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1. INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es un una enfermedad autoinmune con
afectacion multisistémica de gran variabilidad en su presentacion y curso. Su
diagnoéstico se basa en caracteristicas clinicas y de laboratorio en ausencia de otra
enfermedad autoinmune que pueda explicar dichos hallazgos (1).

Aungue el LES puede desarrollarse a cualquier edad, las mujeres en edad fértil son las
principalmente afectadas. La relacion mujer/hombre entre los 15 y 50 afios de edad es
> 8:1, mientras que llega a ser hasta 2:1 cuando ocurre durante la nifiez o después de
la menopausia. Esta prevalencia observada tanto en pacientes como en modelos
animales, ha llevado a plantear la intervencién de hormonas en el desarrollo y actividad
de la misma (2).

La relacion entre el sistema neuroendocrino y el sistema inmune ha sido ampliamente
demostrada. Comparten una red de conexiones mediadas por vias nerviosas, circuitos
hormonales, interacciones celulares y humorales, asi como una multitud de citoquinas,
neuropéotidos y quemoquinas. De una interaccion reciproca y modulada entre ambos
sistemas depende el mantenimiento de la homeostasis. El desarrollo de una

enfermedad multisistémica como el LES es el resultado del rompimiento de la misma

3).

El LES se caracteriza por periodos de exacerbaciones y remisiones de la actividad de
la enfermedad (4). Varios determinantes de este comportamiento han sido estudiados,
sin que se haya esclarecido uno en especial; sin embargo, derivado de estudios
observacionales de estados fisiolégicos relacionados con aumento de actividad (por
ejemplo, el embarazo) varios autores han demostrado la asociacion con algunas
hormonas. Entre las principales que han demostrado tener un efecto inmuno-

modulador se encuentran el estrégeno y la prolactina (5).

En la poblacion del hospital de la Samaritana, punto de referencia de todo el
departamento de Cundimarca — Colombia, se ha determinado una alta incidencia de
pacientes con LES. Dentro de estos, se presentan casos que a pesar de un manejo
adecuado muestran altos niveles de actividad que llevan a complicaciones incluso

fatales.
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Con el fin de esclarecer desencadenantes de la actividad en LES e investigar si
hallazgos en estudios internacionales se reproducen en nuestra poblacion, se propone
en este estudio describir los niveles de las hormonas prolactina y estrégeno, asi como
establecer si existe asociacion entre estos niveles con la actividad de la enfermedad y
de esta manera contribuir a una enfermedad de alto impacto a nivel mundial cuyos
descubrimientos actuales puedan verse en un futuro trasladados al ambito de la

terapéutica (6).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

= Describir los niveles de estradiol y prolactina en pacientes con diagndstico de
Lupus Eritematoso Sistémico, comparar estos niveles en pacientes con LES
activo con aquellos con LES no activo, que acuden al Hospital Universitario de la

Samaritana y establecer si hay diferencias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Cuantificar los niveles de Estradiol y Prolactina en pacientes con LES activo y
no activo en la poblacion de estudio, controlando al maximo agentes que
pudieran producir sesgos en sus resultados.

« Determinar si hay relacion de la actividad de LES y las fases del ciclo menstrual.

» Describir los sistemas mas afectados en las mujeres con LES activo, y su
relacion con niveles de prolactina y estradiol a través de indices 6rgano
especificos.

3. FORTALEZAS E IMPACTO DE LA INVESTIGACION
e Uso de BILAG como indice 6rgano especifico

* Medicion de 3 muestras de prolactina por separado y promedio, método mas
exacto para determinar niveles reales, el cual no ha sido descrito en otros
estudios.

+ Toma inmediata de hormonas con respecto a examen clinico (otros estudios no
lo describen) y simultanea con los estudios de valoracién de actividad del LES.
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+ Maximo control de situaciones que puedan elevar los niveles hormonales (otros
estudios no lo hacen)

* Instrumento para definir si las pacientes con LES activo del Hospital Universitario
de la Samaritana se beneficiarian en el futuro del uso de antagonistas
hormonales, como alternativa terapéutica.

4. REVISION DE LA LITERATURA Y MARCO TEORICO

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

El LES es el prototipo de enfermedad autoinmune (EAI) no-6rgano especifica 6
sistémica donde el proceso puede afectar varios érganos, caracterizado por un proceso
inflamatorio crénico y dafio en los sistemas debido, principalmente, al depdsito de
complejos inmunes y activacion del sistema de complemento. Su curso clinico esta

caracterizado por periodos de exacerbaciones y remisiones (7).

EPIDEMIOLOGIA

El LES puede afectar a gente de toda edad y grupo étnico; sin embargo tiene un
impacto desproporcionado en mujeres en edad fértil y ciertos grupos étnicos con una

mayor frecuencia de presentacion y carga de la enfermedad (8).

La relacibn mujer/hombre ha sido reportada entre 8-9:1 en pacientes de edades
comprendidas entre 15-50 afios, mientras que esta relacion disminuye hasta 2:1

cuando la enfermedad se presenta durante la nifiez o después de la menopausia (2).

El LES ha sido reportado por la mayoria de paises alrededor del mundo, sin embargo la
epidemiologia varia mucho dependiendo del tipo de informacion utilizada para definir
los casos de LES, como han sido obtenidos los casos y la poblacion de riesgo
estudiada (8).

Las tasas de incidencia anual varian de 1 a 10 /100000 personas a nivel mundial (9); la
epidemiologia en los paises en vias de desarrollo no estd bien establecida, sin
embargo, derivado de los estudios formales, se estima que la frecuencia es similar e
incluso mayor que en los paises industrializados. En un estudio en Brasil se reporta

una incidencia anual de 8.7/100000 y se reportan tasas de prevalencia por 100000
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personas de 12.2 en negros de Sudafrica, 19.3 en Arabia Saudita, 60 en Hong Kong y
159 en Puerto Rico (10). De manera general las tasas de incidencia son mas altas en

hispanos, nativos americanos, negros y sud asiéticos (11).

En los EEUU, la probabilidad de que una mujer caucasica desarrolle la enfermedad
durante su vida es de 1 en 700, siendo ésta 2 a 4 veces mayor en mujeres negras e

hispanicas (2).
Son pocos los estudios epidemiolégicos realizados en América Latina.

Se ha determinado, que los paises desarrollados tienen mejores tasas de
supervivencia que los subdesarrollados. Esto se ha relacionado en parte con factores
como acceso al cuidado médico, disponibilidad de cuerpo médico, niveles de educacion

y adherencia al tratamiento (11).
FISIOPATOLOGIA

La etiopatogenia del LES incluye: predisposicion genética, desencadenantes
ambientales y eventos al azar, como se ha demostrado en modelos murinos desde
1980. Estos factores juegan un papel a nivel del sistema inmune interactuando entre si
hasta el desarrollo de la autoinmunidad (6).

Muchos descubrimientos se han hecho a lo largo de los afios acerca de los genotipos
predisponentes, encontrandose algunos genes involucrados; asi como se han
planteado teorias como la de las células apoptéticas cuyo ADN genera la
autoinmunidad, linfocitos B y T “hiperreactivos” y autorreactivos. Se ha dado mas peso
al papel de las citoquinas como perpetuadoras de la enfermedad y su papel en el dafio
de 6rganos especificos, asi como en la actividad de la misma. Por lo que se establece

como una enfermedad multifactorial en la que todavia queda mucho por determinar (6).
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DIAGNOSTICO DE LES

El diagndstico se basa en el hallazgo de caracteristicas clinicas y de laboratorio en el
contexto de un paciente enfermo, en la ausencia de otra enfermedad autoinmune que
pueda explicar dichos hallazgos. En el momento del diagnéstico, la mayoria de
pacientes, aunque no todos, tienen al menos 4 de los 11 criterios clasificatorios
determinados en 1982 por el ACR (American College of Rheumatology) que sugieren
diagnostico de LES (12).

Es importante recordar que estos criterios se establecieron con el propdsito de uso
para estudios clinicos, mas no como diagnostico ya que mas del 50% de pacientes con
LES no cumplen con los 4 criterios en el momento, sin embargo practicamente todos
los cumpliran durante el curso de la enfermedad. Son (tiles para recordar al médico de
los hallazgos mas caracteristicos de la enfermedad, pero una historia clinica minuciosa
con una exhaustiva revision por sistemas y factores detonantes, asi como historia
familiar y el consumo de medicamentos, es esencial en establecer la sospecha (13).
(CRITERIOS- VER ANEXO 1)
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ACTIVIDAD DEL LES

La evolucion del Lupus Eritematoso Sistémico se caracteriza por presentar
exacerbaciones y remisiones de la actividad de la enfermedad. Ha habido multiples
intentos de medir de manera objetiva dichos eventos, por lo que varios indices y
escalas han sido creados, asi como distintas definiciones para exacerbacion (14).

Entre los mas utilizados y validados se encuentran: British Isles Lupus Assessment
Group (BILAG), European Consensus Lupus Activity Measurement (ECLAM), Systemic
Lupus Activity Measure (SLAM), Systemic Lupus International Collaborating Clinics /
American College of Rheumatology Damage Index (SLICC/ACR-DI; SDI) y el Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI).

Este ultimo, uno de los mas utilizados en nuestro medio, fue establecido por la
Universidad de Toronto en 1992 (15) y mide el nivel de actividad en los ultimos 30 dias.
Consiste en un cuestionario que consta de 24 items que evalGa 9 sistemas, con una
puntuacion especifica para cada uno de ellos: 8 para el SNC y vascular; 4 para el renal
y musculoesquelético; 2 para serosas, dermatoldégico e inmunolégico y 1 para
hematolégico y sintomas constitucionales. El maximo puntaje posible es 105. Toma
menos de 10 minutos la realizacién del mismo. Tiene buena sensibilidad para detectar
diferencias en la actividad de la enfermedad de un mismo paciente entre visita y visita
(P <0.04) (16).

Puede catalogarse la actividad de varias maneras: leve, moderada, alta; o simplemente
considerar que un valor mayor de 6 (segun algunos estudios) como clinicamente
relevante y afecta en la decision de tratar o cambiar de tratamiento (17) (CRITERIOS
SLEDAI- VER ANEXO2).

Como se menciond, otro de los indices de actividad utilizados es el British Isles Lupus
Assessment Group (BILAG). Este fue desarrollado por primera vez en 1988 en
Inglaterra, a raiz de reuniones de grupos de expertos. Fue desarrollado en base al
principio de la “intencién a tratar” del médico(18). Esta escala ordinal toma en cuenta
caracteristicas clinicas particulares en 8 érganos y sistemas: general, mucocutaneo,
neuropsiquiatrico, musculoesquelético, cardiorespiratorio, vascular, renal vy

hematoldgico. A cada uno se le asigna un grado de actividad de la enfermedad que va
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desde A (muy activa), hasta E (nunca activa). Especificamente, A: requiere
inmunosupresores y/o prednisolona > 20mg/dia (o equivalente); grado B, enfermedad
moderada: menor dosis de corticoesteroides, antimalaricos o AINES; grado C, leve:
requiere terapia sintomatica; grado D: enfermedad no activa actualmente pero el

sistema ha estado afectado previamente; grado E, nunca ha estado activa (17).

