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1. RESUMEN

La esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad autoinmune del tejido conectivo caracterizada
por la presencia de vasculopatia, alteracion de la respuesta inmune generando fibrosis en piel y
organos internos. Debido a su alta tasa de mortalidad y la complejidad en el tratamiento, se hace
necesario intensificar la busqueda de nuevos biomarcadores que permitan detectar la fase
temprana de la enfermedad, facilitando asi el diagndstico temprano y el tratamiento oportuno. En
la busqueda de nuevos biomarcadores se ha propuesto a las quimioquinas como biomarcadores
en las enfermedades autoinmunes. Un ejemplo es la Fractalcina/CX3CL, la cual puede actuar
como molécula de adhesion en el endotelio inflamado, promoviendo la retencién de monocitos y
células T cuando estd anclada a la membrana. Ademas, en su forma soluble, induce la migracion
de monocitos, células asesinas naturales (NK) y células T. Por tal motivo, se ha propuesto la
Fractalcina/ CX3CL1 como candidata a biomarcador en ES, debido a su papel es el proceso
inflamatorio en las enfermedades autoinmunes (EA), especialmente en la ES. Este proyecto tiene
como objetivo identificar y describir Fractalcina/ CX3CL1 como un posible biomarcador

predictivo para el diagndstico de la esclerosis sistémica.

PALABRAS CLAVE: Esclerosis sistémica, autoinmunidad, vasculopatia, respuesta inmune,

biomarcadores, quimiocina, endotelio, diagnostico, tratamiento.



2. INTRODUCCION

La esclerosis sistémica (ES) presenta un desafio considerable en su manejo clinico debido a
la falta de biomarcadores que permitan un diagndstico temprano y la prevision de su
evolucion y severidad (1). Estudios clinicos han mostrado que los pacientes con ES
frecuentemente presentan autoanticuerpos detectables, destacando asi la necesidad urgente de
herramientas diagndsticas mas precisas. En Colombia, la esclerosis sistémica, es reconocida
como una enfermedad huérfana y esta entre las siete mas prevalentes segun el Instituto
Nacional de Salud (INS), y ademas ha enfatizado en la importancia del diagnostico precoz y
del tratamiento integral para mejorar la calidad de vida de los afectados. Por ello, es crucial
identificar biomarcadores que permitan un diagnéstico temprano y la identificacion de
personas con mayor riesgo de resultados adversos. La busqueda de biomarcadores en las EA
se ha intensificado, enfocandose en caracteristicas como la facilidad de medicion,
rentabilidad y reproducibilidad en muestras no invasivas, como la sangre periférica. Asi, la
investigacion se ha dirigido hacia los biomarcadores proteémicos, que son mas estables en
sangre y pueden detectarse mediante diversas metodologias proteémicas. En respuesta a esta
necesidad, el Centro de Estudio de Enfermedades Autoinmunes (CREA) de la Escuela de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad Colegio Mayor Nuestra Sefiora del
Rosario se ha dedicado a profundizar en la fisiopatologia de la ES y a identificar
biomarcadores diagnosticos. Este trabajo de grado se centra en investigar el papel de la
Fractalcina en la fisiopatologia de la ES y su potencial como biomarcador para mejorar el

diagndstico y la gestion clinica de esta enfermedad.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La ES, es una enfermedad autoinmune croénica del tejido conectivo caracterizada por un depdsito
desproporcionado de colageno en la piel y en los 6rganos internos, esta enfermedad es mediada
por diferentes mecanismos inmunoldgicos (1). Para el afio de 1980, el American College of
Rheumatology (ACR) definid los primeros criterios para la clasificacion de ES, se identifican
afectaciones proximales en la piel por cambios esclerodermatosos o la presencia de dos 0 mas
criterios menores, como esclerodactilia, cicatrices digitales o pérdida de tejido en la yema del

dedo distal, asi como la presencia de fibrosis pulmonar basal bilateral (2).

En el 2013 la EULAR/ARC establecié los ultimos criterios de clasificacion para determinar el
grado de afectacion de la enfermedad en piel y 6rganos, sin embargo, la mayoria de criterios
depende de la presencia de sintomas clinicos y la identificacion de autoanticuerpos como
marcadores de diagndstico de laboratorio, que ademas de tener propiedades de diagnostico,
también tiene propiedades de pronéstico de la enfermedad (3,4). Estos anticuerpos pueden ser,
los anticuerpos anti centrdmero (ACA), los anticuerpos anti-topoisomerasa | (Scl-70 0 ATA) y
los anticuerpos anti-ARN polimerasa 11 (ARA), que muestran una prevalencia variable con baja
especificidad y sensibilidad. Se ha observado que la prevalencia de ATA en pacientes con ES

varia ampliamente, entre el 14% vy el 71% (5).

El tratamiento de pacientes con ES, es una de las dificultades mas significativas ya que reside en
la ausencia de marcadores biolégicos que permitan un diagnostico precoz, asi como la carencia
de indicadores que predigan la progresion, actividad y gravedad de la enfermedad, por

consiguiente, el CREA de la Universidad del Rosario tiene como objetivo crear una comprension



maés precisa de la fisiopatologia de la ES permitiendo la identificacion de biomarcadores 6ptimos
para diagnosticar esta afeccion, con el proposito de mejorar la calidad de vida de los pacientes

afectados y reducir la tasa de mortalidad asociada a esta enfermedad.

Objetivo general

Evaluar los niveles séricos de la quimioquina Fractalcina/CX3CL1 y su papel en la

fisiopatologia de esclerosis sistémica.

Obijetivos especificos

e Describir las caracteristicas sociodemograficas de pacientes con esclerosis sistémica.

e ldentificar la quimioquina Fractalcina/CX3CL1 en suero de pacientes con esclerosis

sistémica.

e Describir el rol de la quimioquina Fractalcina/CX3CL1 en la fisiopatologia de esclerosis

sistémica.



