias, cefalea, fatiga, pérdida de apetito y de peso, estos
ultimos son comunes en casos nuevos o en episodios activos de la enfermedad. De manera
sistémica numerosos 6rganos se encuentran afectados, por lo que se pueden presentar
complicaciones cardiacas, neuroldgicas, pulmonares, cutaneas, renales, gastrointestinales,

musculoesqueléticas y hematologicas (4). (Figura 1)
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Figura 1. Complicaciones asociadas a LES. Imagen adaptada de Kaul. et al. (2016).
Systemic lupus erythematosus, Nature Reviews Disease Primers (3)

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Nivel mundial

El LES es un problema de salud a nivel mundial, afecta aproximadamente 3.4 millones de

personas con una incidencia estimada de 5.14 (1.4 a 15.13) por cada 100,000 personas al

ano (5). Es una enfermedad que se presenta principalmente en mujeres en edad

reproductiva (15 a 44 afos), en personas de etnia asidtica, afroamericana, hispana e

indigena. A nivel regional la incidencia de LES varia entre 3.7 a 49.0 por cada 100,000

personas al aflo en Norteamérica, 1.5 a 7.4 por cada 100,000 en Europa, 1.4 a 6.3 por cada

100,000 en América del Sur y 2.5 a 8.6 por cada 100,000 en Asia. La incidencia difiere

ampliamente por pais, los cuatro paises con incidencias altas son Polonia (81.84 por cada
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100,000 personas), Estados Unidos de América (12.13 por cada 100,000 personas),
Barbados (10.37 por cada 100,000 personas) y China (8.57 por cada 100,000 personas),

en contraste, Kazajistan fue el pais con menor incidencia (0.57 por cada 100,000 personas)

(4) (Figura 2).

La relacion de mujeres y hombres que presentan LES se estima de 3:1 en nifios y de 9:1
en adultos (2). La incidencia mundial de LES en mujeres es de 8.82 (2.4 a 25.99 por cada
100,000 personas) representando 0.34 millones de nuevos casos al afio. En hombres, la
incidencia mundial de LES es de 1.53 (0.41 a 4.46) por 100,000 personas, que representan

0.06 millones de nuevos casos al afio (5).

En la estratificacion por edad, se calcula que la incidencia de LES en adultos es 1.42 veces
mayor que en el total de la poblacion. La incidencia global en adultos es de 7.31 (1.98 a

21.54) por cada 100,000 personas al afio, que corresponde a 0.68 millones de nuevos casos
().

A nivel global, la prevalencia estimada de LES es de 43.7 (15.87 a 108.92) por cada
100,000 personas, afectando cerca de 3.41 millones de individuos. En el sur de Asia por
cada 100,000 personas 15.9 (3.29 a 45.85) padecen LES, mientras que en Latinoamérica
es 110.85 (26.79 a 314.1) por cada 100,000. Los cuatro paises con mayor prevalencia son
Emiratos Arabes Unidos (166.92 por cada 100,000 personas), Barbados (163.31 por cada
100,000 personas), Cuba (149.9 por cada 100,000 personas) y Brasil (147.37 por cada
100,000 personas). En contraste, Argentina es el pais con la menor prevalencia (5.05 por

cada 100,000 personas) (5).

En mujeres la prevalencia mundial de LES es mayor que la de los hombres, estimaciones
reportan 78.73 (28.61 a 196.33) por cada 100,000 de personas, afectando a 3.04 millones
de mujeres. Los paises con mayor prevalencia de LES en mujeres son Emiratos Arabes
Unidos (410.3 por cada 100,000 personas), Barbados (285.62 por cada 100,000 personas),
Cuba (266.6 por cada 100,000 personas) y Brasil (251.86 por cada 100,000 personas). La
mayor poblacion femenina con LES se registré en China (622, 526 personas), Brasil (281
763 personas), Estados Unidos de América (159, 914 personas) e Indonesia (131, 214
personas). En hombres, la prevalencia mundial es de 9.26 (3.36 a 22.97) por cada 100,000

personas con 0.36 millones de hombres.



La estratificacion por edades reporta una prevalencia de LES en adultos de 61.08 (22.18
a 151.87) por cada 100,000 personas, que representa aproximadamente 3.17 millones de
individuos. En la poblaciéon adulta femenina es aproximadamente 1.38 veces mayor que
la poblacion femenina global, con una prevalencia de 108.75 (30.5 a 270.58) por cada
100,000 personas, con 2.84 millones de mujeres adultas afectadas en el mundo. La
prevalencia en la poblacion masculina adulta es de 13.04 (4.73 a 32.29) por cada 100,000

personas, lo que representa 0.34 millones de hombres adultos con LES (5).

La mortalidad por LES es de 18.6 decesos por cada 1000 personas al afio, con un indice
de mortalidad estandarizado global de 2.65 (2.13 a 3.26). Con respecto a la edad, el indice
de mortalidad estandarizado fue de 5.59 (2.05 a 12.38) en el grupo de edad mas joven (0-
44 anos) y disminuyendo progresivamente a 2.14 (1.59 a 2.83) en el grupo de edad mas
avanzada (>75 anos). La supervivencia a 1 afio posterior al diagnostico es de 96%, la

supervivencia a los 5 afios es de 91% y los 10 afios del 85%. Las principales causas de

muerte en pacientes con LES se deben a enfermedades cardiovasculares y céncer (6).

Rango de prevalencia

(por 100,000)

W 0-50

% 50-100

M 100-150

1% 150-250
250-1,000

¥ 1,000-5,000
M 5,000+

I Rango amplio
M Sin datos

Figura 2. Incidencia mundial de LES. Imagen adaptada de Tian, J. et al. (2023). Global
epidemiology of systemic lupus erythematosus: a comprehensive systematic analysis and
modelling study. Annals of the Rheumatic Diseases (5).



1.2.2 México

La prevalencia de LES en México se estima de 0.06% (0,03-0,10), con mayor frecuencia

en mujeres (92.5%), respecto a hombres (7.5%) (7).

La tasa de mortalidad especifica por edad es de 0.89 por cada 100,000 personas en 2017
(8). A nivel nacional, el LES se encuentra entre las 20 principales causas de muerte en
mujeres de 10-54 afios. En el periodo del ano 1998 a 2017, se reportaron 11,449

defunciones, 75% ocurrieron en pacientes menores de 50 afios (9).

1.2.3 Nuevo Leon

No existe un registro estatal actualizado y robusto de la epidemiologia en LES. Sin
embrago en el afio 2010, el programa COPCORD report6 en Nuevo Ledn una prevalencia
estimada de 40 casos por cada 100, 000 habitantes, con un estimado de 2,300 personas

con LES en el estado (10).

1.3 Fisiopatologia

Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad causada por una respuesta inmune
inapropiada hacia componentes del ntcleo celular, se caracteriza por la produccion de
anticuerpos antinucleares (ANAs). Con base en los antigenos que son reconocidos, los
autoanticuerpos se pueden dividir en aquellos con capacidad de dirigirse a componentes
de los nucleosomas (anti-ADN y anti-histona) o proteinas de union al ARN (anti-Sm, anti-
UIRNP, anti-SSA, anti-Ro y anti-LA) (11). El LES es una enfermedad multisistémica
donde se encuentran involucrados diversos factores genéticos (/IRFS, STAT4, BLK, HLA-
DR3, TREXI, DNASEI, entre otros), epigenéticos, ambientales (EBV, Radiacion UV,
tabaquismo) y hormonales (estrogeno y progesterona) que contribuyen a su desarrollo,

progresion y establecimiento de la enfermedad.

1.3.1 Factores genéticos y epigenéticos

Existe una elevada predisposicion genética para el desarrollo del LES. Se reportan
aproximadamente 100 loci genéticos asociados con LES, muchas de las variantes
corresponden a elementos regulatorios, sin embargo, algunas recaen en genes codificantes
involucrados en vias de sefalizacion importantes (3). Mutaciones que implican
deficiencias en la via de complemento (C2, C4 y C1q) pueden contribuir al desarrollo de

la enfermedad por alteraciones en la eliminacion de detritos celulares, lo que provoca



acumulacién de autoantigenos (12). El haplotipo 8.1 del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) asociado a LES incluye los alelos HLA-B8 y HLA-DR3 que
favorecen la produccion de autoanticuerpos dirigidos contra ADN o proteinas asociadas a
ARN (13). Mutaciones en genes involucrados en vias de degradacion de acidos nucleicos,
como nucleasas (TREX1, DNASE1, DNASE1L3 y RNASEH?2) promueven la acumulacion
de autoantigenos (14). La via de interferon tipo I tiene un papel importante en la
progresion de LES. Mutaciones en receptores tipo Toll activados por acidos nucleicos
(TLR7 y TLRY) (15), proteinas de sefializacion y factores de transcripcion (IRFS5, IRF7,
IRFS, IFIHI, STAT4, TYK?2) provoca la produccion exacerbada de IFN tipo I (3).

Los mecanismos epigenéticos son eventos reversibles y heredables que modifican la
expresion de los genes sin alterar la secuencia de ADN. La metilaciéon del ADN en
dinucledtidos de citosina-fosfato-guanosina (CpG) controla la accesibilidad de factores de
transcripcion, coactivadores transcripcionales y ARN polimerasas a regiones regulatorias
(16). La hipometilacion de elementos reguladores de genes CD11a/CD18, CD70,
CDA40LG, IL-10, STAT3 promueve su expresion en pacientes con LES y se asocia con el
inicio, desarrollo y complicaciones de la enfermedad (16). La modificacion de histonas
provoca una alteracion en la interaccion de los elementos del nucleosoma (histonas y
DNA), estos incluyen acetilacion, metilacion, fosforilacion y citrulinacion. La acetilacion
de histonas y la metilacion de la histona H3K9 disminuye en células T CD4+ provenientes
de pacientes con LES (17). Modificaciones en histonas en genes de /L17 e IL2 contribuyen

al fenotipo efector de las células T en LES. (16)

1.3.2 Factores ambientales

Diversos factores ambientales contribuyen a la aparicion de LES en personas
genéticamente predispuestas. Se estima que la contribucién de los factores ambientales al
desarrollo de LES es del 56% (18). El tabaquismo, la exposicion a silice y la ingesta de
hormonas exdgenas aumentan el riesgo relativo en un factor de 1.5,2.1 4.6 y 1.5-1.9
respectivamente (18). La exposicion a pesticidas, sustancias quimicas e industriales
incrementa el riesgo de LES en un factor de 1.5 a 7.4 (19). La luz UV puede inducir ruptura
del ADN con formacion de fragmentos de 4cidos nucleicos lo que induce la apoptosis o
necrosis de queratinocitos y desencadena la liberacion de autoantigenos con formacion de
inmunocomplejos y dafio tisular (3). Las modificaciones epigenéticas por exposicion a
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farmacos es el principal mecanismo propuesto en la induccion de LES. La hidralazina,
un vasodilatador que inhibe la acumulacion de Ca*? empleado para tratar la hipertension
arterial, inhibe la via de sefializaciéon ERK lo que provoca la disminucién de la expresion
de las ADN metiltransferasas DNMT1 y DNMT3A. Alteraciones en la expresion de genes
del sistema inmune inducen autorreactividad y supervivencia de células T y B (20). El
tabaquismo actua como un estimulo inflamatorio en el epitelio y células mononucleares
del pulmoén, promueve dafio celular por aumento de especies reactivas de oxigeno,
alteracion de funciones celulares y produccion de autoanticuerpos (21). Compuestos
minerales como silice actian como adyuvantes del sistema inmune, inducen inflamacion
crénica, estrés oxidativo y apoptosis, lo que favorece la ruptura de la tolerancia
inmunologica y produccion de autoanticuerpos (22). Otro de los factores ampliamente
descritos son las infecciones virales, especialmente el virus de Epstein-Barr, la activacion
del sistema inmune innato mediante interaccion de ARNs virales con receptores tipo Toll
(TLR) induce la produccion de interferén tipo I, que promueve la diferenciacion de células
B y produccion de autoanticuerpos. Acompaiado a esto, ocurre una reaccion cruzada entre
anticuerpos especificos dirigidos hacia la proteina del antigeno nuclear 1 de Epstein-Barr

(EBNA1) con el ADN bicatenario (23).

1.3.3 Factores hormonales

Las hormonas sexuales incluyen estrogeno, progesterona, testosterona,
dihidrotestosterona y dehidroepiandrosterona con participacion en la modulacion de la
respuesta inmune. En mujeres, el estrogeno y progesterona son producidos por los ovarios,
fluctian durante el ciclo menstrual y a lo largo de la vida, etapas denominadas como
premenopausia y menopausia, mientras que la testosterona permanece constante durante
el ciclo menstrual y decrece en la menopausia (24). La progesterona y los androgenos
tienen efectos inmunosupresores y antiinflamatorios, mientras que los estrogenos se han

asociado con un efecto estimulante para el desarrollo de enfermedades autoinmunes (25).

Las células del sistema inmune expresan dos subtipos de receptores de estrogenos, ERa y
Erf, que regulan vias de sefializacion intracelular. En pacientes con LES existe un
aumento en la expresion de Era y un decremento en Erf3 en PBMCs (26), asociado con el
desarrollo y progresion de anticuerpos anti-DNA. Los estrégenos estimulan la
maduracion de células B y la secrecion de anticuerpos. En enfermedades autoinmunes, el
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estrogeno incrementa el numero de progenitores de células B en la médula 6sea y la
supervivencia de células B esplénicas y favorece el desarrollo de células B autorreactivas
(24). A su vez, el incremento de estrogeno se asocia con aumento en los niveles del factor
de activacion de células B (BAFF), esto favorece la supervivencia de células B
autorreactivas y la produccion de autoanticuerpos (27). Los estrogenos desempefian una
funcién importante en el tipo de respuesta inmune. Niveles bajos de estrogenos
promueven la diferenciacion de linfocitos T cooperadores de tipo 1 (Thl) e inmunidad
celular, mientras que niveles elevados promueven la diferenciacion de linfocitos T
cooperadores de tipo 2 (Th2) e inmunidad humoral (25). El aumento de niveles de
estrogeno induce un fenotipo tipo LES, caracterizado por produccion de citocinas Th2 y
autoanticuerpos (28). Las células dendriticas plasmacitoides (pDC) son las principales
productoras de interferdn tipo I. En LES, las pDC se encuentran constantemente activadas
por la interaccion de 4cidos nucleicos con receptores tipo Toll (TLR-7 y TLR-9) con la
produccion de interferon tipo Iy desarrollo de autoinmunidad. El estrogeno promueve la
diferenciacion de pDC y eleva la expresion de MHC-II y CD86, a su vez, promueve la
expresion de TLR8, TLR7 y TLR9 en PBMC:s (29). A nivel celular, el estrogeno potencia
la activacion de células dendriticas y produccién de interferon mediante las vias de

sefalizacion de TLR esto favorece el desarrollo y progresion de LES.