Evalta la actividad en las 4 dltimas semanas, comparandola con los hallazgos en la
ltima visita y los cambios deben ser secundarios a LES. El indice numérico se asigna
de la siguiente manera: 0= Ausente, 1= Mejorando, 2= Igual, 3= Peor, 4= Nuevo 0
recurrente. (VER ANEXO 3).

Tiene como ventajas que proporciona un punto de vista mas preciso de la actividad de
la enfermedad en comparacion con los indices de actividad global y es particularmente

atil en estudios terapéuticos de pacientes con LES.

LES Y HORMONAS SEXUALES
ESTROGENO

Es una hormona sexual esteroidea producida principalmente por los ovarios. Al igual
gue el resto de hormonas lipidicas de este tipo, se caracteriza por tener un nucleo con

3 anillos de 6 carbones unidos a un grupo cliclopentanoperhidrofenantreno (19).

Los 3 tipos de estrogenos clasicos son: estrona, estradiol y estriol. Estos al igual que la

progesterona, tienen una variacion constante con el ciclo ovulatorio / menstrual.

Un ciclo menstrual inicia el primer dia de sangrado menstrual y termina justo antes del
siguiente sangrado. La duracion de un ciclo en promedio es de 28 dias, pero ciclos
ovulatorios normales pueden durar de 21 a 40 dias. Se divide en 3 fases: folicular,
ovulatoria y lutea. El ciclo cumple con el propésito fisiolégico de madurar un foliculo
dominante, para que alrededor del dia 14 éste se rompa y tenga lugar la salida del

ovulo para la eventual concepcion (20).

Asi, la hormona foliculo estimulante (FSH), juega un papel predominante durante la
primera mitad del ciclo. Cerca del 80% de los 500Yg de estradiol producido a diario

justo antes de la ovulacion esta dado por el foliculo dominante; esto desencadena en
una sefal al eje hipotalamo-hipofisiario, lo cual traduce en el pico de LH (hormona
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Luteinizante) y la ovulacion. Posteriormente si no hubo ovulacién, decaen los niveles de
estrogenos (duran elevados maximo 48 h) y LH y comienzan a elevarse los de
progesterona (20). Los valores aproximados de acuerdo con estas variaciones estan
establecidos. Es importante tomar en cuenta que existen otros factores que pueden
modificar estos niveles como la tasa de produccion y la tasa de aclaramiento

metabdlico de la hormona(19).
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Tabla 1. Concentraciones Plasmaticas (C), Tasa de Aclaramiento Metabdlico (TAM), y Tasa de
Produccidn (TP) durante el Ciclo Mestrual.

Concentracién Plasmatica
Tasa de Produccion (MG/Day)
] (TP = C x TAM)
Hormona Fase del Ciclo [Media | Rango |Unidades Tasa de Aclaramiento Media Rango
Esteroidea Metabdlico Plasmatico
 (L/dia)
Folicular 44 20-120 pg/mL 1350 |{0.059 0.027-0.162
Estradiol
Preovulatoria | 250 150- pg/mL 1350 |{0.338 0.203-0.810
600
Lutea 110 |40-300 | pg/mL 1350 (0.149 0.054-0.405
Progesterona Folicular 0.2 0.06— ng/mL 2300 |0.46 0.14-0.85
0.37
Lutea 8.9 4.3—- ng/mL 2300 | 20.5 9.9-45.0
19.4

Traducido de: Stanczyk FZ: Steroid hormones. In Mishell DR Jr, Davajan V, Lobo RA (eds): Infertility, Contraception and
Reproductive Endocrinology, 3rd ed. Cambridge, MA, Blackwell Scientific, 1991 (modificado)

Los receptores de E2 son miembros de la super familia de receptores hormonales-
nucleares y tienen varios dominios funcionales (21).

Hay 2 subtipos de receptores y varias isoformas de cada uno. El primero es el tipo ay
el segundo B. Varian en estructura y sus genes codificantes se encuentran en
diferentes cromosomas: a cromosoma 6, B cromosoma 14. De manera que sus

dominios-ligando tienen diferentes afinidades (21).

Tienen ademas una distribucion predominante a nivel de diferentes tejidos, asi por
ejemplo, el receptor estrogénico (RE) a se encuentra en endometrio, estroma ovarico y
en células cancerigenas del cancer de mama. El RE B en la granulosa ovarica,
espermatides en desarrollo y en tejidos “no clasicos”. rifidn, mucosa intestinal,
parénquima pulmonar, médula ésea, hueso, cerebro, células endoteliales y préstata
(22).


http://www.mdconsult.com/das/book/body/203513915-3/0/1524/41.html#4-u1.0-B978-0-323-02951-3..50007-8--cetablefn1
http://www.mdconsult.com/das/book/body/203513915-3/0/1524/41.html#4-u1.0-B978-0-323-02951-3..50007-8--cetablefn1
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Respecto al sistema inmune, existen RE en la inmunidad celular que se expresan en
los monocitos, células NK, LB y asociados a membrana en linfocitos T y macréfagos.
Se desconoce el papel especifico, aunque se ha relacionado con algunas funciones
(22).

LES Y ESTROGENOS (E2)

Debido al llamativo predominio del LES en mujeres y de observaciones de
exacerbaciones asociadas a estados fisiolégicos que cursan con aumento de niveles
de estrégenos como la ovulacién y embarazo (con el primer reporte de casos en 1944)
(23), se ha estudiado el papel inmunomodulador de esta y otras hormonas sexuales

(5).

Respecto al papel de los estrogenos en la autoinmunidad, se ha determinado que en
los pacientes con LES: se encuentra disminuida la expresiéon de RE [ en células
mononucleares periféricas, en tanto se encuentra un aumento de los RE a en

comparacion con controles sanos(22).

Analisis de la expresion gendmica de Linfocitos B de modelos murinos tratados con
estrogenos o placebo, muestran que el E2 favorece la expresién de moléculas de la via
antiapoptotica (Bcl-2) y moléculas de sefalizacion BCR (SHP1y CD22) (24).

El Bcl-2, es una molécula antiapoptética que tiene un elemento de respuesta a E2 en
su regién promotora, ya que se ha demostrado la presencia de REa. Con esto, se

promueve la supervivencia y activacion de linfocitos B marginales (24).

Estudios demuestran que el E2 disminuye la linfopoyesis de células B, asi como induce
atrofia timica a través de ligarse al REaq, reduciendo asi la linfopoyesis de células T,

ademas de causar un incremento en la relacion de CD8 sobre CD4 (22).

El E2 afecta también la diferenciacion de monocitos, induce apoptosis (dependiente de
RE B, incrementa la expresion de FasL), aumenta la sintesis de TNF alfa y disminuye la
sintesis de IL10 (22).
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Un aumento de los niveles de E2 rompe la tolerancia de linfocitos B reactivos de alta
afinidad al ADN; facilita la maduracién de células B “naive” autorreactivas y dificulta el

desarrollo de las células B protectoras (25).

Un metaanalisis que incluye 8 estudios en mujeres y 11 en hombres(26), tras ajustes
estadisticos determina que hay niveles de estradiol persistentemente elevados en
mujeres con LES respecto a sus controles sanos, pero no encuentra diferencia
estadisticamente significativa en hombres. Esto puede estar relacionado con un
aumento en la actividad de la hidroxilasa aromatica o el aumento de produccion de LH,
lo que tiene un efecto de aromatizacion de la testosterona en mujeres. Por otro lado, se
ha reportado que la actividad de la aromatasa esta aumentada en pacientes con LES,

pero tiene una relacion inversamente proporcional a la actividad de la enfermedad (27).

Las principales investigaciones resultan de modelos murinos como la generaciéon F1
hibrida de New Zealand Black con New Zealand White (NZB/NZW F1) en la cual

presentan una constelacion de signos que asemeja el LES en humanos (28).

En el modelo NZB/NZW F1, al retirar el estimulo de E2 y la adiciébn de andrégenos
aumento la supervivencia. También se ha visto que al administrar E2 se acelera la
enfermedad en ambos sexos, mientras que esta se disminuye con la administracién de

testosterona (28).

E2 causa aumento de autoanticuerpos en ratones no autoinmunes y aumento de

inmuno-complejos en la glomerulonefritis (29).

Se ha demostrado en varios modelos murinos que parte de los efectos del E2 sobre
los linfocitos B pueden ser blogueados por la administracion de un antiestrogeno como
el tamoxifen. Asi por ejemplo se ha visto que previene la produccion de anticuerpos

anti-DNA y de la formacion de inmunocomplejos de depdsito renal (22).

Por otro lado, se ha reportado un “switch” de patrén de secrecidon de citoquinas tipo
Thl a Th2 durante periodos de aumento de E2 como el embarazo(30). Esto deriva
principalmente de un modelo murino que es espontaneamente resistente a la infeccion

por Leishmania por predominio Thl (22).
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En general el espectro de citoquinas inducido por la presencia de E2 es complejo y
dependiente de la combinacion de factores activadores (22).

PROLACTINA (PRL)

Es una hormona polipeptidica producida por las células lactotropas de la hipéfisis. Es
responsable de la iniciacién y mantenimiento de la lactancia. Su secrecién
generalmente se mantiene en niveles bajos por la accion inhibitoria de la dopamina

producida por el hipotalamo (31).

Hay una secrecion continua de PRL, a la cual se superpone una secrecion episodica,
pulsétil (cada 8-10 minutos) durante todo el dia, y mas marcada durante el suefio y
luego de la ingestion de alimentos. El nivel sérico aumentado de PRL durante el suefio
puede no disminuir inmediatamente al despertar, y por tanto el nivel antes de las 8 a.m.
puede ser un 20% mas elevado que mas tarde durante el dia (alcanzando el maximo
entre las 3 y las 5 a.m. y disminuye a la hora de levantarse) (31). Existen varios otros
factores que actian como estimulos para la produccién de PRL, mencionados en la
tabla 2(32).

Debido a estos factores y a que la vida media de la PRL en suero es de 26 — 47
minutos, es recomendable la obtencidn de tres muestras con un intervalo de 20 — 30
minutos. Estos resultados pueden ser analizados por separado y sus resultados
promediados o alternativamente una alicuota de cada muestra puede ser unificada en
una muestra final para finalmente ser analizada. La PRL es medida por ensayo

inmunomeétrico (33).

Circula en diferentes tamafios moleculares: monomérica (pequefia) (mol wt 22,000
daltons), polimérica (grande) (mol wt 50,000 daltons) y una forma polimérica mas
grande (grande-grande) (mol wt > 100,000 daltons). La pequeia es la forma activa y
representa el 80% de la secrecion total de esta hormona (34).

