MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

MCP4 COMO BIOMARCADOR DE DIAGNOSTICO EN ESCLEROSIS SISTEMICA

ESTUDIANTE:
JUANA CAMILA MAYORGA JIMENEZ
ASESORES:
CAROLINA RAMIREZ SANTANA

CLAUDIA CRUZ BAQUERO

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA
TRABAJO DE GRADO

BOGOTA, 2024



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

DEDICATORIA

Ha sido un largo camino lleno de altos y bajos, me queda agradecer a Dios por permitirme
culminar una etapa con muchos aprendizajes y objetivos logrados.

A mi padre, mi héroe a lo largo de la vida. Gracias por tu apoyo incondicional, por tus palabras
de aliento en los momentos dificiles y por ser mi ejemplo de perseverancia y sabiduria. Este
trabajo es también tuyo, porque cada paso que he dado ha sido posible gracias a tu amor
transparente y constante.

A mi madre, mi fuente de amor puro. Tu valentia y fuerza han iluminado mi camino. Este
trabajo de grado es un tributo a tu amor infinito, que me ha dado las alas para volar y perseguir
mis suefios.

A mi hermano, mi compafiero de mil momentos. Entre risas y lagrimas, hemos caminado
juntos, enfrentando obstaculos y celebrando logros. Gracias por tu apoyo incondicional y por
ser mi faro en los momentos de oscuridad. Este trabajo lleva también tu nombre, como simbolo
de nuestra union.

A mi pareja, Felipe, mi complice. Tu amor y comprension han sido mi refugio en los dias grises
y mi alegria en los dias soleados. Este trabajo es nuestro, porque cada paso que he dado, lo he
dado contigo a mi lado, compartiendo suefios y construyendo un camino dia tras dia.

Gracias por ser mi sostén, mi inspiracién y mi mayor tesoro en esta travesia, nada hubiera sido
posible sin ustedes.



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, mi alma mater, por brindarme
la oportunidad de formarme académicamente, de la mano de excelentes maestros, siendo parte
fundamental de mi desarrollo profesional, principalmente, a la docente Claudia Andrea Cruz
por su apoyo en el desarrollo de este trabajo.

A la Universidad del Rosario, en especial al Centro de Estudio de Enfermedades Autoinmunes
CREA, a la Dra. Carolina Ramirez Santana por su confianza depositada y conocimiento
brindado para la elaboracién del trabajo de grado, a la Dra. Yeny Ampudia y la Dra. Diana
Monsalve, por su invaluable guia y conocimientos que fueron fundamentales para culminar las
practicas y el presente proyecto.

A Sandra Salas, por su sabiduria transmitida y por ser un soporte a lo largo de este trabajo, tu
amabilidad y generosidad son un tesoro que guardaré por siempre en mi corazon.

A Gabriel Rojas y Benjamin Calderon, por hacer de nuestras practicas especializadas en CREA
un periodo enriquecedor y agradable. Su profesionalismo y calidez humana hicieron de cada
dia una experiencia Unica.



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

TABLA DE CONTENIDO
INDICE DE FIGURAS. ...ttt sttt ebe s 7
INDICE DE TABLAS ...ttt ae e et e e e ae e e eae e e e nneeesnaeeennes 8
RESUMEN ..ottt e et e e et e e et e e et e e s be e e e seeeanseeesnneeeanseeennrenans 9
INTRODUCCION ...oooiiiiiriieiieeisiseis sttt sttt 10
L ANTECEDENTES ...ttt e e e e e ne e e e e s ne e e nnneas 13
2. MARCO REFERENCIAL ...ttt e e 16
2.1 ESCIErosis SIStEMICA (ES) .....eoveeririeieiiierieese sttt sne s 16
2. 2 EPIAEMIOIO0IA ...ttt bbb 17
2.3 ManifestaCiones CHINICAS ........cvereieiiie sttt 18
2.3.1 AfectaCion MICIOVASCUIAN .........ccviiiieieieiecie et 18
2. 4 Fisiopatologia de la eSCIerosis SIStEMICA........ccoeririrereiiniieriee e 22
2.5 Factores ambientales, genéticos Y epigenetiCos .........coovvvrireririirereiese e 23
A AN o0 (o] o L T USSR 24
2.7 RESPUESTA INIMUNE......iiiiiie ettt ettt et be e e e et e e et e e saeeanbeenreeaneee e 25
2.7.2 INMUNIAAA TNNALA ..ottt bbb e 25
2.7. 2 Inmunidad adaPatiVA ........cceeiiiiiieiie e 27
2.8 Citoquinas implicadas en la ESclerosis SiStEmiCa..........ccccovvevieieeiieiie s 29
2.9 FIDIOSIS 1.ttt bbb bbbt b bbb 30
2.9.1 Pericitos y células muUSCUIAres liSaS .........cccvuvivereiieiieeii e 31
2.9.2 FIDrODIASTOS ... e 31
2.10 Criterios de ClasifiCACION .........oiiiiiiiiiescreeee e 32
2.11 Evaluacion de autoantiCUBIPOS. .......coveiieieereeie s et ee st ae e e 34
2.12 TTALAMIENTO ©.ovvivveiiite ettt bbbt e e tesbe bt esbeabeeneene e 35
F R =TT o T T o%: o o] = PR 37
2.13.1 Biomarcadores séricos propuestos para Esclerosis Sistemica............cocvvvereennee. 37
2.14 Proteinas quimioatrayentes MCP Y MCP-4/CCL13 .........ccoeiiiiiinineeeseneeeene 39
2.14.1 Estructura proteica de MCPA..........coiiiiiiee e 40
2.14.2 MCP4 en el proceso de inflamacion...........cccooeveiiieiinieieiee e 41
2.14.3 MCP4 y enfermedades aUtOINMUNES ..........cccorvirierininieieieiee e 41
244 MCPA Y ES ... e e e 42
3. DISENO METODOLOGICO ..o 43



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

3.1 Universo, pobIacion ¥ MUESEIAS .......cc.cuiiriririerieieiesiese et 43
3.2 Hipotesis, variables € iNAICAUOIES ..........civieiieieierese e 44
T 10T (=1] SO PRS 44
BL2.2 VANTADIES ... bbbt r e e 45
I 10 To o= Vo (o] -1 TSRS 45

3.3 ODJEEIVIOS ...ttt bbb bbb bbbt 45
3.4 TECNICAS Y PrOCEAIMIBNTOS ....uvevieieeieeiesie ettt se e ene e 46
3.4.1 OBteNCION de 18S MUESTIAS ....c.veveiieieiiieeiieieie ettt et 46
3.4.2 Evaluacion de la proteina MCP4 €N SUETO........ccvcvueeeeiieie e cieecie e se e 46
3.4.3 ANALISIS ESTAUISTICO. . .uviueeiieieieiie ettt 47

4. RESULTADOS ...ttt sttt b et b et st e sttt eteabe st neene e 48
4.1 Estado sociodemogréafico de pacientes con Esclerosis Sistémica...........cccoccevveveeiieieennn, 48
4.2 Estado clinico de pacientes con Esclerosis SiStemica..........cccccvcvveveereiiieiieieciee e, 49
4.2.1 ComMOIDIIAATES. ......oeieiiiicieiee s 49
4.2.2 PoliautoinmMUNITad. ........cooviiiiiiieiesiseee e 50
4.2.3 Criterios ACRIEULAR 2013........c.ooiiiieieiieieiee e 51
4.2.4 Tipo de Esclerosis Sistémica segun su extension CUtanea...........ccccevverveverreennenn, 52

4.3 Identificacion de la proteina MCP4 en pacientes con Esclerosis Sistémica................... 53
4.3.1 Curva ROC y umbral de deteccion de la proteina MCP4...........ccccoovivieiienninnnn 53
4.3.2 Prueba Mann WHITNEY ........c.oouiiiiiiiiiieeeee e 55

4.4 Rol de la proteina MCP4 en la ESclerosis SiStEmiCa .........cocvverveeiereienieneieseseeienen 56
4.4.1 Caracteristicas SOCIOUEMOQGIATICAS. ........cuviirriiriirie et 56
4.4.2 Comorbilidades asociadas, poliautoinmunidad y tratamiento............c.ccccoeevvinnnne. 57

5. DISCUSION ..ottt s sttt 60
6. CONCLUSIONES ..ottt e e e aestestesnenreanaaneens 63
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . ...ttt 65



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Proteinas séricas expresadas diferencialmente entre pacientes con Esclerosis

SIStEMICA Y CONLIOIES SANOS. ..vecvviieeieeiecieesie ettt e te e e e e e ereesteenbesneesaeeneaneenraenee e 15
Figura 2. Fases en FenOmMeno de RaYNAUU...........ccviiieiieieiieie e 19
Figura 3. Afectacion cutanea en la ESClerosis SIStEMICa. ........cccevvereerveresieseese e se e 20
Figura 4. Triada fisiopatologica en ESCIerosis SIStEMICA. ........ccccveveerverieiieieese e 23
Figura 5. Fisiopatologia de la Esclerosis Sistémica y Sus mecanisSmos. .........cccceevvereereeenenne 32
Figura 6. Descripcion general de las céelulas que liberan MCP4 a nivel de proteinay la
expresion de cinco receptores para esta proteina en las células............cccooevviieiivecviccceenen, 40
Figura 7. EStructura de IMCPA ..ottt 41
Figura 8. Representacion grafica de universo, poblacion y muestra del estudio. .................... 43
Figura 9. Representacion esquematica de Elisa tipo Sandwich para detectar MCP4.............. 47
Figura 10. Comorbilidades estudiadas en pacientes con Esclerosis Sistémica en estudio. .....50
Figura 11. Poliautoinmunidad en pacientes con Esclerosis Sistémica en estudio. .................. 51
Figura 12. Clasificacion de Esclerosis Sistémica segln la extension cutanea de los pacientes
151 (0 o | o TSR 52
Figura 13. Curva ROC del BNSAYO. .......oiueiiiriiiiiiiisiieieeeie ettt 53
Figura 14. Grafica de concentraciones de MCP-4 en el grupo de Esclerosis sistemica e

10 T0 A VATo LU 0TI T SR 55
Figura 15. Comorbilidades presentadas en pacientes que expresan MCPA4..........cc.ccoovcvenennn. 57
Figura 16. Grafica tratamiento en pacientes que expresan MCP4 ..........cccccooviiiiniiininiienn, 58
Figura 17. Concentracion MCP4 y poliautoinmunidad. ..........ccccocereinenennenienesesee e 58
Figura 18. Rol de MCP4 en la ESCIerosis SIStEMICA. .........cccevveirereireniere s 63



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Diferencias en formas clinicas de la enfermedad. ...........cccoeveriiiiinieiciencceene, 16
Tabla 2. Afectacion organica en ESCIerosis SiStEMICa..........ccccvvvivieiniierinienese e 21
Tabla 3. Citoquinas implicadas en la ESClerosis SiStEmica. .........ccccccveevieiicieicie e 30
Tabla 4. Criterios de clasificacion EULAR 2013. ........cccooiiiiiiiiiiieieiee e 33
Tabla 5. Autoanticuerpos y su asociacion en Esclerosis Sistémica. ..........cccccveveeieeveciieiiennnn, 34
Tabla 6. Tratamiento recomendado para Esclerosis Sistémica...........ccccevvvevvivieiieiecic i, 35
Tabla 7. Tipos de bIoMarCadOresS. .........occviiiii it 37
Tabla 8. Biomarcadores séricos propuestos para Esclerosis Sistemica. ...........ccccoeveevveiiennns 38
Tabla 9. Estado sociodemografico de pacientes con Esclerosis Sistémica...........ccccceevveieennnns 49
Tabla 10. Presentacion de criterios de EULAR/ACR 2013 en pacientes. .......cccccevvevveieennns 51
Tabla 11. Tabla de andlisis umbral de deteccidn de la proteina MCP4............ccccovevveiieiiennn, 54
Tabla 12. Valores prueba Mann WHhItNEY ...........ccceviiiiiieii e 55
Tabla 13. Caracteristicas sociodemograficas de pacientes que expresan MCP4..................... 56
Tabla 14. Criterios ACR/EULAR en pacientes que expresan MCP4..........cccocvvviiiiinnnnnnnn, 59



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA.