La progesterona es una hormona esteroide reproductiva con funciones
inmunomoduladoras. La accién de la progesterona depende de sus receptores (PR), los
cuales pueden estar presentes en la superficie celular o de manera intracelular (iPRs). A
nivel celular, la progesterona regula funciones de quimiotaxis, supervivencia celular y
liberacion de superdxido en neutrofilos, inhibe funciones pro-inflamatorias (liberacion de
TNF-a) y promueve la produccion de citocinas anti-inflamatorias (IL-10) en macréfagos.
En pDCs la progesterona aumenta la liberacion de IFN-a inducida por TLR-7/8, ademas,
suprime la proliferacion de células CD4", la diferenciacion Th1/Th17 y funciones
efectoras, en contraste potencia la diferenciacion a Th2 y Treg. Durante el embarazo la
progesterona suprime la actividad citotoxica de células CD3"CD8" mediante moléculas
inmunorreguladoras como 2,3- dioxigenasa (IDO) o el factor de bloqueo inducido por la

progesterona (PIBF) (30). En pacientes con LES es caracteristico la presencia de niveles



bajos de progesterona, por lo que disminuye su impacto y promueve la proliferacion de

células T CD4" asi como la produccion de anticuerpos por las células B (31, 32).

1.4 Respuesta Inmune en LES

El LES es una enfermedad caracterizada por una desregulacion inmune y pérdida de
tolerancia, donde ocurre un error en el reconocimiento de autoantigenos e inicia una
respuesta inmune inapropiada. La presencia de anticuerpos antinucleares indica la
existencia de memoria inmunolédgica de largo plazo donde se incluyen células plasmaticas
de larga vida, lo que indica la importancia de la inmunidad adaptativa, sin embargo, el
estimulo inicial que desencadena la expansion clonal de linfocitos autorreactivos proviene
de la activacion de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), liberacion de citocinas
y factores de supervivencia como IFN tipo I y BAFF. De manera general durante la
inmunopatogénesis de LES la inmunidad innata contribuye al inicio y amplificacion de la
respuesta, mientras que la inmunidad adaptativa desempefia un papel central en la

patogénesis de la enfermedad (31). (Figura 3)
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Figura 3. Participacion del sistema inmune en el desarrollo de LES. Imagen creada en
BioRender.com

1.4.1 Sistema inmune innato
El sistema inmune innato es la primera linea de defensa rapida y no especifica donde

participan barreras fisicas, quimicas, células especializadas (monocitos, macrofagos,
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neutrofilos, células NK, eosindfilos) y proteinas sanguineas (complemento). En
condiciones de inflamacion, los neutréfilos forman trampas extracelulares (NET) en un
proceso llamado NETosis, donde se liberan componentes celulares (mitocondrias,
proteinas nucleares y ADN), los cuales son reconocidos por autoanticuerpos en LES (33).
La formacion de inmunocomplejos formados por autoanticuerpos y autoantigenos son
reconocidos por el receptor FcyRII (CD32) en superficie celular de pDCs, son
transportados a los receptores tipo Toll (TLR7/9) lo que activa la produccion de IFN-a
(34). La sefializacion rio abajo de los TLRs endosomales induce la actividad de los
factores de transcripcion IRF3/7 y del inhibidor de la kB quinasa (IKKa) e inicia la
produccion de IFN tipo I (35). Los TLRs endosomales son los principales sensores de
acidos nucleicos. TLR7 reconoce ARN y TLR9 reconoce ADN rico en CpG no metilado,
estos receptores son activados por los inmunocomplejos lo que favorece la produccion de
IFN tipo I y disfuncion inmunitaria en LES (36). Mutaciones y alteraciones en los
receptores, mediadores rio abajo y reguladores negativos de la sefializacion de TLR se han
implicado en la patogénesis de LES. El TLR7 influye en el desarrollo de la subpoblacion
de células B doble negativas (IgD"CD27"), las cuales estdn aumentadas en personas con
LES y tienen la caracteristica de presentar un fenotipo de células B virgen activadas con
capacidad de detectar acidos nucleicos, por lo que, se proponen como las principales
responsables en la produccion de los autoanticuerpos (37). Otra via de activacion del
sistema inmune innato es el reconocimiento de ADN citosdlico mediante la enzima sintasa
ciclica de GMP-AMP (cGAS) que produce cGMP—-AMP el cual se une al estimulador de
la respuesta a interferon (STING). STING desencadena la fosforilacion de IRF3, que
posteriormente es desplazado al nlcleo para promover la produccion de citocinas
proinflamatorias (IFNp) (38). La via de cGAS—STING se encuentra constantemente activa

en pacientes con LES (39).

Los monocitos en LES potencian la inflamaciéon e incrementa la sefializaciéon de
interferon. Algunas poblaciones de monocitos presentes en sangre periférica de personas
con LES son capaces de fagocitar globulos rojos y expresar genes estimulados por IFN
(ISG) e IL-1B activando el inflamosoma, por otra parte, el aumento de la expresion de ISG

en los monocitos se encuentra asociado con disminucion del nimero de células T CD4*
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virgenes y aumento en el niimero de células T citotoxicas CD8" GZMH" (40). Los

monocitos que ingresan a los tejidos contribuyen y potencian la inflamacion.

Los principales mediadores humorales involucrados en la patogénesis de LES son el
sistema de complemento. La activacion del complemento por la formacion de
inmunocomplejos es un factor clave en el desarrollo del dafio tisular, sin embargo, la
activacion de elementos del complemento como Clq y C3 de la via clésica facilitan la
eliminacion de los inmunocomplejos y de material apoptdtico en circulacion (41).
Alteraciones en los elementos del complemento provoca que los autoantigenos
provenientes del material celular no eliminados se acumulen y depositen en tejidos, por

ello mutaciones en Clq, C2 y C4 se describen como causas monogénicas de LES (42).

1.4.2 Sistema inmune adaptativo

Las células del sistema inmune reconocen antigenos de manera especifica y generan
memoria inmunoldgica, esto permite una respuesta mas eficiente a estimulos posteriores.
Este tipo de respuesta inicia con el reconocimiento preciso de antigenos mediante
receptores especificos que se originan por recombinacion somatica. Sus principales

células efectores son los linfocitos B y T.

1.4.2.1 Linfocitos T

Los linfocitos T son importantes en la patogénesis de LES, secretan de manera excesiva
citocinas proinflamatorias, proveen sefiales a células B mediante interacciones
dependientes de contacto, promueven de produccion de autoanticuerpos y potencian el
dafio tisular mediante el reclutamiento de otras poblaciones celulares (43). Los linfocitos
T cooperadores son responsables de orquestar la respuesta inmune contra diversos
patogenos, presentan una plasticidad que les permite diferenciarse en subtipos celulares

con perfiles de expresion de citocinas y funciones especificas.

Los linfocitos Thl estan involucrados en la respuesta inflamatoria celular y la defensa
contra patdgenos intracelulares. Se caracterizan principalmente por la produccion de 1L-2
e IFN-y, sin embargo, pueden producir otras citocinas como TNF, linfotoxinas y el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos (GM-CSF). Los linfocitos Thl
tienen un rol importante en la patogénesis de LES debido a su predominante contribucion

de IFN-y, una citocina proinflamatoria con diversas funciones como; incrementar la
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expresion de TLRs, promover el cambio de clase de la inmunoglobulina y (IgG), potenciar
la presentacion de antigenos mediante el complejo mayor de histocompatibilidad de clase
I (MHC-I) y de clase II (MHC-II), inducir la secrecion de citocinas, activar macréfagos e

incrementar la fagocitosis (44).

Los linfocitos Th2 son reconocidos por su importancia en mecanismos de defensa contra
parasitos multicelulares y su relacion con enfermedades alérgicas. Se encuentran presentes
en tejido epitelial, principalmente en tracto intestinal y pulmones. Citocinas de la respuesta
inmune innata como IL-25, IL-33 y la linfopoyetina estromal timica (TSLP) desempefian
un papel fundamental en el desarrollo de estas enfermedades. Los linfocitos Th2 se
caracterizan principalmente por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13. (45). IL-4 es una
citocina pleiotropica que promueve la diferenciacion de linfocitos B en células
plasmaticas e induce cambio clase de inmunoglobulinas a IgG1 e IgE, actiia promoviendo
la diferenciacion y maduracion de células plasmaticas derivadas de médula osea y
contribuye a la reparacion de tejidos potenciando la actividad de macréfagos M2 (44). IL-
13 promueve proliferacion y diferenciacion de células B, induce expresion de MHC-II,
CD23 e IgE, mientras que IL-5 estimula la produccion de anticuerpos en linfocitos B
activados (43). LES es caracteristico de un eje Th1/Th2 elevado, sin embargo, citocinas
provenientes de linfocitos Th2 pueden inducir la generaciéon de autoanticuerpos y

potenciar la patologia.

Los linfocitos Th17 son la principal fuente de IL-17, una familia de citocinas con efectos
inflamatorios y un papel fundamental en la defensa contra bacterias extracelulares y
hongos. Existen 6 miembros conocidos de la familia de IL.17, IL-17A (conocida como
IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, y IL-17F (46). Es una citocina con numerosas
funciones patoldgicas como; reclutamiento de neutréfilos, activacion de células inmunes
innatas, incremento de funciones de linfocitos B, induccion de liberacion de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, GM-CSF e IL-1p, expresion y liberacion de ICAM-1,
prostaglandinas E2 (PGE2), incremento de dafio tisular por la induccion de
metaloproteinasas de matriz (MMPs) y péptidos antimicrobianos (44). IL-17 se encuentra
elevada en pacientes con LES, se asocia con gravedad y es un elemento importante en la

patogénesis de la enfermedad. IL-17 promueve la formaciéon espontdnea de centros
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germinales, la generacion de autoanticuerpos de manera independiente del antigeno y
promueve la respuesta de linfocitos B, potencia su proliferacion, reduce su apoptosis y

favorece su maduracion en células plasmaticas (47).

Los linfocitos T reguladores (Treg) son células cruciales en el mantenimiento de la
tolerancia y homeostasis inmunologica. Estos linfocitos se caracterizan por la expresion
de la cadera alfa del receptor de IL-2 (CD25) y el factor de transcripcion FoxP3, ademaés
expresan CTLA-4 y sus funciones principales son la supresion de actividad celular,
expansion de linfocitos y el mantenimiento de la tolerancia periférica de antigenos
propios. Los linfocitos Treg se subdividen dependiendo de su origen de desarrollo en Tregs
timicas o naturales (nTregs) y Tregs inducidas en tejidos periféricos (iTregs) (48). Los
mecanismos de supresion inmunitaria mediada por Treg son la secrecion de citocinas
antiinflamatorias (IL-10 y TGF-f), expresion de receptores inhibidores y deprivacion de
citocinas. En LES como enfermedad autoinmune sistémica, la ausencia de Tregs o
disminucion de su funcion es considerado como favorable para la patogénesis de la
enfermedad (49). En contraste a las funciones supresoras de IL-10 y TGF-p, bajo ciertas
condiciones pueden potenciar y activar la patogénesis de LES. IL-10 activa y dirige la
maduracion de linfocitos B en células plasmaticas, estimula la proliferacion de precursores
y linfocitos B maduros (50). Por otra parte, TGF-B se encuentra asociado con efectos
proinflamatorios, asi como en el desarrollo y la diferenciacion de los linfocitos Th17, que

favorece la inflamacion y patogénesis de LES (51).

Los linfocitos T cooperadores foliculares (Tfh) se localizan en centros germinales y en
focos extra foliculares que proporcionan sefales a las células B para su supervivencia,
diferenciacion y maduracion. Se caracterizan por la expresion del factor de transcripcion
BCL6. En la respuesta inmune, la funcion principal de Tth es ayudar a las células B
durante la respuesta a antigenos dependientes de linfocitos T mediante la liberacion de
citocinas como IL-21 e IL-4. Los autoanticuerpos especificos en LES tienen una alta
afinidad mediante hipermutacion somaética, lo que indica la participacion de las Tth en la
generacion de clonas de células B autorreactivas (52). Las moléculas dependientes de
contacto, como CD40L e ICOS de Tth, también potencian la activacion de las células B

(53). Por lo tanto, las interacciones entre células T y B son fundamentales para el
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desarrollo y mantenimiento de las células B autorreactivas y su diferenciacion en células

plasmaticas productoras de autoanticuerpos.

Los linfocitos T citotoxicos (CD8") se caracterizan por su actividad citotoxica mediada
por la expresion de perforinas y granzimas, ademas de citocinas como IFN-y TNF-a.
Tienen la capacidad de reconocer antigenos mediante su TCR y sus principales funciones
son eliminar agentes virales y células tumorales. Las células T CD8" de pacientes con LES
presentan defectos funcionales que incluyen disminucion en la produccion de perforina y
granzima (54). La eliminacion genética de la produccién de perforina resulta en la
aceleracion de la progresion de la enfermedad. El rol principal de las células CD8" en el
establecimiento y mantenimiento de la tolerancia periférica recae en la remocion de las

células B autorreactivas.

Las células T doble negativos (DN) son células que expresan los receptores de linfocitos
T af pero carecen de los correceptores CD4 y CDS8. Representan una poblacion pequefia
de linfocitos circulantes en individuos sanos, sin embargo, su poblacion se encuentra
elevada en pacientes con LES. Contribuyen a la patogénesis de la enfermedad por ser uno

de los principales productores de IL-17 e IFN- vy (55).