El valor de referencia de la PRL sérica es de 1-25 ng/mL (1-25 ug/L) para mujeres y 1-
20 ng/mL (1-20 pg/L) en hombres. Usualmente la cantidad de elevacion se correlaciona
con la probabilidad de la presencia de tumor y niveles que exceden 200 ng/mL casi

siempre implican la presencia de prolactinoma (35).
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Tabla 2. Causas de hiperprolactinemia:

Fisioldgicas:

Postprandial, estrés, suefio, embarazo, lactancia, actividad sexual,
estimulacion mamatria

Patoldgicas:

Hipofisiarias

Tumor hipofisiario: prolactinoma, Macroadenoma/Microadenoma,
Sindrome de silla turca vacia

Seccion del tallo hipofisiario

SNC:

Craniofaringiomas, Irradiacion,

Otros tumores, lesiones de médula espinal,
Epilepsia

Endocrinas:

Ovario poliguistico

Acromegalia, Sindrome de Cushing

Hipotiroidismo Primario ( descompensado)
Tumores secretores de estrogenos

Miscelaneas:

Lesiones en la pared toracica

Enfermedad renal crénica (en Hemodialisis)
Cirrosis

Medicacién (Mencionada en criterios de exclusion)
Idiopatica

Traducido y modificado de: (32) Madhusoodanan S, Parida S, Jimenez C. Hyperprolactinemia associated with
psychotropics--a review. Hum Psychopharmacol. 2010 Jun;25(4):281-297.

Estudios muestran que se observa hiperprolactinemia hasta en el 70% de pacientes
con Enfermedad Renal Crénica (ERC) en hemodialisis (HD). Esto se ha explicado por
una disminucién del clearance de PRL, pero en mayor proporcion por un aumento de
su produccion. La poca respuesta a la infusion de dopamina en pacientes con ERC en
HD sugiere resistencia lactotropa a la dopamina, por lo cual sugiere que este es el

mecanismo principal (36).

LES Y PROLACTINA
Desde 1930 hay evidencia que respalda el rol de la PRL en la estimulacion y

modulacién del sistema inmune (37).

El receptor de la PRL se ha clasificado como un miembro de la superfamilia de

receptores de citoquinas que incluye IL-2, IL-3 y receptores de interferon.
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Se encuentra en linfocitos, monocitos, neutrofilos, NK y células epiteliales del
timo(37,38).

La PRL es producida también a nivel extrahipofisiario por linfocitos B, T, el corion
humano, neuronas, glandulas mamarias, préstata y piel(37,39). Si la PRL producida por
los linfocitos es fisiologicamente significativa, particularmente en pacientes con
enfermedad autoinmune, ha sido debatido(37).

Actualmente, la mejor evidencia de relacion esta en el LES. Se ha demostrado que una
alta proporcion de pacientes con LES cursan con hiperPRL (hasta el 40%) y que estos
niveles se correlacionan con aumento de la actividad clinica de la enfermedad, asi
como con aumento de titulos de ANAs y anti-DNA (37,40-42).

El mecanismo predominante a nivel celular es la induccién de la pérdida de tolerancia
de los linfocitos B. Esto ocurre a través de 3 vias: supresion clonal, edicién de receptor

y anergia (43).

T3 B cell
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Wr | Anergy: | thrashold for activation |
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Figu ra 3. Saha S, Tieng A, Pepeljugoski KP, Zandamn-Goddard G, Peeva E. Prolactin, Systemic Lupus Erythematosus, and Autoreactive B Cells: Lessons Learnt
from Murine Models. Clinic Rev Allerg Immunol. 2009 11;40(1):8-15
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Supresién clonal

Los linfocitos B autorreactivos que sobreviven a la seleccidon negativa a nivel medular,
son eliminados en el estado transicional T1/T2 en el bazo, lo cual es mediado por el
receptor de linfocitos B (BCR), promoviendo la apoptosis. La PRL reduce la apoptosis a
este nivel, a través de incrementar la expresion de CD40, lo que de manera secundaria
aumenta la expresion de Bcl — 2, IFN - RIl y Trp63, moléculas antiapoptoéticas. También
aumenta la expresion de moléculas coestimulatorias como BAFF, que promueven la

supervivencia (43,44).

Edicion de receptor

Los linfocitos B pueden escapar a la supresion clonal, a través de la coexpresion de
mas de una cadena ligera en su superficie. La edicion de receptor es el intento de
rescatar a los linfocitos B autorreactivos de la supresion reemplazando las
inmunoglobulinas de cadenas ligeras o pesadas con unas no autorreactivas. Se
encontré que los ratones tratados con PRL tenian mayor nimero de cadenas k+ A+ en
los linfocitos B de transicion que los tratados con placebo. Se determin6é ademas que la
influencia de la PRL aceleraba el proceso edicién de receptores (43,45-47).

Anergia

Los linfocitos B autorreactivos de baja afinidad no son sujetos a supresion o a edicion
de receptor, si no que permanecen anérgicos conservando su capacidad de unirse a
antigenos pero no responden a esta unién bajo condiciones O6ptimas de
estimulacion(48). Para permanecer en anergia requieren presentacion continua de
autoantigenos. En ausencia de esta condicion pueden convertirse en autorreactivos. La
cantidad de linfocitos B anérgicos es alta (30 — 50% de los nuevos producidos) y
constituyen la mayoria de la poblacion T3 transicionales. La PRL no aumenta el

numero de esta poblacion, pero disminuye el umbral para su activacion(43,49,50).

A través de estos mecanismos lo que se logra es perpetuar la existencia de linfocitos B

autorreactivos, los de la zona marginal y aumenta el nivel de autorreactividad.
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MATERIALES Y METODOS
= Disefio: Estudio de corte transversal, descriptivo, serie de casos

= Hipotesis (nula): La concentracion de estradiol y prolactina en pacientes con
diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico es diferente en las mujeres con

LES activo que en aquellas con la enfermedad inactiva.

= Poblacion de Estudio: Pacientes con LES activo e inactivo que acudieron al
Hospital Universitario de la Samaritana.

= Criterios de Inclusion

- Pacientes con Dx establecido de LES (criterios ACR)
- Pacientes mayores de 16 afios

- Solo mujeres

= Criterios de Exclusion

- Pacientes que estén bajo terapia hormonal

- Pacientes con Dx de Prolactinoma

- Pacientes en edad fértil que hayan tenido histerectomia total (ooforectomia
incluida)

- Mujeres Embarazadas o en lactancia

- Pacientes con DX de otra enfermedad reumatica

- Pacientes con Enfermedad renal crénica y/o en hemodidlisis (HD)

- Pacientes con hipotiroidismo descompensado

- Pacientes que no deseen participar y no firmen el consentimiento informado
= Pacientes con en tratamiento con:

- Ansioliticos y antisicéticos como: haloperidol, olanzapina, risperidona,
domperidona, inhibidores de la MAO, fluoxetina

- Antihipertensivos como: Labetalol, reserpina, verapamilo y a-metildopa

- Gastricos: Ranitidina, metoclopramida, cimetidina
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e Tamafio de la Muestra: El célculo de la muestra determind un numero
aproximado de 60 pacientes por grupo (activo y no activo), sin embargo se
establecio la meta de 60 pacientes en un afio (total), basado en una prueba
piloto realizada en los primeros meses del estudio que reveld que no se
alcanzaria la meta original dadas las caracteristicas que requerian las pacientes

para ingresar al estudio. Se obtuvo 180 muestras de sangre periférica.

e Muestreo: Consecutivo, de pacientes que acudieron al hospital ( Consulta

externa, Urgencias, Hospitalizacion)

e Métodos: Entre los meses de Enero/2011 y Diciembre/2011 se atendié a las
pacientes con LES (confirmado previamente por criterios ACR) en consulta
externa, urgencias y hospitalizacion, se realizé las escalas de clinimetria SLEDAI
y BILAG, y simultdaneamente se obtuvieron muestras de sangre periférica y se
procesaron para determinar los niveles de hormonas: E2, PRL y progesterona
de acuerdo al procedimiento técnico establecido para pruebas por

guimioluminiscencia.

La finalidad de la toma de progesterona fue determinar en qué fase del ciclo
menstrual se encontraba la paciente, pre o post ovulatoria, pero no hace parte

del estudio per se.

Adicionalmente se utilizaron otras estrategias de captaciéon de pacientes, a
través de la organizacion de una jornada de Lupus Eritematoso Sistémico, en la
cual en el mismo dia, a las pacientes previamente identificadas como idéneas,
se les realiz6 la toma de muestras, las clinimetrias y se proporcion6 charlas

informativas.

Toma de muestras: Bajo normas de asepsia y antisepsia, se extrajo un total de
9 ml de sangre periférica para la realizacion de estudios de clinimetria (Anti
DNA, C3, C4, cuadro hematico, funcion renal) y hormonales (PRL, EZ2,
progesterona), asi como TSH en el caso de que la paciente no se habria
realizado esta prueba en los Ultimos 4 meses. Las muestras fueron tomadas de
manera fraccionada, 3 ml cada 30 minutos de acuerdo al protocolo. Estas

muestras fueron tomadas antes de las 9 de la mafana. Todas las pacientes
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trajeron al momento de la evaluacién la recoleccién de la orina de 24h y una

muestra de orina aislada.

Condiciones del paciente: La noche previa no mantuvieron relaciones
sexuales, no ingerieron proquinéticos, tranquilizantes, antidepresivos (ver
criterios de exclusién), ni bebidas alcohdlicas. Acudieron en ayuno de mas de 8

horas. Reposaron al menos 30 minutos antes de la toma de la muestra.

Procesamiento de muestras: Las muestras de sangre se centrifugaron a 3500
Revoluciones por Minuto (RPM) por 10 minutos a temperatura ambiente; se recolecté el
suero en viales debidamente marcados y se almacenaron a -20°C hasta el momento
del analisis. Para el procesamiento las muestras fueron descongeladas siguiendo la
cadena de frio y fueron procesadas por la técnica de quimioluminiscencia siguiendo el
protocolo de analisis de la casa comercial Siemens Healthcare Diagnostics proveedora
de Kits. Se realiz6 el procesamiento en el equipo ADVIA Centaur® XP para
inmunoensayos de las 3 muestras por separado para la prolactina, obteniendo los
valores respectivos a cada toma y finalmente un promedio. Estradiol y progesterona se

tomaron de la primera muestra obtenida.

Rangos de normalidad: Basados en los rangos de referencia dados por la casa
comercial para cada prueba, los que coinciden con los estudios revisados.

- Complemento: C3: 90-170 mg/dl; C4: 12-36 mg/dl.

- PRL: 2,8-20 ng/ml.

- E2: Fase Folicular: 18,9-246,7 pg/ml; punto medio del ciclo: 35,5-570,8 pg/mi;
Fase lutea: 22,4 - 256 pg/ml; posmenopausicas: 0-44,5 pg/ml.

- Progesterona: Fase folicular: N.D. (No detectable) — 1,40 ng/ml; Fase lutea: 3,34
— 35,56 ng/ml.

- Anti DNA: titulos positivos desde 1/10.

*= Instrumento: Ficha clinica para cada paciente en la que se registraron datos
personales, tiempo de evolucion de la enfermedad, puntuacion de SLEDAI y
BILAG, sistemas comprometidos en el SLEDAI y BILAG, niveles hormonales,
dosis de prednisolona, DMARDS y nivel acumulativo de ciclofosfamida. (VER
ANEXO 4).
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» Consideraciones Eticas:

Se explico a las pacientes claramente y con lenguaje comprensible, en qué
consiste el estudio, llenaron un consentimiento informado para la autorizacion de
la toma de muestra de sangre periférica y del manejo y conservacién de las
mismas. (VER ANEXO 5).