RESUMEN

MCP4 COMO BIOMARCADOR DE DIAGNOSTICO EN ESCLEROSIS SISTEMICA

El presente proyecto de investigacion tiene como objetivo evaluar la proteina MCP4 como
biomarcador candidato para el diagndstico de la Esclerosis Sistémica, una enfermedad
autoinmune que implica vasculopatia, respuesta inmune desregulada y fibrosis. Esta
enfermedad se presenta frecuentemente en las mujeres, en una edad promedio de 45 afios. A
pesar de tener una prevalencia baja, su mortalidad es alta y ha sido clasificada en Colombia
como una enfermedad huérfana, debido a su heterogeneidad en su presentacion clinica es de
dificil tratamiento y diagnostico. La deteccion temprana de esta enfermedad es fundamental
para un manejo clinico efectivo, es por ello que investigadores estan en busca de un
biomarcador que permita un diagnostico temprano, mejorando la calidad de vida del paciente.
Se propone la proteina MCP4 como biomarcador de diagnostico para Esclerosis Sistémica
basado en su implicacion en la fisiopatologia de la enfermedad. Para su estudio, se llevara a

cabo la recoleccion de muestras de suero sanguineo de pacientes diagnosticados con Esclerosis
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Sistémica y un grupo de individuos sanos como controles. Se analizaran los niveles séricos de
la proteina MCP4 y se evaluard su correlacion con pardmetros clinicos pertinentes. Los
resultados de esta investigacion pretenden contribuir al diagndstico temprano de la esclerosis

sistémica y a una comprension de la fisiopatologia de este trastorno.

PALABRAS CLAVES: Autoinmunidad, esclerosis Sistémica, respuesta inmune, proteina,

biomarcador, concentracion, fisiopatologia, diagnostico.

INTRODUCCION

El sistema inmunoldgico tiene como funcidn proteger al organismo contra agentes externos
potencialmente dafiinos que pueden comprometer la integridad del mismo. Las células que
participan en la respuesta inmune, adquieren la capacidad a lo largo de su desarrollo a distinguir
entre antigenos propios y ajenos (1). Sin embargo, el sistema inmune puede perder la tolerancia
de distinguir lo propio, desencadenando autoinmunidad. Este proceso implica que el sistema
inmune reaccione contra autoantigenos induciendo dafio a diversas células, tejidos y 6rganos,

desarrollando enfermedades autoinmunes (EAIS).

Las EAIs cursan con cronicidad, son progresivas y se perpetdan a lo largo del tiempo (2). Estas
enfermedades pueden ser sistémicas u érgano-especificas y varia segun la ubicacion del
antigeno diana (3) . Las EAIs son poco comunes, pero sus efectos sobre la mortalidad y la
morbilidad son significativos. Los trastornos méas frecuentes en la poblacion son: Artritis
Reumatoide (AR), lupus eritematoso sistémico (LES), sindrome de Sjogren (SS) y esclerosis
sistétmica (ES) (4). Estas enfermedades generan un impacto en la calidad de vida de los

individuos que lo padecen, generando incrementos en los costos de la atencion en salud (5).

10
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Una de las enfermedades que genera mayor impacto en la calidad de vida de los pacientes es
la ES (6) una EAI del tejido conectivo caracterizada por la presencia de vasculopatia,
desregulacién de la respuesta inmune, fibrosis en piel y érganos (7) . La excesiva acumulacion
de colageno y otras sustancias en la matriz extracelular de 6rganos como pulmén, higado,
corazon y rifion, resulta en disfuncién organicay, finalmente, en la muerte del paciente. Aunque
aun se desconoce su etiologia, distintos factores genéticos y ambientales pueden estar

involucrados en el desarrollo de la enfermedad (8).

En la actualidad, no existen criterios de diagnostico establecidos para ES, sin embargo, la
American College of Rheumatology (ACR)/European League against Rheumatism (EULAR)
establecid los criterios de clasificacion de la enfermedad como los hallazgos en piel, y la
presencia de autoanticuerpos, los cuales no solo sirven como una herramienta de diagnostico,
sino que también tienen un valor prondstico y de prediccion del fenotipo y la evolucion de la
enfermedad. Esto teniendo en cuenta que la ES muy temprana puede caracterizarse por los
criterios de diagnostico muy temprano de esclerosis sistémica (VEDOSS), que incluyen una
combinacion variable de fendmeno de Raynaud (RP), dedos hinchados, capilaroscopia anormal
del pliegue ungueal (NFC) y anticuerpos antinucleares (ANA)/especificos de ES. Si bien estos
pacientes con VEDOSS podrian representar etapas tempranas de ES que progresan a ES
definida clinicamente establecida, también podrian representar una forma muy leve de ES que
no progresara a ES definitiva. Actualmente carecemos de criterios validados para diferenciar a
los pacientes con ES muy temprana y potencialmente progresiva de los pacientes con ES muy
leve y no progresiva. Esta es una limitacién importante para la practica clinica, ya que los
pacientes muy leves necesitan un seguimiento, una estratificacion del riesgo y una estrategia
de tratamiento muy diferentes a los de los pacientes potencialmente progresivos. El tiempo
para considerar una ES temprana y tardia es utilizando un valor de corte de <5 y > 5 afios de

duracion de la enfermedad (121).

11



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

Los autoanticuerpos incluidos dentro de los criterios de ARC/EULAR son anticuerpos
anticentromero (ACA), anticuerpos anti-topoisomerasa | (Scl-70 o ATA) y anticuerpos anti-
ARN polimerasa Il (ARA). A pesar de que estos autoanticuerpos son considerados los Unicos
biomarcadores bioldgicos establecidos en los criterios de clasificacion de ES, lamentablemente
presentan una prevalencia variable con baja especificidad y sensibilidad (9). Por tal motivo el
diagnostico de ES, se fundamenta en la identificacion de las manifestaciones fibroticas en piel
y Organos internos, las cuales aparecen en las fases tardias de la enfermedad, conduciendo a un
retraso en el tratamiento oportuno en estos pacientes. Por lo tanto, se hace necesario
comprender la fisiopatologia de estas enfermedades e identificar los componentes
involucrados, como células inmunes, proteinas, citoquinas, receptores, vias de sefializacion que
puedan ser utilizados para entender la fisiopatologia de la enfermedad, establecer un
diagndstico temprano y un tratamiento oportuno para pacientes con ES (10). Es por ello que se
ha planteado la importancia de los biomarcadores como indicadores que miden la respuesta a
una interaccion bioldgica, que ocurre a nivel celular o molecular y ademas esta asociada con la

probabilidad del desarrollo de una enfermedad (11).

Esta enfermedad tiene impacto en la disminucion de la calidad de vida de los pacientes y en la
mortalidad (12). La enfermedad afecta con mas frecuencia al sexo femenino en una proporcion
de 3-5:1, en la cuarta y quinta década de la vida (13). Su incidencia y prevalencia presenta una
alta variabilidad segun la raza y la distribucién geogréafica (14), siendo mas frecuente en el
continente americano que en el europeo. En Estados Unidos, se ha descrito una incidencia de
19 casos/1.000.000 de habitantes y una prevalencia global de 240 casos/1.000.000; mientras
que en Europa se ha estimado que su incidencia es de 4-5 casos/1.000.000 de habitantes y su

prevalencia de 30-126 casos/1.000.000 (7).

12
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A nivel global se han identificado entre 6,000 y 7,000 enfermedades huérfanas (15). En
Colombia se han identificado alrededor de 1.920 enfermedades, donde se ha descrito que la ES
ha sido incluida dentro de las “enfermedades huérfanas” establecidas por el Ministerio de Salud
y Proteccion Social en Colombia en la resolucion 023 de 2023 (16,17), motivando a la
comunidad cientifica y clinica en avanzar y proponer estrategias de diagnostico y tratamiento

para la ES.

Por consiguiente, investigadores han propuesto potenciales biomarcadores que puedan
conducir a un diagnostico temprano de ES, como marcadores genéticos, protedmicos y
metabdlicos que cumplan un papel importante en la ES. Algunos ejemplos de ellos son
citoquinas como, IL-2, TNF-a (18),y algunas proteinas como CCL18 (19), CX3CL1 (20) y

CXCL9 (21) relacionandose con el mecanismo fisiopatoldgico de la ES.

Una de las proteinas que se ha visto relacionada con la fisiopatologia de ES es la quimioquina
MCP4 la cual tiene como funcidn establecer la migracién celular, la expresion de moléculas de
adhesion y la secrecion de citoquinas proinflamatorias en células epiteliales, endoteliales y
musculares. A nivel de proteina, se ha informado que esta quimioquina estd presente en
condrocitos de rodilla asociados a AR, células epiteliales del tabulo renal proximal humano
(22), y ha sido estudiada en el progreso de diferentes patologias asociadas a los pulmones con
relacion a infiltracion de células como lo es el asma, EPOC, neumonia (23), también, se ha
investigado su relacion con EAIs, como la AR (24) en la cual el aumento esta asociado con un
diagnostico desfavorable de la enfermedad. En este sentido la proteina MCP4 como objetivo

de estudio puede apoyar investigaciones futuras sobre la ES para su diagnostico.

1. ANTECEDENTES

La ES es una EAI del tejido conectivo de etiologia desconocida, la cual induce fibrosis en piel

y en diferentes 6rganos. Este proceso estd dado por alteraciones en la microcirculacion, con

13
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una desregulacion de la respuesta inmune que conlleva a la progresion de fibrosis generando
dafios en los 6rganos afectados(25) . Esta enfermedad se da con poca frecuencia, estimandola
en comparacion con enfermedades como LES y AR (26) La edad media en la que se
diagnostica la patologia es en los 45 afios y se encuentra una importante prevalencia en el sexo
femenino. Se ha planteado que diferentes factores puedan estar involucrados en el desarrollo
de la enfermedad como factores genéticos asociados a HLA y no HLA (27), y factores
ambientales como la exposicién a silice, metales pesados, cloruro de vinilo, pesticidas, tintes

de pelo, humos industriales (28,29).

El grupo de investigacion del Centro de Estudio de Enfermedades autoinmunes, CREA de la
Universidad del Rosario ha venido trabajando en la identificacion de nuevos biomarcadores de
diagnostico en EAIs. En un estudio piloto realizado en el grupo, se identificaron 7 proteinas a
partir de una cohorte de pacientes con ES limitada (n=7), todas mujeres, teniendo en cuenta su
edad, edad de inicio de la enfermedad y duracion de esta, incluyendo en ellas la mediana y el

intervalo intercuartilico (11Q).

e Edad: Mediana 54 (11Q) (11Q 42-62)
e Edad de inicio: Mediana 46 (11Q 20-59)

e Duracion de la enfermedad: Mediana 4 (11Q 3-38)

Ninguna de las pacientes tenia poliautoinmunidad o autoinmunidad familiar. Esto realizado por
medio de la herramienta de ensayo de extension de proximidad (PEA) de Olink Proteomics
(30), en el cual se encontraron proteinas sobre expresadas en pacientes con ES en comparacion

con controles sanos, estos datos fueron representados en un Volcano plot (Figura 1).

14
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Figura 1. Proteinas séricas expresadas diferencialmente entre pacientes con Esclerosis
Sistémica y controles sanos.
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Para este proyecto, se evalud la proteina, también conocida como Proteina Quimio Atractora
de Monocitos-4. Esta proteina desempefia un papel crucial en la migracion de monocitos,
macrofagos, linfocitos T y eosinofilos a través de sus ligandos funcionales. Se ha observado
una correlacion significativa entre esta proteina y su aumento en pacientes que padecen AR.
Los niveles séricos de MCP4 y su expresion en los tejidos cartilaginosos han mostrado un
incremento notable en estos pacientes. La articulacion se ha determinado como el principal
foco de inflamacidn en la AR, y se ha identificado que los fibroblastos y condrocitos sinoviales
son las células responsables de la produccién de MCP4 en esta area. (22,24). Igualmente, ha
sido identificada en SS donde los anticuerpos asociados pueden regular positivamente la
expresion de quimioguinas CC (CCL2, CCL13 y CCL20) en las células epiteliales de las
glandulas salivales humanas, ademas, se publico un estudio con asociacion a la ES donde se
determinaron los niveles séricos de pacientes sanos y pacientes con ES, LES, dermatomiositis

y dermatitis atopica, encontrando un aumento significativo en quienes cursan con ES. Los
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resultados revelaron un incremento significativo en los pacientes con ES, lo que sugiere que

MCP4 podria ser considerado como un biomarcador prometedor para la ES (31).

2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Esclerosis sistémica (ES)

La ES es una enfermedad reumatica de tipo autoinmune del tejido conectivo que causa
inflamacion en la piel y otras areas del cuerpo. Esta inflamacion conlleva cambios
degenerativos y fibrosis lo cual origina parches de piel dura y gruesa. Una enfermedad del
tejido conectivo es aquella que afecta tejidos como la piel, los tendones y los cartilagos, es una
enfermedad muy heterogénea que puede presentarse de diferentes formas y con un amplio
espectro de manifestaciones. Puede cursar con formas leves y estables en el tiempo o formas
graves rapidamente progresivas (32), Es una EAI que afecta sobre todo la piel, el tubo

digestivo, los pulmones, los rifiones y el corazén.