4. ANTECEDENTES

La ES, una condicion influenciada por el sistema inmunolégico, plantea desafios significativos
tanto para médicos como para pacientes. A pesar de indicios que sugieren una supervivencia
mejorada, especialmente en individuos con esclerosis sistémica cutanea difusa, esta enfermedad
presenta una elevada tasa de mortalidad, superando a otras enfermedades reumaticas (6). Al ser
considerada poco comin y catalogada como una enfermedad huérfana con una importante
necesidad médica no satisfecha, el diagnostico de la ES a menudo se demora, lo que incrementa

la carga sobre los pacientes (5,6).

En la actualidad se han relacionado estos procesos con ES ya que esta se caracteriza por el
desarrollo de una fibrosis progresiva de la piel y de los 6rganos internos causando de esta manera
su disfuncién, trastornos de la morfologia, funcién de los vasos sanguineos y anormalidades del
sistema inmune, algunos de los érganos mas afectados son, el corazon, pulmones, tracto
gastrointestinal y rifiones, su clasificacion se realiza mediante dos formas clinicas: esclerosis
sistémica difusa (ESD) y esclerosis sistémica limitada (ESL), manifestando en esta el sindrome

de CREST y la forma clinica en la que se presenta ausencia de afectacion cutanea (7,8).

En la ESL se observa una afectacion cutanea de la cara y distal a rodillas y codos, con menor
compromiso y con una lenta progresién, en cambio para la ESD, las zonas afectadas seran la
piel generalmente en extremidades y tronco, su progresion se realiza de manera rapida y dentro
de esta podemos encontrar ya un compromiso visceral precoz en un lapso no menor a 5 afios.
Segun estudios se asocian también el sindrome de solapamiento, que es cuando ESD o ESL

estan siendo afectadas por otras patologias no conocidas (7).



Se desconoce el origen de la ES, pero datos recientes muestran que hay una relacion de 3:1,
afectando 3 mujeres por cada 1 hombre en millon de habitantes (9). Ademas, factores como la
raza, el ambiente, la edad y la genética son predisponentes para el desarrollo de la misma (9).
Denton y colaboradores, determinaron que no en todas las regiones geograficas, se encuentran
datos de pacientes con ES, por ejemplo; en Estados Unidos se establecié una incidencia de 19,3
nuevos casos por millon de habitantes. Para Colombia se desconoce el nimero de pacientes
afectados con ES, pero Mayes y colaboradores en 2003 segun la asociacion Colombiana de

Esclerodermia al menos 4.000 personas presentan la enfermedad (10).

En la actualidad el CREA, ha venido trabajando en la busqueda de biomarcadores de
diagndstico para las enfermedades autoinmunes (11). En el grupo de investigacion, se realizé
un estudio piloto de pacientes con EA donde se evalud un panel de 348 proteinas con la
estrategia de Olink Proteomics y su tecnologia basada en ensayos de extension de proximidad

(PEA), el cual revelo 7 proteinas sobre expresadas en pacientes con ES (ver figura 1).
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Figura 1. Expresion de proteinas séricas de pacientes con ES en comparacion con individuos

sanos, estudio piloto CREA.

Fuente: Creacion propia.

5. MARCO REFERENCIAL

Esclerosis sistémica: Es una enfermedad crénica caracterizada por fibrosis difusa y
anormalidades vasculares en la piel, articulaciones, y érganos internos (en especial el es6fago,
tubo digestivo inferior, pulmones, corazon y rifiones). Los sintomas mas comunes incluyen el
fenomeno de Raynaud (FR), poliartralgia, disfagia, pirosis, hinchazon y finalmente
engrosamiento de la piel y contracturas de los dedos, se presentan algunas afecciones tales
como: pulmonares, cardiacas y renales que son responsables de la mayoria de los casos de
muerte (12). La ES, es una enfermedad del tejido conectivo y de la microcirculacion que se
caracteriza por la fibrosis de los tejidos afectados y alteraciones vasculares, lo que desencadena
una serie de sintomas, que incluyen el FR, esclerosis en piel, Ulceras digitales, enfermedad
pulmonar intersticial (EPI), hipertension arterial pulmonar (HAP), fibrosis cardiaca,

compromiso gastrointestinal, disfuncion hepatica (13).

La ES, afecta la piel produciendo fibras de colageno compactas en la dermis reticular,
adelgazamiento epidérmico, pérdida de las crestas epidérmicas y atrofia de los anexos
dérmicos. Pueden acumular linfocitos T, y aparece una extensa fibrosis en las capas dérmicay
subcutanea. En los pliegues de las ufias las asas capilares se dilatan y se pierden algunas asas
microvasculares (Ver figura 2). En las extremidades se produce inflamacion crénica y fibrosis

de la membrana sinovial y superficies y tejidos blandos periarticulares (14,15).



En cuanto a la epidemiologia de ES varia segun la ubicacion geografica, por ejemplo; en
Europa se presentan de 7,2 a 33,9 por cada 100.000 personas y de 13,5 a 44,3 por cada 100.000
personas en América del Norte, en Colombia, datos demuestran que no hay casi expresion de
ES, existen estudios que datan que en algunas regiones se presentan entre 23,7 por cada
100.000 habitantes, y muestra un patron frecuente en personas entres 65-69 afios siendo

aproximadamente un 70% mujeres (2,16).

Triada Esclerosis Sistemica.

\/

Vasculopatia

Activacion del
sistema inmune. {

:,-_;5: |
d
de %9,

®

Fibrosis.