En el caso de las pacientes menores de edad, fueron sus representantes legales

quienes lo firmaron.

El estudio se realizé teniendo en cuenta todos los aspectos éticos enunciados en
la resolucion 008430 capitulo | de 1993 expedida por el ministerio de salud sobre

“Los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos”.

= Impacto Ambiental: La ejecucion de este proyecto no representa ningun riesgo
ambiental ya que las muestras de sangre periférica recolectada, reactivos e
insumos seran manipuladas y desechadas segun el Manual de manejo de
desechos establecido por el laboratorio del HUS.

6. PLAN DE ANALISIS

e La informacion se digité por duplicado en una base de datos de Excel, de la cual

se export6 a Stata 10.0 para su analisis.

e Estadistica descriptiva: medidas de tendencia central y de dispersién para

variables cuantitativa, medidas de frecuencia para variables cualitativas.

e Andlisis bivariado: Diferencia de medias, de niveles de prolactina y estradiol
entre los pacientes con LES activo e inactivo, usando prueba de t de
student, previo cumplimiento de supuesto de normalidad. Luego de revisar
las variables cuantitativas, y realizar pruebas de normalidad, la mayoria de
ellas no tenian distribucion normal, por lo tanto el analisis de las variables
cuantitativas se presentd en medianas, con rango intercuartil. El estadistico
de prueba (calculo de la p) se realizd6 con una prueba no paramétrica de
Mann-Whitney. Se realizo analisis estratificado segun fase del ciclo

menstrual, acorde con los niveles de progesterona. Se realizé pruebas de
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asociacion entre variables categorias utilizando las pruebas de Pearson

(Chi2) y Fisher segun corresponda.

6.1. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Edad Razoén
Tiempo de Evolucion Razon
Enfermedad

Niveles de Prolactina Razoén
Estradiol Razo6n
Progesterona Razon
Fase ciclo menstrual Nominal
SLEDAI Intervalo

Sistema comprometido:

SNC Nominal

ANos

ANOS

ng/ml

pg/ml

Pag/mi

Preovulatoria

Postovulatoria

Puntaje: 0-105
<6

> 6

SI/NO



Vascular

Renal

Musculoesquelético

Serosas

Dermatologico

Constitucional

Inmunoldgico

Hematoldgico

BILAG

General,

Mucocutaneo,

Neuropsiquiatrico,

Musculoesquelético,

Cardiorespiratorio,

Vasculitis,

Renal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal
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SI/NO
SI/NO
SI/NO
SI/NO
SI/NO
SI/NO
SI/NO
SI/NO

A:Muy Activo

B: Moderado

C: Leve

D: Actualmente inactivi
pero alguna vez afecta
E: Nunca activo

A,B,C,D,E
A,B,C,D,E
A,B,C,D,E
A,B,C,D,E
A,B,C,D,E
A.B,C,D,E

A.B,C,D,E
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Hematoldgico Nominal A.B,C,D,E

Prednisolona >10mg/d Nominal SI/NO

DMARD Nominal SI/NO

Terapia biologica Nominal SI/NO

Ciclofosfamida Nominal SI/NO 7. RES
Dosis acumulativa > ULT
12g/m2 ADO

S

A. Descripcion Demogréfica de la Poblacion de estudio (60 pacientes)

Caracteristica

Mediana (RIC)*

Edad (a)(rango)

37 + 14 (16 — 65)

Edad fértil, n (%) 43 (72)
Menopadusicas, n (%) 17 (28)
Duracién de la Enfermedad (a) 5.5 (1-8)
Fase del ciclo
Preovulatoria (n) (%) 30 (70)
Posovulatoria (n) (%) 13 (30)
Anti DNA (dilucién) 10 (0 - 80)

C3 (mg/dl)

98.05(78-118)

C4 (mg/dI)

18.25 (12.3- 24.5)

Niveles de Prolactina (ng/ml)

7.07 (5.05- 10.4)

Niveles de Estradiol (pg/ml)

51.3 (16.8 — 120.8)

Prednisolona > 10 mg/d (n) (%)

36 (60)

> 12g/m2 SCT (n) (%)

Uso de DMARD (n) (%) 48 (80)
Uso de Terapia Biolégica (n) (%) | 1 (1.67)
Dosis acumulada ciclofosfamida | 2 (3.3)

Tabla 1. *RIC: Rango Intercuartil (a menos que se especifique)

La poblacion de estudio estuvo constituida por 60 mujeres, cuya mediana de edad fue
de 37 + 14 afios (rango de 16 a 65) y la mediana de la duracién de la enfermedad fue
de 5.5 afios, con un rango general de 0 a 20 afos. 43 pacientes (72%) son mujeres en

edad feértil y 17 (28%) en menopausia. Se determino en las mujeres en edad fértil que
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30 (70%) se encontraban en la fase del ciclo menstrual preovulatoria y 13 (30%) en
fase posovulatoria.

Con respecto al perfil inmunolégico de la poblacion, se encontré que la mediana del
titulo de anti DNA es de 1/10, con titulos que oscilaron de 0 a 2560. El complemento,
C3 y C4 evidenciaron una mediana de 98 y 18 mg/dl respectivamente.

En el perfil hormonal, se determiné que la prolactina presentdé una mediana de 7.07
ng/ml, registrandose como maximo nivel alcanzado 30.2 ng/ml. El estradiol mostré una
mediana de 51.3 pg/ml, con un rango general de 0 a 339 pg/ml.

El perfil farmacologico evidencio que el 60% de las pacientes recibian mas de 10 mg de
prednisolona, 80% utilizaban algun tipo de droga modificadora de la enfermedad
(DMARD) y menos del 3% estaban bajo terapia biolégica o habian utilizado dosis
acumulativas de ciclofosfamida mayores de 12g/m2 de superficie corporal total.

B. Descripcion de Sistemas comprometidos en la poblacion de estudio de
acuerdo a BILAG

Sistema A B C D E
Constitucional 0 1(1,67%) |12 (20%) 43 (71,7%) | 4 (6,67%)
Mucocutaneo 0 8 (13,3%) | 15 (25%) 34 (56,7%) | 3 (5%)
Neuropsiquiatrico 0 5(8,33%) |1(1,66%) |3 (5%) 51(85%)
Musculoesqueletico | 0 1(1,67%) |12 (20%) 44 (73,3%) | 3 (5%)
Cardiorespiratorio | 2(3.33%) [1(1,67%) |O 28 (46,6%) | 29 (48,33%)
Gastrico 0 1(1,66%) |0 1(1,67%) |58 (96.6%)
Oftalmoldgico 0 0 0 2 (3,33%) |58 (96,6%)
Renal 4 (6.6%) 1(1.67%) |6 (10%) 22 (36.6%) | 27 (45%)
Hematologico 1(1.67%) |0 10 (16.6%) | 15 (25%) 34 (56.6%)

Tabla 2. Numero de pacientes y porcentajes correspondientes a cada categoria de BILAG

En la tabla 2, se observa la actividad del LES en la poblacion, de manera 6rgano —
especifica medida a través de BILAG. Asi se determina que las pacientes que
presentan alta actividad de LES (categoria A) son: 2 en el sistema cardiorespiratorio, 4
a nivel renal y 1 hematolégico. La actividad se encontré6 moderada (categoria B) en la
mayoria de sistemas excepto en el oftalmolégico y hematoldgico. Se registré actividad
leve (categoria C) en gran parte de los sistemas descritos, principalmente en el
mucocutaneo, seguido del musculoesquelético y compromiso constitucional. No se
evidencié actividad leve en los sistemas cardiorespiratorio, gastrico y oftalmoldgico.
Todas

las pacientes mencionaron haber tenido algun sistema activamente
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comprometido en algiin momento anterior al estudio (categoria D) o bien esto estaba
registrado en la historia clinica del hospital, pero no presentaban actividad en ese
momento. Se puede observar que los sistemas principalmente comprometidos en el
pasado fueron musculoesqueletico, constitucional y mucocutaneo. De igual forma todas
afirmaron no haber presentado nunca actividad en ciertos Organos 0 sistemas
(catergoria E), siendo los principales: gastrico, oftalmolégico, neuropsiquiatrico y

hematoldgico.

C. Caracterizacion de la poblacién de estudio, comparacion de grupo con LES
activo y no activo *

60 pacientes LES activo LES no activo P
n=13 (22%) n = 47 (78%)
Edad (a) 31 (23 a 39) 37 (26 a 51) 0.07
Edad Fértil (n) 12 (20%) 31 (52%) 0.09
(%)
Menopadusicas (n) | 1 (2%) 16 (26%)
(%)
Duracién de la 3(1ab) 6(1a99) 0.17

Enfermedad (a),
Fase del ciclo

Preovulatoria 8 (19%) 22 (51%) 0.07
(n=30) (69.7 %)
Posovulatoria 4 (9%) 9 (21%)

(n= 13) (30.2%)
Tabla 3. * Datos se expresan en mediana y rango intercuartil, excepto que se especifique.

En la tabla 3 se puede ver la comparacion de los grupos de LES activo y no activo,
con respecto a las caracteristicas generales de la poblacion, y aunque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, se evidencio que fue mayor
el porcentaje de mujeres en edad fértil que presentaban actividad de la enfermedad,
con respecto al grupo de mujeres menopadusicas. Asi como fue mayor el porcentaje

de mujeres en fase preovulatoria que presentaban LES inactivo.
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D. Perfil Inmunolégico y Hormonal de la poblacion *

60 pacientes LES activo LES no activo P
n=13 (22%) n = 47 (78%)

Anti DNA 40 (0-40) 10 (0-80) 0.72

C3 78.1 (68-98.8) 101.9 (79.6-118) | 0.07

C4 12 (10-14.1) 19.8 (14-24.9) 0.01

Niveles de 9.7 (5-11.25) 7.06 (5.1-10.2) 0.7

Prolactina (ng/ml)

Niveles de Estradiol | 104.2 (52.2-147.6) | 36.7 (10.9-114) | 0.07
(pg/ml)

Tabla 4. *Valores correspondientes a Mediana y rango intercuartil

En la tabla 4, se realiza la comparacion del perfil inmunolégico y hormonal en la
poblacion total entre los grupos LES activo y no activo, determinandose que no
existe una asociacion estadisticamente significativa, excepto en lo que se refiere al

complemento C4 (p= 0.01), el cual estuvo mas consumido en el grupo activo.

E. Perfil Farmacolégico de la poblacion en estudio

60 pacientes LES activo LES no activo P
n=13 (22%) n = 47 (78%)

Prednisolona > 10 10 (16.6%) 26 (43.3%) 0.2

mg/d

Uso de DMARD 12 (20%) 36 (60%) 0.4

Uso de Terapia 0 1 (1.67%) 0.2

Biolbgica

Dosis acumulada 1 (1.67%) 1(1.67%) 0.3

ciclofosfamida

Tabla 5. Comparacion de la poblaciéon LES activo vs. No Activo. Perfil Farmacolégico.

