REV COLOMB REUMATOL. 2013;20(4):195-201

R

REUMATOLOG

Revista Colombiana de

REUMATOLOGIA

www.elsevier.es/rcreuma

Investigacion original

Anticuerpos Anti-C1q como marcadores de compromiso
renal en pacientes con lupus eritematoso sistémico

Yirika Paola Lépez?, Luis Alonso Gonzdlez?, Mauricio Restrepo?,
Libia Maria Rodriguez?, Alba Luz Leén®, David Severiche?,

Luis F. Garcia® y Gloria Vdsquez®b:*

aGrupo de Inmunologia Celular e Inmunogenética, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia,

Sede de Investigacion Universitaria (SIU), Medellin, Colombia
bGrupo de Reumatologia, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: El compromiso renal en el lupus eritematoso sistémico (LES) es uno de los mayores
Recibido el 19 de julio de 2013 determinantes del curso y pronéstico de estos pacientes. Existe evidencia de la asociacién
Aceptado el 13 de enero de 2014 de anticuerpos anti-C1q y el desarrollo de nefritis lipica.

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de anticuerpos anti-Clq y su
Palabras clave: asociacién con nefritis lipica en pacientes colombianos con LES.
Anticuerpos Anti-Clq Métodos: Estudio de corte transversal en el cual se incluyeron 80 pacientes con diagnéstico
Anticuerpos Anti-DNA de LES segun criterios del Colegio Americano de Reumatologia. La cuantificacién de
Nefritis lapica anticuerpos anti-C1q séricos se realiz6 por ELISA, se consideraron positivas concentraciones

>15 U/ml.

Resultados: Los pacientes eran predominantemente mujeres (87%) y 43,7% tuvieron
proteinuria>0,5 g/dia,la cual fue mas comiin en pacientes jévenesy aparecié tempranamente
en la enfermedad. Cuarenta y cuatro (55%) de los pacientes tenian anticuerpos anti-Clq
positivos, en quienes la proteinuria fue mas frecuente (OR=4.3,1C95% 1.7 - 11, p=0.003).

Se encontré correlacién inversa débil entre los titulos de anti-Clq, el consumo de C3
(r=-0.54, p<0.001) y la depuracién de creatinina (r=-0.33, p=0.035); una correlacién directa
débil, con la proteinuria (r=0.35, p=0.024) y la actividad de la enfermedad, la cual se
determiné con el indice de Actividad de Enfermedad (SLEDAI) (r=0.48, p<0.0001).
Conclusiones: Los anticuerpos anti-C1lq pueden ser utiles en la evaluacién de la nefritis
lapica activa, y podrian ser implementados como un marcador diagnéstico de nefritis
lapica y como un posible marcador de actividad de la enfermedad en pacientes con LES, tal
como lo ha sugerido la Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR).
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Anti-C1q antibodies as markers of renal compromise in patients
with systemic lupus erythematosus

SUMMARY

Keywords:
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Renal involvement in systemic lupus erythematosus (SLE) is one of the major determinants
of the course and prognosis of these patients. There is evidence of the association of
anti-Clq antibodies and the development of lupus nephritis.

The aim of this study was to determine the prevalence of anti-C1lq antibodies and its
association with lupus nephritis in Colombian patients with SLE.

Methods: 80 SLE patients as defined by the American College of Rheumatology criteria.
Quantification of anti-Clq antibodies in patients’ sera was performed by ELISA and
concentrations greater than 15U/ml were considered positive.

Results: Patients were predominantly women (87%) and 43.7% of them had proteinuria
> 0.5 g/ 24 hours which was more common in younger patients and early in the course of
the disease. Forty-four (55%) of patients had positive anti-Clq, in whom, proteinuria was
more frequent (OR =4.3 95% CI 1.7 — 11, p = 0.003).

A weak inverse correlation between anti-C1q titers, C3 consumption (r = -0.54, p <0.001)
and creatinine clearance was found (r = -0.33, p = 0.035); similarly, we also found a weak
direct correlation with proteinuria (r = 0.35, p = 0.024) and disease activity ascertained with
the Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) (r = 0.48, p <0.0001).
Conclusions: Anti-Clq antibodies might be valuable for the evaluation of active lupus
nephritis, and might be valuable for the evaluation of active lupus nephritis, and could
be included as a diagnostic marker of lupus nephritis and maybe as a marker for disease

activity, as suggested by the European League Against Rheumatism (EULAR).