Figura 2. Presentacion triada Esclerosis Sistémica. Activacion del sistema inmune por
poblaciones celulares de M2, células dendriticas; el dafio vascular desencadena la
vasculopatia y el proceso fibrotica aumenta la produccion de proteinas y aumenta la

produccién de colageno

Fuente: Creacion propia



6. CRITERIOS DIAGNOSTICOS

La ES, es una enfermedad que implica numerosos factores, donde uno de los determinantes
pueden asociarse a variables genéticas, las que contribuyen a desarrollar susceptibilidad
genetica, se habla de riesgo en esta enfermedad, lo que dependera de efectos acumulados
mediado por diferentes marcadores genéticos individuales y colectivos puesto que la
caracteristica principal de estos es desarrollar “autoinmunidad compartida” que le permitira a la

persona regular el desarrollo de una determinada enfermedad autoinmune.

Desde 1980 se conocen los primeros criterios diagnosticos de la enfermedad propuestos por el
ACR. A mediados de 1988 LeRoy y colaboradores mejoran las limitaciones de evaluacion
propuestos por la ACR, clasificando la ES en esclerodermia difusa y esclerodermia limitada,
mostrando caracteristicas morfoldgicas identificando algunas asociaciones de anticuerpos a

cada uno de los subtipos (17).

A inicios del siglo XXI, LeRoy y Medsger definieron una serie de criterios de evaluacion para
el diagndstico precoz y la clasificacion de la ES (10). Para el 2013, el ACR y la European
League Against Rheumatism (EULAR) presentaron nuevos criterios de clasificacion para la ES,
clasificandola por medio de un puntaje maximo de 9, donde se evidencian manifestaciones
vasculares, inmunoldgicas y fibréticas, catalogando de esta manera el diagnostico y tipo de

estadio de la enfermedad (1).

Criterios de clasificacion ACR/EULAR 2013, podemos evidenciar criterios clinicos y de

laboratorio que nos permite identificar y catalogar pacientes con ES, sin embargo, existen

10



limitaciones en la presentacion de pacientes con ES en algunos estadios tempranos que

dificultan la presentacion clinica y de laboratorio (18). En los criterios diagndsticos y

pronostico de la ES se usa la capilaroscopia del lecho ungueal, que nos permite analizar la

morfologia y cuantificacién de los capilares diferenciando el FR en su etapa primaria o

secundaria generando un diagnostico precoz y presuntivo de la ES mostrando afectacion de la

microcirculacion, ayudando de esta manera a predecir la aparicion de complicaciones, como

Ulceras digitales y compromiso a nivel de cara, manos, cuello, antebrazos y en ocasiones

compromiso pulmonar ( Vertabla 1y 2) (19).

Tabla 1 Criterios de clasificacion de la esclerosis sistémica

ITEM CARACTERISTICAS | PUNTUACION

Engrosamiento cutaneo de los dedos de ambas 9

manos Yy estos se extienden.

Engrosamiento cutaneo de los dedos. Dedos en salchicha. 2
Esclerodactilia. 4

Lesiones en el pulpejo (punta del dedo). Ulceras digitales. 2
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Lesiones en mordedura

de rata.

Telangiectasia.

Capilaroscopia

patologica.
Hipertension arterial pulmonar- enfermedad HTP.
pulmonar intersticial.

EPI.

Fendmeno de Raynaud.

Autoanticuerpos relacionados con esclerodermia.

Anti centromero (ACA)
Anti-topoisomerasa |

(ATA)

Anti—-RNA polimerasa

Fuente: - ACR/EULAR 2013

Puntuacion > 9, clasifica como paciente con ES.
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Tabla 2 Presentacion clinica Esclerosis Sistémica Difusa- Esclerosis Sistémica Limitada.

PRESENTACION CLINICA

ESD

ESL

Engrosamiento cutaneo de forma

simétrica.

Generalizado.

Progresivo.

Fendmeno de Raynaud.

Evolucion reciente.

Varios afos de evolucion.

Afectacion visceral:

De tipo temprano y tardio.

Fibrosis pulmonar intersticial.

Afectaciones gastrointestinales.

De tipo tardio.

HTP.

Afectacion pulmonar.

CBP- Cirrosis biliar primaria.

Anticuerpos antinucleares ANA.

Anti-topoisomerasa- antiScl70-

aproximadamente en un 70%.

Anti centrémero.

Anti centrémero en un 80%.
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Capilaroscopia.

Visualizacion megacapilares- pérdida

total o parcial de los capilares.

Asas dilatadas, no se evidencia

pérdida capilar.

Prondstico.

Afectacion 90% hombres.

Afectacion renal, cardiaca y pulmonar.

Muerte por HTP.

Fuente: Creacion propia.
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7. TIPOS DE ESCLEROSIS

7.1 Esclerosis sistémica limitada

Una de las principales caracteristicas para este tipo de ES, es CREST (calcinosis, sindrome de
Raynaud, trastornos de la motilidad esoféagica, esclerodactilia y telangiectasia), estd asociada a
un tipo de anticuerpos ACA (anti centromero) en aproximadamente un 70% (20). Los pacientes
presentan compromiso en la piel de la cara, cuello, manos, y antebrazos, se hace visible el FR,
que ha sido evidente antes de que se manifieste de forma clinica la ES, su predominancia va
ligada al género femenino, esta forma clinica presenta fibrosis pulmonar con anticuerpos To/Th
0 patrén nucleolar en la IFI y su pronostico se puede delimitar en ese caso (2,5% de las

esclerodermias sistémicas) (Ver figura 3) (20).

7.2 Esclerosis sistémica difusa

Afecta en un 90% la zona cutanea, donde se evidencia hiperpigmentacién difusa y discromia
en sal y pimienta, su patogenia esta ligada a personas jovenes, siendo estos hombres y mujeres,
presenta asociacion con anticuerpos antitopoisomerasa del ADN Scl70 y anticuerpos anti
pequefios ribonucleoproteinas del nucleo incluidas en el patrén antinucleolar tales como:
antifibrilarina: anticuerpos anti U3-RNP acompafiada de fibrosis pulmonar con respeto

articular (Ver figura 3) (20).
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LYW Fenomeno de Raynoud
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sistémica.
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difusa( £SL)
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Figura 3. Clasificacion de Esclerosis Sistémica. ESL-ESD ESL afecta el &rea de las manos, es

caracteristico el Fendmeno de Raynoud y presencia de anticuerpos; ESD afecciones de

extremidades y el tronco, Fenémeno de Raynoud y presencia de anticuerpos.