Continuando la comparacién de LES activo y no activo, en cuanto al perfil
farmacoldgico que tenia la poblacion en el momento del estudio, como podemos ver
en la tabla 5, no hay diferencias significativas. Sin embargo, se determiné que la
mayor parte de las pacientes con actividad de la enfermedad se encontraban
utilizando dosis de prednisolona superiores a 10 mg al dia y alguna droga

modificadora de la enfermedad.
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Sistema Prolactina (ng/ml) p Estradiol (pg/ml) p
Activo No activo Activo No activo
SNC 7.9(3.9-11.5) | 7.07 (5.12- 0.8 88.8 (61.2 — 40.9 (14.5 - 0.2
10.3) 147) 120)
Vascular N.A N.A N.A. N.A.
Musc — 9.3(3.8-11.2) | 7.06(5.2-10.3) | 0.9 123 (15 - 41.9 (18.7 - 0.3
Esqueletico 164.2) 104)
Renal 9.8(6.7-11.5) |7.02(5-10.2) |0.16 |111.5(101-186) | 38.3 (14 —107) | 0.04
Dermatolégico | 7.5 (3.6 - 10.3) | 7.07 (5.2 — 059 [67.3(23-145) [39.3(11.7- 0.4
10.6) 116)
Serositis 9.7 (3—-30.2) 7.06 (5-10.3) 0.6 18.9 (15-251.7) | 52.2 (18.7 — 0.9
118)
Inmunolégico [8.9(5.5-11.2) [ 7.02(5-10.2) | 0.6 85.4 (5-148) |46(18.9-108) [ 0.9
Constitucional | N.A N.A N.A. N.A.
Hematolégico | 3.8 (3.8—-3.8) | 7.09 (5-10.4) 0.2 142 (142 — 142) | 50 (15— 118) 0.3
Tabla 6. Relacion de Niveles Hormonales y sistemas comprometidos (Determinados por SLEDAI).
*Valores correspondientes a Mediana y rango intercuartil; N.A. (No Aplica)
En la tabla 6, se busca determinar si hay asociacion de los niveles de prolactina
(PRL) y Estradiol (E2), con la actividad del LES en los diferentes 6rganos y sistemas
qgue el SLEDAI especifica. Asi, se encontré que ninguna paciente del estudio mostré
actividad en el sistema vascular, ni en el aspecto constitucional. Solo una paciente
presenté actividad en el sistema hematologico. No se encontr6 que hubiera
asociacion con los niveles hormonales estudiados, excepto en el sistema renal,
donde se determind una asociacion estadisticamente significativa (p= 0.04) con los
niveles de estradiol.
G. Diferentes fases del ciclo menstrual, subgrupo de mujeres con
menopausia, actividad de la enfermedad y relacién con Niveles
Hormonales
Prolactina (ng/ml) Estradiol (pg/ml)
LES activo No activo p LES activo No activo p
Fase 11.27(5.02- 9.7 (6.04-10.2) | 0.96 |95.7(48.9-144.7) | 93.92(35.3-123) | 0.41
preovulatoria | 13.9)
Fase 8.3(6.2-10.5) |8.08(6.7-10.4) | 0.87 | 147.92(76.7- 144.42(61.8- 0.75
posovulatoria 219.1) 192.8)
Menopausia | 3.06 (3.06- 6.93 (3.56 — 0.27 | 15.03(15.03- 10.19(4.8-16.3) 0.74
3.06) 9.81) 15.03)
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Tabla 7. Relacion del ciclo menstrual, actividad de la enfermedad y Niveles hormonales. *Valores
correspondientes a Mediana y rango intercuartil

En la tabla 7, se realiza el cruce de 3 variables: Fases del ciclo menstrual (y subgrupo
menopausia), actividad de la enfermedad y los niveles de prolactina y estradiol; con el
fin de determinar si existe alguna relacion del influjo hormonal sobre las otras variables

en nuestra poblacién de estudio.

Se encontro niveles discretamente mas elevados de estradiol en las pacientes con LES
activo, sin embargo no se encontré ninguna asociacion estadisticamente significativa

en todos los cruces.

8. DISCUSION

Actualmente existe diversa literatura que intenta describir el papel de la influencia
hormonal, particularmente de los estrégenos (E2) y la prolactina (PRL), como
desencadenante de enfermedad autoinmune y de la actividad de las mismas, teniendo

como prototipo principal de éstas al Lupus Eritematoso Sistémico (LES) (39,51-56).

Ya que existe todavia controversia con estudios a favor y en contra, se decidid
investigar en el presente estudio la relacién entre la actividad de la enfermedad, los
niveles hormonales y las fases del ciclo menstrual en una cohorte de mujeres
colombianas con distintos tiempos de evolucién de la enfermedad y tratamientos,
tratando de controlar al maximo los agentes perturbadores hormonales. Se realizé
ademas una medicion simultdnea o inmediata de las hormonas con las pruebas de
laboratorio, de manera que los indices de actividad se correspondan con los niveles
hormonales. Hasta ahora es el primer estudio que cuenta con estos rasgos

particulares.

En cuanto a las caracteristicas generales de la poblacién no se encontré algo que llame
especialmente la atencion. La mayor parte de pacientes se encontraban en una fase no
activa de la enfermedad, lo cual se debe a que los pacientes con altos indices de
actividad probablemente requerian hospitalizacion y medidas invasivas, asi como uso
de medicacion que correspondian a criterios de exclusion ya que pueden elevar por si

mismos la PRL e inmediatamente se descalificaban para ingresar al estudio.
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Se utilizaron 2 escalas para medir actividad de la enfermedad, con el fin de determinar
la actividad de manera global y 6rgano- especifica. Como bien describe Isenberg et al.
(57),el BILAG es una escala disefiada para la “intenciéon — a — tratar” y nos ayudé a
definir de manera méas objetiva quienes se beneficiaban de un ajuste de dosis y/o
cambio de tratamiento. Se evidencié que dentro del grupo con actividad, los sistemas
mas afectados fueron el renal, cardiorespiratorio y hematologico, que si bien son de
frecuente afectacion, llama la atencion que el mucocutaneo no figure entre estos ya

gue se describe un compromiso entre 50-100% en los pacientes con LES(58).

Se habria esperado una asociacién significativa con marcadores de actividad en el
grupo con LES activo, sin embargo la Unica encontrada fue con el consumo de
complemento C4, lo cual estd ampliamente descrito, en especial en relacién a la
actividad renal (59-61).

Por otro lado se evidencié que nuestra poblacion tiene un minimo porcentaje de uso de
terapia bioldgica, probablemente debido a la condicion econdémica de la mayoria de
pacientes que concurren a nuestro hospital y a la falta de cobertura de los seguros de

salud para este tipo de terapias.

Solo dos pacientes tuvieron una dosis acumulada de ciclofosfamida igual a 12g/m2/
Superficie Corporal Total, lo cual las podria poner en riesgo de insuficiencia ovarica de
acuerdo a Mersereau et al.(62), sin embargo no sobrepasé este nivel y las pacientes no
presentaban irregularidades menstruales, por lo que no se las excluy6 del estudio.

Consideramos que este estudio tiene la principal limitacién en el nUmero de pacientes
gue constituye su universo, por lo que no se alcanza significancia estadistica en
muchos de los cruces efectuados. Esto se debe principalmente a que ademas de que
el LES como la mayoria de enfermedades autoinmunes no es una enfermedad de alta
incidencia, en este estudio se utilizaron estrictos y amplios criterios de exclusion. Quiza
en un estudio de mas largo plazo se pudiera reunir mayor nimero de pacientes con las

condiciones establecidas.

Actividad de la Enfermedad y Estrogeno (E2)
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Nuestro estudio determind que los niveles de E2 se encontraron mas elevados en el

grupo activo, sin embargo no hubo una diferencia estadisticamente significativa.

Si se encontré una asociacion significativa con la actividad organo-especifica a nivel
renal (P = 0.04), donde la mediana de E2 en el grupo activo casi triplica a la del grupo
sin actividad. En el resto de sistemas se vio también niveles superiores, excepto en el
compromiso de serosas. La diferencia no fue estadisticamente significativa

probablemente debido al tamafio de la muestra.

Con respecto a los niveles de E2 en pacientes con LES entre la literatura mas reciente,
existen estudios como el de Tehseen et al.(63) que muestran que estos son mMAas
elevados respecto a controles sanos aunque no hace referencia a la actividad de la
enfermedad; sin embargo hay otros, como muestra S.S. Shabanova et al.(64) en el que
en el 25% de pacientes se evidencid niveles reducidos de E2 con respecto a controles
sanos y no se encontro relacion con la actividad. Por otro lado, hay otros autores que
sugieren que un estado de hipoestrogenismo estaria mas relacionado con una

tendencia al desarrollo de Sindrome Antifosfolipido en pacientes con LES(65).

En el metaanalisis publicado por McMurray et al. (26), se concluye de los estudios
publicados hasta ese momento, que los niveles de E2 en mujeres con LES son
significativamente mas elevados comparados con controles, sin embargo no sucedio lo
mismo en estudios realizados en hombres con LES. De esto se ha deducido, apoyado
por estudios como el publicado por Folomeev et al.(27) que las pacientes con LES
tienen aumentada la actividad de la enzima hidroxilasa aromética, llevando a la
aromatizacion de la testosterona en mujeres. Igualmente se ha reportado alteracion en
el metabolismo del E2, comprobandose mayores niveles de 16 o- hidroxiestrona
(metabolito altamente estrogénico) en sangre(55) y en orina (66), con niveles
superiores a otros metabolitos como 2-hidroxiestrona (bajo poder estrogénico).
Relacionado con esto J. Wang et al.(67) investigd polimorfismos de la aromatasa, asi
como de los receptores de E2, sin encontrar asociacién con la primera, pero determiné
gue polimorfismos en los genes del receptor a estan relacionados con el LES, lo que
aporta con mayor evidencia de que el E2 como sus metabolitos median en el

incremento de riesgo para esta enfermedad en la mujeres.
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A nivel molecular y principalmente derivado de estudios en modelos murinos,
actualmente se conoce que el E2 genera autoimunidad al actuar principalmente a nivel
de los linfocitos B y T. En los primeros influye sobre genes como CD22, shp-1, bcl-2 y
VCAM-1(68), blogueando la induccién de tolerancia de los linfocitos B naive, resistencia
a la apoptosis de los linfocitos B de la zona de transicién y expande la poblacion de los
linfocitos B marginales; rompe la tolerancia de los linfocitos B de alta afinidad al
DNA(5,25). También es interesante que se ha demostrado que aumenta los niveles de
MRNA del gen que decodifica el BAFF (factor de supervivencia de la células B), que a
su vez aumenta la supervivencia de los linfocitos B autorreactivos y por ende la
generacion de anticuerpos(25,69,70). En los linfocitos T se ha visto que el E2
incrementa la expresion de calcineurina y CD40L(71,72). También como recientemente
lo describe Kim et al.(73) inhibe la apoptosis provocando la disminucién de la expresién
del Fas ligando en los linfocitos T activados, permitiendo la persistencia de linfocitos T

autoreactivos.