1.4.2.2 Linfocitos B

La pérdida de la tolerancia inmunologica es la caracteristica distintiva en la patogénesis
de LES, provoca una respuesta inmune dirigida a componentes nucleares y
citoplasmaticos. Las cé¢lulas plasmaticas y las clonas de células plasmaticas de larga vida
son las principales productoras de autoanticuerpos, que contribuyen al dafio tisular y
mantenimiento de inflamacion mediante la formacién de complejos inmunes y la

liberacion de citocinas proinflamatorias (IFN-I) (56).

Los linfocitos B son precursores de células plasmaticas, su principal rol es la liberacion
de anticuerpos, ademds son importantes células presentadoras de antigenos. Se originan
del progenitor linfoide comun, que ademas da origen a los linfocitos T y NK. Su principal
caracteristica es la expresion de una unica inmunoglobulina (57). La diversidad del
receptor de células B (BCR) generado mediante recombinacion V(D)J permite reconocer
una gran variedad de antigenos, sin embargo, también se generan células B inmaduras que

reconocen antigenos propios, denominados como linfocitos B autorreactivos (58). En el
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repertorio de células B maduras, el porcentaje de linfocitos B autorreactivos disminuye
como resultado de los mecanismos de la tolerancia inmunoldgica, tales como la
modificacion del BCR, apoptosis y anergia, sin embargo, todavia se presenta un porcentaje
considerable de células B maduras autorreactivas (57). El LES se caracteriza por
autoanticuerpos que reconocen de manera restrictiva antigenos nucleares, esto puede
explicarse por la activacion doble del BCR y TLRs. Durante una infeccion viral aguda,
las células B especificas de antigeno transportan el acido nucleico viral a compartimentos
endosomales e inicia la sefnalizacion de TLR dependiente de MyD88 e induccion de
produccion de anticuerpos, sin embargo, los TLRs pueden reconocer particulas de acidos
nucleicos derivadas de células apoptoticas, integrarlos al BCR y aumentar el riesgo de
autoinmunidad (59,60). Los receptores endosomales TLR9 se asocian con la produccion
de autoanticuerpos dirigidos al ADN y cromatina, mientras que TLR7 facilita la

reactividad a autoantigenos asociados a ARN (61).

Los linfocitos B maduros se dividen en subpoblaciones funcionales y anatomicas, tales
como las células B-1, células B de la zona marginal (ZM) y las células B foliculares. Las
células B-1 se encuentran principalmente en el peritoneo y cavidades pleurales, mientras
que son escasas en organos linfoides y en sangre. Expresan anticuerpos poli-reactivos [gM
e IgA y son activadas por antigenos independientes de linfocitos T como LPS (TI-1) o
antigenos multivalentes (TI-2). Se proponen como la principal fuente de autoanticuerpos
naturales de baja afinidad secretados de manera espontanea que permiten eliminar restos
apoptoticos (62). En algunos modelos murinos de LES se observan niveles elevados de
células B-1 en sangre, sin embargo, alin no existe asociacion clara con el desarrollo de
LES. Las células B de zona marginal (ZM) y foliculares derivan de células B inmaduras
provenientes de la médula 6sea, denominadas como células B transicionales, las cuales
para su maduracion dependen del factor de activacion de las células B (BAFF (63). El
incremento de niveles de BAFF permite a las células B autorreactivas madurar hasta ser
inmunocompetentes. Pacientes con LES presentan un incremento de células B
transicionales, lo que puede estar asociado con niveles elevados de BAFF (64). Las células
B ZM se localizan en la zona marginal del bazo, donde actian como primera linea de
defensa frente a antigenos independientes de linfocitos T, como LPS bacteriano (65). Estas

células B presentan una elevada respuesta a la activacion de TLR, expresan niveles altos
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de receptores de complemento y de moléculas coestimuladoras, ademas de una
prominente capacidad de diferenciarse a células plasmaticas (66). Por otra parte, los
linfocitos B foliculares, son células que migran entre ganglios linfaticos, foliculos
esplénicos y circulacion, hasta que interactian con un antigeno y son los principales
contribuyentes en la respuesta dependiente de linfocitos T, ademds de la respuesta de

centros germinales y generacion de memoria (67).

Durante la fase inicial de la respuesta inmune humoral, plasmablastos de vida corta y baja
afinidad son generados de manera extra folicular (EF), subsecuentemente interacciones
constantes en los centros germinales de células B especificas de antigenos y linfocitos T
CD4+ facilitan la produccion de células plasmaticas de alta afinidad, que se desplazan a
nichos de supervivencia en médula 6sea para establecerse como plasmocitos de larga vida
(LLPC) (68). En el desarrollo de LES ocurre una acumulacion de clonas autorreactivas
con presencia de hipermutacion somatica, lo que implica un origen de centro germinal.
En pacientes y modelos murinos de LES se reportan la formacion de centros germinales
espontaneos que pueden estar asociados con la fisiopatologia de la enfermedad (69). De
manera paralela, en LES se pueden presentar células B con hipermutacion somatica
generada de manera extra folicular (70). Dentro de las poblaciones especificas, en
pacientes con LES ocurre una expansion de un subtipo celular denominadas células
virgenes activadas (aNAV) definidas como IgD"CD27", las cuales muestran signos de
activacion temprana y alta capacidad de diferenciarse (71). Las células aNAV dan origen
a la mayoria de las células productoras de autoanticuerpos en LES, en especial a las células
doble negativas (DN2) (IgD"CD27 CXCR5 CDI1lc¢") o también denominadas células
asociadas a la edad (ABC). La subpoblacion celular ABC tiene su origen tras la activacion
de sus precursores mediante TLR7, IL-21 e IFN -y (72), presentan una mayor
autorreactividad y se sugiere que son las principales precursoras de las células plasmaticas

que dan origen a la patogénesis en LES (73).

1.5 Lupus eritematoso sistémico durante el embarazo

La mayoria de las pacientes con lupus son mujeres con una edad media de 30 afios, es
decir, mujeres en edad reproductiva. Por lo tanto, es importante comprender la interaccion

de la enfermedad con el embarazo. Durante el embarazo se mantiene una tolerancia
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inmunologica frente a los antigenos paternos presentes en el feto, lo que permite su
desarrollo. Alteraciones en el sistema inmune provocadas por el LES resultan en la pérdida
de la tolerancia inmunolégica, lo que puede provocar complicaciones obstétricas como

pérdida fetal, restriccion de crecimiento fetal, preeclampsia y activacion de LES.

1.5.1 Fisiologia del embarazo

El embarazo constituye un estado fisiolégico dindmico donde todos los sistemas maternos
sufren modificaciones para permitir y sostener el crecimiento fetal, el desarrollo de la
placenta, preparar el cuerpo materno para el parto y la lactancia. Estos cambios son
progresivos, reversibles y necesarios para compensar el aumento de las demandas

metabodlicas materno-fetales.

Una de las adaptaciones significativas ocurre en el sistema cardiovascular. En etapas
tempranas se produce una vasodilatacion y relajacion del musculo liso vascular para
incrementar los niveles de progesterona, estrogeno y prostaglandinas en circulacion (74).
De manera paralela ocurre una expansion del volumen plasmatico lo que se refleja como
una disminucidn de masa eritrocitaria, esto se denomina anemia fisioldgica del embarazo,
se reduce la viscosidad sanguinea, mejora la perfusion y permite una mayor reserva con

la pérdida sanguinea durante el parto (75).

El sistema respiratorio también sufre adaptaciones, la progesterona aumenta la
sensibilidad al didoxido de carbono, aumentando la ventilacion y disminuyendo la
alcalosis, de esta manera se facilita la eliminacion de COx; fetal en la circulacion materna.
Con respecto al metabolismo, la placenta actia como un érgano endocrino donde favorece
un estado anabdlico inicial, seguido de una mayor resistencia a la insulina, lo que permite

aumentar la disponibilidad de glucosa y nutrientes del feto (75).

1.5.2 Respuesta inmune en el embarazo

La respuesta inmune durante el embarazo permite la adaptacion materna para regular la
tolerancia del feto semialogénico sin comprometer la defensa frente a patdgenos e
infecciones. La presencia de células del sistema inmune en la interfaz materno-fetal
permiten la recepcion, establecimiento y crecimiento del blastocisto durante la fase de
implantacion. Durante la implantacion normal en la decidua se observan infiltrados de

células del sistema inmune innato y adaptativo. Aproximadamente el 70% de los
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leucocitos de la decidua son células NK, 20-25% macréfagos, 1.7% células dendriticas y
3-10% linfocitos T. Por otra parte, las células B se encuentran ausentes o en minima

cantidad en la decidua normal (76).

La respuesta inmune materna cambia a lo largo del embarazo. En el primer trimestre
predomina un ambiente inflamatorio el cual es necesario para la implantaciéon e invasion
trofoblastica, ademas de una remodelacion vascular. En esta fase predominan en el utero
células NK, macréfagos y citocinas. Durante el segundo trimestre, el sistema inmune
tiende hacia un perfil antiinflamatorio permitiendo el desarrollo de tolerancia
inmunologica mediada por células T reguladoras y menor actividad de respuesta Thl y
Th17. Este periodo favorece el crecimiento fetal. Hacia el tercer trimestre, nuevamente se
observa un aumento de mediadores proinflamatorios, el cual permite la maduracion del

cérvix uterino lo que provoca el trabajo de parto (77) (Figura 4).

Primer trimestre Segundo trimestre Tercer trimestre

e Implantacién e Crecimiento fetal e Inflamacién

e Inflamacion e Respuesta tipo T,,2 e Respuesta tipo T,1
e Parto

Trompa
de Falopio

umbilical

Vs Vejiga Vagina

Figura 4. Sistema inmune durante el embarazo. Figura adaptada de Mor, et. al (2017). The
unique immunological and microbial aspects of pregnancy. In Nature Reviews Immunology
(Vol. 17, Issue 8, pp. 469—482).
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1.5.3 Alteraciones del sistema inmune durante el embarazo en LES

En condiciones normales, la gestacion requiere de una regulacion controlada del sistema
inmune. Cada trimestre se caracteriza por un fenotipo inmunoldgico dependiendo los
requerimientos materno-fetales, sin embargo, en pacientes con LES ocurre una disrupcion
del sistema inmune caracterizada por una pérdida de la tolerancia, activacion de células B
autorreactivas, produccion de autoanticuerpos y activacion sostenida de vias inflamatorias

(78).

Una de las principales alteraciones del sistema inmune en LES es la sefial exacerbada de
interferon tipo 1. Los complejos inmunes que contienen ADN y ARN activan células
plasmaticas lo que induce la produccion de IFN-I, esta sefial incrementa la presentacion
de antigenos, activacion de monocitos y promueve la activacion y diferenciacion de
células B. Durante el embarazo esta activacion constitutiva interfiere con la tolerancia
materno-fetal contribuyendo a la inflamacion placentaria y alteraciones del crecimiento
fetal (79). Por otra parte, niveles elevados de BAFF en LES favorecen la supervivencia de
los linfocitos B autorreactivos, contribuyendo a la produccion de autoanticuerpos. En el
embarazo la interaccion de los autoanticuerpos con antigenos placentarios, aumentan el
riesgo de dafio a la placenta y desarrollo de complicaciones. Los anticuerpos anti-Ro/SSA,
anti-La/SSB y antifosfolipidos se asocian con el riesgo de lupus neonatal, bloqueo
auriculoventricular congénito, pérdida gestacional, trombosis e insuficiencia placentaria

(78).

Respecto al perfil de citocinas en mujeres embarazadas con LES, existe una participacion
de mediadores Thl, Th2 y Thl17, interferon y quimiocinas. La elevacion de 1L-12p70 e
IFN-y describe una activacion del eje Thl, capaz de estimular macréfagos, aumentar la
presentacion de antigenos y potenciar la inflamacion. Por su parte, IL-17A se asocia con
la induccién de quimiocinas, dafio tisular y reclutamiento de células efectoras (2). Las
quimiocinas como MCP-1, CXCL8, CCLS, CXCL10 y CXCL13 favorecen el
reclutamiento de monocitos, neutréfilos, linfocitos T y células B hacia tejidos inflamados
o hacia la interfase materno-fetal, dando como resultado un microambiente con mayor

trafico celular, inflamacion, activacion endotelial y dafio placentario (78).
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1.5.4 Complicaciones obstétricas durante el embarazo con LES

El embarazo en pacientes con LES se considera una condicion obstétrica de alto riesgo
debido a la frecuencia elevada de desenlaces adversos. Las principales complicaciones
descritas incluyen parto prematuro (39.4%), incremento de los sintomas de LES (35-85%)),
preeclampsia (28%), perdida gestacional o aborto (16%) y restriccion del crecimiento fetal

(12%) (78). (Figura 5).

La pérdida gestacional incluye aborto espontaneo, muerte fetal o muerte intrauterina. El
LES se asocia con la actividad sistémica de la enfermedad, presencia de anti-dsADN y
principalmente anticuerpos antifosfolipidos (aPL). Los aPL pueden unirse a la [(2-
glicoproteina I en la superficie del trofoblasto y endotelio, activan complemento e inducen
inflamacion local lo que compromete la perfusion placentaria y provoca falla en la

implantacion pérdida fetal o insuficiencia placentaria (80).

La preeclampsia se define clinicamente como el desarrollo de hipertension después de la
semana 20 de gestacion, esta asociada a proteinuria, trombocitopenia, insuficiencia renal,
edema pulmonar y sintomas neuroldgicos (81).En LES los mecanismos inmunoldgicos
incluyen la activacion del complemento, disfuncion endotelial, inflamacion placentaria y

activacion de monocitos y neutrofilos (82).

El parto prematuro, se define como el nacimiento antes de las 37 semanas de gestacion,
es una de las complicaciones fetales mas frecuentes en LES. Puede ser espontaneo, por
trabajo de parto prematuro o ruptura temprana de membranas. Su impacto fetal es
importante porque aumenta el riesgo de bajo peso al nacer, sindrome de dificultad
respiratoria, sepsis neonatal, complicaciones neurologicas y finalmente ingreso a la unidad

de cuidados intensivos neonatales (83).