Fuente: Creacion propia.
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8. MANIFESTACIONES VASCULARES

Inicia como una anomalia funcional en especial la vasoconstriccion que se evidencia en el FR,

gue generalmente se caracteriza por episodios de palidez, cianosis de los dedos, e hiperemia con

reperfusion de los tejidos (20).

Esta puede presentarse de forma espontanea, pero en la mayoria de los casos es desencadenada
por el frio y el estrés emocional, para la ES, el FR es grave, que muestra lesiones isquémicas
que dificultan el tratamiento y empeoran el pronostico. El FR representa la manifestacion
clinica més habitual y precoz en pacientes con ES, tiene una prevalencia de 80-90 %, y supone
la manifestacion inicial de la enfermedad en cerca del 100% de ESL y alrededor de un 70% de

ESD (20).
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9. MANIFESTACIONES CUTANEAS

En cuanto a la piel, es afectada en diferentes fases que se corresponden con hallazgos tipicos en
la histologia de ES (10). Fase edematosa, caracterizada por inflamacion perivascular y esto se

debe a un deposito de colageno y matriz extracelular, con fibrosis de la dermis (21).

Se evidencia edema de los dedos, que evoluciona hacia la induracion cutanea y, finalmente,
hasta la fibrosis o esclerodactilia; hay un aumento de la pigmentacion y del brillo de la piel, es
notorio la pérdida de pliegues y de anejos cutaneos, lo que resulta habitual en diferentes

estudios evolutivos; terminando en una fase donde la piel pasa a una fase de adelgazamiento y

atrofia (22).
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Figura 4. Esclerodermia, (esclerosis sistémica). Fibroblastos, células dendriticas, células del
musculo liso, células endoteliales, macrofagos y fibroblastos expresadas en el desarrollo de la

Esclerodermia.

Fuente: Aspe L, Gonzélez M, Gardeazabal G (17)

Dentro de este tipo de manifestaciones encontramos 4 categorias, pulmonar, cardiaca, renal y

gastrointestinal.

e Pulmonar: Entre estas se destacan la enfermedad intersticial pulmonar y la hipertension
arterial pulmonar, la enfermedad pulmonar intersticial es la mas comdn, es mas frecuente
en pacientes con ESD y que tiene un historial de fumadores, pacientes con SR, Ulceras
digitales y roces de friccion tendinosos (12,20). La fisiopatologia esta marcada por fibrosis
pulmonar donde hay una alteracion en el intercambio gaseoso, produciendo disnea de

esfuerzo y enfermedad restrictiva causando una insuficiencia respiratoria (12,20,21).

e Cardiaca: Se manifiesta a nivel miocéardico, pericardico, el sistema de conduccién o en
forma de arritmias, se presenta en un 10% de los pacientes con ES, su forma clinica es
asintomatica, produciendo insuficiencia cardiaca congestiva y algunas arritmias
ventriculares (22). La afectacion es evidente en el tejido de conduccion del corazén en la
mayoria de los casos en pacientes con ESD (23). De esta manera trastornos del ritmo y de
la conduccion; produce taquiarritmia, palpitaciones, desmayos, hipertension arterial

pulmonar, dolor de pecho e hipertensién pulmonar siendo esta la ultima etapa (12).

e Renal: Es frecuente en los primeros 4 a 5 afios en pacientes con ESD, comprende fases de

afectacion dérmica de progresion rapida (12,20). Inicia con aparicion repentina de
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hipertension grave, y aparece en un 5-10% de los pacientes, caracterizada por proteinuria,

alteraciones en el sedimento, hipertension arterial o disminucion del filtrado glomerular.

Gastrointestinal: Es caracteristica de ESD-ESL (12). Hay una desaparicion paulatina de
las papilas en la lengua, engrosamiento de la membrana mucosa que cubre los procesos
alveolares, pérdida de su placa cortical, gingivitis, disfuncion esofagica, disfuncion motora
del tercio distal generando disfagia (12,22). A nivel del estomago presenta trastornos en la
motilidad y sobre todo la aparicion de telangiectasias, con hemorragias cronicas que
originen anemia o incluso episodios agudos de hemorragia digestiva alta, hay incremento

de bacterias gastricas y cambios en la flora habitual del intestino (22).
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10. FISIOPATOLOGIA

La patogenia de esclerosis sistémica esta compuesta por 3 aspectos importantes: vasculopatia de
vasos pequefios, desregulacion de la inmunidad innata y adaptativa, y fibrosis extensa de la piel
y de las visceras, siendo esta uno de los principales factores determinantes de la enfermedad, ya
que los fibroblastos tisulares sensibles, aumentan la produccion de proteinas de la matriz

extracelular en la piel (12,13).

Hay produccion de fibras de colageno en la dermis reticular, adelgazamiento epidérmico,
pérdida de las crestas epidérmicas y atrofia de los anexos dérmicos (12). En cuanto a las células
inmunoldgicas, los LT aparecen y producen fibrosis en las capas dérmica y subcutanea, en las
extremidades se produce una inflamacion cronica y fibrosis de la membrana sinovial y

superficies (12,20).