Con respecto a la relacion encontrada de niveles elevados de E2 con la actividad de la
enfermedad especificamente a nivel renal, no hemos encontrado descripciones en
modelos humanos, solo en modelos murinos hasta el momento. Al parecer, de

acuerdo a lo que demuestran autores como Feng et. al.(74) y Bynote et. al.(75), la
induccion de nefritis por E2 estaria mediada por el receptor de estrogenos o (ER).
Esto se concluy6 al estudiar modelos genéticamente modificados en los que no se

expresaba este receptor (ERa -/-), comparado con grupo control sin alteracion. Ambos

recibieron E2. El grupo ERa -/- presentd una glomerulonefritis muy leve, escasos

depdsitos de inmunocomplejos y mayor supervivencia. Lo opuesto ocurrié en el grupo

gue expresaba el receptor.

Se ha determinado la presencia de ER a y B tanto a nivel glomerular, como en células
mesangiales y se ha visto que existe relacion con la progresion hacia
glomeruloesclerosis(76). Sin embargo los modelos murinos en los que se han hecho
dichos hallazgos no corresponden a modelos autoinmunes. De hecho inicialmente se
consideré que el E2 podria tener un papel protector basado en que las mujeres

después de la menopausia presentan mayor incidencia de enfermedad renal y en
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modelos murinos los roedores hembras ovariectomizados mostraban lo mismo(76).
Pero esto fue desechado por los mismos autores al realizar pruebas en modelos con

propension al desarrollo de gloméruloesclerosis(77,78).

Se encontrd en la literatura que solo el estudio de Shim et. al.(79) se contrapone al
efecto deletéreo del E2 y de la mediacion del ERa en el proceso en modelos murinos
autoimnunes. Sin embargo, ademas de lo que concluye en su estudio, las
investigaciones en los que este autor se apoya ho estan relacionadas con modelos de
autoinmunidad ni LES(76,80), por lo que no se consideran representativos para este

estudio y ha sido ampliamente contrapuesto por autores como Feng et. al.(74).

Mas recientemente Irsik et. al.(81) investigo la presencia de ERa y B y las variantes de
empalme (splice variants) del ER o en diferentes 6rganos y especificamente en los
diferentes tipos de células renales en ratones. Determin6 que ERa66 (receptor
“original”’) esta presente principalmente en 6rganos reproductivos pero también en
tejidos no reproductivos en niveles bajos. ER B por el contrario se encontr6 mas
abundante en tejidos no reproductivos y ovario. A nivel renal se encontréo que ERu66
estd presente a nivel vascular, glomérulo, en el borde en cepillo del tabulo proximal y
en el tubulo colector de ratones hembra. ER a36 se encuentra en células mesangiales
y tubulo-epiteliales en ambos sexos, asi como en podocitos en hembras y no en
machos. ER [ principalmente en podocitos de hembras y en células mesangiales de
ambos sexos. Con estos reveladores hallazgos se precisan estudios posteriores para

determinar el papel de estos receptores en la respuesta al E2.

El papel de los ER a nivel renal es corroborado por estudios como el de Wu WM et. al.
(82), que demuestra la efectividad del uso de tamoxifeno (antiestrogeno sintético de
gran afinidad con el receptor de estrogeno), en el modelo murino NZB/W F1 donde el
grupo que recibié la droga mostro menor proteinuria, glomérulos intactos o depoésitos
limitados a nivel de capilares. La injuria glomerular fue mucho menor, solo se encontrd
leve expansion mesangial y pocos depdsitos de complejos inmunes. En general este
grupo tuvo una supervivencia mayor en comparacion con el grupo control que no
recibio tamoxifeno. Lo mismo se evidencio en otro estudio murino(83), en donde a los 6

meses de edad el 40% del grupo control habia muerto de manera espontanea y todos
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los que habian recibido tamoxifeno continuaban vivos. Tampoco presentaron

trombocitopenia y la proteinuria fue minima comparada con el grupo control.

Resulta interesante la implementacion del uso de antiestrégenos en el control de la
enfermedad, sin embargo casi no existen estudios realizados en poblacion humana.
Investigaciones reportadas como la de Abdou et. al. (84) demuestran que el uso de
antiestrogenos selectivos como el Fulvestrant en mujeres con LES disminuye la
actividad de la enfermedad de manera general, las pacientes requieren menor uso de
medicacion para control de la misma y se hallaron valores significativamente menores

de marcadores de activacion de linfocitos T CD154 y calcineurina.

De estos hallazgos se puede deducir que el bloqueo de receptores de estrégeno in vivo
es efectivo para la modulacion de la enfermedad. Existen también trabajos publicados
en los que los autores deduciendo de la fisiopatologia conocida del LES y los
estroégenos, asi como el mecanismo de accion del tamoxifeno, proponen su uso como

terapia para el mismo(85,86).

De manera que se considera que el uso de antiestrogenos podria ser una nueva
terapia de uso relativamente seguro en pacientes con LES, sin embargo se requieren
estudios de mayores proporciones y tiempo de seguimiento para implementarla. Debido
al hallazgo en nuestra poblacién, podriamos especular que ésta se beneficiaria de su

uso.
Actividad de la Enfermedad y Prolactina (PRL)

En este estudio no se encontrd hiperprolactinemia en ninguna paciente con LES. No se
evidencio una diferencia significativa en los niveles de PRL entre el grupo de LES con
actividad y sin actividad de la enfermedad, asi como tampoco se encontro relacion a

nivel 6rgano-especifico.

Estos hallazgos se contraponen a lo descrito por varios estudios realizados en los
ultimos 20 afios, en los que se afirma que se encuentra al menos hiperprolactinemia
leve a moderada en los pacientes con LES en una frecuencia entre 2- 40%
(40,63,64,87-92).
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Con respecto a la actividad de la enfermedad, también son varios los estudios que
encontraron que existia relacion con los niveles de PRL(40,63,64,87,88,93), mas que
los que no encontraron asociacion alguna(89,92,94,95).

Estudios como el de Haghighi et. al. (88), identifican que en los pacientes con
hiperprolactinemia los sistemas mas afectados son el renal, sistema nervioso central,
presencia de vasculitis; también fue mas frecuente la leucopenia y la trombocitopenia.
Por otro lado Jacobi et. al.(40) encuentra relacién con la presencia de fiebre, anemia,
consumo de C3, fatiga y compromiso renal.

El papel de la PRL como inmunomoduladora ha sido descrito: es producida por los
linfocitos B y T(37,96,97), sus receptores hacen parte de la superfamilia de
citoquinas(37,38), influye en procesos intracelulares como transcripcion genética y
sefalizacion(39). Especificamente se sabe que la interaccion PRL — receptor lleva a la
dimerizacion del mismo y a la activacion de la via JAK-STAT: JAK -2 fosforila a STAT-
1, -3y -5 lo que en ultima instancia activa la transcripcion; por otro lado activa vias de
sefializacion como Src y Tec, de la familia de las tirosin quinanasas, SHP-2 fosfatasa,
ZAP-7, MAPK y Fyn(98-100).

Se conoce ademas que la producciéon de PRL por los linfocitos es regulada por un

promotor genético distinto al de la PRL hipofisiaria(96).

En lo que refiere al LES y PRL, en modelos murinos se ha demostrado que la PRL
tiene un claro papel deletéreo. Aumenta significativamente la mortalidad e induce
autoinmunidad no solo en poblaciones proclives a tener LES (NZB/W F1), sino también
en otras(39). Se ha determinado que la hiperprolactinemia interfiere en los tres
mecanismos conocidos que inducen tolerancia en los linfocitos B: supresion mediada
por BCR, edicibn de receptores y anergia(43). Esto traduce en aumento de
supervivencia de linfocitos B autorreactivos, con la subsecuente produccion de

anticuerpos anti — DNA, asi como el deposito de 1gG a nivel renal(39,43).

Por todo lo mencionado se esperaria es que existiera una relacion directamente
proporcional (a mayor cantidad, mayor actividad y lesion de 6érgano). Sin embargo en

nuestra poblacion esto no sucedio.
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Una de las caracteristicas a destacar de este estudio es que las pacientes fueron
estrictamente seleccionadas y se tratdé de controlar al maximo cualquier agente que
pudiera alterar los valores de la prolactina, ya que es una hormona sensible, muy
propensa a cambios por agentes fisiologicos y externos (32,33). Ademas se utilizo el
meétodo en el que se determina los niveles de la hormona en tres muestras diferentes,
tomadas de manera consecutiva con un intervalo de 30 minutos, lo que hace que el
resultado de los niveles sea mas consistente y real (33). En ninguna de las 3 muestras
(180 en total analizadas) se encontré hiperprolactinemia. En un estudio realizado en
Brasil(65), aunque los objetivos fueron distintos a los nuestros, se evalud los niveles de
PRL en una cohorte de mujeres lapicas, sin encontrar hiperprolactinemia. No
mencionan control tan estricto de criterios de exclusiébn, ni método especial de

recoleccion de muestra.

Se podria sospechar que en los demas estudios la toma de las muestras podria no
haber sido en condiciones éptimas y que el control de noxas que falseen los niveles de
PRL no fue tan estricto, ya que no lo describen. En el Unico estudio encontrado en el
que se utilizé la toma de 3 muestras consecutivas (101), se concluy6é que el 41%
pacientes con LES present6 hiperprolactinemia. Sin embargo solo menciona que
excluyen del estudio a pacientes que tomen medicacion que pueda alterar los
resultados, 2-3 horas después de despertar y procuran que estén relajados, no
controlan mas factores. No encontré relacion con la actividad de la enfermedad, pero
encuentra que los niveles de PRL son mas altos en la primera toma en pacientes con
LES y AR y declina en las siguientes, lo cual no ocurre en los controles sanos. Sin
embargo no se puede determinar si esto se debe a la presencia de enfermedad

autoinmune.

Una explicacién alternativa, es que definitivamente nuestra poblacion se comporta
diferente a las de otras partes del mundo, ya que es el primer estudio de este tipo
realizado en Sudamérica. Aunque no se trata de un universo de pacientes muy grande
justamente por lo estricto de los criterios de exclusion, es una muestra comparable a la
de muchos estudios que sirvieron de base para estudios mayores y este estudio aporta
valiosa informacion que serviria de base para estudios con universo mayor de

pacientes y seguimiento de largo plazo.
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Con lo determinado podriamos hasta el momento especular que nuestra poblacion no
se beneficiaria del uso de antagonistas de la PRL, contrario a lo establecido por
algunos estudios (102-105) en el que se usa bromocriptina, un agonista
dopaminérgico, en pacientes con LES, objetivAndose una disminucion de la actividad

de la enfermedad y de recaidas.

Con este estudio tampoco se considera que la PRL puede ser usada como

biomarcador de la enfermedad, lo cual ha sido sugerido por otros estudios(106).