La restriccion de crecimiento fetal (RCF) se refiere a la incapacidad del feto para alcanzar
su potencial de crecimiento, generalmente asociada a peso fetal por debajo del percentil
10 e insuficiencia placentaria (84). Los mecanismos inmunologicos mas importantes
incluyen dafio vascular placentario, activacion de complemento, depdsito de complejos
inmunes, aPL, inflamacion del trofoblasto, alteracion de la angiogénesis y disminucion de

la perfusion uteroplacentaria. (85).
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Figura 5. Complicaciones obstétricas durante el embarazo con LES. Imagen creada en
BioRender.com

21



Capitulo II

Antecedentes

El lupus eritematoso sistémico se caracteriza por un conjunto de elementos y fenomenos
inmunolégicos en los que convergen la activacion de IFN-I, hiperactividad de células B,
produccion de autoanticuerpos, formacion de complejos inmunes, activacion de células
mieloides y liberacion de citocinas y quimiocinas. En mujeres embarazadas, estos
elementos se vuelven mads relevantes debido a que la gestacion requiere un equilibrio
inmunologico dindmico, cuando este equilibrio se rompe, se pueden desarrollar
complicaciones obstétricas como preeclampsia, restriccion del crecimiento fetal, parto

pretérmino o pérdida gestacional.

Estudios previos han reportado que existe un aumento significativo de citocinas y
quimiocinas relacionadas con la respuesta Th1, Th2, interferén, quimiotaxis de monocitos,
neutrofilos y linfocitos, mielopoyesis y remodelacion tisular en pacientes con LES (86) .
A su vez, pacientes con LES presentan un perfil de citocinas caracteristico que permite
distinguirlo de otras enfermedades autoinmunes, donde destacan mediadores como MCP-
1 e IL-10 (87). Los principales mediadores reportados en LES permiten correlacionar el
impacto de las vias de IFN-I (IFN- a), activacion de células B (BAFF) y quimiotaxis
(CCL8, CXCL10 y CXCLI1) como ejes principales en la patogénesis de la enfermedad
(88).

En el contexto del embarazo, estudios sobre la dinamica de citocinas en pacientes con LES
han reportado una regulaciéon andémala de mediadores humorales e inflamatorios,
caracterizado por el aumento de IL-10, sSTNFR I en pacientes con enfermedad activa (89).
Algunos autores reportan que mujeres embarazadas con LES presentan concentraciones
séricas elevadas de CXCL8, CXCL9, CXCL10 e IL-10 en comparacion con controles
sanos, durante y después del embarazo, de manera general las pacientes con LES tienen
cambios gestacionales similares que mujeres sin LES, pero con un nivel inflamatorio mas

elevado (90).
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Capitulo I1I

Justificacion

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune que en el embarazo se
asocia a mayor riesgo de complicaciones como preeclampsia, parto prematuro, restriccion
del crecimiento y pérdida fetal. Aunque la fisiopatologia de la enfermedad esta bien
caracterizada, la estratificacion individual del riesgo obstétrico es limitada. Por ello, es
necesario identificar e integrar biomarcadores clinicos y moleculares que sirvan para

desarrollar un asistente virtual que permitira predecir la posibilidad de complicaciones.
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Capitulo IV

Objetivos

4.1 Objetivo general
Identificar biomarcadores asociados a riesgo obstétrico en mujeres con LES para el

desarrollo de un asistente clinico virtual.

4.2 Objetivos especificos
1. Identificar biomarcadores asociados a complicaciones obstétricas en mujeres
embarazadas con LES mediante un andlisis in silico usando bioinformatica
integrativa.
2. Cuantificar los niveles de citocinas en muestras de suero en una cohorte de mujeres
embarazadas con LES en el primer, segundo y tercer trimestre.

3. Desarrollar un asistente clinico virtual para la prediccion de riesgo obstétrico.
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Capitulo V
Hipotesis
La integracion de biomarcadores moleculares e inmunoldgicos con variables clinicas

permite predecir el riesgo de complicaciones obstétricas en mujeres con LES.
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Capitulo VI

Materiales y métodos

6.1 Materiales

6.1.1 Material bioldgico

Sangre venosa periférica de pacientes embarazadas con diagnostico de Lupus
eritematoso sistémico atendidas en el Servicio de Reumatologia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Facultad de Medicina, UANL.
Sangre venosa periférica de mujeres embarazadas sanas del Servicio de
Neurologia del Hospital Universitario “Dr. José¢ Eleuterio Gonzalez” de la

Facultad de Medicina, UANL.

6.1.2 Material de laboratorio

Aguja negra 22G x 25mm

Tubo BD Vacutainer Plus rojo

Torundas o gasas estériles

Alcohol al 70%

Tubos conicos estériles de 15 ml

Tubos conicos estériles de 50 ml

Crioviales de 1 ml

Pipetas automaticas de 0.1 a 2 puL

Pipetas automaticas de 10 a 1000 pL.
Pipetas automaticas de 20 a 200 pL

Pipetas automaticas de 2 a 20 uL
Micropipeta multicanal de 20 a 50 puL
Puntas estériles desechables de 100 a 1000 pL
Puntas estériles desechables de 1 a 10 uLL
Puntas estériles desechables de 20 a 200 uL.

Puntas estériles desechables de 2 a 20 uL.
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6.1.3 Equipo de laboratorio
e Centrifuga refrigerada
e (Cabina de bioseguridad clase II
e Refrigeradorde 2 a 8§ °C
e (Congelador de —20 °C
e Ultracongelador de —80 °C
e Vortex
e Luminex 200™
e Agitador orbital para placas
e Estacion de lavado magnética para microplacas
e Lector de placa con capacidad de lectura a 450 nm

e Filtro

6.1.4 Reactivos y kits comerciales

e HCIIN

e NaOH 1.2N /HEPES 0.5 M

e Agua desionizada

e Human Luminex® Discovery Assay, Numero de Catdlogo # LXSAHM (R&D
Systems)

e Quantikine™ ELISA Human/Mouse/Rat/Porcine/Canine TGF-f1 Immunoassay
(R&D Systems)
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6.2 Métodos
6.2.1 Estrategia general
El presente proyecto se realizo en el laboratorio de Inmunologia de Sistemas del Servicio

de Inmunologia de la Facultad de Medicina, UANL.

La estrategia general del estudio se estructur6 en cuatro etapas complementarias,
integrando analisis bioinformaticos, reclutamiento clinico, medicion experimental de

citocinas y desarrollo de una herramienta virtual de apoyo clinico (Figura 6).
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Figura 6. Estrategia experimental general. El estudio se desarrolld en cuatro etapas, (1)
partiendo del anélisis in silico de datos transcriptomicos de RNA-seq y microarreglos obtenidos
de repositorios publicos de GEO, posteriormente (2) el reclutamiento clinico y obtencion
longitudinal de muestras de suero durante el embarazo, (3) cuantificacion de citocinas séricas

mediante inmunoensayo Luminex y ELISA y (4) desarrollo de un asistente clinico virtual

6.2.2 Busqueda de bases de datos transcriptomicas

Para identificar biomarcadores asociados a complicaciones obstétricas en mujeres
embarazadas con lupus eritematoso sistémico (LES) se realizé un anélisis in silico a partir
de bases de datos transcriptomicas publicas disponibles en Gene Expression Omnibus

(GEO), un repositorio publico que almacena datos de expresion génica.
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6.2.2.3 Criterios de seleccion de bases
La busqueda se enfoco en identificar estudios realizados en mujeres embarazadas con
Lupus Eritematosos Sistémico (LES), teniendo especial interés en aquellos que incluyen

pacientes con complicaciones obstétricas.

Se incluyeron bases de datos que provienen de RNA-seq y microarreglos que incluian
informacion clinica sobre las diferentes complicaciones obstétricas. Se excluyeron
estudios sin informacion clinica suficiente, estudios sin grupos comparativos y bases de

datos no humanos.

Para las bases transcriptomicas se empled la siguiente estrategia de bisqueda basada en

las palabras clave:

e "Systemic Lupus Erythematosus"

e “SLE”

e “Pregnancy”

e “Homo sapiens sapiens”

e “Expression profiling by high throughput sequencing”

e “Expression profiling by array”

6.2.3 Procesamiento de datos transcriptomicos

Las bases de datos seleccionadas se organizaron segun la tecnologia de origen. Para los
estudios de RNA-seq se descargaron los archivos de secuenciacion en formato FASTQ,
las lecturas fueron sometidas a control de calidad mediante la herramienta Trimmomatic
donde se eliminaron secuencias de baja calidad (lecturas que presenten un promedio de
calidad de base > Q20). Posteriormente mediante la herramienta HISAT?2 se llevo a cabo
su alineamiento con el genoma humano de referencia hg38, finalmente empleando
featureCounts se generd una matriz de conteo por gen y por muestra. Cada paso del
procesamiento se realizd en la plataforma gratuita de libre acceso Galaxy (https://galaxy-

main.usegalaxy.org).

En el caso de estudios realizados con microarreglos, se descargaron los datos previamente

normalizados por los autores del estudio, se procesaron en RStudio empleando diferentes

29



LR T INTs o«

paqueterias (“lumi”, “lima”, “biomaRT”). Se empled un filtro de sefiales de fluorescencia
(p < 0.05) para cada uno de los genes y se llevo a cabo su anotacién en formato Symbol

empleando la paqueteria “AnnotationDbi” e “illuminaHumanv4.db”

6.2.4 Identificacion de genes expresados diferencialmente

La identificaciéon de los genes expresados diferencialmente se realizd en RStudio
empleando paqueterias bioinformaticas adecuadas segiin la plataforma. Para los datos
derivados de RNA-seq se utilizaron métodos con base en conteos con paqueterias

correspondientes como “DESeg2”, mientras que para microarreglos se empled “limma".
Se definieron los contrastes entre los grupos de interés segun la finalidad del estudio

e LESvs HC

e LES con complicaciones vs LES sin complicaciones

Para todos los andlisis los parametros de significancia fueron Fold change > 0.5 y p
ajustada < 0.05 con correccion por comparaciones multiples mediante ajuste FDR de
Benjamini-Hochberg. La tasa de falsos descubrimientos (FDR) permite limitar la
proporcion esperada de falsos positivos entre los resultados considerados significativos.
Los genes que cumplieron los criterios fueron considerados como genes expresados
diferencialmente (DEGs) y se emplearon para generar la lista de posibles biomarcadores.
Los resultados se representan mediante graficos de volcdn (paqueteria

“EnhancedVolcano’) y mapas de calor (“pheatmap”).

6.2.5 Enriquecimiento de vias KEGG, GO y GSVA

A partir de la lista de genes expresados diferencialmente se dividieron en genes regulados
al alza (FC > 0) y a la baja (FC<0), y se sometieron a un analisis de enriquecimiento
funcional para identificar vias de sefializacion alteradas utilizando bases de datos de
Ontologia Génica (GO) y firmas moleculares humanas (MSigDB), ademaés de repositorios

como la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG).

El analisis de ontologia génica (GO) permitio clasificar los genes en procesos biologicos,
funcionales y componentes celulares. La enciclopedia (KEGG) se utiliz6 para identificar
rutas metabdlicas y de sefializacion. Para estos analisis se emplearon herramientas

bioinformaticas en R (paqueterias “clusterProfiler”). Las firmas moleculares (MSigDB)
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alteradas se identificaron mediante un Andlisis de Varianza de Conjuntos de Genes

(GSVA) utilizando el conjunto de genes “hallmark™ (H).

6.2.6 Curvas ROC

Para evaluar la capacidad de discriminacion de los genes candidatos se utilizaron curvas
ROC individuales y una curva ROC combinada. Para las curvas individuales, cada gense
analiz6 de forma independiente, utilizando su nivel de expresion como predictor continuo
y la presencia de complicaciones obstétricas como desenlace binario. Se calculé el AUC
y su intervalo de confianza al 95% mediante la paqueteria “pROC” en R. Posteriormente,
los genes fueron ordenados de acuerdo con su AUC para identificar aquellos con mayor
desempefio individual. Para evaluar el desempefio conjunto, se construyé un modelo
multivariable mediante regresion logistica binaria, incluyendo genes seleccionados como
predictores. A su vez, se realizd una seleccion de genes con mejor aplicabilidad en la
clinica, es decir, aquellos que pueden medirse en el suero de pacientes a nivel proteina.
De manera paralela se evalu6 su desempefio conjunto. Las probabilidades del modelo se
utilizaron como puntaje combinado para generar una curva ROC. E1 AUC y su IC 95% se

calcularon mediante el método de DeLong.

6.2.7 Poblacion de estudio

Se incluyeron 9 mujeres embarazadas con diagndstico de LES, se verifico que cumplieran
los criterios de inclusion y exclusion, se obtuvo su consentimiento informado por escrito
(Figura 7). Este proyecto fue aprobado por el Comité de Investigacion y ética de la

Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn con niimero de registro

RE18-0008.
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Figura 7. Criterios de inclusién, exclusiéon y eliminacién.

6.2.8 Obtencion de muestra bioldgica

Se recolectd sangre total en 2 tubos de tapa roja sin anticoagulante, se permitid la
formacion del coagulo durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente la muestra
se centrifugo a 1,000 x g durante 15 min. El suero se separd y se almaceno en viales para

criocongelacion a -80 °C hasta su uso.