En la activacion de células endoteliales aumentaran la expresién de las moléculas de adhesion
celular (MAC), proteina 1 de adhesion celular vascular (VCAM-1), la molécula de adhesion
intercelular (ICAM) y la E-selectina (12,23). Se activa una serie de quimiocinas como: MCP-1,
MIP-1a y MIP-18; producen endotelina-1y factor de crecimiento del tejido conectivo (Ver

figura 5) (12,13,20).
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Figura 5 . Esclerodermia sistémica: epidemiologia, fisiopatologia y clinica. Células

endoteliales, células musculares lisas presentes en la activacion del endotelio de la esclerosis

sistémica.

Fuente: Allanore Y (25).
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11. FACTORES PREDISPONENTES DE LA ENFERMEDAD

Factores ambientales: Es uno de los principales desencadenantes de la enfermedad, Ferri
en 2014, define que algunos virus, como el citomegalovirus humano, el parvovirus B y el
virus de Epstein-Barr aumentan la aparicion de ES, induciendo dafio vascular y
proliferacion de fibroblastos (12,14). Entre otros factores tenemos las drogas, las
exposiciones ambientales y ocupacionales a diversos disolventes organicos y de igual

manera la exposicion a sustancias quimicas, como el cloruro de vinilo o la silice (12,24).

Factores geneticos: Varios genes pueden influir en la susceptibilidad de dicha enfermedad,
para ES, los genes asociados pertenecen a la familia de genes del complejo antigeno
leucocitario humano (HLA), los que ayudan al sistema inmunoldgico a diferenciar las
proteinas del propio organismo entre las proteinas de agentes extrafios (25,26). En cuanto a
los genes implicados en procesos inmunoldgicos tenemos IRF5 (ESCD) y STAT4 (ESCL)
(27). Estos genes son detectados por proteinas que se unen a regiones especificas de ADN
codificando respectivamente sefiales para regular la actividad entre las citoquinas y los

interferones (20,25,27).

El papel de las citoquinas es combatir las infecciones por medio de la inflamacion y el de
los interferones que son producidos por las células NK es bloquear la actividad del virus

(25). Cuando hay una activacién de las proteinas, por ejemplo, STAT4; esta codifica una
proteina especifica que actuara como factor de transcripcion generando una respuesta

inflamatoria para combatir la infeccién (25).
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Factores epigenéticos: Para este tipo de factores, se evidencia que las modificaciones
postraduccionales como son; de las histonas , en la que la hipo metilacion del ADN y los
microARN codifican y participan en los procesos de activacion inmune y fibrosis en
pacientes con ES (28). Cuando se realizan modificacion de la posotraduccion de histonas,
se muestra una regulacién de células endoteliales de pacientes con ES , implicando la

metilacion del ADN (29).
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12. VASCULOPATIA

Se cree que estas son desarrolladas por agentes infecciosos, radicales libres relacionados con el
oxido nitrico, células T citotoxicas o anticuerpos anti célula endotelial. De forma clinica, se les
atribuye a las alteraciones de la microcirculacion, que estan presentes en el fendmeno de
Raynaud, las telangectasia, las hemorragias subungueales lineales o0 hemorragias y la Glcera

(30).

Se evidencia una participacion del endotelio para la regulacion del tono vascular a través de
mediadores de vasodilatacion como la prostaciclina, 6xido nitrico, o de vasoconstriccion
atribuyéndose a la endotelina 1, liberando neurotransmisores (31). Dentro de los mecanismos
del FR y su asociacion a la ES, causa dafio endotelial activando las células lisas vasculares, que
migran y se diferencian en fibroblastos que secretan colageno y matriz extracelular,
produciendo proliferacion intimal y posterior fibrosis (31). El dafio endotelial incrementa la
adhesion plaquetaria, que origina la produccion de factores vasoconstrictores, permitiendo la
activacion de la cascada de coagulacion y evidenciando un problema con los vasos sanguineos

en pacientes con ES (31).
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13. RESPUESTA Y ACTIVACION DEL SISTEMA INMUNE

Estd mediada por anticuerpos que median la respuesta inmunitaria mediante una reaccion
inflamatoria con gran tendencia a la cronicidad, causando alteraciones en los vasos sanguineos
aumentando la permeabilidad y facilitando la migracion de los leucocitos a través del endotelio
hacia el tejido dafiado, asi como la activacion de los macrofagos y linfocitos T (31). Estos a su
vez producen citoquinas, como la IL-2, IL-4, la IL-6 y el TNF o que perpetGan y retroalimentan

el cuadro inflamatorio.

Sistema inmune: Como caracteristicas generales de la fibrosis en ES, tenemos el aumento de la
rigidez de la matriz, el estrés oxidativo crénico y la acumulacion extracelular de patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP) (32). Es importante determinar algunos factores que
funcionan como marcadores especificos de la patologia, entre los cuales se destacan: factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-3) que es el encargado de inducir todo el repertorio de
respuestas fibréticas, se observan multiples vias intracelulares, ademas de los receptores tipo
peaje (TLR) con la actividad del TGF-B y las respuestas fibréticas, que son sensores celulares

moleculares asociados a patdgenos (PAMP) microbianos (exdgenos) y DAMP enddgenos (32).

Por otra parte, los macréfagos en pacientes con ES, participan en la fisiopatologia induciendo al
organismo a que inicie su proceso de inflamacién (32). Dentro de la fisiopatologia de ES se ha
descrito que CD163 se encuentra de forma soluble y funciona como receptor de los macrofagos

M2 (32).
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De la misma manera los macrofagos, inducen una respuesta pulmonar en pacientes con ES y
fibrosis pulmonar, es aqui donde se muestra un aumento especifico en la expresion de genes
relacionados con el tréfico de lipidos y colesterol lo que conlleva a la alteracion a nivel general
del paciente (32). A nivel molecular se puede observar un bloqueo del receptor de IL-6 por
parte de los macrofagos M2, que inhibe la diferenciacion de los macrofagos M2 y la produccién

de IL-6 (32).