© 2013 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.

All rights reserved.

Introduccién

El sistema complemento juega un papel muy importante en
la respuesta inmune innata. E1 C1q es el primer componente
involucrado en su activacién por la via clasica y participa en
la depuracién de los complejos inmunes; asi mismo sirve de
puente con la inmunidad adaptativa en el mantenimiento de la
tolerancia mediante la remocién de los cuerpos apoptéticost.

La deficiencia hereditaria de la fraccién Clq del comple-
mento se asocia como un factor independiente conocido para
el desarrollo del LES (Lupus Eritematoso Sistémico) por lo cual
se postula que el C1q juega un papel protector!. En cambio,
una deficiencia parcial adquirida de C1q, debida a la activa-
cién del complemento, es comun en los pacientes con LES. Por
lo que, la deficiencia del C1q no solo estd involucrada en su
patogénesis, sino que también estd implicada en la respuesta
autoinmune efectora que caracteriza al LES y en la remocién
de cuerpos apoptéticos, conocida fuente de autoantigenos®2.

En 1984 se publicé el primer reporte de anticuerpos
anti-C1q en el suero de pacientes con LES? y actualmente se ha
reportado en el 34 a 47% de los pacientes, comparativamente
con 3 a 5% de individuos sanos®. Asi mismo, se han eluido
anticuerpos anti-Clq de la membrana basal glomerular de
pacientes con nefritis lupica proliferativa®. Adicionalmente,
aunque en menor proporcién, se han encontrado anticuerpos
anti-Clq en otras manifestaciones del LES como la neumonitis
y en el compromiso del sistema nervioso central®.

Los anticuerpos anti-Clq se unen a la porcién semejante
al colageno de esta fraccién del complemento® y son prin-
cipalmente del tipo IgG,’. Su papel en la patogénesis de la
enfermedad no es claro, se ha propuesto que pueden actuar
sistémicamente regulando positivamente la activacién del
complemento por la via clasica e interfiriendo con la remo-
cién de cuerpos apoptéticos, o localmente potenciando el
dafo iniciado por el depésito de complejos inmunes®?. Sin
embargo, los anticuerpos anti-C1lq per se no activan la cascada
del complemento??, pero su unién a Clq previamente fijado a
la membrana basal glomerular puede alterar su configuracién
y de esta manera amplificar la activacién del complemento!?.

Al ser el LES una enfermedad sistémica con compromiso
multiorganico, no todos los pacientes presentan los mismos
sintomas y no todos los érganos se afectan al mismo tiempo,
por lo que seria importante encontrar un marcador predic-
tivo de afeccién especifica de érgano, que permita, ademas,
evaluar la respuesta al tratamiento. Es por esto que en el con-
senso de expertos de la EULAR se ha propuesto la medicién de
anticuerpos anti-C1q como una medida ttil en el seguimiento
de los pacientes con LES y, sobre todo, para establecer la pre-
sencia del compromiso renal (respaldado por 8 estudios, pro-
puesto como una recomendacién categoria 4B)!2. En nuestro
medio se carece de informacién acerca de la utilidad de los
niveles de anti-C1q como biomarcador.

Ya que el compromiso renal es uno de los mayores deter-
minantes del curso y pronéstico de la enfermedad, se decidié
llevar a cabo el presente estudio cuyo objetivo fue determi-
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nar la prevalencia de anticuerpos anti-Clq en pacientes con
LES y su asociacién con nefritis lipica, con el fin de resaltar
la importancia de evaluar este tipo de anticuerpos y, posi-
blemente, en un futuro implementar esta prueba dentro del
panel de ayudas diagnoésticas en el manejo de pacientes con
LES.

Materiales y métodos

Poblacién de estudio: Se realiza un estudio de corte trans-
versal en el cual se incluyeron todos los pacientes adultos
con diagnoéstico de LES atendidos en el Hospital Universitario
San Vicente Fundacién (HUSVF) entre enero-junio de 2009,
seleccionados de acuerdo con los siguientes criterios de ele-
gibilidad del estudio.