La ES se divide segun su extension cutanea en Esclerosis Sistémica Difusa y Limitada, otros
subtipos de esta se pueden expresar sin afectacion cutanea denominandose Esclerodermia, o
sin Esclerodermia y cuando se encuentra con otra EA se conoce como sindrome de Overlap o

solapamiento.

Tabla 1. Diferencias en formas clinicas de la enfermedad.
ES difusa

e En zonas de las extremidades, la cara
y el tronco.

e Corto tiempo entre el inicio del
fendmeno de Raynaud y la afectacion
de los drganos internos, la fibrosis
produce cambios atréficos e
irreversibles.

e Curso clinico grave

e ANA (+) anticuerpos antiScl70 30%

ES limitada

e En zonas distales a codos y/o rodillas,
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y en la cara.

e Fenomeno de Raynaud Se da mucho
antes de afectacion de otros drganos.

e La afectacion dérmica aparece
lentamente a lo largo de los afios.

e Sindrome de CREST

Curso clinico reservado

e ANA(+) anticuerpos anti centromero
70%-80%

Esclerodermia sin esclerodermia

e Con caracteristicas vasculares vy
serologicas, pero sin afectacion
cutanea

e Dafio de sistemas y 6rganos internos
pero sin lesiones cutaneas o minima
tumefaccion en los dedos.

Sindrome de solapamiento u overlap

e Se expresan sintomas y signos de
otras enfermedades sistémicas del
tejido  conectivo,  normalmente
Aurtritis Reumatoide,
Dermatomiositis 0 Lupus
Eritematoso Sistémico

Nota. Anticuerpos antinucleares (ANA) Tomada y adaptada de Ferrer y colaboradores (33)

2. 2 Epidemiologia

La prevalencia e incidencia de la ES informada fue de 7,2 a 33,9 y de 13,5 a 44,3 por 100.000
personas en Europa y América del Norte, respectivamente. Las estimaciones de incidencia
anual fueron de 0,6 a 2,3y de 1,4 a 5,6 por 100.000 personas en Europa y América del Norte,
respectivamente (14). Incluso, se han llevado a cabo estudios sobre proporcion de afectacion
por género y se determino que es mujer-hombre 3-6:1 y el grupo de edad de mayor frecuencia

de afectacion esté entre los 45 y los 64 afios (34).

Especificamente, en Colombia se establecio que la prevalencia de esta enfermedad es baja, ya
que su estimacion fue de 23,7 casos por 100.000 habitantes (sobre una poblacion total de

47.663.162); esta enfermedad es mas frecuente en el grupo de edad de 65 a 69 afios en el sexo
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femenino (77%), y tiene una relacion mujer: hombre de 3,27:1(35). Aunque, a pesar de tener
baja prevalencia, su mortalidad es elevada, debido a sus complicaciones pulmonares, que tienen
el mayor efecto negativo en la calidad de vida en comparacion con otras enfermedades

reumaticas(36).

2.3 Manifestaciones clinicas

2.3.1 Afectacién microvascular

La afectacion microvascular se evidencia principalmente en lo que se conoce como el
Fendmeno de Raynaud la cual es una manifestacion que involucra los vasos sanguineos,
evidenciandose principalmente en manos y pies, Maurice Raynaud, lo definié como una
“asfixia local de las extremidades”, caracterizada por episodios transitorios de vasoconstriccion
de las arterias y arteriolas de las extremidades en respuesta al frio o estimulos emocionales

(37).

El fendmeno de Raynaud se describe clasicamente con un cambio de color trifasico de los
dedos con blanco inicial o palidez (fase isquémica), luego azul o cianosis (fase de
desoxigenacion), seguido de rojo o eritema (fase de reperfusion), la palidez causada por la
isquemia inducida por vaso espasmo, la cianosis causada por la hipoxia tisular, seguida del
rubor causado por la reperfusion tisular (Figura 2) (38). El vasoespasmo es una respuesta
vasoconstrictora excesiva que provoca la obliteracion de la luz vascular. De este modo, el
equilibrio entre la tension de la pared arterial que favorece el taponamiento del vaso y la presion
de distension intravascular que induce la apertura del vaso es relevante para mantener la
permeabilidad de un vaso sanguineo, en contraste con los controles, los individuos con este
fendmeno tienen una presion arterial braquial y digital méas baja (39). Las alteraciones en la
capilaroscopia, con pérdida de las asas capilares y de la morfologia normal de los capilares en

las ufias, distinguen a la ES del RP. En méas del 90% de los pacientes con esclerosis sistémica
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el fendmeno de Raynaud se asocia con fibrosis de los dedos, pérdida de los pulpejos, Ulceras

digitales y amputacion digital (40).

Figura 2. Fases en Fendmeno de Raynaud.

Nota. (A) Fase isquémica; (B) fase de desoxigenacion; (C) fase de reperfusion. Tomada de
Shapiro y colaboradores (41).

2.3.2 Afectacion cutanea
En la afectacidn cutanea dada por la ES se evidencia endurecimiento cutaneo, prurito, sequedad
de la piel, disminucion de la apertura oral, areas de hiper- o hipopigmentacion, aumento de los

pliegues periorales, telangiectasias y calcinosis (33).

La afeccidn cutanea caracteristica de la ES progresa en tres fases. En la primera, la edematosa,
que se debe al depdsito en la dermis de glucosaminoglucanos, la piel esta tensa con presencia
de un edema difuso e indoloro, y pueden aparecer cambios de coloracion, esta fase puede
persistir y progresar de uno a tres afios 0 mas, de forma que, la inflamacion y la fibrosis pueden
cesar y aparecer en la fase atrofica. En la fase indurada el edema es reemplazado por un
engrosamiento de presentacion dura de la dermis que hacer perder los pliegues cutaneos,
obstaculizando la movilidad de los dedos, especialmente la extension, y la apertura; la
epidermis se adelgaza, por lo que la piel se torna fina y brillante. Pueden aparecer trastornos
de la pigmentacion, por lo que la piel pude adoptar un aspecto moteado. Los dedos se afilan

progresivamente y pueden aparecer Ulceras en zonas distales (pulpejo de los dedos) o sobre
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prominencias 0seas, lo que les vuelve més vulnerables a los traumatismos. En la fase mas
tardia, la atréfica, el engrosamiento dérmico desaparece y vuelven a aparecer los pliegues
cutaneos, aunque la epidermis y los anejos cutaneos permanecen atréficos. Hay atrofia de las
puntas de los dedos, en las ufias y acortamiento de las falanges distales (42). Existen otras
manifestaciones cutaneas como lo son las ulceras dolorosas que se pueden ubicar en los dedos
y en los pliegues de flexion, se pueden presentar fisuras, manchas hipocromicas o acromicas

que refieren a que tiene un color méas claro en comparacion al tono de piel (figura 3).

La escala mas utilizada para determinar el grado y extensién de la afectacion cutanea es la
escala de Rodnan modificada, la cual se usa bajo el método de palpacion de 17 areas
anatdémicas, con puntuaciones que van de 0 (normal), 1 (engrosamiento leve), 2 (engrosamiento
moderado) a 3 (engrosamiento grave con incapacidad de pellizcar la piel de un pliegue); su
puntaje méximo es de 51, esta escala puede ser una herramienta util y reproducible para el

seguimiento de la historia natural de la enfermedad (43,44)

Figura 3. Afectacion cutanea en la Esclerosis Sistémica.

Nota. (a) Fase edematosa (b) fase indurada, ulceracion cutanea superficial (C) fase atrdfica,
contractura persistente. Tomada de Northern Care Alliance NHS Foundation Trust (45).

2.3.3 Sindrome de CREST

Refiere al acronimo de la forma de la esclerosis limitada de la ES que refiere a:

e Calcinosis: Se define como el depdsito de sales de calcio en la piel, aparece
principalmente en EA, La calcinosis distrofica constituye el tipo méas frecuente, los
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niveles de calcio y fosforo en suero son normales. Aparece secundaria a un dafio o

alteracion del colageno, elastina o grasa subcutanea (46).

e Raynaud: Afectacion microvascular que afecta los vasos sanguineos y la coloracion de

los dedos de las manos y de los pies(38).

e Dismotilidad Esoféagica: Caracterizada Por la dificultad para deglutir, regurgitar

alimentos y se da un dolor tipo espasmo (47)

e Esclerodactilia: Es el endurecimiento y tirantez de la piel en los dedos de las manos y

de los pies, lo que puede dificultar la flexion de los dedos y causar contracturas.

e Telangiectasias: Es una dilatacion de los vasos sanguineos en la superficie de la piel,

que puede aparecer en cualquier parte del cuerpo, aunque se ve mas facilmente en la

piel (48)

2.3.4 Afectacion organica

Tabla 2. Afectacion orgénica en Esclerosis Sistémica.

Organo afectado

Signos clinicos

Pulmén °

Fibrosis intersticial pulmonar (FIP)
asociada a ES difusa, se presenta en
el 35-80% de pacientes

Hipertension arterial pulmonar
(HAP) se presenta en el 15 % de
pacientes

Daiio intersticial limitado asociado a
ES limitada

(7,40)

Corazdn °

En pacientes con ES difusa que
cursan con miopatia de base.
Disnea

Dolor toracico anginoso
Fibrosis miocéardica

(49)
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Rifiones e En pacientes con ES difusa de
evolucion rapida y progresiva.

e EI 10% de los pacientes con ES
tienen crisis renal y en el 80% de
ellos se desencadena durante los
primeros cuatro afios de la
enfermedad.

e Isquemia renal

e Hiperplasia del aparato
yuxtaglomerular.

(50)

Sistema gastrointestinal e En 75y el 90% de los pacientes con
ES presentan afectaciones
gastrointestinales.

e Fibrosis de la musculatura lisa
intestinal

e Peristaltis esofagica

e Mala absorcion

e Estrefiimiento

(44,51)

Sistema musculo esquelético e Enel 45-90% de los casos de ES se
presentan dafios masculo
esquelético.

e Debilidad muscular

e Artralgias y artritis

e Tenosinovitis, roces y contracturas
tendinosas

e Resorcion de los penachos de las
falanges distales y desaparicién de
las falanges

(52,53)

Nota. Creacion propia.

2. 4 Fisiopatologia de la esclerosis sistemica

En la fisiopatologia de la ES convergen factores como la vasculopatia, fibrosis de tejidos y la
activacion del sistema inmune, los cuales son desencadenados a partir de una predisposicion
geneética y factores ambientales, los cuales explican la heterogeneidad de la enfermedad. A

partir del dafio vascular se da el inicio a los diferentes mecanismos que desarrollan la ES, dada
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por una angiopatia que desencadena cambios en arterias digitales, pulmonares y disfuncion en
la microcirculacion, seguido a esto se produce un isquemia que favorece la fibrosis, de alli, los
fibroblastos se convierten en miofibroblastos esto estimulado por ciertas moléculas
profibroticas, sumado a esto, se inicia una respuesta inmune exacerbada donde se involucran e
infiltran diferentes células que funcionan como mediadores inmunoldgicos que empiezan

atacando el propio organismo y de la misma manera, generando anticuerpos(54).

Figura 4. Triada fisiopatologica en Esclerosis Sistémica.
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Nota. A partir de los factores ambientales o genéticos, se desencadena un dafio vascular
acompafado de una respuesta inmune anormal y un dafio fibrotico lo que conlleva a diversas
manifestaciones clinicas. Tomada de De pieri y colaboradores (55).

2.5 Factores ambientales, genéticos y epigéneticos

La patogenia de la ES aunque no es del todo clara, se ha demostrado que el inicio de la
enfermedad se da por la interaccion de factores ambientales, epigenéticos y genéticos que
conducen a la aparicion y progreso de la ES en pacientes genéticamente susceptibles. Hasta la
fecha, se ha establecido que las modificaciones epigenéticas se caracterizan por cambios tanto
estables como hereditarios en la expresion génica sin modificaciones en la secuencia de ADN
original. Se han identificado tres caracteristicas epigenéticas determinantes en la ES, las cuales
son: la metilacion del ADN la cual desregula muchas de las células; La modificacion de

histonas que contribuye al deterioro de transcripcion de genes modulando la expresién génica
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y Perfil de MicroARN que resulta en un proceso profibrotico donde investigadores han
demostrado pacientes con ES, en comparacion con sujetos sanos, que presentaban ex vivo
niveles mas bajos de miR-29 catalogado como antifibrético, el cual actta sobre el colageno

(56).