6.2.9 Cuantificacion de citocinas en suero mediante ensayo Luminex

La cuantificacion de citocinas en suero se realizé mediante el ensayo Luminex Discovery
Assay (R&D Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de suero
se descongelaron de manera gradual. Un dia antes del ensayo, las muestras se pasaron de
-80°C a -20°C. Dos horas antes de iniciar el ensayo, las muestras se colocaron a 4°C para
permitir la descongelacion controlada. Debido a la posible pérdida de citocinas el suero
no se diluy6. Los reactivos se prepararon y reconstituyeron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se agreg6 50 puL de cada estandar y muestra en los pocillos
correspondientes, posteriormente se agregd 50 uL del coctel de microparticulas y se
incubo durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador orbital para microplacas a
800 + 50 rpm. Los lavados se realizaron en una estacion de lavado magnética para
microplacas con el buffer de lavado proporcionado por el fabricante. Posteriormente se
agregaron 50 pL del coctel de anticuerpos biotinilados, las muestras se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente en un agitador orbital para microplacas a 800 + 50 rpm, de
manera similar se realizaron tres lavados. A cada pocillo se agregaron 50 pL del reactivo

Estreptavidina-PE previamente reconstituido, la placa se incubd durante 30 min a
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temperatura ambiente en un agitador orbital para microplacas a 800 + 50 rpm para
posteriormente realizar tres lavados correspondientes. Finalmente, las microparticulas se
resuspendieron en 100 pL de amortiguador de lavado listas para su lectura en un equipo

Luminex™ 200™ (ThermoFisher Scientific)

6.2.10 Cuantificacion de TGF-B1 en suero mediante ELISA

La cuantificacion de TGF-B1 en suero se realizd6 mediante el kit Quantikine™ ELISA
Human/Mouse/Rat/Porcine/Canine TGF-f1 Immunoassay (R&D Systems/Bio-Techne),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de suero fueron descongeladas de
manera gradual, pasando de —80 °C a —20 °C un dia antes del ensayo y posteriormente a
4 °C 2 horas antes del procesamiento. Debido a que TGF-B1 puede encontrarse en su
forma latente, previamente las muestras fueron sometidas a activacion acida con 10 pL de
HCI 1N, se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y se neutralizaron antes
de iniciar el ensayo con 10 pL de NaOH 1.2 N / HEPES 0.5 M. Se prepararon los
estandares, controles y reactivos correspondientes. Se agregaron 50 pL de estas muestras
a una microplaca previamente tratada con anticuerpos de captura. Posteriormente, la placa
se incubd por 2 horas a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados mediante el
amortiguador de lavado. Se agregd 100 pL del anticuerpo conjugado seguido de una
incubacion de 2 horas. Posteriormente se agregd 100 pL de la solucion sustrato y se incubo
durante 30 minutos. La reaccion se detuvo agregando 100 pL de solucion de paro. La
absorbancia se midi6 a 450 nm en un lector de microplacas Multiskan™ FC

(ThermoFisher Scientific).

6.2.11 Desarrollo del asistente clinico virtual

6.2.11.1 Busqueda de biomarcadores

Para el desarrollo del modelo digital de estratificacion de riesgo obstétrico se realizé una
revision estructurada de literatura cientifica enfocandose en variables clinicas,
serologicas, inflamatorias y obstétricas asociadas a complicaciones obstétricas con
enfermedades reumdticas autoinmunes. La busqueda se disefid bajo una estrategia tipo
PICO, considerando como poblacion de interés a las mujeres embarazadas con
enfermedades reumaticas autoinmunes, como factores de riesgo la presencia de
biomarcadores clinicos, inmunoldgicos, seroldgicos o inflamatorios, en comparacion con

sin factores de riesgo y como desenlaces, la presencia de complicaciones obstétricas. Se

33



integraron revisiones sistematicas, metaanalisis, cohortes prospectivas, estudios
observacionales y guias clinicas internacionales. De manera particular se consideraron las
recomendaciones del American College of Rheumatology (ACR) asi como las

recomendaciones de EULAR.

6.2.11.2 Diseiio de modelo matematico

El modelo matematico fue disenado como un sistema de puntuacion ponderada. El disefio
del modelo se inspird en principios generales de los modelos de prediccion clinica donde
se utilizan multiples predictores o factores de riesgo para estimar la probabilidad
individual de presentar un desenlace clinico, en este caso la presencia de complicaciones
obstétricas. La asignacion de ponderacion a cada biomarcador se realizd partiendo de la
magnitud de asociacion reportada en la literatura consultada y se tomo en cuenta medidas

como odds ratio, hazard ratio o riesgo relativo.
El modelo matematico se construyd mediante una funciéon sumatoria ponderada

n
Puntaje total = Z(Xi X W)
k=1

Donde
Xi: Magnitud de cada variable

Wi: Peso asignado a cada variable

Posteriormente el puntaje total se normaliz6 respecto a una puntuacion maxima:

) Puntaje obtenido
Riesgo global (%) = , , —x100
Puntaje maximo teorico

Partiendo del porcentaje global se establecieron categorias de riesgo bajo, moderado o

alto. Su principal proposito es facilitar la lectura rapida del perfil de riesgo.

De manera paralela se desarrollaron submodelos para clasificar el porcentaje en distintos
fenotipos de riesgo, agrupando variables especificas y calculando su contribuciéon al

puntaje total. Los dominios son los siguientes:
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e Fenotipo placentario: caracterizado por variables relacionadas con preeclampsia,
insuficiencia placentaria, restriccion del crecimiento intrauterino, dafio endotelial,
nefritis, hipertension, actividad inflamatoria y alteracion angiogénica.

e Fenotipo trombdtico: asociado principalmente con sindrome antifosfolipido,
anticoagulante lupico, antecedentes de trombosis y pérdida gestacional.

e Fenotipo autoinmune-fetal: definido por la presencia de autoanticuerpos anti-
Ro/SSA y anti-La/SSB

e Fenotipo inflamatorio sistémico: relacionado con actividad persistente de la
enfermedad, elevacion de biomarcadores inflamatorios, SLEDAI elevado, IL-6
aumentada, indice neutrofilo-linfocito elevado, parto pretérmino y exacerbacion

de la enfermedad.

6.2.11.3 Desarrollo de interfaz
La interfaz digital del modelo se desarroll6 utilizando HTMLS5, CSS3 y JavaScript para

capturar la estructura de las variables clinicas, obstétricas, serologicas e inflamatorias
asociadas a complicaciones obstétricas. La estructura en HTML permitié organizar los
campos del formulario, CSS3 se utilizo6 para mejorar la vista y legibilidad de la
herramienta, y JavaScript ayud6 a ejecutar el calculo del puntaje de riesgo, la

normalizacidn porcentual, la clasificacion en categorias de riesgo.

6.2.12 Pruebas estadisticas

Se evalu6 la normalidad de los datos mediante prueba Shapiro-Wilk. Para comparaciones
multiples, segin la normalidad de los grupos se realizaron analisis de ANOVA con prueba
post-hoc de Sidak cuando los datos eran paramétricos, o una prueba de Kruskal-Wallis
con ajuste de Dunn para datos no paramétricos. Para andlisis de dos grupos
independientes, segun la normalidad se realizaron pruebas T con correccion de Welch
cuando los datos eran paramétricos, o U de Mann-Whitney cuando los datos no eran

paramétricos.
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Capitulo VII
Resultados

7.1 Seleccion de bases de datos transcriptomicas

Para el analisis de expresion transcriptomica se seleccionaron dos bases de datos en el
repositorio publico Gene Expression Omnibus (GEO). GSE235508 y GSE108497 donde
evaluan perfiles de expresion en sangre periférica total de mujeres embarazadas con

enfermedades autoinmunes (Tabla 1).

La base GSE235508 corresponde a un estudio de expresion génica mediante la
secuenciacion de alto rendimiento del ARN (RNA-seq) empleando la plataforma Illumina
HiSeq 4000. En ese proyecto se incluyeron 335 muestras de sangre total obtenidas de 84
participantes con artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y controles sanos, a las
cuales se les realizd la recoleccion antes del embarazo, durante el embarazo en cada

trimestre y posparto.

La base GSE108497 corresponde a un proyecto de expresion génica de sangre total
mediante la tecnologia de microarreglos, utilizando la plataforma Illumina HumanHT-12
V4.0. En ese estudio se incluyeron 512 muestras en total, de las cuales 325 corresponden
a pacientes con LES y 187 a mujeres sin LES. Las muestras fueron obtenidas en distintos
momentos del embarazo (<16 semanas de gestacion, 16-23 semanas, 24-31 semanas, 32—

40 semanas) y posparto.
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Base GEO Tecnologia Tipo de Poblacion Tamaifio Tiempos de
muestra incluida muestral medicion
GSE235508 RNA-seq Sangre Mujeres con | 335 muestras | Antes del
total LES, artritis | de 84 | embarazo, cada
reumatoide  y | participantes | trimestre, 6
controles sanas semanas, 6
meses y 12
meses posparto
GSE108497 | Microarreglos | Sangre LES 512 muestras; | No
I1lumina total embarazadas, 325 LES vy | embarazada,
HumanHT-12 controles 187 sin LES | <16, 16-23,
V4.0 embarazadas, 24-31, 32-40
LES no semanas y
embarazadas 'y posparto
controles no
embarazadas

Tabla 1. Proyectos GEO seleccionados. Se identificaron dos proyectos en el repositorio GEO
de datos transcriptomicos de sangre total proveniente de mujeres embarazadas con LES.

Como parte del control de las bases seleccionadas se realizé un analisis de componentes

principales (PCA) para visualizar la distribucion global de las muestras e identificar

posibles valores atipicos. Para ambas bases (Figura 8 y 9) se mostré una distribucion

parcialmente superpuesta entre las muestras de pacientes con LES y controles sanos.

Aunque no se observa una separacion completa, las muestras de LES presentaron una

mayor dispersion a lo largo de los dos primeros componentes principales, algunos

localizados mas alejados.
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PCA (PC1 41.6%, PC2 24.4%)
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Figura 8.Analisis PCA de GSE235508. El grafico muestra la distribucion global de las muestras
de acuerdo con dos componentes principales (PC1, PC2). Cada punto representa una muestra,
coloreada segun el grupo de estudio: rojo para controles sanos y azul para pacientes con LES
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Figura 9. Analisis PCA de GSE108497. El grafico muestra la distribucion global de las
muestras de acuerdo con los dos primeros componentes principales. Cada punto representa una
muestra individual, coloreada seglin el grupo de estudio: rojo para controles sanos y azul para

pacientes con LES
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7.2 Identificacion de genes expresados diferencialmente en LES

Para la identificacion de genes expresados diferencialmente se analizaron las muestras
correspondientes a pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) y controles sanos
(HC) incluidas en las bases transcriptomicas GSE108497 y GSE235508. En ambos casos,
el andlisis se realiz6 empleando la comparacion LES vs HC. Los genes con valores
positivos de logFC se consideraron como genes expresados al alza en LES, mientras que
los genes con valores negativos de logFC se interpretaron como genes regulados a la baja
en LES respecto a los controles sanos. Para definir los genes expresados diferencialmente
se utilizaron como criterios adj.P.Val < 0.05 y abs(logFC) > 0.5. El criterio de adj.P.Val <
0.05 indica que la diferencia de expresion presenta significancia estadistica después del
ajuste por multiples comparaciones. Por otro lado, abs(logFC) > 0.5 establece un umbral

de magnitud del cambio de expresion en escala log..

En la base GSE108497, se identificaron 182 genes expresados diferencialmente entre
pacientes con LES y controles sanos. De estos, 167 genes se encontraron al alza en LES
y 15 genes se encontraron a la baja (Figura 10). Para la base GSE235508, se identificaron
978 genes expresados diferencialmente entre pacientes con LES y controles sanos. De

estos, 300 genes se encontraron al alza'y 678 genes se encontraron a la baja en LES (Figura

11).
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Figura 10. Grafico de volcan de la base GSE108497. El eje X representa el logz fold change y
el eje Y representa la significancia estadistica expresada como —logio del valor de p. Los valores
de corte son adj.P.Val < 0.05 y abs(logFC) > 0.5. Los puntos rojos corresponden a genes que
cumplen simultdneamente los criterios de significancia y magnitud de cambio; los puntos azules
corresponden a genes significativos, pero con menor magnitud de cambio; y los puntos grises
representan genes no significativos.
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Figura 11 Gréfico de volcin de la base GSE235508. El eje X representa el log. fold change y
el eje Y representa la significancia estadistica expresada como —logio del valor de p. Los valores
de corte son adj.P.Val < 0.05 y abs(logFC) > 0.5. Los puntos rojos corresponden a genes que
cumplen simultaneamente los criterios de significancia y magnitud de cambio; los puntos azules
corresponden a genes significativos, pero con menor magnitud de cambio; y los puntos grises
representan genes no significativos.

7.3 Genes compartidos

Posterior a la identificacion de DEGs en cada base, se realizo una interseccion de los genes
para identificar los genes regulados al alza y a la baja en LES que fueron compartidos
entre GSE108497 y GSE235508 con el objetivo de reconocer una firma transcriptdmica

comun entre ambas cohortes.

7.3.1 Genes regulados al alza

De los genes regulados al alza se identificaron 69 genes exclusivos de GSE108497,

mientras que 202 genes fueron exclusivos de GSE235508 y 98 genes fueron compartidos
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por ambas bases. Estos 98 genes comunes representan aproximadamente el 27% del

conjunto total de genes (Figura 12).

GSE108497 GSE235508

Figura 12.Diagrama de Venn de genes regulados al alza en LES

7.3.2 Enriquecimiento funcional (GO y KEGG) de DEGs regulados al alza
El enriquecimiento GO se evalu6 en dos ontologias principales que son Procesos

Biologicos (BP) y Funciones Moleculares (MF). Se emple6 el método de correccion por
comparaciones multiples Benjamini-Hochberg con pardmetros de significancia de

gvalueCutoff < 0.05.

El anélisis GO de Procesos Bioldgicos (Figura 13) los genes al alza mostraron
enriquecimiento de procesos relacionados con respuesta antiviral, defensa frente a virus,

regulacion de inmunidad innata y respuesta de interferon tipo 1.