Dentro de la activacién celular, encontramos la IL-4 e 1L-13 que son las encargadas de inducir
la produccion de una molécula alfa en reposo por parte de los macréfagos haciendo que los
monocitos y los M2 se observen en la sangre, la piel y los pulmones de los pacientes con ES y

estan implicados en la fibrosis de la enfermedad (32).

Durante el progreso de la enfermedad es evidente la inflamacion tisular, aqui las células
mononucleares LT CD4+, expresan el antigeno DR de la clase 11 del CMH, que es un indicador
de activacidon inmunoldgica, las células inflamatorias son activadas por contacto con el antigeno
putativo o0 por mecanismos autocrinos, produciendo citocinas y factores de crecimiento
proinflamatorios y profibroticos, los cuales inician el proceso de fibrosis y causan las lesiones

endoteliales y vasculares (33).

Las células T, estan disminuidas, alterando el equilibrio normal de las células
inmunorreguladoras, estos a su vez activan la expresion de interleucina 2 de alta afinidad (IL-
2R) en sus membranas elevando el nivel de produccion de IL-2 en el suero y células T en
pacientes con esclerosis sistémica (33). En cuanto a los linfocitos B expresan CD19 que son
regulados y permiten la activacidn de los mismos, presentan hiperreactividad crénica de células

B de memoria y producen autoanticuerpos especificos para ES (34). Los patrones de células B
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se asocian con la fibrosis de la piel y los pulmones, expresando autoantigenos y regulando las

manifestaciones de la enfermedad en ES (34)
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14. PROCESO FIBROTICO

Los fibroblastos y los miofibroblastos en su papel de activacion se encargan de depositar
proteinas de matriz extracelular, cambiando el tejido dafiado y produciendo la mayoria de los
sintomas en la ES (35). La fibrosis inicia en la dermis profunda y en la parte superficial del
tejido celular subcutaneo (TCS), los encargados de desencadenar este proceso son las

citoquinas y factores de crecimiento de multiples vias de sefializacion (10).

En la patogenia de la ES los fibroblastos se convierten en miofibroblastos produciendo
citoquinas, TGF-p y receptores asociados, este se produce en células mononucleares del
infiltrado inflamatorio mediante regulacion autocrina que permite la expresion de genes de

colageno en fibroblastos, causando la progresion de la enfermedad (Ver figura 6) (10).

TGF-P es capaz de activar una via de sefializacion, capaz de traducir sefiales en los receptores
de la superficie celular siendo mensajeros especificos para los factores de transcripcion

Ilamados Smads que son conocidas como proteinas de respuesta a la via TGF-f (35).
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Figura 6 Patogénesis de la esclerosis sistémica (proceso fibrético). Tomada de Allanore Y.

Esclerodermia sistémica: epidemiologia, fisiopatologia y clinica. EMC - Apar Locomot.

Fuente: Allanore Y. (25)
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15. TRATAMIENTO

Para iniciar un tratamiento, se deben conocer las afecciones ya sean de inflamacién o
vasoconstriccion, estas pueden cursar por enfermedad activa y en ocasiones presentan
dafioirreversible como fibrosis o necrosis isquémica (35). Para ello el European League Against

Rheumatism Scleroderma Trials and Research group recomienda:

e Fendmeno de Raynaud, Ulceras digitales: El nifedipino y el iloprost intravenoso reducen la

frecuencia y la gravedad de los ataques del fenémeno de Raynaud.

e Hipertension arterial pulmonar: Se recomienda usar bosentan para mejorar la capacidad
de ejercicio, la clase funcional y algunas medidas hemodindmicas en la HAP (35). Se

recomienda también el epoprostenol intravenoso.

e Afectacion cutanea: El metotrexato mejora la puntuacion de la piel en ES (35).

e Enfermedad pulmonar intersticial: Uso de ciclofosfamida (35).

e Crisis renal: Uso de inhibidores de la enzima angiotensina y esteroides (35).

e Afectacion gastrointestinal: debe utilizarse farmacos procinéticos en las alteraciones de la

motilidad intestinal, blogqueadores H2 que mejoran los sintomas de los reflujos (35).

e Enfermedad cardiaca: Bloqueadores de los canales de calcio, ventriculo izquierdo,

inhibidores de ECA, que mejoran la perfusion miocardica (35).
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16. BIOMARCADORES

Son sustancias que indican un estado bioldgico, se usan también para detectar enfermedades, se
pueden medir objetivamente, evaltan indicadores de los procesos bioldgicos en estado
patogénico o en respuesta a un tratamiento médico, perfiles genéticos, metabolitos, proteinas,
parametros fisioldgicos o anatomicos, analisis del genoma, proteoma, metaboloma y
transcriptoma (36). Existen actualmente diferentes definiciones, una de las mas acertadas es la
que da “Biomarkers Definitions Working Group”, quienes definen que un biomarcador es una
caracteristica que se puede medir de manera objetiva y es evaluada como un indicador de un
proceso bioldgico normal, un proceso patogénico o como la respuesta farmacoldgica a una

intervencion” (37).

16.1 Tipos de biomarcadores:

e Biomarcadores de diagndstico: son aquellos que se usan para diagnosticar una

enfermedad, su curso, gravedad de la misma (38).

e Biomarcadores predictivos: Se encargan de prever la respuesta de un determinado paciente
con respecto al tratamiento, evaluando su eficacia y seguridad para permitir desarrollar
criterios y tomar ciertas decisiones con respecto al proceso que el paciente esté cursando

(36,37).

e Biomarcador de respuesta: Se usa para demostrar una respuesta bioldgica, que puede
usarse como un determinante beneficioso o maligno para tratar o determinar la enfermedad

(35,36,37).
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e Biomarcador de prondstico: Nos ayuda a determinar la probabilidad de un evento clinico,
la frecuencia, el estado en el que se encuentra la enfermedad en un determinado paciente

(35,36).