Los factores genéticos, de la misma manera, se han visto involucrados como factores
predisponentes en la enfermedad en donde se ha estudiado la influencia de genes HLA como
lo son HLA (A23, B18 y DR11) que han sido implicados en la ES y, aunque no estan
relacionados con subconjuntos clinicos especificos, se asocian con caracteristicas clinicas mas
graves y genes no asociados a HLA identificando polimorfismos no HLA rs11642873 en el
gen IRF8 y rs12540874 en el gen GRB10 mostraron una asociacion sugestiva con ES a nivel
de GWAS (57). Estas propiedades junto con los factores ambientales los cuales han sido
investigados en exposicion a silice, asbesto, pesticidas, material particulado, entre otros

factores que pueden influir en el riesgo de desarrollar ES (58).

2.6 Vasculopatia

A partir de estimulos genéticos 0 ambientales, el dafio vascular consiste en grandes espacios
entre las células endoteliales, pérdida de la integridad del revestimiento endotelial y la
vacuolizacion del citoplasma de las células endoteliales, llevando a apoptosis, ademas, las
células endoteliales afectadas liberan patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS) los
cuales reclutan células inmunitarias, acompariado de una expresion alterada de proteinas de
adhesion y citocinas, donde, se origina una hipoxia cronica provocando un dafio continuo y
pérdida de los capilares, lo que resulta en, proliferacion de células del musculo liso que engrosa
progresivamente la pared del vaso y ocasiona que los precursores de las células endoteliales

tengan inconvenientes en su proliferacion y maduracion (6).
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El dafio microvascular se asocia con una mayor expresion de moléculas de adhesion endotelial,
incluida la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), la molécula de adhesién de células
vasculares 1 (VCAM-1) y la E-selectina, las cuales se unen a glébulos blancos y plaquetas lo
que ocasiona la migracion de estos a través del endotelio hacia la matriz extracelular, asi
mismo, se encuentran las endotelinas que en su funciéon de vasoconstriccion supone una

relacion entre el dafio endotelial y la activacion de fibroblastos (59).

2.7 Respuesta inmune

2.7.1 Inmunidad innata

La sefializacion inmune innata ha sido reconocida a través de los receptores tipo Toll (TLR)
siendo un factor clave de la respuesta fibrotica constante en la ES, relacionandose con el tejido
atrofiado, activando a las células dendriticas que dentro de sus funciones secreta citoquinas
proinflamatorias y presenta los antigenos a las Células T para ser activadas. Se ha informado
que TLR2, TLR4 y TLR8 se encuentran aumentados en fibroblastos y lesiones de piel en
pacientes con ES (60,61). Por consiguiente, la activacion de células dendriticas por medio de
los TLR, conduce a que se produzcan diversas citoquinas proinflamatorias y detalladamente
Interferones de tipo | (IFN-I), de forma que, se ha encontrado que IFN-I se puede hallar en
sangre y suero de pacientes que padecen de ES (62,63). A partir de estudios genéticos
realizados se ha encontrado la implicaciéon de Factor Regulador de Interferon IRF5 activado
por TLR4 y STAT4 relacionado con el incremento de interleuquinas y células T helper, no
solo teniendo presencia en la fibrosis cutanea, sino expresandose también en el inicio de la

enfermedad (64,65).

El efecto de IFN-I en células inmunes se asocia a la activacién de monocitos e igualmente de

la proliferacion, activacion y supervivencia de células dendriticas, células T y células B (66).
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2.7.1.1 Macréfagos y monocitos

Los macréfagos y monocitos son células que regulan y efectian un papel trascendental en el
sistema inmunoldgico. Dependiendo de su estado de activacion, pueden influir en una cascada
de respuestas inmunes. El fenotipo activado M1, también conocido como fenotipo clasico, se

origina a partir de dos sefiales: interferon-gamma (IFN-vy) y factor de necrosis tumoral (TNF).

Esta combinacion resulta en una poblacion de macréfagos con potentes capacidades
microbicidas o tumoricidas, que secretan altos niveles de citocinas y mediadores
proinflamatorios, produciendo factores para fibroblastos y células endoteliales, que promueven
la reparacién de los tejidos dafiados. Por otro lado, se encuentran el fenotipo activado M2
descritos en infecciones parasitarias, de caracter proinflamatorio/antiinfimatorio y de
activacion alternativa. Estas células han sido evidenciadas como parte de la infiltracion en
espacios intersticiales y perivasculares dérmicos de pacientes con ES. Los monocitos CD14+
junto con los macréfagos circulante tienen marcadores de activacion y diferenciacion como lo
son CD163 Y CD204 que se caracterizan por expresar mayoritariamente mediadores
proinflamatorios y fibrogénicos como TGF-B(67). Bajo modelos murinos se pudo evidenciar
la infiltracion dérmica de macréfagos, acompafiada de una elevada expresion de ARNm de
citoquinas y quimioquinas como TGF-B, MCP-1, MIP-1a. Igualmente, se observo una buena
relacion entre las células inflamatorias y el desarrollo de la fibrosis cutanea y pulmonar (68).
Se ha manifestado actualmente que los monocitos que expresan CD16 van a estar elevados en
pacientes que padecen de ES y estos se correlacionan con la gravedad de la fibrosis, de igual
modo, estos pacientes secretan IL-6 y MCP-1 gue influyen en el infiltrado celular y la fibrosis,
asi, tanto los monocitos como los macréfagos de tipo Il estan implicados en la fibrosis de la

enfermedad y se pueden encontrar en sangre, piel y pulmones de pacientes con ES (69,70).
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2.7. 2 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa esta representada principalmente por los linfocitos T y B. Como se
ha establecido, la respuesta inmune adaptativa se genera a partir de la activacion de las células
del sistema inmune innato las cuales alertan al organismo y de esta forma se origina una

respuesta celular(71).

2.7.2.1 Células T

Se ha considerado que la produccidn selectiva de citoquinas por parte de los linfocitos T tiene
un impacto fundamental en el papel de las células endoteliales y los fibroblastos, con posibles
consecuencias que promueven o inhiben la enfermedad vascular y sintesis excesiva de
colageno, de alli, las células T en ES y fibrosis son extremadamente heterogéneas en términos
de expresion del receptor de células T (TcR) (72). Las células T CD4+ se han caracterizado en
conjuntos de células T ayudadoras de tipo 1 (Th1l) mediando la respuesta intracelular y células
ayudadoras de tipo 2 (Th2) presentes en la respuesta humoral. En la piel de pacientes con ES
se ha evidenciado una molécula de adhesién intracelular (ICAM-I) ligando para el receptor el
antigeno 1 asociado a linfocitos que se encuentra en la superficie de células T (73). Las células
T de biopsias de piel de pacientes con ES mostraron una mayor expresion del marcador CD69
el cual sugiere que las células T pueden participar activamente en el contacto célula-célula con
los fibroblastos para promover la fibrosis, por otro lado, TGF- ya asociado a la enfermedad,

esta relacionado igualmente con el reclutamiento de células T (74).

En medio de la activacion de la respuesta inmune adaptativa en linfocitos T CD4+, se producen
mediadores en el progreso de la enfermedad, tipo Thl como IL-12 e IFN-y, en Th2 como IL-
4, IL-5 e IL-13. Particularmente, la ES se caracteriza por el desequilibrio de Th1/Th2, con una
polarizacién de Th2 donde se promueven procesos fibréticos, independientes de cualquier

factor (75,76).
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Se ha encontrado principalmente el aumento de Th2 en tejidos y sangre de pacientes que
padecen de ES, siendo inducida por la produccion de IL-4, IL-13 y células T CD8+. Lo cual
conlleva a la estimulacion de fibroblastos, desencadenando un incremento en la secrecién de

colageno, aumentando la fibrosis (61,77).

2.7.2.2 Células B

Las células B, tiene un rol trascendental en el progreso de la ES produciendo auto anticuerpos,
los cuales son fundamentales en el diagndéstico clinico y evidencian la activacion de estas
ceélulas en la patogénesis de la enfermedad. Los auto anticuerpos anticentrdmero y anti-
topoisomerasa | orientan a la clasificacion de las formas de la patologia sea limitada o difusa

(78).

Estas células también estan implicadas en funciones como presentacion de antigenos,
produccion de citoquinas, organogénesis linfoide y diferenciacion y/o activacion de células T,
celulas dendriticas, macrofagos, 1o que demuestra que anomalias en estas funciones igualmente
podrian conducir a autoinmunidad. En cuanto al proceso de fibrosis que atraviesa la
enfermedad, se ha estudiado que las células B desempefian un papel patogénico en la fibrosis
tisular, incluida la esclerosis cutanea, la enfermedad intersticial, la fibrosis intersticial renal y

la fibrosis hepética (79).

Las células B activadas también liberan abundantes cantidades de factor de crecimiento
transformante (TGF)-p, que principalmente es liberado por macrofagos, siendo reconocido este
factor como uno de los elementos clave en el desarrollo de la fibrosis. De manera que, (TGF)-
B tiene la capacidad de estimular la produccion de componentes de la matriz extracelular como
el colageno tipo I, colageno tipo Ill, fibronectina, proteoglicanos y glicosaminoglicanos en

células de tejido conectivo (fibroblastos) (80).
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2.7.2.3 Células dendriticas

Las células dendriticas (CD) eficazmente impulsan la activacion de las células T virgenes,
desempefiando un papel esencial en el inicio y la configuracion de las respuestas
inmunoldgicas. Estas células expresan una variedad de receptores disefiados para detectar
moléculas relacionadas con patdgenos o amenazas, tanto en el entorno extracelular como en el
intracelular (81), del mismo modo, son importantes para mantener la homeostasis de las células

T periféricas y prevenir la activacion inadecuada de las células (82).

En los tejidos que funcionan como barreras, como la piel y los pulmones, las células dendriticas
(CD) desemperfian un papel crucial en la determinacién de la gravedad de la respuesta
inflamatoria y, por lo tanto, en el desarrollo de enfermedades inflamatorias. Los diversos
subtipos de células dendriticas, como CD1, CD2 y células dendriticas plasmocitoides (CDp),
no solo se encuentran en la circulacion sanguinea, sino que también estan presentes en varios
tejidos, especialmente en los ganglios linfaticos regionales y las superficies mucosas (83). Las
CDp se infiltran en gran medida en la piel de los pacientes con ES y liberan grandes cantidades
de CXCL4 e IFN-0, ademas, se determin6 que la activacion de TLR-8 estd implicado en el

incremento de estas (84).

2.8 Citoquinas implicadas en la Esclerosis Sistémica

Se han estudiado diversas citoguinas que se ven inmersas en la ES como lo son con mayor
implicacion TGF-B, PDGF, CTGF, TNF-a seguido de IL-6, IL-4, IL -10, 1L-13, IL-1, IL-2 €
IL-17 que indican gue las citocinas estan relacionadas con la patogénesis de la ES. De estas
citoquinas, IL-2, IL-4, 1L-10, IL-13 e IL-17 son producidas principalmente por linfocitos T,
pero muchos tipos de células, incluidas las T, pueden secretar IL-6 y TGF-B (85). A

continuacion, se muestran sus funciones en el desarrollo de la enfermedad (Tabla 2).
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Tabla 3. Citoquinas implicadas en la Esclerosis Sistémica.

Citoquina Funcién en ES Referenci
a
TGF-p Activacion y migracion de fibroblastos, (86)

promocion de componentes de la ME

PDGF Promueve la inflamacion, fibrosis, (87)
angiogénesis, induce expresion de TGF-$

CTGF Regula la proliferacion y migracion de (88)
fibroblastos
ET-1 Dafio endotelial y activacion de fibroblastos, (89)
produccion ME
IL-1 Regula la fibrosis y media la inmunidad (85)
IL-2 Activacion linfocitos T autorreactivos (90)
IL-4 Factor estimulante de células B, regula sintesis (85)

de colageno, profibrético

IL-6 Promueve inflamacién y regula expresion de (87)
a-SMA
IL-10 Proliferacion de linfocitos B y mediador (85)
antiinflamatorio
IL-13 Induce expresion de TGF-f (85)
IL-17 Proliferacion de fibroblastos (85)
TNF-a Recluta linfocitos, proinflamatorio y (85)

antifibrotico

Nota. Factor de crecimiento transformante beta (TGF-£). Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF). Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF). Endotelina 1 (ET-1).
Interleucina (IL). Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Actina del musculo liso alfa (a-
SMA). Creacion propia.