41



GO (BP) de genes regulados al alza
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Figura 13. Enriquecimiento funcional GO de Procesos Biologicos de genes regulados al
alza. El eje X representa el GeneRatio, la proporcion de genes de entrada asociados con cada
término funcional, mientras que el eje Y muestra los procesos biologicos enriquecidos. El
tamafio de cada punto indica el nimero de genes incluidos en cada categoria y el color
representa el valor de p ajustado

En el andlisis GO de Funciones Moleculares (Figura 14) los términos enriquecidos se
relacionan con funciones de unién a ARN de una y doble hebra, actividad de helicasa, vias
de sefializacion asociadas al sistema inmune como actividad de quimiocinas y receptores
de quimiocinas, receptores de reconocimiento de patrones y unidn a las proteinas de la

familia STAT.
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GO (MF) de genes regulados al alza
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Figura 14. Enriquecimiento funcional GO de Funciones Moleculares de genes regulados al
alza en LES. El eje X representa el GeneRatio, la proporcion de genes de entrada asociados con
cada término funcional, mientras que el eje Y muestra las funciones moleculares enriquecidss. El
tamafio de cada punto indica el nimero de genes incluidos en cada categoria y el color representa
el valor de p ajustado
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El andlisis de KEGG (Figura 15) mostrdé enriquecimiento de vias asociadas con
infecciones virales y sefializacion del sistema inmune innato. Las rutas mas relevantes
observadas son Hepatitis C, Influenza A, enfermedad por coronavirus (COVID-19),
sarampidn, infeccion por el virus del herpes simple tipo 1, infeccion por el virus de
Epstein-Barr, infeccion por el virus del papiloma humano, hepatitis B, infeccion por el
virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi, asi como vias inmunoldgicas como la via
de sefalizacion del receptor tipo RIG-I, la via de deteccion de ADN citosdlico, la via de
sefalizacion del receptor tipo NOD, la via de sefializacion de quimiocinas y la interaccion

de proteinas virales con citocinas y receptores de citocinas.
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Figura 15. Enriquecimiento funcional KEGG de genes regulados al alza en LES. El eje X
representa el GeneRatio, la proporcion de genes de entrada asociados con cada via enriquecida,
mientras que el eje Y muestra las vias enriquecidos. El tamafio de cada punto indica el nimero de
genes incluidos en cada categoria y el color representa el valor de p ajustado
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En conjunto, el enriquecimiento funcional de los genes regulados al alza compartidos
entre ambas bases evidencia una firma transcriptomica dominada por respuesta antiviral,
mecanismos de censado de acidos nucleicos, activacion de inmunidad innata, sefializacion

por quimiocinas y respuesta a interferon tipo 1.

7.3.3 Genes regulados a la baja

De los genes regulados a la baja se identificaron genes que son exclusivos de GSE108497,
671 genes son exclusivos de GSE235508 y tnicamente 7 genes se compartieron entre
ambas bases, correspondientes a KLRB1, HOPX, KLRF1, GPR183, TOMM?7, EEF1B2y
RPL26. Estos genes compartidos regulados a la baja incluyen marcadores asociados con
células NK, linfocitos T, migracion de células inmunes, funciéon mitocondrial y

magquinaria traduccional (Tabla 2)

Gen Proteina Funcion biolégica resumida

KLRB1 /| Receptor tipo lectina de | Receptor tipo lectina expresado en células NK

CD161 células NK, subfamilia | y subpoblaciones T, participa en la modulacion
B, miembro 1 de la citotoxicidad y activacion inmunitaria.
HOPX Proteina con | Proteina homeodominio que participa en

homeodominio unico X | regulacion transcripcional, diferenciacion

celular y control del crecimiento celular.

KLRF1 / Receptor tipo lectina de Receptor tipo lectina asociado principalmente
NKp80

, ... | a células NK relacionado con reconocimiento
células NK, subfamilia

F, miembro 1 celular y actividad efectora.

GPR183 /| Receptor acoplado a | Receptor acoplado a proteina G que regula

EBI2 proteina G183 quimiotaxis de linfocitos, células dendriticas y
monocitos/macrofagos mediado por
oxiesteroles.
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TOMM?7

Translocasa de la
membrana mitocondrial

externa 7

Subunidad del complejo TOM de la membrana
externa mitocondrial que participa en el

transporte de proteinas hacia la mitocondria.

EEF1B2

Factor de elongacion de
la traduccion eucariota 1

beta 2

Factor de elongaciéon de la traduccion que
actia como factor de intercambio de
nucledtidos de guanina durante la sintesis

proteica.

RPL26

Proteina ribosomal L26

Proteina estructural de la subunidad ribosomal

Tabla 2. Genes compartidos en bases GSE108497 y GSE235508 regulados a la baja

7.4 Identificacion de genes diferencialmente expresadas en LES con complicaciones

obstétricas

Para identificar la firma transcriptomica asociada a complicaciones obstétricas en

pacientes con lupus eritematoso sistémico se realizo un andlisis de expresion diferencial

utilizando las muestras de la base GSE108497. Las muestras se clasificaron en dos grupos,

pacientes con LES y con complicaciones obstétricas y pacientes con LES sin

complicaciones obstétricas. Para definir los genes expresados diferencialmente se

utilizaron los criterios adj.P.Val <0.05 y abs(logFC) > 0.5. El valor adj.P.Val corresponde

al valor de p ajustado por multiples comparaciones, mientras que abs(logFC) > 0.5

establece el umbral de cambio de expresion en escala log.. Se identificaron 19 genes

expresados diferencialmente entre pacientes con LES con y sin complicaciones obstétricas

donde 3 genes se encontraron regulados al alza y 16 genes regulados a la baja en el grupo

con complicaciones obstétricas (Figura 16).
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7.4.1 Dinamica de genes diferencialmente expresadas en LES con complicaciones
obstétricas
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Figura 16. Grafico de volcan de los genes expresados diferencialmente entre pacientes con
LES con y sin complicaciones. El eje X representa el log: fold change y el eje Y representa la
significancia estadistica expresada como —logio del valor de p. Los valores de corte son adj.P.Val
< 0.05 y abs(logFC) > 0.5. Los puntos rojos corresponden a genes que cumplen simultaneamente
los criterios de significancia y magnitud de cambio; los puntos azules corresponden a genes
significativos, pero con menor magnitud de cambio; y los puntos grises representan genes no
significativos.

Para evaluar la dinamica de expresion de los 19 genes expresados diferencialmente se
realizd un mapa de calor usando los niveles de expresion de la base de datos GSE108497
(Figura 17). Se identificaron 16 genes expresados al alza en el grupo LES con
complicaciones, principalmente asociadas con respuesta humoral y plasmablastos
(JCHAIN, IGLL1, IGLL3P y MZBI), genes vinculados con respuesta de interferén y
antiviral (IFI27, USP18, HERC6 y LYG6E), respuesta inmune innata o mieloide
(SIGLECI14, PI3 y TMEM119) ademas de genes estructurales, regulatorios o de funcién
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celular general (KRT72, CNTNAP2, HBZ, SMIM1, SMIM24, SPATS2L, HES4 y OTOF).
Esto en conjunto puede indicar que las complicaciones obstétricas en LES no se asocian
unicamente con cambios inflamatorios inespecificos, sino con una firma transcriptomica
que integra activacion de inmunidad humoral, respuesta interferon y cambios en genes

relacionados con regulacion celular y componentes tisulares.

7.5 Curvas ROC de genes asociados a complicaciones obstétricas
|| | T |P I s P
I I R grp_sle_HC . T

PI3 05 T2
4|E [ ] KRT72 3
CNTNAP2 T4
— B e 15
1 JCHAIN 05
7 IGLLA ﬁ—;‘;—sc
& i a SLE P C
| | sMIM24 — —Lomp
— SIGLEC14 SLEPNC
— TMEM119
I} HBZ
SMIM1

[ ] IF127
] OTOF

USP18
SPATS2L
HES4
HERC6
[ | LY6E
zE3zzpegepaeaaao
o0 oo o m m m m m m m m m m
s m s sl s sl sl sl s

) o m ™o ) -
Figura 17. Mapa de calor de genes expresados diferencialmente entre pacientes con LES con
y sin complicaciones obstétricas. Las columnas representan muestras individuales agrupadas
segun condicion clinica: controles sanos embarazadas (HC P), pacientes con LES sin
complicaciones obstétricas (SLE P NC) y pacientes con LES con complicaciones obstétricas
(SLE_P_Comp). La barra superior indica el tiempo de muestreo durante el embarazo (T1-T5) y
la segunda barra clasifica el grupo clinico correspondiente.

A partir de los DEGs identificados en pacientes con LES con complicaciones obstétricas
se selecciond un conjunto de 6 genes que pueden ser medidos a nivel proteico en suero
mediante ELISA, con la finalidad de determinarlos como biomarcadores candidatos
(Tabla 3). Esta seleccion tiene como objetivo identificar los biomarcadores y evaluar su

capacidad discriminativa mediante curvas ROC.
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Gen

Proteina codificada

Funcion biolégica resumida

o elafina

IF127 Proteina inducible por | Proteina inducida por interferon tipo I que
interferén alfa 27 participa ~ en  respuestas  antivirales,
sefalizacion  inflamatoria 'y  procesos

asociados a apoptosis celular.

SIGLEC14 | Lectina tipo | Receptor de superficie asociado a células
inmunoglobulina de | mieloides que reconoce glicanos y participa
unidn a 4cido sidlico 14 | en adhesion celular y activacion inmune

innata.

USP18 Hidrolasa carboxilo- | Proteasa especifica de ISG15 que regula la
terminal de ubiquitina | deubiquitinacién de proteinas y actia como
tipo 18 modulador negativo de la senalizacién por

interferon tipo 1.

JCHAIN Cadena J de | Proteina necesaria para la formacion de
inmunoglobulina inmunoglobulinas poliméricas,

principalmente IgA e IgM.

CNTNAP2 | Proteina tipo 2 asociada a | Proteina de adhesion celular de la familia de
contactina las neurexinas, participa en organizacion

celular, interaccion membranal y
comunicacion intercelular.

PI3 Inhibidor de peptidasas 3 | Inhibidor de proteasas, especialmente

elastasa, participa en defensa antimicrobiana,
proteccion epitelial y control de dafio tisular

mediado por proteasas.

Tabla 3. Genes candidatos como biomarcadores para prediccion de riesgo obstétrico.

49




7.5.1 Curva ROC de genes individuales

Se construyeron curvas ROC individuales (Figura 18) para evaluar la capacidad
discriminativa de los genes FI27, CNTNAP2, PI3, USP18, JCHAIN y SIGLEC14. En el
analisis el area bajo la curva (AUC) resume el desempeno global del biomarcador donde
valores cercanos a 0.5 indican capacidad discriminativa similar al azar, mientras que
valores mas cercanos a 1.0 indican mejor capacidad de clasificacion. Entre los genes
evaluados IF127 present6 el mejor desempeno individual, con un AUC de 0.663 (IC95%
0.6006 - 0.7256), CNTNAP2 mostro un AUC de 0.6414 (IC95% 0.5776 - 0.7052), PI3
presentd un AUC de 0.6367 (IC95% 0.5745 - 0.6989), USP18 obtuvo un AUC de 0.6360
(IC95% 0.5720 - 0.7000), JCHAIN mostré un AUC de 0.6243 (IC95% 0.5628 - 0.6859)
y SIGLEC14 un AUC de 0.6199 (IC95% 0.5590 - 0.6808).

Curvas ROC
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AUC=0.663, IC95% (0.6006 to 0.7256)
___ CNTNAP2
§ 80_ AUC=0.6414,1C95% (0.5776 to 0.7052)
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% 60— AUC=0.6367, 1C95% (0.5745 to 0.6989)
= USP18
o] - AUC= 0.6360, IC95% (0.5720 to 0.7000)
= 40
c ___ JCHAIN
3 20 AUC=0.6243, 1C95% (0.5628 to 0.6859)
___ SIGLEC14
AUC= 0.6199, IC95% (0.5590 to 0.6808)

T T T 1
0 20 40 60 80 100

100% - Especificidad (%)
Figura 18. Curvas ROC individuales de genes candidatos. El eje Y representa la sensibilidad

(%), mientras que el eje X representa 100% — especificidad (%). La linea diagonal punteada indica
el desempefio esperado por azar

7.5.2 Curva ROC de modelo combinado

Dado que los valores individuales de las curvas ROC presentan poder predictivo limitado,

se construy6 una curva ROC combinada con el objetivo de evaluar el desempeio conjunto
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de los genes seleccionados. Para este analisis se empled un modelo de regresion logistica
binaria, en el cual los genes candidatos se emplean como variables predictoras y el

desenlace obstétrico como la variable dependiente.

La curva ROC combinada mostré un AUC de 0.7460, con un intervalo de confianza del

95% de 0.6915 a 0.8006 (Figura 19) sugiriendo un desempefio moderado.

Curva ROC combinada
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Figura 19. Curva ROC combinada de los genes candidatos. El eje Y representa la

sensibilidad (%), mientras que el eje X representa 100% — especificidad (%). La linea diagonal
punteada indica el desempefio esperado por azar

7.6 Dinamica de vias de sefializacion inmunologicas durante el embarazo

Para evaluar la dinamica funcional de vias inmunologicas durante el embarazo se realizd
un Anélisis de Variacion de Conjuntos de Genes (GSVA) en la matriz de expresion, este
tipo de andlisis permite convertir una matriz de genes por muestra en una matriz
representada por vias por muestra, asignando a cada una de las muestras un puntaje de
enriquecimiento por cada conjunto génico interés. Para este analisis se seleccion6 los

conjuntos génicos llamados “Hallmark” de MSigDB, donde se conjuntan las 50 vias mas
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representativas, a partir de estos se eligio aquellas relacionadas con inflamacion,

interferén, complemento, sefializacion de citocinas y metabolismo inmunologico.

El mapa de calor (Figura 20) representa el promedio de los puntajes de GSVA por grupo,
donde se observd una expresion mayor de vias inmunoldgicas en pacientes con LES en
comparacion con controles sanos. Especialmente vias de respuesta a interferon alfa,
interferén gamma, complemento, respuesta inflamatoria, IL-6-JAK-STAT, TNF-a via NF-
kB, IL2-STATS y PI3K-AKT-mTOR se encontraron elevados en pacientes con LES. De
manera paralela para las muestras de LES con complicaciones presentaron puntajes
elevados en las vias de respuesta a interferon alfa y gamma comparando con aquellas sin

complicaciones.