Las EA se manifiestan por un proceso inmunoldgico coordinado, que esta dirigido a
autoantigenos que el mismo sistema inmunoldgico confunde con ajenos, como resultado, se
originan alteraciones en el desarrollo genético, especialmente los genes que se encargan de
controlar las vias que regulan la auto tolerancia en la patogénesis de estas enfermedades

(36,37).

Procesos como la PTM (metodologia fosfoprotedmicas), y la produccion de autoanticuerpos, de

esta manera se pueden abordar por medio de estudios protedmicos para detectar los
autoantigenos principales de una de las enfermedades como es la artritis reumatoide (AR),
ademas de detectar anticuerpos dirigidos a algunas proteinas y péptidos presentes en este

(37,38,39). En cuanto a la rama de la protedmica, renueva la vision y mision de la atencion

clinica proporcionando herramientas para el desarrollo de la prediccion de la enfermedad, guiar

y proponer el tratamiento asi mismo observar respuesta a la terapia o tratamiento que haya

recibido el paciente (37,40).

16.2 Quimiocinas

Dentro de los biomarcadores propuestos para diagndstico y/o pronéstico de la ES se ha en
identificado que las quimioquinas juegan un papel importante en la fisiopatologia de la
enfermedad. Dentro de estas quimioquinas podemos encontrar por ejemplo la quimioquina
CXCL10, que es una proteina que puede actuar como quimioquina inflamatoria en

enfermedades de tipo autoinmune, esta se une al receptor CX3CR1 quien estd unido a la
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proteina G, al momento de unirse regula la respuesta inmune mediante la activacion y el
reclutamiento de leucocitos como células T, eosinofilos, monocitos y células NK (39).
Antonelli y colaboradores encontraron que los niveles séricos de CXCL10 se encuentran
elevados en fase inicial de la enfermedad (40). Otra de las quimioquinas es CXCL9 que se
expresa por la interaccion de la citoquina IFN- y asociada a Thi, dando paso a la infiltracion
tisular de linfocitos T, ademas regulan el reclutamiento de células efectoras en los sitios de
inflamacion y se encuentra con una mayor expresion en pacientes con ES (41). La quimioquina
CXCLA4 contribuye a la marcacion de IFN tipo | permitiendo la union de ADN para formar
complejos que amplifican la estimulacion celular, CXCL4 se expresa a nivel de plasmay se
relaciona con IFN-1 como con TNF-a y amplifica la modulacion de las funciones efectoras

mieloides en pacientes con ES (42,43,44).

Méndez y colaboradores muestran que MCP4 funciona como una molécula fundamental
implicada en el reclutamiento selectivo de linajes celulares en tejidos inflamados y su posterior
activacion (45). Asi mismo Affandi y colaboradores demuestran que los pacientes que cursen
con ES van a presentar un nivel de MCP4 elevado (46,47). Esto se debe a que MCP4 funciona
como una molécula quimioatrayente para eosinofilos, basofilos, monocitos, macréfagos, células
dendriticas CD y células T lo que producira respuestas inmunomoduladoras en células
epiteliales, musculares y endoteliales (45). Otra de las quimioquinas que esta implicada en la
fisiopatologia de ES, es la CXCL11, esta quimioquina se une a los receptores CCR1, CCR2,
CCR3, CCR5 y CCR11 provocando la migracion de eosinofilos, monocitos, células Ty CD,
induciendo la degranulacion de eosindfilos, liberacidn de histamina, expresion de moléculas de
adhesion y la secrecidn de citoquinas proinflamatorias en células epiteliales, endoteliales y

musculares en enfermedades autoinmunes (48).
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En 1997 se logrd identificar CX3CL1, siendo denominada por los autores como neurotactina
y/o fractalquina o también conocida como una glicoproteina de superficie. Pan y colaboradores,
lograron identificar CX3CL1 después de haber realizado la secuenciacion del plexo coroideo
murino, mientras que Bazan y colaboradores lo identificaron buscando secuencias similares a
las quiomiquinas por medio de una base de datos de etiquetas de secuencias expresadas en el
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) (49). CX3CL1, se expresa en células
endoteliales que se activan mediante citocinas proinflamatorias (50). CX3CL1 es un miembro
de la familia de quiomiquinas CX3C y se expresa de manera constitutiva y abundante en las

neuronas, es decir se expresa de manera mas abunde en el SNC que en la periferia (51).

Lo que diferencia a esta proteina de las demas es que puede cumplir el papel de una
glicoproteina estatica que va a estar unida a la membrana, lo que permite mediar la adhesion
celular, esta forma soluble se origina por producto de la escision proteolitica por desintegrinas y
metaloproteinasas (ADAM10 y ADAM17) contribuyendo de esta manera a CX3CL1

caracteristicas quimiotacticas (51).

Stavros y colaboradores, definen que CX3CL1 es una quimioquina estructural, su forma unida a
la membrana promueve la adhesion firme de los leucocitos que rodean la pared del vaso,
mientras que en su forma soluble sirve como un potente quimioatrayente para las células, tiene
efectos citotdxicos sobre el endotelio, asi como efectos antiapoptéticos y proliferativos sobre

las células vasculares (51,52).

Las isoformas quimiotéacticas de CX3CL1 estan mediadas por un receptor de siete dominios
transmembrana acoplados a una proteina G especifica (CX3CR1) que esta presente

exclusivamente en las células microgliales realizando una comunicacion precisa y eficaz entre
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las neuronas y las células microgliales asociadas a la coordinacion de muchos aspectos de la

funcion cerebral (53) .