2.9 Fibrosis

La fibrosis es un proceso cicatricial que se encuentra en la evolucion de la mayoria de las
enfermedades sistémicas, ya sea inflamatoria o no. La fibrosis tiene un caracter “universal” en
las enfermedades, porque es capaz de afectar a todos los 6rganos de cada dispositivo o sistema

(91). Los fibroblastos y los miofibroblastos activados dejan tejido conjuntivo fibroso, de
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manera que la fibrosis sustituye gradualmente a la fase inflamatoria, transforma la arquitectura
del tejido afectado y produce la mayoria de los signos (32). En el tejido cutaneo la fibrosis se
da principalmente en la dermis profunda y en la parte superficial del tejido celular subcutaneo,
esta incrementa dado que la microvasculatura se va destruyendo, asi que, para que se lleve a
cabo el proceso, se media con citoquinas y diferentes vias de sefializacion que permiten el inicio

de este mecanismo (92)

2.9.1 Pericitos y células musculares lisas

Los vasos pequefios se conforman de musculo liso, células y pericitos. Los pericitos tienen la
capacidad de ser modificados en células musculares lisas de la pared vascular, fibroblastos y
miofibroblastos, y hacer parte de la proliferacion de células endoteliales. Los pericitos y las
células musculares son las células que siguen proliferando a comparacion de las células

endoteliales que entran en apoptosis(6).

2.9.2 Fibroblastos

Los fibroblastos tienen como funcién principal en nuestro sistema formar las fibras de tejido
conectivo como lo son el colageno vy la elastina, ademas, produce citoquinas con la capacidad
de promover la destruccion tisular(93). La sobreproduccion de colageno en ES es atribuida a
una transcripcion mejorada o una mayor estabilidad del ARN mensajero especifico del
colageno y tensiones de oxigeno bajas. Asi, estas células pueden convertirse en
miofibroblastos, sobreexpresando varias citoquinas como lo son TGF-B y la proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), igualmente, presentando especies reactivas de
oxigeno (ROS) (86), los incrementados niveles de ROS son consecuencia directa de la
activacion de células sanguineas mononucleares, en la ES parecen indiferentes del estado
inflamatorio e inducen dafio en el ADN, ademas, los radicales libres tienen efectos pro

fibrogénicos en los fibroblastos. El receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas
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PDGF que se encuentra inmerso en la transformacion pericitos a fibroblastos y a su vez

estimula la produccion de ROS (87).

La sefializacién constitutiva mejorada del TGF-B puede resultar de los niveles elevados del
receptor del factor de crecimiento transformante beta tipo | y/o de la activacion inapropiada de
Smad3. Estas alteraciones de la sefializacion del factor de crecimiento transformante beta en
los fibroblastos de la esclerosis sistémica pueden facilitar una mayor produccién de colageno

in vivo incluso en condiciones de baja disponibilidad de ligando (94).

Figura 5. Fisiopatologia de la Esclerosis Sistémica y sus mecanismos.
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Nota. El dafio inicialmente afecta al endotelio y desencadena una respuesta inflamatoria. En
la ES la lesion vascular repetida y la respuesta inflamatoria inapropiada llevan a la
acumulacion de células inmunes en los tejidos afectados. Esto incluye la activacion de células
T tipo 2y la liberacion de citocinas profibréticas, lo que promueve la activacion de fibroblastos
y la produccion de matriz extracelular. Esto a su vez conduce a la fibrosis, contraccion del
tejido y cicatrizacion permanente en los tejidos conectivos. Tomada de Denton y colaboradores
(95).

2.10 Criterios de clasificacion
Los primeros estandares para la clasificacion de la ES en 1980 fueron propuestos por el
subcomité encargado de los criterios de ES perteneciente al Comité de Criterios Terapéuticos

y Diagndsticos de la Asociacion Estadounidense de Reumatismo. Para ese momento, estos
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criterios ya validaban la importancia de la serologia autoinmune, que se basaba en el uso de
pruebas de inmunofluorescencia indirecta a partir de un cultivo de celulas epidermoides
humanas (IFI) HEp-2 para la deteccion de los anticuerpos anticentromero (ACA) y los
anticuerpos anti-topoisomerasa | (ATA), anteriormente conocidos como anti-Scl70. En el
2001, se definieron los criterios de LeRoy y Medsger para la clasificacion de la esclerosis
sistémica temprana, los cuales incluyen un grupo extenso de autoanticuerpos de los cuales los
que fueron afiadidos no proporcionaron evidencia de correlacién con la enfermedad en su titulo
1:100. En definitiva, en el afio 2013 una colaboracion entre el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) y la Liga Europea Contra el Reumatismo (EULAR) condujo a la creacion

de un conjunto actualizado de criterios de clasificacion para la ES (96,97).

Tabla 4. Criterios de clasificacion EULAR 2013.

Item Sub-item Puntaje
Engrosamiento de la piel de - 9
los dedos de ambas manos
que se extiende
proximalmente.

a las articulaciones
Engrosamiento de la piel de Dedos hinchados 2
los dedos Esclerodactilia 4
Lesiones en las yemas de los Ulceras digitales 2
dedos Cicatrices 3
Telangiectasia - 2
Capilares ungueales - 2
anormales
Hipertension arterial 2
pulmonar y/o enfermedad

pulmonar
Intersticial
Fendémeno de Raynaud 3
Autoanticuerpos Anticentromero (ACA) 3
relacionados con ES Anti—topoisomerasa | (ATA)

Anti—-RNA polimerasa Ill
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Nota. La puntuacién total se determina sumando el peso maximo (puntuacion) en cada
categoria. Los pacientes con una puntuacion total de 9 se clasifican como que tienen ES
definitiva. Tomada y adaptada de Van Den Hoogen y colaboradores (98).

2.11 Evaluacion de autoanticuerpos

El rol de la positividad de Anticuerpos antinucleares (ANAS) han sido identificados como
tempranos en la enfermedad, dependiendo del patron presentado determinan el desarrollo de
subtipos y manifestacion clinica de ES. El anti-Scl-70, anti-U3RNP, anti-Th/To y anti-Pm/Scl
se relacionan més a la enfermedad pulmonar intersticial (EPI), sin embargo, la hipertension
arterial (HAP) aparece a menudo en presencia de anticentrémero, anti-U3RNP, anti-Th/To

(99).

Tabla 5. Autoanticuerpos y su asociacion en Esclerosis Sistémica.

Autoanticuerpo Clasificacion Asociacion

Anti-Scl-70 (ATA) Anti-ADN ES difusa, fibrosis pulmonar
anticuerpo topoisomerasa

Anticentrémero Ab (ACA) Proteina anti-centromero ES limitada, HAP
Anti-Pm-Scl Anticuerpo proteina nucleolar Overlap
Anti Th/To Anticuerpo RNA ES limitada, pericarditis

ribonucleoproteina

Anti-RNA Anticuerpo RNA polimerasa | ES difusa, afectacion renal
polimerasa | y 11

Nota. Tomada y adaptada de Bazsé y colaboradores (99).

En cuanto a la prevalencia de deteccion de estos autoanticuerpos se pudo establecer que el
anticuerpo anti-topoisomerasa | (ATA) se encuentra asociado en el 20-30 % de los pacientes
con ES, de forma que, tres cuartas partes de los pacientes con este anticuerpo se relaciona con
la ES difusa. Por otro lado, el anticuerpo anticentromero (ACA) se presenta en 20 a 25 % de la

mayoria de las poblaciones con ES y esta fuertemente asociada con ES limitada, ademas, el
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anticuerpo mas especifico de la ES, el anti-ARN polimerasa I11, desencadena un engrosamiento
cutaneo difuso rapidamente progresivo, encontrandose una mayor frecuencia en pacientes
caucasicos y britanicos de América del Norte (20-25%) en comparacion con pacientes de
Europa continental o japoneses (5%), asi mismo, los anticuerpos Th/To se expresan en menos
del 5 % de los pacientes con ES, y casi todos tienen ES limitada. Segin lo expuesto
anteriormente, se puede constatar, que estas prevalencias a pesar de que los ANAs de hagan
parte de los criterios de diagndsticos no se van a presentar en la totalidad de los pacientes con
ES, no excluye su diagnostico de la enfermedad, incluso, existe una pequefia tasa de ANA
negativos para ES y muestra un subtipo distinto de enfermedad, con menos vasculopatia, pero

afectacion gastrointestinal inferior mas frecuente y curso grave de la enfermedad (100,101).

2.12 Tratamiento

Dado que no se comprende completamente la causa de la ES, el enfoque terapéutico se basa en
medicamentos que modifican la enfermedad y se adaptan a las necesidades de los 6rganos
afectados. Las decisiones sobre el tratamiento dependen de la evaluacion de los sintomas, la
duracion de la enfermedad, su actividad y las complicaciones. Actualmente, no existe un
tratamiento especifico recomendado para la miopatia relacionada con la ES. En casos de
miopatia inflamatoria, se sugieren glucocorticosteroides (GC), pero en ausencia de
inflamacién, es posible que los pacientes no requieran tratamiento, en la tabla 4 se describen

los medicamentos usados(102).

Tabla 6. Tratamiento recomendado para Esclerosis Sistémica.

Anomalia Medicamento

Fendémeno de Raynaud Antagonistas de canales de calcio

Inhibidores PDE 5 — sildenafil
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Iloprost

Alprostadil

Lesiones en la punta de los dedos

Iloprost

Inhibidores de la PDE 5: sildenafil, tadalafil

Antagonista del receptor de endotelina —

bosentan

Afectacién de la piel/fibrosis de érganos
internos

Metotrexato

Ciclofosfamida

Micofenolato de mofetilo

Hipertension pulmonar

Antagonista del receptor de endotelina:

bosentan, ambrisentan, macitentan;
inhibidores de PDE-5; riociguat

Epoprostenol

lloprost, Treprostinilo

Crisis renal

Inhibidores de la ECA

Afectacion gastrointestinal

Inhibidores de la bomba de protones

Agentes procinéticos

Células madre autélogas, trasplante

Nota. Fosfodiesterasa- 5 (PDE-5). Tomada y adaptada de Sobolewski y colaboradores (54).

36




MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

2.13 Biomarcadores

Los estudios biomarcadores han ingresado en una nueva era llena de avances en términos de

diagnostico temprano y tratamiento eficaz para numerosas enfermedades. Un biomarcador se

define como una caracteristica que se mide y evalGa de manera objetiva, y que funciona como

un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patogénicos o respuestas a una

intervencion terapéutica. Estos se pueden clasificar en diferentes grupos de acuerdo a su

funcionalidad en diferentes etapas de la enfermedad, las cuales se muestran en la tabla 7 (103).

Tabla 7. Tipos de biomarcadores.

Biomarcador

Definicion

Biomarcador de prondstico

Son usados para predecir el curso futuro de
la enfermedad, incluida la recurrencia, la
respuesta a terapia y el seguimiento de la
eficacia de esta.

Biomarcador de respuesta

Son usados para demostrar que se ha dado una
respuesta en el organismo, sea buena o mala, en un
paciente expuesto a un agente.

Biomarcador de antecedentes

Se usan para identificar la probabilidad de
desarrollar una enfermedad.

Biomarcador de diagndstico

Son usados para detectar o comprobar la existencia
de una enfermedad o identificar subtipos.

Nota. Tomada y adaptada de Chen X y colaboradores(104)

2.13.1 Biomarcadores séricos propuestos para Esclerosis Sistémica

A lo largo de diferentes estudios en la ES se han propuesto diferentes biomarcadores séricos

que identifican el progreso, la fisiopatologia y el acercamiento terapéutico al paciente. Ademas,

permitirian distinguir pacientes de alto riesgo clinico, hallando predictores de la evolucion de

esta patologia. Se han establecido factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas y
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moléculas de adhesién como candidatos a biomarcadores de diagndstico en la enfermedad

(tabla 8) (105).

Tabla 8. Biomarcadores séricos propuestos para Esclerosis Sistémica.