I Grupo I 1 Grupo

HC_P
— HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 0.5 SLE_P_NC
0 SLE_P_Comp

HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE
b
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HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB

HALLMARK_IL2_STATS_SIGNALING

HALLMARK_PI3K_AKT_MTOR_SIGNALING

HC_P SLE_P_NC SLE_P_Comp

Figura 20. Dinamica de sefializacion inmunologica durante el embarazo analizada mediante
GSVA. El mapa de calor muestra el enriquecimiento relativo de vias Hallmark entre controles
sanos embarazadas (HC P), pacientes con LES embarazadas sin complicaciones obstétricas
(SLE_P_NC) y pacientes con LES embarazadas con complicaciones obstétricas (SLE_P_Comp)
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7.7 Dinamica de expresion de genes de citocinas durante el embarazo

A partir de las vias de sefializacion inmunolédgicas alteradas se procedio a evaluar la
dindmica de la expresion de citocinas en los diferentes grupos de controles sanas,
pacientes con LES sin complicaciones y pacientes con LES con complicaciones. Se
eligieron de especial interés citocinas proinflamatorias (IL-1B, IFN-y, TNF e I1-17A),
antiinflamatorias (IL10 y TGF-B1), quimiocinas (CCL5, CXCLS8, CCL2 y CXCL10) y
factores de supervivencia y diferenciacion (BAFF o TNFSF13B y VEGFA).

El mapa de calor (Figura 21) de puntajes estandarizados (Z-score) demuestra que existe
un aumento en la expresion de citocinas IL-10, IL-17A, IL-12p70/IL-23, TNFSF13B
(BAFF), CXCL10, CCL2/MCP-1, VEGFA, CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, IFN-y y TNF
en pacientes con LES comparado con controles sanos. Por su parte en la comparacion de
pacientes con complicaciones y sin complicaciones se observa un aumento en la expresion
de mediadores inflamatorios como IFN-y e IL-17A, ademés de quimiocinas mieloides
(CCL2), neutrofilicas (CXCL8) y linfociticas (CXCL10), por su parte se presentan niveles
de expresion elevados de TNFSF13B (BAFF) y TGF-B1.
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Figura 21. Dinamica longitudinal de citocinas y quimiocinas en controles sanos, LES sin
complicaciones y LES con complicaciones obstétricas. El mapa de calor muestra la intensidad
relativa de citocinas y quimiocinas de controles sanos embarazadas (HC_P), pacientes con LES
embarazadas sin complicaciones obstétricas (SLE_P_NC) y pacientes con LES embarazadas con
complicaciones obstétricas (SLE_P_Comp) a lo largo del embarazo.
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7.8 Caracteristicas de los sujetos de investigacion

Variable LES (n=9) AR (n=5) SAF (n=3) Control Total
Edad (afios) 25.71+4.3 314+ 1.8 29.6 +5.6 21.40£3.4  *p=0.1004
T1 4 5 1 0 10

T2 6 5 2 0 13

T3 5 2 3 5 16

Tabla 4. Caracteristicas principales de pacientes.

Categoria Caracteristica clinica N©O
COMORBILIDADES
Neffritis lupica 1/9
Inmunologicas
Lupus cutaneo 1/9
Hipotiroidismo 2/9
Endocrinas
Hipertension arterial sistémica 1/9
Sindrome antifosfolipido 270
(aPL/APS)
Autoinmunes asociadas
Artritis reumatoide 2/9
Sindrome de Sjogren 1/9
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Sindrome de Evans 1/9

Hematoldgicas
Anemia 1/9
ANAs 9/9
Anti-dsDNA 3/9

Autoanticuerpos Anti-Ro (SS-A) 3/9
aPL / anti-PS-PT o B2GPI 2/9
Anti-CCP 3/9
Hidroxicloroquina (HCQ) 8/9
Prednisona 5/9

Farmacos utilizados Aspirina 3/9
Azatioprina 2/9
Enoxaparina 1/9

DESENLACE OBSTETRICO

Cesarea 4/9
Tipo de desenlace

Parto natural 3/9

Preeclampsia 2/9
[Complicaciones obstétricas

Sin complicaciones 7/9
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Sindrome de dificultad respiratoria 270
(SDR)

[Complicaciones posparto o

fetales Asfixia perinatal 1/9
Sin complicaciones 6/9

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los sujetos de investigacion (LES).

7.9 Dinamica de citocinas en suero durante el embarazo

Las muestras provenientes de pacientes con LES (n=9), AR (n=5) y SAF (n=3) se
analizaron para su medicion de citocinas séricas mediante ensayo Luminex donde se
incluyeron 17 citocinas de interés. El mapa de calor (Figura 22) representa la intensidad

relativa de la sefial de MFI de cada una de las citocinas entre grupos y tiempos.
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Figura 22. Dinamica longitudinal de citocinas y quimiocinas en controles sanos, LES sin
complicaciones y LES con complicaciones obstétricas. El mapa de calor muestra la dindmica
relativa de citocinas, quimiocinas y factores solubles en suero durante el embarazo, evaluadas
mediante un ensayo multiplex basado en Luminex. La grafica fue construida a partir de los valores
de MFI. La escala de color indica la intensidad relativa de la sefial, donde las tonalidades rojas
representan mayor MFI y las tonalidades azules menor MFI.

7.9.1 Comparacion de niveles de citocinas entre LES, AR y SAF en el trimestre 2

De los valores de citocinas séricas obtenidas en el ensayo se realiz6 la comparacion entre
los grupos de LES y AR en el segundo trimestre. Se identificaron diferencias significativas
en los niveles séricos de citocinas donde se reporta un incremento de BAFF (p = 0.0117),
CXCL13 (p = 0.0378) y TGF-B1 (p = 0.0425) entre pacientes embarazadas con LES

comparado con pacientes embarazadas con AR (Figura 23).
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Figura 23. Niveles séricos de BAFF, CXCL13 y TGF-p1 en pacientes LES y AR en el
trimestre 2. Las graficas muestran las concentraciones séricas de BAFF, CXCL13 y TGF-B1
expresadas en pg/mL. Cada punto representa una muestra individual; las barras indican la
tendencia central del grupo y las lineas de error representan la dispersion de los datos. Valores de
p corresponden a prueba T independiente con correccion de Welch. La normalidad se evaluo
mediante Shapiro-Wilk y se eliminaron valores atipicos con método ROUT.

7.9.2 Comparacion de niveles de citocinas entre LES, AR y SAF en el tercer
trimestre

Partiendo de los niveles de citocinas en suero se realiz6 la comparacion entre los grupos
LES y SAF en el tercer trimestre. Se identificaron diferencias con un incremento de

niveles de BAFF (p = 0.0541), no alcanza significancia, pero se reporta como tendencia,

58



y CXCL13 (p = 0.0185) en pacientes embarazadas con LES comparado con pacientes
embarazadas con SAF. (Figura 24)
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Figura 24. Niveles séricos de BAFF y CXCL13 en pacientes LES y SAF en el trimestre 3. Las
graficas muestran las concentraciones séricas de BAFF y CXCL13 expresadas en pg/mL. Cada
punto representa un paciente. Valores de p corresponden a ANOVA de una via o Kruskal-Wallis
segun corresponda. Las comparaciones multiples se ajustaron con Sidak y Dunn respectivamente.
La normalidad se evalué mediante Shapiro-Wilk

7.9.3 Comparacion de niveles de citocinas entre LES y controles sanos en el tercer
trimestre

Posteriormente se compararon los niveles séricos de las citocinas en muestras
provenientes de pacientes embarazadas con LES y controles sanas en el 3er trimestre. Las
citocinas identificadas se pueden categorizar dependiendo su funcion bioldgica. En la
figura 25 se reportan las citocinas relacionadas con IFN-I e inflamacién como IFN- a (p
=0.0684) e IL-17A (p = 0.0143), citocinas relacionadas con respuesta Th1 como IFN-y (p
= 0.0239) e IL-12p70 (p = 0.0467), ademads citocinas involucradas en la activacion de
células B y respuesta humoral como BAFF (p = 0.0893) e IL-4 (p = 0.0393). Por otra
parte, en la figura 26 se reportan niveles de quimiocinas de monocitos, neutréfilos y
linfocitos como MCP-1 (p = 0.0173), CXCL8 (p = 0.0173) y CCL5 o RANTES (p =
0.0450) se encontraron elevados en pacientes embarazadas con LES en comparacion con

controles sanos.
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Figura 25. Niveles séricos de citocinas en pacientes con LES y controles sanos en el 3er
trimestre. Las graficas de barra corresponden a las concentraciones de cada analito. Cada punto
representa un paciente, los puntos rojos corresponden a pacientes con complicaciones obstétricas,
y los puntos negros sin complicaciones. Valores de p corresponden a prueba T independiente con
correccion de Welch. La normalidad se evalué mediante Shapiro-Wilk.
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Figura 26. Niveles séricos de quimiocinas en pacientes con LES y controles en el 3er
trimestre. Las graficas de barra corresponden a las concentraciones de cada analito. Cada punto
representa un paciente, los puntos rojos corresponden a pacientes con complicaciones obstétricas,
y los puntos negros sin complicaciones. Valores de p corresponden a prueba T independiente con
correccion de Welch o U de Mann-Whitney seglin corresponda. La normalidad se evaludé mediante
Shapiro-Wilk.

7.10 Desarrollo del asistente clinico virtual

7.10.1 Interfaz de calculadora de riesgo obstétrico

Para el desarrollo traslacional del proyecto se generé un asistente clinico virtual de
estratificacion de riesgo obstétrico en pacientes con LES. Fue disefiada para integrar
variables clinicas, seroldgicas e inflamatorias. Se definieron tres dominios de la
fisiopatologia que son inflamacion sistémica, autoinmunidad y disfuncion placentaria. Se
integraron variables tales como antecedentes obstétricos adversos, nefritis o dafo renal,
anticoagulante lipico, autoanticuerpos anti-Ro/SSA y anti-dsDNA, niveles de IL-6, indice

neutréfilo/linfocito y actividad de enfermedad como SLEDAI (Figura 27).
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Herramienta auxiliar para Reumatologia - Alto Riesgo Obstétrico

Calculadora de Riesgo Obstétrico en Enfermedades Reumaticas

LES : SAF - AR« S5jogren - Artritis psoridsica - Fibromialgia. Estimacién clinica orientativa basada en biomarcadores y antecedentes.

Datos clinicos

Diagnéstico principal Lupus Eritematoso Si:  ~
Antecedente de preeclampsia No
Nefritis lapica o dafio renal No

Biomarcadores

Los puntos de corte estan basados en metaanalisis y guias clinicas, Los porcentajes por desenlace son estimaciones auxiliares, no un modelo predictive validado,
LAC (Lupus anticoagulant) Negativo
Anti-dsDNA (Ul/mL) 30 Positivo clinicamente si >30 Ul/mL
Anti-Ro/SSA Negativo
IL-6 (pg/mL) 8 Elevado si 5 pg/mL
NLR (Relacién Neutréfilo/Linfocito) 4 Riesgo inflamatorio si >3
Actividad de enfermedad (SLEDAI) i Riesgo incrementado si SLEDAI >4

Calcular Ri%

Figura 27. Disefio de calculadora de riesgo obstétrico. La imagen muestra la interfaz de una
herramienta auxiliar para estimar el riesgo obstétrico en pacientes con enfermedades reumaticas.
La calculadora integra variables clinicas y biomarcadores seleccionados, como diagndstico
principal, antecedente de preeclampsia, nefritis lupica o dafio renal, anticoagulante lupico, anti-
dsDNA, anti-Ro/SSA, IL-6, relacion neutrofilo/linfocito y actividad de enfermedad medida por
SLEDAI

7.10.2 Validacion de asistente clinico virtual

El modelo fue disefiado como una herramienta basada en puntuacion ponderada de
variables. En la figura 28 se muestra una estimacion del riesgo global moderado donde
segun la ponderacion se estima por porcentaje (33% en este caso). Dependiendo los puntos
de corte establecidos se interpreta que valores < 30% se clasifican como riesgo bajo, entre
30-50% como riesgo moderado y >50% como riesgo elevado. En este caso se ubica dentro

de la categoria de riesgo obstétrico moderado. EI modelo también identifica como riesgo
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predominante sugerido el parto prematuro, con estimacion del 38% en donde los factores
que contribuyeron a este fenotipo fue el diagndstico de LES, presencia de IL-6 elevado,
indice neutrofilo-linfocito > 3 y una actividad de enfermedad o SLEDAI > 4. Por su parte,
también se identificaron posible riesgo de desarrollar preeclampsia o insuficiencia
placentaria del 35%, restriccion de crecimiento intrauterino del 16% y pérdida gestacional
del 12% entre los que predominan. Finalmente, la herramienta genera sugerencias de

integracion clinica donde se describen

* Confirmar la edad gestacional, actividad de la enfermedad y tratamiento
compatibles con embarazo

» Considerar seguimiento estrecho de actividad lupica mediante C3, C4, anti-
dsDNA

» Examen general de orina/proteinuria, creatinina y presion arterial

» Interpretar IL-6 y NLR como marcadores inflamatorios inespecificos que deben

correlacionarse con infeccion, actividad autoinmune y contexto clinico.

Riesgo global estimado Riesgo predominante sugerido

Moderado Parto pretérmino

: 38% estimado orientativo
Puntaje 6/18 - 33%

Dx: Lupus Eritematoso Sistémico IL-6 elevada NLR >3
Bajo

SLEDAI >4
P psia / insuficiencia pl ia RCIU / pequefio para edad ional Parto pretérmino

16% 38%
= —=m
LAC e r ac lipica, LAC y pe actividad inflamator NRy e
Pérdida gestacional Trombosis materna Bloqueo cardiaco neonatal
12% 2% 1%
SAF, LA tivoy actividad Vo, Anti-La/SSB

Interpretacion clinica automatica Sugerencias de integracién clinica
Perfil con predominio hacia Parto pretérmino. La estimacion se explica por los * Confirmar edad gestacional, actividad de enfermedad y tratamiento actual
factores capturados arriba y debe integrarse con edad gestacional, actividad compatible con embarazo.

clinicz, tratamientos, comorbilidades y evaluacién materno-fetal.

Considerar seguimiento estrecho de actividad lipica: C3/C4, anti-dsDNA,
EGO/proteinuria, creatinina y presion arterial.

Interpretar IL-6/NLR como marcadores inflamatorios inespecificos;
correlacionar con infeccién, actividad autoinmune y contexto clinico.