Criterios de inclusiéon: Mayores de 18 afios, con diagnds-
tico de LES segun los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia de 198213, quienes consultaron al Servicio
de Reumatologia del HUSVF o estuvieron hospitalizados
dentro de la misma institucién y aceptaron participar en el
estudio.

Criterios de exclusién: pacientes con infecciones en el drea de
puncién para la toma de la muestra, infecciones severas, neo-
plasias asociadas, compromiso renal por patologia diferente
al LES, alteraciones psicoafectivas que impidieran una ade-
cuada colaboracién durante la toma de la muestra y pacientes
sometidos a trasplante renal.

Ochenta pacientes cumplieron los criterios de inclusién y
aceptaron participar en el estudio, previa firma de un con-
sentimiento informado aprobado por los Comités de Etica
del Instituto de Investigaciones Médicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Antioquia y del HUSVF.

Se consider6é compromiso renal la presencia de proteinu-
ria > a 500 mg/dl en orina de 24 horas, el deterioro en la fun-
cién renal explicable por actividad de la enfermedad y medido
por la depuracién de creatinina, o la evidencia histolégica de
nefritis lupica.

Medicién de anti-C1lq por Ensayo de Inmunoabsorciéon
Ligado a Enzima (ELISA): La concentracién de anticuerpos
anti-C1q en el suero de los pacientes se determiné mediante
una prueba de ELISA comercial (Biihlmann Laboratories Ag,
Schénenbuch, Switzerland) segtin las instrucciones provistas
por el fabricante. Las muestras se procesaron por duplicado
y las lecturas de absorbancias se realizaron en un lector de
ELISA (ELx800NB, BioTek instruments Inc, Winooski, VT) a
450nm. La concentracién de anticuerpos presentes en cada
muestra se establecié con una curva estandar de diluciones
en un rango de 5 a 500U/ml. Las muestras fueron considera-
das positivas por encima de 15U/ml, segin las instrucciones
del fabricante.

Analisis estadistico
Las variables cualitativas se describieron mediante frecuen-

cias absolutas y proporciones, y las cuantitativas por medio
de la mediana con su respectivo rango intercuartilico dada

la distribucién heterogénea de los datos. Para la compara-
cién de las caracteristicas clinicas entre los pacientes con y
sin compromiso renal se utilizaron las pruebas ji-cuadrado
6 la prueba exacta de Fisher cuando fue necesario, para las
variables cualitativas se utilizé la prueba de Mann-Whitney.
Se estimaron las razones de disparidad (OR) y sus respec-
tivos intervalos de confianza del 95% para las asociaciones
estadisticamente significativas. Se calculé el Coeficiente de
Correlacién de Spearman para determinar la relacién entre
los niveles de los anticuerpos anti-C1q y el grado de severidad
de la nefritis lapica. Valores de p < 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. El analisis estadistico se llevd
a cabo en los paquetes GraphPad Prism versién 5.0 (San Diego)
y SPSS (Statistical Programm for Social Science) versién 15.0
(Chicago).

Resultados

Ochenta pacientes con LES, segiin los criterios del ACR
(American College of Rheumatology)!? fueron incluidos. Las
caracteristicas clinicas se muestran en la tabla 1. Mas del
80% de los pacientes eran mujeres, un alto porcentaje tenia
bajos niveles de C3 (71%). El compromiso renal, determinado
por proteinuria en cualquier momento de la enfermedad,
se encontré en 45 pacientes (56.3%). Los pacientes con pro-
teinuria eran mas jovenes que aquellos sin ella (fig. 1A). La
proteinuria se present6 en forma temprana después del diag-
noéstico (fig. 1B). Un poco mas de la mitad de los participantes
tenia anticuerpos anti-C1q positivos (55%) con una mediana
de 74 u/ml rango 32-130 u/ml y més del 70% de los pacientes
presentd anti-DNAds positivo. De los pacientes con compro-
miso renal 71% y 69% eran positivos para anti-C1lq y anti DNA,
respectivamente.

Los niveles de anticuerpos anti-C1q fueron significativa-
mente mayores en el grupo de pacientes con compromiso
renal activo (mediana 51 u/ml, RIC 11-98 u /ml) comparativa-
mente con los pacientes sin compromiso renal (mediana 5 u/
ml RIC 0-19 u/ml) y aunque no fue significativo los niveles
fueron bajos en 4/6 pacientes con historia de compromiso
renal y no activos actualmente (fig. 2).