Clasificacion segun
funcion

Biomarcador

Asociacion

Factores de crecimiento | TGF-f 1 ES difusa, Ulceras digitales

TGF-B | ES difusa

VEGF 1 Afectacion de 6rganos
sistémicos, HAP

VEGF | Ulceras digitales

CTGF 1 Enfermedad Intersticial
Pulmonar

Citoquinas IL-6 1 ES progresiva temprana, mal

pronostico

BAFF 1 Progreso respuesta inmune
en ES

Quimioquinas CCL2 1 Enfermedad Intersticial

Pulmonar

CCL4 1 Fibrosis pulmonar, HAP,
progreso de la enfermedad

CCL18 1 Predice la disfuncion fisica
en la enfermedad

CCL10 7 ES temprana

CX3CL1 1 Enfermedad Intersticial
Pulmonar, ulceras digitales,
ES difusa

Moléculas de adhesion ICAM-1 1 Progreso rapido de la

enfermedad, ES difusa,
afectacion articular, predice
disfuncion respiratoria

VCAM-1 1 Afectacion sistémica, crisis

renal, actividad de la
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enfermedad

E-selectina 1 Afectacion sistémica, crisis
renal, actividad de la
enfermedad

Endostatina HAP

Endotelina-1 HAP, afectacion sistémica,
microangiopatia

Nota. 1 regulado al alza; |, regulado a la baja; TGF-p, factor de crecimiento transformante,
VEGF factor de crecimiento endotelial vascular, CTGF, factor de crecimiento del tejido
conectivo, BAFF factor activador de células B, ICAM-1 molécula de adhesion intercelular 1,
VCAM-1 molécula de adhesién vascular 1. Tomada y adaptada de Utsunomiya A y
colaboradores (105).

2.14 Proteinas quimioatrayentes MCP Y MCP-4/CCL13

El grupo CC esta ubicado en el cromosoma 17 humano esta compuesto por la region MCP y la
region MIP. La region MCP humana consta de seis quimioquinas: CCL1 (1-309), CCL2 (MCP-
1), CCL 7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CCL11 (Eotaxina-1) y CCL13 (MCP-4) (107), estan
implicadas en diversos mecanismos fisiopatoldgicos que implican especificamente infiltracion
de células mononucleares, incluida la remodelacion de tejidos, la aterosclerosis y la metéstasis

del cancer (108).

La proteina quimioatrayente de monocitos 4 (MCP4) o también conocida como CCL13, Esun
quimioatrayente para monocitos, células T y dendriticas inmaduras; se une a receptores
acoplados a proteina G especificos, como lo son los receptores CCR1 , CCR2 , CCR5 y
CCR11, siendo el anico MCP que se une a CCR3, y junto con CCL11, iniciando una cascada
de sefiales dentro de la célula, asimismo, MCP4 es uno de los mas importantes
quimioatrayentes de eosinéfilos (109), ademas de ser una quimioguina que esta implicada en
inducir la degranulacion de los eosindfilos, la liberacion de histamina de los basofilos, la

expresion de moléculas de adhesion y secrecion de citocinas proinflamatorias en células
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epiteliales, endoteliales y musculares, esta quimioquina se expresa extensamente en
condiciones homeostaticas en diferentes tejidos como el intestino delgado, colon, pulmén,
corazdn, placenta, timo, higado, musculo, rifidén, pancreas, prostata, testiculo y ovario, en donde
cumple un papel trascendental en la circulacién de leucocitos, incluso, provoca la expresion
de moléculas de adhesion y la produccion de citoquinas proinflamatorias en células
endoteliales, células epiteliales y células musculares. (110).

Figura 6. Descripcion general de las células que liberan MCP4 a nivel de proteinay la
expresion de cinco receptores para esta proteina en las células.
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Nota. Células del musculo liso (SM), macrofagos (Mac), monocitos (Mon), células
dendriticas inmaduras (iDC), natural killer(NK), linfocitos T helper (Th), células estromales
de la médula 6sea (BMSC). Tomada y adaptad de Li L y colaboradores (111).

2.14.1 Estructura proteica de MCP4

MCP4 esta compuesta 98 aminoacidos y después de la escision por la péptidasa sefal, la
proteina contiene 75 aminoacidos con una glicina amino terminal, que se conserva entre
miembros de la familia MCP (110). Esta proteina, mantiene una conformacion terciaria
semejante a la de otras quimioquinas de la familia CC, con una hoja B central antiparalela de
tres cadenas y una hélice en el extremo carboxilo. El extremo amino de la molécula forma un

bucle que se une al resto de la proteina mediante puentes disulfuro (108).
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Figura 7. Estructura de MCP4

Nota. La hoja central anti paralela de triple hebra es de color azul y la hélice C-terminal es
de color rojo. Los dos puentes disulfuro (Cys1l — Cys35y Cys12 — Cys51). Tomada de
Barinka y colaboradores (112).

2.14.2 MCP4 en el proceso de inflamacién

La inflamacion procede de una respuesta contra patégenos o dafios celulares, asi que, de esta
forma, por medio de patrones de reconocimiento convergen en vias de sefializacion impulsando
la liberacion de moléculas proinflamatorias que son comandados al sitio de inflamacién por
NF-KB. De esta forma, MCP4 ha demostrado estar aumentada en ARNm y receptores tipo
Toll (TLR) 2, 3,4 Y 5, igualmente, en su union al receptor CCR2 expresado en diversas células
induciendo a la maduracion y liberacion de CD. Su rol en las CDs esta dado por su capacidad
de respuesta expresando el epitelio basal que entran en contacto con los vasos sanguineos,
luego las células se reclutan en el tejido por un gradiente diferente de quimioquinas, ademas,
estd implicado en la activacion y su liberacion propia en células que hacen parte de los procesos
inflamatorios como macrofagos, monocitos, Th1,Th2 mastocitos, Células dendriticas
inmaduras, Natural Killer, células epiteliales, eosinofilos, basofilos, células endoteliales y

fibroblastos (109).

2.14.3 MCP4 y enfermedades autoinmunes

La proteina MCP4 se ha visto incrementada en diferentes EAls , en la AR se ha determinado

que esta elevada en tejidos sinoviales y cartilaginosos en los cuales se produce el foco de
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inflamacién de la patologia, sabiendo que las células involucradas en la enfermedad y que a la
misma vez liberan MCP4 son los fibroblastos y los condrocitos sinoviales, donde el IFN-y en
combinacion con interleucina-1beta/factor de TNF-a activa la produccion de MCP4 a partir de
condrocitos en las articulaciones de la AR, y ese MCP4 secretado mejora la proliferacion de
sinoviocitos similares a fibroblastos activando la sefial extracelular (24). Ademas, varios
estudios han demostrado que MCP4 puede producirse en respuesta a diferentes estimulos por
parte de otros tipos de fibroblastos, como los dérmicos (22,113). Del mismo modo, esta
proteina se ha estudiado en el SS, LES, dermatomiositis y ES donde se establecid que se

encuentra elevado Unicamente en la ES (31).

2.14.4 MCP4y ES

Dos estudios han investigado los niveles MCP4 en pacientes con ES y su rol en la
fisiopatologia. Gambichler y su equipo llevaron a cabo un estudio que investigd la quimioquina
MCP4 en pacientes con ES en comparacion con otras enfermedades de la piel y trastornos
autoinmunes. Sus hallazgos revelaron que los niveles de MCP4 no mostraron diferencias
significativas entre los diferentes subgrupos de ES. Ademas, observaron que estos niveles
permanecian estables a lo largo del tiempo en ausencia de tratamiento, ya que el tratamiento
podia reducir sus concentraciones. Asimismo, notaron que las concentraciones de MCP4 en
pacientes con ES no diferian de manera significativa de las de individuos sanos, y, de hecho,

eran mas elevadas en casos de Dermatitis Atopica y psoriasis.(114).

Sin embargo, Yanaba y colaboradores informaron niveles séricos de MCP4 en pacientes que
padecian ES con tratamiento de esteroides y D-penicilamina, en comparacion con otras EA.
Donde demostraron que los niveles de esta quimioquina eran elevados en ES a comparacion
de las demas enfermedades, no se distinguié un aumento significativo entre ES difusa y

limitada, igualmente, informaron que en el periodo de tiempo estudiado la proteina no tuvo
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cambio en sus niveles ni en los subtipos de la enfermedad, estableciendo que MCP4 podria
desemperfiar un papel fundamental como biomarcador estable, independientemente de la
gravedad de la enfermedad. Se propone que uno de los posibles mecanismos subyacentes radica
en la lesion de reperfusion originada durante el fendmeno de Raynaud. Esta lesion desencadena
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales, a su vez, ocasionan dafio en
el endotelio vascular y estimulan la proliferacion de fibroblastos, generando asi la fibrosis. En
este contexto, MCP4 podria influir como inductor en la produccion de ROS, contribuyendo al

desarrollo de estos procesos patologicos (31,115).

3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Universo, poblacion y muestras

2149 Pacientes con EA
del CREA

126 pacientes con ES
del CREA

36 Pacientes con

ES que cumplen

con los criterios
ACR/EULAR 2013

Figura 8. Representacion grafica de universo, poblacion y muestra del estudio.

Nota. Creacion propia.
Este estudio se realizo con la base de datos del grupo CREA a partir de una cohorte de 2149
pacientes que fueron diagnosticados con diferentes enfermedades autoinmunes como
esclerosis multiple (EM), AR, SS, ES, enfermedad tiroidea autoinmune (AITD) y sindrome

anti fosfolipido (ASP), de alli se tomaron como poblacion 126 pacientes que fueron

43



MCP4 COMO BIOMARCADOR DE ESCLEROSIS SISTEMICA

diagnosticados con ES y como muestra 36 pacientes con ES que cumplieran con los items de
clasificacion ACR/EULAR 2013 como criterio de inclusion. Asimismo para el estudio se

tomaron 36 controles sanos.

e Criterios de inclusion
- Nacionalidad colombiana
-Mayores de 18 afios de edad
-Cumplimiento de los criterios de ACR/EULAR 2013
- Asisten a consulta de reumatologia del Centro de Estudio de Enfermedades CREA.
Autoinmunes, CREA, de la Universidad del Rosario.
- Pacientes  con  consentimiento informado avalado por el comité de ética.
- Pacientes diagnosticados en el subgrupo de Esclerosis Sistémica Limitada.
e Criterios de exclusion
-Registro de pacientes sin consentimiento informado.
-Registro de pacientes con muestras faltantes.

-Presencia de enfermedades infecciosas o que conlleven procesos inflamatorios.

3.2 Hipotesis, variables e indicadores

3.2.1 Hipotesis

La proteina MCP4 debido a su papel en la inflamacion, migracion celular y fibrosis en la ES
puede desempefiar un papel fundamental como biomarcador de diagndstico en esta
enfermedad. Se postula que la estabilidad de MCP4 en su deteccion sérica, independientemente
del tratamiento administrado al paciente, podria permitir una identificacion tempranay precisa,
lo que, a su vez, mejoraria significativamente el manejo clinico de la ES, contribuyendo asi a

una mejor atencion de los pacientes con esta patologia.
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3.2.2 Variables

Para este estudio se hace uso de la base de datos de pacientes del CREA consignados en su
consulta de reumatologia como fuente de informacion sobre su historia clinica la cual tuvo
proteccion de modificacion, donde todos los pacientes se encontraban anonimizados a través
de codificacion. Para poder realizar el analisis adecuado, alli se almacenan los diferentes
factores que implican el desarrollo de su enfermedad y de su estado actual todo esto bajo el

consentimiento informado. Las variables para evaluar seran:

e Variables sociodemograficas: la edad, el género, duracion de la enfermedad, nivel de
educacidn, estrato socioeconémico, indice de masa corporal e edad de inicio de la
enfermedad.

e Variables clinicas asociadas: Hipertension arterial, enfermedad cerebrovascular,
dislipidemia, enfermedad arterial periférica, diabetes mellitus, neoplasia, trombosis,
osteoporosis, fibromialgias, enfermedades cardiovasculares, trastornos acido-pépticos,
enfermedades renales.

e Variables clinicas ES ACR/ EULAR 2013: En pacientes con ES se evaluaran criterios
de ACR/EULAR 2013 (tabla 3), asociacion con otras EA, sintomas clinicos asociados
al progreso de la enfermedad, tratamiento, tipo de tratamiento y tiempo de uso del

tratamiento.

3.2.3 Indicadores

e Niveles séricos de MCP4
e Correlacion de parametros clinicos y nivel sérico de MCP4

e Comparacidn con otros biomarcadores propuestos para ES

3.3 Objetivos

Objetivo general
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e Evaluar la proteina MCP4 como biomarcador de diagnostico en la Esclerosis Sistemica.

Obijetivos especificos

e Determinar el estado sociodemografico y clinico de los pacientes con Esclerosis Sistémica.

e I[dentificar la proteina MCP4 en suero de pacientes con Esclerosis sistémica.

e Describir el rol de la proteina MCP4 en la fisiopatologia de la Esclerosis Sistémica.