Figura 28. Resultados generados por la calculadora de riesgo obstétrico. La imagen muestra
el panel de resultados de una calculadora auxiliar de riesgo obstétrico aplicada a una paciente con
enfermedad reumatica.
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Capitulo XIII
Discusion
El objetivo del presente trabajo fue identificar biomarcadores asociados a riesgo obstétrico
en mujeres con LES con la finalidad de desarrollar un asistente clinico virtual para apoyar
el manejo de estas pacientes. Para cumplir este objetivo se disefid una estrategia
metodoldgica en dos niveles complementarios; un abordaje transcriptomico y un abordaje
clinico—analitico aplicado. En la primera fase, se realiz6 la seleccion sistematica de bases
de datos transcriptomicas del repositorio publico Gene Expression Omnibus que
incluyeran mujeres embarazadas con LES y controles sanos, lo que permitié analizar un
total de 867 muestras A partir del andlisis de expresion diferencial y enriquecimiento
funcional se identificaron conjuntos de genes regulados al alza y a la baja asociados
principalmente a vias de interferon tipo I, respuesta antiviral, activacion de células B y
alteraciones en células NK, lo que proporcioné un marco inmunoldgico robusto para la
seleccion de posibles biomarcadores séricos. El aumento de vias de sefializacion de
interferon tipo I, ademas del incremento de la expresion de genes inducidos por interferon
se ha reportado previamente como unas de las principales firmas genéticas en LES (91,
92). El aumento de interferon puede funcionar como un estimulo inicial que permite
amplificar la respuesta autoinmune, IFN-I activa células dendriticas y monocitos,
incrementa BAFF, favorece la diferenciacion de células B hacia plasmablastos y aumenta
la expresion de quimiocinas como CXCL10, CCL2 y CXCLS8 (89), configurando un
entorno proinflamatorio que podria contribuir al riesgo obstétrico en estas pacientes. Esta
persistencia de mediadores proinflamatorios se debe de interpretar como un elemento

patogénico con implicaciones directas en la falla de la tolerancia materno-fetal.

En contraste, la reduccion de KLRB1 (CD161) y KLRF1 (NKp80) sugiere una alteracién
en la sefalizacion y funcion de células NK. CD161 se expresa en células NK, NKT, MAIT
y subpoblaciones T, mientras que NKp80 es un receptor activador asociado a células NK.
Estudios previos han demostrado que la frecuencia de células CD161+ y los niveles de
expresion de CD161 se encuentran reducidos en subpoblaciones NK y T de pacientes con
LES (93), y que estos pacientes presentan disminucion numérica y funcional de células
NK, con alteraciones en citotoxicidad, diferenciacion y respuesta a estimulos

inmunologicos (94, 95). Por otra parte, GPR183 regula la migracién y localizacion de
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linfocitos B, T y células mieloides mediante gradientes de oxiesteroles, y su disminucioén
se ha reportado en subpoblaciones T y B de pacientes con LES, asociandose con mayor
actividad de la enfermedad (96). En conjunto, estas alteraciones de la firma de interferon
y regulacion de moléculas como CD161, NKp80 y GPRI183 sugieren un trafico
inmunologico y posicionamiento de células linfoides disfuncional, lo cual podria
vincularse con un microambiente placentario menos tolerogénico y aumento del riesgo de

complicaciones obstétricas.

En analisis de expresion diferencial de pacientes con LES con complicaciones y sin
complicaciones obstétricas identific6 una firma diferencial de 19 genes, de los cuales 16
genes se encontraban expresados al alza y 3 genes expresados a la baja. Los genes con
expresion diferencial se pueden agrupar segiin su funcion biologia. El primer grupo
funcional corresponde a genes inducidos por interferdn o asociados con respuesta antiviral
(IF127, SPATS2L, USP18, HERC6 y LY6E). Estos genes corresponden con la firma de
interferon reportada ampliamente en LES (97-100), sin embargo, no existen estudios que
presenten una asociacion directa con complicaciones obstétricas. El segundo grupo
funcional corresponde a genes asociados con respuesta humoral, células B y
diferenciacion hacia plasmablastos, donde destacan JCHAIN, IGLL1, IGLL3P y MZBI.
Estudios previos han descrito aumento de la expresion de dichos genes en pacientes con
LES (101, 102), lo que sugiere activacion de células B, plasmablastos y células
plasmaticas, coherente con la produccion elevada de autoanticuerpos presente en LES. El
tercer grupo incluye genes relacionados con inmunidad innata, células mieloides y
respuesta tisular (SIGLEC14, PI3 y TMEM119) lo que puede reflejar un microambiente
inflamatorio sistémico que, a nivel placentario, se traduzca en una remodelacion vascular
subdptima y un estado menos tolerogénico, condiciones vinculadas con complicaciones

obstétricas en LES (103, 104).

El cuarto bloque se constituye por proteinas celulares estructurales, eritroides y de
diferenciacion celular (KRT72, CNTNAP2, HBZ, SMIM1, SMIM24, SPATS2L, HES4 y
OTOF). Hasta la fecha no existen articulos que relacionen estos genes con LES o
complicaciones obstétricas, pero su conjunto puede sugerir cambios en composicion de

células sanguineas, variacion eritroide y activacion tisular indirecta. La sobrexpresion de
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estos genes plantea la posibilidad de cambios en la composicion celular circulante y en la
dindmica eritroide durante el embarazo en LES, lo cual podria relacionarse con las
alteraciones hematoldgicas descritas en estas pacientes. La presencia de HBZ
(Hemoglobina zeta), una globina de desarrollo embrionario, en sangre adulta sugiere una
respuesta eritropoyética de emergencia ante la anemia severa documentada en nuestra
cohorte (Tabla 5). A su vez, KRT72 (Queratina 72) y CNTNAP2 (proteina 2 similar a la
proteina asociada a la contactina) han sido descritos en procesos de reparacion epitelial y
migracion. Su aparicidon en nuestra huella transcriptomica sugiere una respuesta
compensatoria fallida ante el estrés vascular placentario. En modelos de insuficiencia
placentaria, el tejido intenta restaurar su integridad mediante la activacion de vias
estructurales, pero en un entorno inflamatorio cronico por LES, esta reparacion se vuelve
disfuncional, contribuyendo a la fragilidad capilar (85). La inflamacion mediada por
citocinas afecta la homeostasis de los eritrocitos de manera detectable a nivel
transcripcional, sugiriendo entonces que el sistema hematopoyético esta operando bajo

condiciones de urgencia adaptativa, lo cual no se observa en embarazos de controles sanos.

Partiendo de los 19 genes previamente identificados, se seleccionaron aquellos
codificantes para una proteina detectable en suero, con la finalidad de proponerlos como
biomarcadores de complicaciones obstétricas. Se eligieron PI3, CNTNAP2, JCHAIN,
USP18, SIGLEC14 y IF127 (105-110), a los cuales los analisis de curva ROC presentod
niveles bajos en su desempefio individual, al integrarlos mediante regresion logistica
binaria, la curva ROC combinada alcanz6 niveles moderado en su capacidad
discriminatoria (AUC = 0.7460) coherente con la naturaleza multifactorial del riesgo
obstétrico en LES y con la necesidad de paneles con multiples marcadores mas que de
indicadores aislados. Estudios previos han reportado biomarcadores para la prediccion de
riesgo obstétrico en LES (111), sin embargo, los genes presentan limitaciones en su
escalamiento a nivel analitico, por lo que nuestra propuesta presenta una ventaja

significativa.

La dinamica de citocinas durante el embarazo permitié evaluar los cambios que ocurren
en las concentraciones séricas a lo largo del tiempo y entre diferentes condiciones

reumaticas. Los resultados muestran que las pacientes embarazadas con LES presentan
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niveles séricos elevados de mediadores relacionados con el eje de células B,
particularmente BAFF y CXCL13, en comparacion con pacientes embarazadas con artritis
reumatoide (AR) y sindrome antifosfolipido (SAF). BAFF es una citocina de la familia
TNF fundamental para la supervivencia, maduracion y diferenciacion de linfocitos B. En
LES, la sobreexpresion de BAFF puede permitir la persistencia de clones B autorreactivos
que normalmente serian eliminados durante los puntos de control de tolerancia. Algunos
estudios han reportado que las concentraciones plasmaticas de CXCL13, BAFF e IL-21
fueron significativamente mas altas en pacientes con LES que en controles normales, y
que el incremento de CXCLI13 y BAFF se relaciond con actividad de enfermedad y
alteraciones de células B (112). Por su parte, CXCL13 es una quimiocina clave para la
migracion de linfocitos B hacia zonas foliculares mediante su interaccidon con CXCRS.
Niveles elevados en LES puede reflejar activacion de células T foliculares cooperadoras
o células B activadas. Articulos previos reportan un aumento significativo de BAFF y
CXCL13 en LES, contrastando con AR y SAF (113, 114). La combinacion de una firma
transcriptomica que indica activacion de células B y plasmablastos, junto con niveles
séricos elevados de BAFF y CXCL13 en embarazadas con LES, sugiere que el eje B
constituye un nodo central en la fisiopatologia del riesgo obstétrico, diferenciando de
manera clara el perfil inmunoldgico respecto a otros trastornos reumaticos como AR y

SAF.

Esta convergencia entre los niveles transcriptomicos (expresion de JCHAIN y MZB1) y
la protedbmica sérica resalta la relevancia del eje humoral en el LES en mujeres
embarazadas. La huella transcripcional detectada en sangre periférica indica una
expansion de células B plasmablasticas con capacidad secretora activa, una caracteristica
que precede a los episodios de complicaciones obstétricas. En LES gestacional se observa
una polarizacion hacia linfocitos B efectores (34). BAFF promueve la supervivencia de
clonas B autorreactivas y favorece la hipermutacion somdtica dentro de centros
germinales ectopicos. La elevacion de CXCL13 actiia como un quimioatrayente que dirige
a las células B hacia nichos donde la produccion de autoanticuerpos alcanza
concentraciones locales elevadas, suficientes para activar el complemento en la membrana

basal placentaria. Por tanto, los resultados sugieren que la hiperactivacion del eje B,
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mediada por las citocinas BAFF y CXCL13, es el promotor patogénico del dafio tisular

mediado por inmunocomplejos en el sitio de implantacion (114).

En el tercer trimestre se observd un aumento significativo de IFN-a, IL-17A, IFN-y, IL-
12p70, BAFF, IL-4, MCP-1/CCL2, CXCLS8/IL-8 y RANTES/CCL5 en pacientes
embarazadas con LES en comparacion con controles sanos. Este hallazgo sugiere que,
hacia etapas tardias, las pacientes con LES presentan una activacion inmunoldgica
sistémica intensa comparada con la gestacion fisioldgica. Por su parte IFN-o mostroé una
tendencia a aumentar en pacientes con complicaciones obstétricas, lo que puede
representar que el eje de interferon tipo I podria estar relacionado con mayor riesgo de
disfuncion placentaria. Estudios previos han reportado un aumento significativo de IFN-
a en pacientes con LES que presentaron restriccion de crecimiento fetal (115), por su parte
BAFF, IL-17, IFN- v, IL-4, MCP-1 (CCL2), CXCLS8 (IL-8) y RANTES (CCL5) reportan
aumento de niveles séricos en mujeres embarazadas con LES en contraste con controles
sanos, pero sin relacion con el desarrollo de complicaciones obstétricas (116—118) IFN-a
denota activacion del eje de interferon tipo I impulsado por complejos inmunes, que
contienen acidos nucleicos, y activacion de células dendriticas plasmacitoides. Esta sefial
puede inducir genes estimulados por interferon, aumentar presentacion antigénica y
favorecer la produccion de BAFF. Por otra parte, el aumento conjunto de IL-12p70 e IFN-
v indica activacion del eje Thl. IL-12p70, producida por células dendriticas, monocitos y
macrofagos activados, promueve la diferenciacion Thl y estimula la produccion de IFN-
v. A su vez, IFN-y activa macréfagos, aumenta moléculas de presentacion de antigenos y
refuerza la inflamacion. La elevacion de IL-17A acthia sobre células endoteliales,
epiteliales, fibroblastos y células mieloides, induciendo mediadores como CXCL8 y
CCL2, favoreciendo un microambiente quimiotactico y proinflamatorio. El aumento de
BAFF e IL-4 sugiere activacion del componente humoral. BAFF promueve supervivencia
de células B autorreactivas, mientras que IL-4 favorece diferenciacion, cambio de isotipo
y activacion de células B. Finalmente, el aumento de MCP-1, CXCL8 y RANTES indica
que se favorece el reclutamiento de células inmunes hacia los tejidos, contribuyendo a la

inflamacidn sistémica.
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Capitulo IX

Conclusion

La integracion de biomarcadores moleculares e inmunoldgicos con variables clinicas
permite predecir el riesgo de complicaciones obstétricas en mujeres con LES.
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Capitulo X

Perspectivas

Ampliar tamafio muestral de la cohorte clinica, incorporando un mayor nimero de
pacientes embarazadas con lupus eritematoso sistémico, ademas controles sanos y
grupos comparativos con otras enfermedades autoinmunes. De esta forma se podra
incrementar la potencia estadistica del estudio, reducir la variabilidad asociada a
muestras pequefias y realizar analisis estratificados segun el tipo de complicacion
obstétrica, trimestre del embarazo, actividad de la enfermedad, perfil de
autoanticuerpos y tratamiento recibido

Validar biomarcadores identificados de manera in silico, Los genes IFI127, USP18,
JCHAIN, SIGLEC14 y PI3, requieren ser confirmados a nivel proteico para
permitir establecer si los cambios observados en bases de datos publicas se reflejan
también en muestras bioldgicas.

Integrar y validar biomarcadores en la calculadora clinica. La herramienta virtual
desarrollada es una aproximacion inicial que combina variables clinicas,
seroldgicas e inflamatorias en una estimacion del riesgo. Sin embargo, es necesario
incorporar los biomarcadores validados al modelo predictivo, ajustar sus
ponderaciones y evaluar su desempeno mediante métricas de sensibilidad,

especificidad, AUC y capacidad de clasificacion de riesgo
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