Actividad de la Enfermedad y Ciclo ovulatorio

Nuestro estudio tenia como uno de sus objetivos el determinar si el ciclo ovulatorio
influia en alguna manera sobre la actividad del LES. No se encontré6 ninguna
asociacion significativa en ninguno de los 3 grupos: preovulatorio, posovulatorio y
menopausia. Asi como tampoco se encontré relacion del influjo hormonal (PRL y E2),

fase del ciclo y actividad de la enfermedad.

Curiosamente, aunque existe gran interés en el papel de las hormonas sexuales en la
fisiopatologia del LES, existen pocos estudios acerca del impacto del ciclo menstrual
sobre la actividad de la enfermedad(107). En la literatura se encuentra solo un estudio
gue intenta documentar esto y reporta que las pacientes experimentaban
empeoramiento de los sintomas durante la fase lutea (108). Esto llama la atencién ya
gue es precisamente cuando se esperaria una disminucion de los niveles de estradiol,
del que como se ha comentado anteriormente, por lo general se asocia con aumento
de actividad de la enfermedad. Aunque no hubo una significancia estadistica, si fue
llamativo en nuestro estudio que los niveles de estradiol fueran mas altos en la fase

posovulatoria.

La mayoria de estudios encontrados se enfocan en determinar el impacto del LES
sobre el ciclo menstrual y no al revés como fue nuestro propdsito. Estos en general
concluyen que un subgrupo de pacientes presentan alteraciones del ciclo menstrual

como oligomenorrea 0 amenorrea y en algunos casos dichas alteraciones son mas
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frecuentes cuando la enfermedad esta mas activa (64,109). Otros como Medeiros et. al.

(110)reportan que los desérdenes menstruales son mas frecuentes en LES juvenil.

Colangelo et. al. (111) intenta en un estudio descriptivo determinar la fase del ciclo en
el que habria méas actividad, concluyendo que es mayor previo a la menstruacion, pero
tiene la limitacibn de no ser muy objetivo porque usa reportes personales de las
pacientes y cuestionarios. No queda claro si las pacientes pudieron haber confundido

los sintomas con los de un sindrome premenstrual.

9. CONCLUSIONES

- Nuestra poblacion mostr6 niveles de E2 mas elevados en las pacientes con LES
activo, aunque alcanzando una significancia estadistica solo en la actividad
organo — especifica a nivel renal, lo que coincide con otros estudios publicados.

- Podria especularse que nuestra poblacion se beneficiaria de la implementacién
de medicacion alternativa como el uso de antiestrégenos (p.e. tamoxifen).

- En nuestra poblacion no se encontré hiperprolactinemia, ni elevacién de la
prolactina asociada a la actividad del LES, lo cual se contrapone a la mayoria de
estudios hasta hoy publicados.

- Se puede especular que nuestra poblacion no se beneficiaria del uso de
antagonistas de la prolactina, como medida terapéutica alternativa a la
tradicional.

- Nuestro estudio no encontré ninguna relacion entre la fase del ciclo menstrual y
la actividad del LES.

- En muchos aspectos probablemente no se alcanzo significancia estadistica
debido al limitado nimero de pacientes incluidos. Cabe recalcar que esta
limitacion estuvo dada principalmente por los estrictos criterios de exclusion que
fueron establecidos con el fin de limitar al maximo factores modificadores
hormonales, los cuales no han sido tomados en cuenta en la mayoria de
estudios hasta hoy publicados.

- Este estudio puede servir de base para estudios igualmente descriptivos de
larga duracion en el que se pueda captar mayor niumero de pacientes o para
estudios experimentales.
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The 1982 revised criteria for classification of systemic lupus erythematosus

Criterion

Definition

Malar rash

Discoid rash

Photosensitivity
Oral ulcers

Arthritis

Serositis

Renal disorder

MNeurologic disorder

Hematologic disorder

Immunologic disorder

Antinuclear antibody

Fixed erythema. flat or raised. over the malar
eminences, tending to spare the nasolabial folds
Erythematous raised patches with adherent keratotic
scaling and follicular plugging: atrophic scarring

may occur in older lesions

Skin rash as a result of unusual reaction to sunlight,
by patient history or physician observation

Oral or nasopharyngeal ulceration, usually painless,
observed by physician

MNonerosive arthritis involving two or more
peripheral joints, characterized by tenderness,
swelling. or effusion

Pleuritis—convincing history of pleuritic pain or
rubbing heard by a physician or evidence of
pleural effusion or pericarditis—documented by
ECG or rub or evidence of pericardial effusion

Persistent proteinuria greater than 0.5 g/d (or = 3+ if
quantitation not performed) or cellular
casts—may be red cell, hemoglobin, granular,
tubular. or mixed

Seizures in the absence of offending drugs or known
metabolic derangements (eg. uremia. ketoacidosis,
or electrolyte imbalance) or psychosis in the
absence of offending drugs or known metabolic
derangements (eg, uremia, ketoacidosis, or
clectrolyte imbalance)

Hemolytic anemia with reticulocytosis or leuk openia
less than 4000/mm° total on two or more
occasions, or lymphopenia less than 1500/mm® on
two or more occasions, or thrombocytopenia less
than 100.000/mm” in the absence of offending
drugs

Positive lupus ervthematosus cell preparation or
anti-DNA antibody to native DNA in abnormal
titer, or presence of anti-Sm nuclear antigen, or
false-positive serologic test for syphilis known to
be positive for at least 6 months and confirmed by
Treponema pallidum immobilization or
fluorescent treponemal antibody absorption test

An abnormal titer of antinuclear antibody by
immunofluorescence or an equivalent assay at any
point in time and in the absence of drugs known to
be associated with drug-induced lupus syndrome

Arthritis Rheum 1982;25:1271-7
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Total

Grado
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(Arthr and Rheum, Vol. 35, No. 6, 1992) — Traducido

Puntos

Signo
Comvulsicn
Ficosis
5. cerebral organico

Blteracion visual

Blteracion de
los nenios cranealss

Zefalea LES

Accidente cerebral
vascular

Vasouits
Artrits
Miosiis
Cilindros

Hematuria
Profeinura

Fiuria

Erupsion

Alopecia

Ulcera mucosa
Fleurasia

Percarditis
Hipocomplemeniemia
Aumento union ADH
Fiebre
Trombecitopenia

Leucopenia

Diefinician
Feciente (excluir metaboiice, drogas, nfecciones)”

Periurbacion grave de |a percepcion de |3 realidad, aluzinacion,
inzohierencia, disociacion, hipoacusia, catatonia

Alteracion Fx mentalinteleciual. Pesdida de |3 conciencia, atencicn, -
coherencia, insomnia, mareos*

Zamiios rebing LES, excluir HTA®

Meuropatia motora M. C.

Cefalea intensa, persisiente, migrana; no responde al ratamienio
Exchur hipertension arterizl, trombecitopenia

Ulezracion, gangrena, nédulos blandes, dedos, infario perungueal,
hemaragaas en famas, biopsia [+

Mas de dos arficulacionss

Mialgia'debilidad proximal, CP¥, aldolasa elevada, eleciromiografia
alterada, bopsia (+]

Hialinos, hematizos, granularss crina

=hgle

=05 my'24 b oo elevads

=0 ghiz

Episodio nuevo o recurmente; erupcion inflamatoria
Mueva o recurrentz

dem, oralnasa

Dalor pleuritic + frote, derrame, engrosamients pleura
Diolor pericardics + frote. derame, alteracion en EKG, ECO
Disminucion CHAD, C3, C4,

= 25%

= 38%

< 100,000 mm?

< 3,000¢mpm?

Fecha
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ANEXO 3
BILAG
Only record items due to SLE disease activity.
{ Each assessment refers to manifestation occurring in the last 4 weeks (compared with the previous visit).
Scoring: 0 = Not Present, 1 = Improving. 2 = Same, 3 = Worse. 4 = New or Recurrence
There must be detailed documentation for all descriptors scored 1 -4
CONSTITUTIONAL Score | Detail findings/changes for all descriptors scored 1 - 4

_1__Pyrexia - documented > 37.5° C

2. Weight loss — unintentional > 5%

3. Lymphandenopathy / splenomegaly {

4. Anorexia i

MUCOCUTANEQUS Score Draw / specify area(s) and note approximate BSA

5. Skin eruption — severe (Must involve >18% BSA) T Pt

6. Skin eruption — mild (S18% BSA) 8

7. Angio—-oedema — severe i ’

8. Angio—oedema - mild ;I'\ q

9. Mucosal ulceration — severe “"" i ;x

10. Mucosal ulceration — mild . \\\

11. Panniculitis / Bullous lupus — severe (> 9% BSA) s i\l \

12. Panniculitis / Bullous lupus ~ mild (S 9% BSA) | Ao g f )8

13. Major cutaneous vasculitis / thrombosis \ \\‘ ‘ :/'

14. Digital infracts or nodular vasculitis i / ' |

15. Alopecia — severe : {“ i /

16. Alopecia — mild N Vi

17. Peri-ungual erythema / chilblains i J 1A P S

18. Splinter hemorrhages ki Ve

NEUROPSYCHIATRIC Score | Detail findings/changes for all descriptors scored 1 - 4

19. Aseptic meningitis

20. Cerebral vasculitis
| 21. Demyelinating syndrome ‘l
| 22 Myelopathy |

23 Acute confusional state |

24. Psychosis |
| 25 Acute inflammatory demyelinating i
| polyradiculoneuropathy S
| 26. Mononeuropathy (single / multiplex) i i ’
. 27. Cranial neuropathy

28. Plexopathy }

29. Polyneuropathy

30. Seizure disorder E

31. Status epilepticus i i !

32, Cerebrovascular disease (not due to vasculitis) |
. 33. Cognitive dysfunction | |

34 Movement disorder l E

35. Autonomic disorder E ‘

36. Cerebellar ataxia (isolated) o _ﬂ‘ 1
{ 37. Lupus headache — severe unremitting { ! :
{ 38 Headache from IC hypertension ]
i MUSCULOSKELETAL | Score | Detail findings/changes for all descriptors scored 1-4
| 39, Myositis — severe i P !

{ 40 Myositis — mild
| 41 _Arhritis — severe !
42 Arthntis — moderate / Tendonitis / Tenosynovitis | !

|

i

oSt b : i
i

43 Arthntis — mild / Arthralgia / Myalgia
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Screening / Randomization /
(Circle visit type &/or enter visit week)
CARDIORESPIRATORY

44. Myocarditis — mild
45. Myocarditis / Endocarditis + Cardiac failure
46. Arrhythmia
47. New valvular dysfunction
48. Pleurisy / Pericarditis
49 Cardiac tamponade N
50. Pleural effusion with dyspnoea
51. Pulmonary haemorrhage / vasculitis
52. Interstitial alveolitis / pneumonitis
53. Shrinking lung syndrome
54. Aortitis
55. Coronary vasculitis =

GASTROINTESTINAL Detail findings/changes for all descriptors scored 1 - 4
56. Lupus peritonitis + -]
57. Abdominal serositis or ascites
58. Lupus enteritis / colitis
59. Malabsorption
60. Protein-losing enteropathy !
61. Intestinal pseudo-obstruction
62. Lupus hepatitis
63. Acute lupus cholecystitis
| 64. Acute lupus pancreatitis

OPHTHALMIC
Orbital inflammation / proptosis
Keratitis — severe
Keratitis - mild
Anterior uveitis
Posterior uveitis / retinal vasculitis -- severe
Posterior uveitis / retinal vasculitis — mild
Episcleritis
Scleritis — severe
Scleritis — mild
Retinal / choroidal vaso-occlusive disease
75. Isolated cotton wool-spots (cytoid bodies)
76. Optic neuritis |
77. Anterior ischaemic optic neuropathy |

Week Visit & Date of Assessment: -

Month Year)
Detail findings/changes for all descriptors scored 1 -4

Score

Score | Detail findings/changes for all descriptors scored 1 - 4

65.
66.
67.
68.
69.
70.
Tl
|2
73.
74.