3.4 Técnicas y procedimientos

3.4.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de suero fueron obtenidas por medio de la técnica de venopuncion, los cuales
fueron recolectadas en tubos EDTA y fueron trasladadas al laboratorio del CREA en
condiciones apropiadas, fueron procesadas mediante centrifugacion (3500 rpm/ 10 min) para

obtener la alicuota de estos, la cual se almaceno bajo condiciones de esterilidad y a -80°C.

3.4.2 Evaluacion de la proteina MCP4 en suero

Los niveles séricos de MCP4 se midieron mediante el enzimoinmunoanalisis de adsorcién en
sandwich (ELISA) con el kit comercial para la proteina quimio tactica de monocitos 4 (MCP4)
de la casa comercial MybioSource, este incluye una placa de 96 pocillos recubierta, diluyente,
reactivos de deteccidn, sustrato, solucién de parada, tampén de lavado. Siendo el kit comercial
una herramienta que facilita y agiliza el ensayo, obteniendo resultados en poco tiempo, el
ensayo se llevo a cabo siguiendo el protocolo del fabricante (figura 9). Este kit tiene un rango
de deteccion de 15,6-1.000 pg/ml y una sensibilidad de 5,8 pg/ml, los controles fueron
montados por duplicado. La precisién intraensayo del kit tiene un coeficiente de variacion
menor al 10%, la variacion entre los andlisis recurrentes de las muestras indica una buena

precision de la técnica. De la misma forma, su precisién interensayo tiene un coeficiente de
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variacion menor al 12%, la variacion entre las mediciones de las muestras en diferentes placas

y momentos es baja, lo cual permite reproducibilidad y confianza en los resultados.

Figura 9. Representacion esquematica de Elisa tipo Sandwich para detectar MCP4.
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Nota. Creacion propia.

3.4.3 Andlisis Estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico de los datos sociodemograficos, comorbilidades, estado
clinico y tratamiento de 36 pacientes con ES, asi como de la concentracion de MCP4 en
pacientes y controles. Recolectando datos sobre edad, sexo, nivel educativo, actividad laboral,
comorbilidades y estado clinico (poliautoinmunidad y criterios ACR/EULAR 2013) de los 36
pacientes. Se calculd el promedio de cada variable para determinar la prevalencia en los

diferentes items.
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Tal como lo indica el kit de ELISA MCP4 de la casa comercial Mybiosource, para determinar
la concentracion de la proteina en cada muestra, se debe generar una curva estandar la cual es
necesaria para cuantificar MCP4 identificar en las muestras del estudio, se genera a partir de
las absorbancias obtenidas de los estandares (X) y concentraciones de los estandares (Y). La
grafica de regresion lineal (R=1) permite el ajuste de los puntos y una ecuacion que permite
hallar las concentraciones de la proteina MCP4 en las muestras, de estas, se genera una curva
ROC con el software XLSTAT determinando asi el porcentaje de pacientes con ES que
expresan la proteina. Posteriormente, se genera una tabla con diferentes puntos de corte que
permite identificar y tomar una decision sobre el umbral de deteccion de la proteina MCP4,
esto valorando la sensibilidad y especificidad de estos valores (Figura 13) (Tabla 11).

Mediante una Mann Whitney se compararon las medias de la concentracién de MCP4 entre el
grupo de pacientes y el grupo de controles, para estudiar en qué grupo los valores de MCP4

son mas altos o si se mantienen iguales.

4. RESULTADOS

4.1 Estado sociodemografico de pacientes con Esclerosis Sistéemica

Todos los resultados fueron apareados con los controles. La edad promedio de los pacientes
con ES fue de 57 afios, con una desviacion estandar de 11.8 afios. Esto indica que la mayoria
de los pacientes se encuentran en la etapa adulta tardia, lo que coincide con la literatura que
reporta una mayor incidencia de la enfermedad en este grupo etario. En cuanto al sexo, se
obtuvo de los pacientes con ES predominan las mujeres (97.2%). En su nivel educativo
prevalecié un tiempo de 9 afios 0 mas de estudios (61.1%), este hallazgo sugiere que la ES no
estd necesariamente asociada a un bajo nivel educativo, se evalud el indice de masa corporal el
cual tenia una media de 23.9, el inicio de la enfermedad tenia una media de 46 afios y el estrato

socioecondémico mas prevalente entre los pacientes, el cual fue el 3 (38.9%).
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Tabla 9. Estado sociodemografico de pacientes con Esclerosis Sistémica

Parametros (%) Resultados (n=36)
Edad (Media (DE) - IQR) 57 afios (12) (50-63)
Sexo Mujeres (97,2%)
Hombres (2,8%)
Nivel Educacional 9 afios 0 mas (61,1%)

Menos de 9 afios (38,8%)

Estrato socioeconémico 1 (8,3%)

2 (22,2%)
3 (38,9%)
4 (19,4%)
5 (5,6%)
NA (5,6%)

Indice de masa corporal 23.9 (20.5 - 28.4)
(Mediana-IQR)

Inicio de la enfermedad 46 (37,5-51,3)
(Mediana-IQR)

Nota. Creacion propia.

4.2 Estado clinico de pacientes con Esclerosis Sistémica

4.2.1 Comorbilidades
El estudio revel6 que las comorbilidades mas frecuentes en pacientes con ES son los trastornos

acido-pépticos (44,4%), la hipertension arterial (25%), enfermedad cardiovascular (25%) vy la
trombosis venosa (19,4%). Otras comorbilidades relevantes incluyen, enfermedad renal
(11,1%), neoplasia (11,1%), dislipidemia (8,3%) y enfermedad cerebrovascular, enfermedad
arterial  periférica, diabetes mellitus e Hipertensiébn (5,6% cada una).
Fue relevante considerar en el analisis del tratamiento que estaban recibiendo los pacientes en
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el curso de la ES, esto para evaluar la estabilidad de la proteina a estudiar, donde se determind
que el 77,7% de los individuos en estudio se encontraban en tratamiento y dentro del tipo de
tratamiento que estaban recibiendo como corticoides, antipaltdicos, inmunosupresores y

farmacos antirreumaticos, se destaco el uso de farmacos antirreumaticos (66,6%).

Figura 10. Comorbilidades estudiadas en pacientes con Esclerosis Sistémica en estudio.

Comorbilidades en pacientes con ES

Enfermedad renal
Enfermedad cardiovascular
Trastornos acido pepticos
Enfermedad cerebrovascular
Enfermecdad Arterial Periferica
Diabetes Mellitus

Dislipidemia

Items clinicos

Meoplasia
Trombosis venosa
Hipertensidn

(=)

10 20 30 40 50
Porcentaje (%)

Nota. Creacion propia.

4.2.2 Poliautoinmunidad

Se observd que los pacientes con ES en estudio presentaban poliautoimunidad (50%) con
enfermedades como LES, AR, dermatopolimiositis, enfermedad de Hashimoto, SS, a nivel
mundial se estima que entre un 10% y un 43.9% de los pacientes con ES presentan asociada

poliautoinmunidad y del mismo modo.
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Figura 11. Poliautoinmunidad en pacientes con Esclerosis Sistémica en estudio.

Poliautoinmunidad en pacientes con ES
11,1%
5,5%
7%

2
= Lupus Eritematoso Enfermedad de Hashimoto

Artritis Reumatoide Sindrome de Sjogren

= Dermatopolimiositis = No poliautoinmunidad

Nota. Creacidn propia.

4.2.3 Criterios ACR/EULAR 2013

Se evaluaron los items de la ACR/EULAR 2013 para ES en los pacientes del estudio,
evidenciando la prevalencia que tenian los pacientes en cada una de estas manifestaciones.
Donde se obtuvo items que eran frecuentes. El 72% de los pacientes con ES muestran un
engrosamiento en la piel de los dedos y el 94.4% de ellos presentan telangiectasias y Fenémeno
de Raynaud. Igualmente, fue relevante la positividad de los autoanticuerpos anti-centromero
(55.6%) siendo estos vinculados con la ES limitada, teniendo en cuenta el desarrollo

heterogéneo de la enfermedad en quienes padecen la enfermedad.

Tabla 10. Presentacion de criterios de EULAR/ACR 2013 en pacientes.

item Sub- item Resultado
(n=36) (%) (n=36) (%)
- 12 (33,3)

1.Engrosamiento de la piel
Con extension a la region MCP.

2. Engrosamiento de la piel de los - Dedos hinchados 5 (13,8) 26 (72,2)
dedos. - Esclerodactilia 30 (83,3)

3. Lesiones en la yema de los - Ulceras digitales 3 (8,3) 9 (25)
dedos - Cicatrices 9 (25)

4. Telangiectasias - 34 (94,4)
5. Capilares ungueales anormales - 9 (25)
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6. Hipertension arterial - 10 (27,7)
pulmonar y/o enfermedad
pulmonar intersticial 8(22,2)
7. Fendmeno de Raynaud - 34 (94,4)
8. Autoanticuerpos para ES - Anticentrémero (ACA) 20 (55,6)
- Anti—topoisomerasa | (ATA) 2 (5,6)
- Anti-RNA polimerasa IlI 0
- NA

Nota. Creacidn propia.

4.2.4 Tipo de Esclerosis Sistémica seglin su extension cutanea

La extension cutanea en la ES se puede clasificar como difusa o limitada. Basando este hallazgo
con la historia clinica de los pacientes se identificd que el 50% de los pacientes han sido
clasificados con una ES limitada, el 5.6% han sido clasificados con ES difusa y el 44.4% no

tiene disponible esta informacion. Figura 12.

Figura 12. Clasificacion de Esclerosis Sistémica segun la extension cutanea de los pacientes
en estudio.
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Nota. Creacidn propia.
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4.3 ldentificacion de la proteina MCP4 en pacientes con Esclerosis Sistémica

4.3.1 Curva ROC y umbral de deteccion de la proteina MCP4

A partir de las concentraciones obtenidas en el inmunoensayo de deteccion ELISA con las
muestras de suero de los pacientes, se genero una curva ROC con el software XLSTAT la cual
permite discriminar la capacidad del ensayo para discriminar entre pacientes que expresan la
proteina MCP4 y controles analizando la sensibilidad (la proporcidn de pacientes con esclerosis
sistémica que se clasifican correctamente) y la especificidad (la proporcion de pacientes sanos
que se clasifican correctamente) en diferentes puntos de corte, esto calculando el valor del area

bajo la curva ROC (AUC) (Figural3).

Figura 13. Curva ROC del ensayo.
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Nota. Creacion propia.

El valor de AUC que se obtuvo en la grafica de las concentraciones de pacientes y controles
fue de 0.610, lo cual indica que el modelo tiene una capacidad moderada para discriminar entre
pacientes con ES y el grupo control, teniendo el 61% de probabilidad de clasificar

correctamente a un paciente con ES que expresa MCP4.
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Tabla 11. Tabla de andlisis umbral de deteccidn de la proteina MCP4.

Concentracion|Sensibilidad | Especificidad|VP|VN|FP|FN SenS|b_|I_|d_ad ™ |Precisién
Especificidad
0,000 1,000 0,000 36| 0 (36| 0 1,000 0,500
2,451 0,389 0,750 141279 |22 1,139 0,569
6,230 0,333 0,833 12130| 6 |24 1,167 0,583
8,742 0,306 0,917 11133| 3 |25 1,222 0,611
11,248 0,278 0,944 10|34| 2 |26 1,222 0,611
14,998 0,222 0,944 834|228 1,167 0,583
19,978 0,194 0,972 7135|129 1,167 0,583
32,332 0,167 1,000 636|030 1,167 0,583

Nota. VP verdaderos positivos, VN verdaderos negativos, FP falsos positivos, FN falsos
negativos. Creacion propia.

Al evaluar en esta curva la sensibilidad y la especificidad en diferentes puntos de corte (Tabla

11), permite determinar cual serd el umbral de deteccion de la proteina para el estudio, teniendo

en cuenta que el valor establecido debe tener mayor porcentaje de especificidad que de

sensibilidad lo que permite evitar la clasificacion erronea de pacientes con ES que no expresan

MCP4. Para el estudio se eligié el umbral de 8,742 y 11,248 pg/ml los cuales tenian los valores

mas altos sensibilidad, especificidad y precision, dados estos valores se determind manejar

como umbral de deteccidon en el ensayo un rango de 8,742- 11,248 pg/ml, valores que permiten

determinar con la mejor precision entre verdaderos positivos y verdaderos negativos en

pacientes que sobre expresan la proteina MCP4.
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4.3.2 Prueba Mann Whitney

En este estudio se realiz6 una prueba de Mann-Whitney para comparar el grupo de pacientes
con ES y el grupo de individuos sanos con tamafios de muestra iguales (n=36 cada uno). La
mediana del grupo con ES fue de 1.878, mientras que la mediana del grupo de individuos sanos
fue de 0.000. La suma de rangos para los grupos A 'y B fueron 1471y 1157, respectivamente.
El valor U de Mann-Whitney calculado fue 491. La prueba de dos colas arrojo un valor p no
significativo (ns), indicando que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las
medianas de los dos grupos (P < 0.05). La diferencia real entre las medianas fue de -1.878.