Se correlacionaron los niveles de anticuerpos anti-Clq con
algunas variables clinicas marcadoras de dafio renal, encon-
trdndose una correlacién positiva débil con los niveles de pro-
teinuria (r=0.35, p<0.024) con 9/36 pacientes negativos para
anti-Clq y proteinurias mayores a 500 mg/dl y 6/44 pacientes
positivos para anti-Clq con proteinurias menores a 500 mg/dl

Tabla 1 - Caracteristicas clinicas de los pacientes

Caracteristicas n (%)

n =80
Sexo femenino 70 (87.5)
Anti-DNAds positivo n=54 41 (75.9)
Niveles de C3 (<90 mg/dl) n=56 40 (71.4)
Compromiso renal 45 (56.3)
Compromiso renal activo 35 (43.7)
SLEDAI mediana y rango intercuartil (RIC) 7 (2-12)
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Figura 1 - Los pacientes jévenes tienen mayor tendencia

a presentar compromiso renal (A). Los pacientes con lupus
desarrollan compromiso renal temprano en el curso de la
enfermedad (B).

(fig. 3A). Por su parte, se encontré correlacién negativa aunque
débil con la depuracién de creatinina (r=-0.33, p<0.03) (fig. 3B)
y los niveles de C3 (r=-0.54, p<0.001) (fig. 3C).

Con respecto a la relacién de anti-C1q y el tipo histolé-
gico, se tuvo acceso a 20 biopsias renales, de estas 14 pacien-
tes presentaron niveles mayores a 15U/ml de anti-Clq, la
mayoria de los pacientes eran tipo IV (clasificacién WHO)
(9/20). Segun el tipo histolégico la positividad se distribuyé
asi: tipo 11 1/1 fue positivo, de la tipo III 5/6, de la IV 6/9, en la
V solo se presentd un paciente y fue negativo, en la tipo VI
hubo 1/1 y en la combinada IV+V, uno de dos pacientes fue
positivo para anti-Clq.

La presencia de anti-Clq se asocié a indices mayores de
actividad de la enfermedad medida por SLEDAI mediana de 9
vs. 3.5 (fig. 3D).
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Figura 2 - El compromiso renal activo (proteinuria) es
mas frecuente en los pacientes con Anti-C1q positivo.

Se consideraron activos los pacientes con proteinuria

> 500 mg/dl en muestra de orina de 24 horas al momento
de la toma de la muestra de la evaluacion del anti-C1q.
Inactivos paciente con historia de proteinuria previa

o biopsia renal que demuestra nefritis lipica en algin
momento de su enfermedad. Las concentraciones

de anti-C1q se presentan en forma logaritmica.

Discusién

En la patogénesis de LES estdn involucrados diversos anti-
cuerpos, dirigidos contra un gran nimero de autoantigenos
intracelulares y de superficie. Algunos de los anticuerpos
comunmente encontrados son anti-DNAds, anti-ssDNA,
anti-Clq, anti-Ro y anti-Sm, y la presencia de uno o varios de
ellos se ha asociado a diferentes manifestaciones clinicas®.
Por ejemplo, la presencia de anti-DNAds y anti-Clq se ha
asociado a dafio renal y vasculitis urticariforme hipocomple-
mentémica, en cambio la presencia de anti-Ro y anti-La se
ha asociado al Sindrome de Sjogren y al desarrollo de lupus
neonatal.

La glomerulonefritis es el mayor determinante del curso
y prondstico del LES y es clinicamente evidente en un alto
porcentaje de los pacientes, principalmente en los primeros
5 anos de la enfermedad®®. El diagnéstico de nefritis lipica se
hace segiin Wallace-Dubois, cuyos criterios mayores incluyen
las caracteristicas histopatolégicas!, aunque no existe una
correlacién exacta entre la clasificacién histolégica y la cli-
nica de los pacientes’®, por lo cual los hallazgos en el estudio
patolégico no tienen una buena capacidad para predecir la
magnitud del dafio renal’’. En los ultimos afios se han bus-
cado otros métodos diferentes a la biopsia renal, no invasi-
vos, sensibles y especificos, que permitan evaluar la actividad
renal del LES y orientar el tratamiento. En este sentido otros
autores han propuesto que el dafio y su severidad son depen-
dientes del tipo de autoanticuerpos, entre ellos anti-DNAds y
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Figura 3 - (A) Correlacién débilmente positiva de las concentraciones de Anti-C1q, presentadas en forma logaritmica, con
el nivel de proteinuria. (B) Correlacion negativa débil de las concentraciones de Anti-G1q con la depuracién de creatinina.
(C) Correlacién negativade los niveles de G3 con las concentraciones de Anti-C1q. (D) Correlacién del indice de actividad