SLE SLE |

RENAL

Value

related?

HAEMATOLOGICAL

Value

related?

78.

Systolic BP > 140mmHg

Y /N

90 Haemoglobin (g/di)

79,

Diastolic BP > 90 mmHg

80.

Accelerated hypertension

,
i
i
<!
|
w
ol

<
P

| 91. Total white cell count

z

92. Neutrophils

81.

Urine dipstick (protein) (+=1, ++=2, +++=3)

93. Lymphocytes

82.

Urine albumin-creatinine ratio (mg/mmol)

94. Platelets

83

Urine protein-creatinine ratio (mg/mmol}

95. TTP

<|=<|=<|=<|=<l=
R (R ) R
ziz|z|z|z|=z

84,

24 hour urine protein

<i=<|=<|=<
ziz|z|=z

96. Evidence of active haemolysis

Yes /

No

Liga,

L

Nephrotic syndrome

=
o)
o

N

97. Coombs' test positive (isolated)

Yes |/

No

| 86. Creatinine (plasma/serum) (umol/l)
| 87. GFR
1 88. Active urinary sediment
| 89. Active nephritis

Specify lab findings / additional comments:

~|~|O0|~|~|~|~|o

<|=<
z|z

-t ~

Yes
Yes /

z
o

No |

Date 1

Investigator Signature

Symmons DPM, Coppock JS, Bacon PA et al. Development of a computerised index of clinical disease activity in systemic lupus
erythematosus. Q J Med 1988;69:927-32
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ANEXO 4
Fecha: C.C.
Nombre: Edad:
Direccion: Telefono:
Tiempo de evolucion de la enfermedad:
Lista Pre- Check: =+
0 Diagnostico Confirmado de LES 0 Histerectomia total (ooforectomia)
[ Firma del Consentimiento 0 Embarazo
Infarmado Z D deotra colagenosis
. 0 enfermedad renal cronica en HD
CRITERIDOS DE EXCLLSIORN: - . . ,
O Ciclofosfamida > Bz/m2
0 Terapia hormonal 0 Hipotiroidismo descompensado
J D de Prolactinoma
Medicacion [Exclusion): J Labetalol, reserping, verapamilo y
- sl o ) a-metildopa
0 Haloperidol, olanzapina - .
) F.; ! F'_ ! O Ranitidina, metocopramida,
risperidona, domperidona, metiding
inhibidores de la MAQ, fluoxeting T
CLIMIMETRIA Sistemas Compromet idos
SLEDAL: 0 SHC
- Anti DR O wascular
- LF Z Renal
- o 0 Musculoesguelético
- CH 0 Dermatologico
- R.Orina: 0 Inmunologico
0 Hematologico
| Serosaz
BlILAG General & B C D E
Mucocutan=o

Ne=uropsiquigtrics

Muscouloesquel=tico

Cardigrespiratanio

Wasculitis

Hematolagica
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Medicacion:

Prednizolona

DMARD

Terapia Biologica

Ciclofosfamida

LABORATORIDS

VALOR

FROLACTINA

ESTRADIOL

FROGESTEROMA

FASE DEL CICLO MENSTRUAL

FREOWVULATORIA

POSTOVULATORIA

Fecha de toma de muestra;

Proxima cita:

T

i3

Fecha
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ANEXO 5

TITULO: “ASOCIACION DE NIVELES DE ESTRADIOL Y PROLACTINA CON LA
ACTIVIDAD DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EN PACIENTES DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA SAMARITANA®

Tipo de Consentimiento: Toma de muestra de sangre periférica

Grupos de investigacion: Grupo de investigacion en Inmunologia clinica Hospital
Universitario de la Samaritana.

CONSENTIMIENTO / ASENTIMIENTO INFORMADO

Reciba un cordial saludo y por medio de este documento la invitamos a participar en el
estudio “ASOCIACION DE NIVELES DE ESTRADIOL Y PROLACTINA CON LA
ACTIVIDAD DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EN PACIENTES DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA SAMARITANA® que tiene como objeto estudiar el
comportamiento de las hormonas sexuales en la enfermedad que se le diagnosticé
como Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Esta se caracteriza por periodos de recaida
y control; se ha observado que afecta mas a mujeres, sobre todo en edad de tener hijos
y se desconoce la causa de esto, pero se sospecha que podria estar en relacion con
los niveles de las hormonas sexuales, principalmente de estrégeno y prolactina. Este
estudio pretende determinar si esto ocurre en nuestra poblacion.

Su participacién es absolutamente voluntaria, no afectara la calidad de su atencién
médica, sin importar la razén en cualquier momento si desea se puede retirar y ninguno
de los investigadores le pediran razones del motivo de su retiro del estudio.

Procedimientos del Estudio

Si usted acepta participar, primero se le hara un examen fisico completo para
determinar si la enfermedad esta activa o0 no y luego se le tomaran tres muestras de
sangre de aproximadamente 3ml en el laboratorio de inmunologia del HUS antes de las
9:00 am.

Beneficios

Los examenes relacionados con el estudio son completamente gratuitos. Usted no
tendra que incurrir en ningun gasto por participar en este estudio y no recibira un
beneficio econémico, sin embargo, la informacién obtenida en este estudio podria
ayudarnos en el futuro a mejorar la prevencion y el control de los periodos de actividad
de la enfermedad en usted y en otros pacientes.
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Riesgos

El dnico riesgo del estudio sera el mismo que cuando a usted se le extrae una toma de
sangre, por ejemplo puede producirse un poco de dolor y quedar un pequefio morado
gue se resolvera sin tratamiento en los proximos dias, o infeccion en el sitio de puncion.
La toma de las muestras se haran bajo condiciones de estricta limpieza y cuidado para
minimizar los riesgos. La cantidad total de sangre necesitada es similar a la necesitada
en las pruebas de laboratorio usuales y no representa un riesgo para su salud.

Confidencialidad

La informacion sera manejada exclusivamente por el Grupo de investigacion de
Inmunologia clinica del Hospital Universitario de la Samaritana, a cargo del Dr. Alberto
Dezubiria y solo él y sus colaboradores sabran que usted esta participando en el
estudio. Los registros que se hagan se haran identificandolo sélo con un codigo y no
con el nombre. Si los resultados de este estudio son publicados, usted no sera
identificado por el nombre. Estos registros se guardardn en una base de datos
perteneciente al grupo de investigacion.

Acceso ala informacién del Estudio

Usted puede tener acceso a la informacion que se recopile como parte del estudio
solicitandola al grupo de investigacion. Es posible que el director del proyecto le solicite
durante el curso del estudio informacion adicional sobre usted o informacién familiar.

Usted entiende que su participacion en el estudio es VOLUNTARIA. En cualquier
momento usted puede retirar su consentimiento a participar en el estudio, sin que su
tratamiento médico posterior se vea afectado. Su médico también podra detener el
estudio por razones médicas u otras razones. Con su firma acepta participar en el
estudio y acepta que todas las dudas quedaron claramente respondidas.

Nombre del paciente:

Numero de identificacion:

Firma Fecha:
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(En caso de Menor de edad)

Yo, , con identificacion:

representante legal de , Identificacion No.
doy la autorizacion voluntariamente para que mi hija
participe en este estudio habiendo leido (o escuchado) la informacién anterior.

Firma Fecha:

No aceptacion:

Yo, con identificacion: he
decidido voluntariamente NO participar en este estudio habiendo leido (o escuchado) la
informacion anterior.

Nombre del Investigador:

Numero de identificacion:

Firma: Fecha:

En caso de dudas e inquietudes, puede comunicarse al 312 4872456 con la Dra.
Carolina Aulestia.
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TITULO: “ASOCIACION DE NIVELES DE ESTRADIOL Y PROLACTINA CON LA
ACTIVIDAD DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EN PACIENTES DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA SAMARITANA®

Tipo de Consentimiento: Almacenamiento de sangre periférica

Grupos de investigacion: Grupo de investigacion en Inmunologia clinica Hospital
Universitario de la Samaritana.

CONSENTIMIENTO / ASENTIMIENTO INFORMADO

Reciba un cordial saludo y por medio de este documento la invitamos a participar en el
estudio “ASOCIACION DE NIVELES DE ESTRADIOL Y PROLACTINA CON LA
ACTIVIDAD DEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EN PACIENTES DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA SAMARITANA® que tiene como objeto estudiar el
comportamiento de las hormonas sexuales en la enfermedad que se le diagnostico
como Lupus Eritematoso Sistémico (LES).

Su participacion es absolutamente voluntaria, no afectara la calidad de su atencién
meédica, sin importar la razon en cualquier momento si desea se puede retirar y ninguno
de los investigadores le pediran razones del motivo de su retiro del estudio.

Uso de las muestras de sangre

Es posible que las muestras almacenadas por el Grupo de investigacion de
Inmunologia Clinica del Hospital Universitario de la Samaritana se necesiten para otros
estudios, ya que puede ser que la informacién que se logre obtener en éste estudio
permita realizar nuevas investigaciones moleculares y/o genéticas (como la medicion
de otras hormonas o anticuerpos, asi como qué tipos de genes estan involucrados en
el desarrollo de la enfermedad), sobre las muestras de sangre preservadas en el
Hospital Universitario de la Samaritana, y por lo tanto, este consentimiento y su
aprobacion nos permita almacenarlas para usarlas en otros proyectos similares.

Las muestras seran almacenadas a -20°C, debidamente rotuladas con los cédigos
pertenecientes a la paciente, en un espacio reservado exclusivamente para muestras
de este proyecto. Se mantendran asi por un afo.

En caso de volver a utilizarlas se le notificara para que usted autorice su utilizacion o
no.
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Nombre del paciente:

NUumero de identificacion:

Firma Fecha:

(En caso de Menor de edad)

Yo, , con identificacion:
representante legal de , Identificacion No.
doy la autorizacion voluntariamente para que mi hija
participe en este estudio habiendo leido (o escuchado) la informacién anterior.

Firma Fecha:

No aceptacion:

Yo, con identificacion: he
decidido voluntariamente NO participar en este estudio habiendo leido (o escuchado) la
informacion anterior.

Nombre del Investigador:

Numero de identificacion:

Firma: Fecha:

Estos consentimientos informados han sido aprobados por el Comité de Etica del Hospital Universitario
de la Samaritana el dia 10 de Noviembre de 2010.
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