(Tabla 12) (Figura 14).

Tabla 12. Valores prueba Mann Whitney.

Item Valor
Valor P 0.07 ns
Suma de rangos 1471, 1157
Mann Whitney 491
D|ferenglnaélg medias 1878

Nota. Creacion propia.

Figura 14. Grafica de concentraciones de MCP-4 en el grupo de Esclerosis sistemica e
individuos sanos.
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Nota. Creacion propia.

4.4 Rol de la proteina MCP4 en la Esclerosis Sistémica

A partir del umbral de deteccion de la proteina MCP4 se tomo a los pacientes en los cuales la
concentracion de la proteina era mayor al valor de corte (>11,248), 10 pacientes y 2 controles
superaban este valor, clasificAndolos como quienes sobre expresaban la proteina MCP4. De
este grupo se analizé los parametros antes mencionados (caracteristicas sociodemogréficas,
comorbilidades asociadas, poliautoinmunidad, tratamiento, criterios ACR/EULAR 2013,
exposicion a compuestos quimicos) para poder determinar la funcion de la proteina MCP4 en

la ES y su importancia como candidata a biomarcador de diagnostico en la enfermedad

4.4.1 Caracteristicas sociodemogréaficas

Dentro de las caracteristicas fue importante determinar nuevamente su edad y su género,
observando que como la poblacién en general con ES su edad promedio fue de 57 afios y

predominaba el sexo femenino (90%) con respecto al masculino (10%) (Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas sociodemogréficas de pacientes que expresan MCP4.

Parametros (%)

Resultados (n=10)

Promedio de edad 57 anos
Sexo Mujeres (90%)
Hombres (10%)

Nivel Educacional

9 afios 0 mas (90%)
Menos de 9 afios (10%)

Indice de masa corporal
(Mediana-IQR)

23.9 (20.5 - 28.4)
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Inicio de la enfermedad 46 (37,5-51,3)
(Mediana-IQR)

Nota. Creacion propia.

4.4.2 Comorbilidades asociadas, poliautoinmunidad y tratamiento
En este grupo de pacientes se evalu6 el diagnostico de trastornos gastrointestinales, Diabetes
Mellitus, dislipidemia, trombosis e hipertension, de alli se constaté que en estos pacientes

prevalecian los trastornos gastrointestinales (50%) y la hipertension (20%) (Figura 16).

Figura 15. Comorbilidades presentadas en pacientes que expresan MCP4.

Comorbilidades en pacientes con ES que
expresan MCP4

o

= Hipertensidn Dislipidemia
Diabetes Trombosis

= Trastornos gastrointestinales

Nota. Creacion propia.
La poliautoimunnidad en este grupo de pacientes mostro que no hay un valor sobresaliente de
pacientes que presenten poliautoinmunidad (20%). Se revisé de igual forma, si estos pacientes
cursaban con tratamiento, se observd que gran parte (70%) estaba cursando con tratamiento
durante el ensayo, mostrando la estabilidad de la proteina MCP4, de manera que, los niveles
elevados de MCP-4 pueden indicar que la enfermedad esta activa, incluso si los sintomas estan
controlados (Figura 16). Se evalu6 la concentracion de MCP4 con respecto a los pacientes que
presentaban y no presentaban poliautoinmunidad, encontrando que los cambios en la

concentracion no diferian entre estos dos grupos (Figura 17).
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Figura 16. Grafica tratamiento en pacientes que expresan MCP4 .
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Figura 17. Concentracion MCP4 y poliautoinmunidad.
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Nota. Creacion propia.

Al evaluar los criterios ACR/EULAR 2013 se corroboro que todos los pacientes que tenian
niveles elevados de concentracion de la proteina MCP4 presentaban telangiectasias y fenémeno
de Raynaud, asociando de manera estrecha la presencia de la proteina MCP4 con dafios

vasculares y lesiones de la reperfusion sanguinea.
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Tabla 14. Criterios ACR/EULAR en pacientes que expresan MCP4.

para ES

-Anti -topoisomerasa | (ATA)

-Anti-RNA polimerasa Il

- NA

item Sub-item Resultado (n=36)
(n=10) (%) (%)
1. Engrosamiento de la | - 3 (30)
piel con extension a la
region MCP.
2. Engrosamiento de la | - Dedos hinchados 1 (10) 9(90)
piel de los dedos.
- Esclerodactilia 9 (90)
3.Lesiones en la yema | - Ulceras digitales 1 (10) | 1(10)
de los dedos - Cicatrices
4. Telangiectasias - 10 (100)
5. Capilares ungueales | - 3 (30)
anormales
6.Hipertension arterial | -
pulmonar y/o
enfermedad pulmonar 3(30)
Intersticial
7. Fenémeno de | - 10 (100)
Raynaud
8.Autoanticuerpos -Anticentrémero (ACA) 7 (70)
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Nota. Creacion propia.
Figura 18. Manifestaciones clinicas en pacientes con ES.
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5. DISCUSION

La ES en Colombia es una enfermedad que ha sido olvidada, pero prevalece su mortalidad lo
cual la hace relevante para ser estudiada. En este estudio de tipo transversal retrospectivo se
puede constatar que es una enfermedad que se presenta en su mayoria en mujeres con una edad
promedio de 57 afos, lo cual es consistente con la literatura al mencionar que las enfermedades
autoinmunes y en particular la ES predomina en el género femenino y en personas entre la
quinta y sexta década de su vida. El desarrollo de la enfermedad con su triada caracteristica de
presentacion conlleva a afectar diversos sistemas en el organismo, desencadenando patologias
asociadas a los dafios que esta va dejando a su paso, es evidente que estos pacientes no solo
presentan la ES sino también con ella desarrollan enfermedades renales, vasculares,
pulmonares relacionadas estrechamente, junto con esto, se destaca la presencia de
poliautoinmunidad en quienes padecen de ES, un estudio realizado por la Universidad del
Rosario describi6 la frecuencia de este fendmeno en ES y a nivel mundial oscila entre 10.9%

al 43%, siendo esta una caracteristica usual(118).
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Todos los pacientes en estudio tuvieron un puntaje mayor o igual a 9 bajo los criterios
ACR/EULAR 2013, lo cual los clasificaba con ES lo cual permitié un grupo determinado de
pacientes junto con muestras completas para realizar el estudio, prevalecia en este grupo la ES
limitada siendo esta la presentacién mas frecuente y de mejor prondstico de la patologia. Llama
la atencidn, que dentro de estos criterios de clasificacion no se incluye ninguno que pueda ser
analizado de forma asequible y con un resultado rapido en el laboratorio clinico, por ello en
este proyecto se propone el uso del inmunoensayo ELISA, el cual permite realizar un analisis
sensible, especifico, rapido y a bajo costo analizando una proteina sérica como lo es MCP4 que
a diferencia de candidatos a biomarcadores genéticos y metabdlicos no se necesita una cantidad
minima para que sean detectados, no se requieren pretratamientos ni acciones adicionales para

el analisis, lo cual brinda beneficios a quien maneja la muestra y los resultados(119)

La proteina MCP4 esté asociada a la inflamacion, la vasculopatia y la fibrosis que se producen
a lo largo de la ES. Mediante el ensayo realizado se evidencio que las concentraciones fueron
mas altas en pacientes que en controles, a pesar de esto esta diferencia no fue estadisticamente
significativa, con un valor p de 0,077, evidenciando la presencia de MCP4 en la enfermedad
pero de manera generalizada. De esta manera, los pacientes que expresaban la proteina tenian
mayor prevalencia de manifestaciones clinicas caracteristicas y tempranas de la enfermedad,
como esclerodactilia, telangiectasias y fendmeno de Raynaud, las cuales se relacionan con la
liberacion de MCP4. Ademas de que la proteina se expresd aln cuando los pacientes se
encontraban en tratamiento, lo que sugiere que esta proteina es estable para ser detectada,
siendo un candidato a biomarcador ideal para seguir siendo estudiada. Dados estos resultados
en los pacientes que mostraban niveles elevados de la proteina MCP4, se destacaron
telangiectasias, el fendmeno de Raynaud y esclerodactilia (100%) en el grupo de estudio. Laifu
li y colaboradores determinan la relacion entre MCP4 y dafio epitelial, el cual, esta vinculado

con su induccidn de la expresion de moléculas de adhesion en células epiteliales, y el aumento
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de la expresion de moléculas de adhesion, lo que supone a que mas células como monocitos o
neutréfilos del sistema inmunoldgico innato accedan al sitio de inflamacion, con ellos MCP4
se libere de manera abundante, (109). Ademas, las telangiectasias y el fenémeno de Raynaud
estan asociadas a la isquemia y a lesiones de reperfusion, que es un dafio endotelial
generalizado en la patologia. En un estudio realizado por Yanaba y colaboradores se asociaron
estos mecanismos endoteliales en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), las
cuales son inducidas por MCP4 y generan el dafio endotelial vascular, siendo también ROS
inductora de la proliferacion de fibroblastos implicando asi su produccion masiva resultando
en fibrosis (31). De forma que, MCP4 en ES estd implicada en la vasculopatia, fibrosis e

inflamacion generalizada, la cual induce a ROS.

Su mecanismo entonces, iniciaria con NFk-B como inductor de MCP4 al sitio de inflamacion
aumentando asi la expresion de moléculas de adhesion, lo que produce acumulacion de células
leucocitarias del sistema inmune innato, implicando en este punto la produccion de ROS a
partir de la liberacion abundante de MCP4, suponiendo el dafio de células endoteliales que
generan lesiones de reperfusion en los vasos sanguineos y por otro lado iniciando la
proliferacion de fibroblastos originando la fibrosis (Figura 18). MCP4 punto de partida de
liberacion de ROS (120), ademas siendo este un inductor a la proliferacién de fibroblastos,

conllevando a manifestaciones como fibrosis y dafio vascular.

El estudio presento algunas limitaciones como la cantidad reducida de pacientes en estudio, lo
que limita generalizar los resultados a una poblacién mas amplia, se recomienda realizar
estudios con muestras mas grandes para confirmar los resultados y aumentar la robustez de las
conclusiones. La informacion disponible en las historias clinicas de algunos pacientes era
incompleta y no incluia un analisis de laboratorio clinico que permitiera correlacionar la

presencia de la proteina con otros parametros, lo que pudo haber afectado la precisién de los
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resultados y limita la profundizacién de los hallazgos, de manera que, es importante contar con
historias clinicas completas, seria relevante poder realizar un estudio longitudinal de estos
pacientes para comprender el comportamiento de la proteina durante el tiempo y seria
pertinente estudiar la proteina junto con otros biomarcadores en estudio para aumentar la

sensibilidad del estudio.

Figura 18. Rol de MCP4 en la Esclerosis Sistémica.
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6. CONCLUSIONES

Este estudio encontré que la proteina MCP4 podria ser un biomarcador util para el diagnostico
y la progresion de la esclerosis sistémica esto junto con otros biomarcadores como CXCLD9,
CXCL10 Y CX3CL1 esto por su funcion generalizada en la enfermedad. La edad y genero de
los pacientes en estudio se encuentra entre la cuarta y quinta decada de la vida y sus

comorbilidades se asocian a la enfermedad autoinmune que padecen. El grupo de estudio con
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ES no tenia niveles significativamente mas altos de MCP4 que los controles, igualmente, la
curva ROC determino que el ensayo podria clasificar a quienes expresaban la proteina en un
61%, igualmente, la expresion de MCP4 se asocié con manifestaciones clinicas tempranas de
la ES y se detecto incluso en pacientes bajo tratamiento lo cual refleja su estabilidad para ser
detectada y esta relacionada a la liberacion de ROS inducida por MCP4 que puede contribuir a
las manifestaciones de la ES. La proteina entonces tiene como rol en la enfermedad inducir a
la expresion de moléculas de adhesion, con ello, acumular células leucocitarias y contribuir en
la proliferacion de fibroblastos, a partir del estrés oxidativo generado en la enfermedad. Se
necesitan méas investigaciones para confirmar estos hallazgos y determinar la utilidad clinica
de MCP4 en la ES. En futuras investigaciones se deben incluir un grupo mas grande de

pacientes y obtener informacion completa del curso de la enfermedad de los pacientes.
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