(SLEDAI) con anti-C1q.

anti-C1lq o de marcadores inflamatorios como los niveles de
quemogquinas urinarios?8,

Mientras los anti-DNAds siguen siendo considerados como
el principal marcador inmunolégico para el seguimiento de
los pacientes con nefritis lipica, el valor de los anticuerpos
anti-C1q sigue siendo controversiall®. Recientemente se ha
propuesto que la presencia de anticuerpos anti-C1q es nece-
saria pero no suficiente para el desarrollo de nefritis lapica.
Un estudio realizado con 99 muestras de suero de 40 pacientes
con nefritis lupica, demostrada por biopsia, y 35 muestras de
suero de 21 pacientes con LES sin compromiso renal, encontrd
que la sensibilidad de los anticuerpos anti-Cl1q para detectar
enfermedad renal activa fue del 86% y la especificidad del
95%, mientras que la medicién de anticuerpos anti-DNAds fue
79 y 84% respectivamente?’. También se ha reportado que la

monitorizacién de estos anticuerpos puede usarse para pre-
decir un futuro dafo renal en los siguientes 2-6 meses de su
aparicién. Marto et al.?1, incluyeron 151 pacientes con LES,
de los cuales 68 tenian nefritis lapica y 83 pacientes sin his-
toria de compromiso renal al momento de la toma de mues-
tra; de estos 83 pacientes, 33 (49%) eran anti-Clq positivos y
9 de ellos desarrollaron nefritis lupica, en cambio ninguno
de los pacientes anti-C1q negativos desarrollé nefritis lupica,
en un periodo de observacién de 6 meses, lo que le dio a esta
prueba un valor predictivo negativo del 100% en este estu-
dio. En nuestro estudio, 69% de los pacientes con compro-
miso renal por LES era anti DNAdSs, 71% fue positivo para anti
Clq y 53% fue positivo para ambos, lo cual concuerda con
otros estudios?922.23 Niveles més altos de estos anticuerpos
se observaron en pacientes con nefritis activa y se encontrd
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una correlacién positiva, aunque débil, entre los niveles de
proteinuria y los de anti C1q. Adicionalmente, los anticuerpos
anti-Clq se presentaron en ausencia de compromiso renal
en 12 pacientes (15%), sin embargo, cuatro de estos tenian
SLEDAI > 8 con compromisos muy graves como vasculitis
abdominal.

Los anticuerpos anti-Clq se encontraron, ademas, en
enfermedad renal no activa; sin embargo, en estos casos
los niveles de los anticuerpos fueron bajos 61 u/ml (34-319)
vs. 79 u/ml (43-373) en los pacientes con enfermedad renal
activa.

En cuanto al tratamiento se ha reportado que la elimi-
nacién de los anticuerpos mediante plasmaféresis seriada o
inmunoabsorcién de C1q mejora los sintomas de los pacientes,
y cuando hay una buena respuesta de la enfermedad al trata-
miento inmunosupresor los titulos de anti-Clq disminuyen
significativamente?3. Hallazgos que refuerzan la participacién
de los anti-C1q en la patogénesis de la nefritis lipica.

En la actualidad, todos los esfuerzos estdn dirigidos al
desarrollo de biomarcadores que permitan cuantificar el
dano de 6rgano y la respuesta o no a las terapias instaura-
das sin el riesgo de métodos invasivos como la biopsia renal.
En el presente estudio podemos concluir que al igual que los
anti-DNAdSs, los anti C1q se detectan en pacientes con com-
promiso renal y pudieran ser considerados como una herra-
mienta no invasiva dentro del panel de ayudas diagnésticas
existentes para pacientes con LES, tal como lo ha sugerido
EULAR™,
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