CX3CL1 tiene diferentes afinidades y actividades bioldgicas, por ejemplo, en la transmision
intracelular de sefiales estd mediada por la activacion de numerosas moléculas de sefializacion,
incluidos varios mensajeros secundarios, factores de transcripcion, transductores de sefiales y la
proteina activadora de la transcripcion AP-1 (53). En algunas patologias puede promover la

activacion de la microglia y estimular la liberacion de factores inflamatorios (54).
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17. ESTRUCTURA BIOLOGICA

CX3CL1y su rol de quimioquina atipica se asocia al desarrollo de numerosas enfermedades
inflamatorias, consta de 373 aminoéacidos y esta funcionalmente dividida en 4 dominios: un
dominio extracelular de 76 amino&cidos conectado a un tallo extendido similar a mucina de 241
aminodcidos, seguido de dominios transmembrana e intracelulares de 21 y 35 aminoacidos

respectivamente (Ver figura 7) (51).

CX3CL1 al ser sintetizada como una molécula unida a membrana permite realizar una escision
en la base de este tallo por una proteasa como TNF-a y como resultado de esta escision la
forma soluble funcionara como quimioatrayente de las células diana (55). Estas envian sefiales
a través de un unico receptor unido a proteina G: CX3CR1, este receptor se expresa en
monocitos, NK, células T y células del musculo liso y son las encargadas de mediar la

migracion, la adhesién y la proliferacion en condiciones homeostaticas como inflamatorias

(56).
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Figura 7. Estructura Fractalcina/ CX3CL1 (fkn). Dominio de quimiquiina, tallo de mucina,

region transmembrana y tallo.

Fuente: Lu X (54)
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18. EXPRESION CELULAR

Nishimura y colaboradores expresan que las células auxiliares CD4 + (Th) y las células T
citotoxicas CD8 + (Tc) segun las quiomiquinas que las producen pueden dividirse en dos
grupos, por un lado, tenemos las células Thly Tcl que van a secretar IFN-y, TNF-a e IL-2,
encargadas de la respuesta inmune contra patdgenos y las células Th2 y Tc2 producen IL-4, IL-
5 e IL-13, que responden contra patdgenos extracelulares y estan asociadas con respuestas
inmunes alérgicas (57,58). Fraticelli argumenta que la mayoria de las células que tienen
granulos citoplasmaticos y contienen perforina y granzimna B expresan receptores de tipo
CX3CR1, las células Th1l responden a fractalquina/CX3CL1, y en células como T CD4, CDS8,

células yo y células NK, también expresan CX3CRI1 (58).

18.1 Células implicadas en la expresién de CX3CL1 en Enfermedades Autoinmunes (EALI).

Entre las principales células que estan presentes en el desarrollo de EAI tenemos, TNF-a que es
una citocina pleiotrdpica con efectos proinflamatorios y esta implicada en la aterosclerosis y
otros trastornos metabdlicos e inflamatorios como la obesidad y la AR, el TNF-a regula de
manera positiva la fractalquina/CX3CL21aumentando significativamente la expresion de
CX3CL1 cuando el paciente se encuentra en un proceso inflamatorio (59). Por otro lado, el
interferon-y, que se encarga del reconocimiento de patogenos, el procesamiento y la
presentacion de antigenos, la defensa viral, la inhibicion de la proliferacion celular y los efectos
sobre la apoptosis, la activacion de funciones efectoras microbicidas, la inmunomodulacion y el
trafico de leucocitos (59). En relacion TNF-a e IFN-y sirven como agonistas para la induccion

de una variedad de citoquinas, y cuando hay coestimulacion con TNF-a e IFN-y inducen la
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expresion de fractalquina/CX3CL1 (58,59). También se encuentra la interleucina-1p que es
secretada por monocitos, macrofagos tisulares, CD, linfocitos B y células NK, induciendo la

expresion de fractalquina/CX3CL1 y EA (59,60).

Jones y colaboradores describen que CX3CL1 es una quimioquina que esta implicada en
diversas patologias de tipo autoinmune, esto se debe a que las células que expresan CX3CL1 se
relacionan en nimeros procesos, como por ejemplo en la inflamacion, siendo la encargada de la
proliferacion celular que estaran presentes en la fisiopatologia de la misma. En la AR, actla
como agente quimiotactico para monocitos y linfocitos y como molécula de adhesion celular, lo
que aumenta la expresion de CX3CL1 (56,61). Otra de las patologias asociadas es la del SS que
es una enfermedad autoinmune donde las células inmunitarias atacan y destruyen las glandulas
exocrinas que producen lagrimas y saliva, este mismo estudio identifico que CX3CL1 se
encuentra en mayor proporcion en glandulas salivales por este motivo aumentara el proceso de

quimiotaxis en los pacientes que presenten SS (62).

En LES, una enfermedad de tipo autoinmune que se caracteriza por dafio multiorganico con
infiltracidn y secuestro de varias células inmunes, lo que permite expresar el aumento de la
concentracion sérica de CX3CL1 puesto que los niveles de ARN mensajero (ARNmM) especifico
para el receptor CX3CR1 aumenta en este tipo de pacientes (63). En la ES, caracterizada por
fibrosis y alteraciones vasculares principalmente de la piel, CX3CL1 aumenta el reclutamiento
de celulas mononucleares en el tejido afectado, lo que provoca inflamacién, aumentando la
expresion mejorada de fractalquina/CX3CL1 en la piel y los tejidos pulmonares afectados de

pacientes con ES (57).
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Funciones fisiologicas de CX3CL1: CX3CL1-CX3CR1 desemperfia un papel antiapoptdticos en
el desarrollo y la supervivencia de las células mieloides, en relacion a este desarrollo, se define
una via de supervivencia para CX3CL1-CX3CR1 donde los monocitos crean supervivencia
dentro del desarrollo de las EA (64). Los efectos antiapoptoticos de CX3CL1 estan mediados
por la proteina G, activando la aterogénesis y la inmunidad humana permitiendo la
supervivencia de las células T durante, también median la supervivencia y proliferacion de las
células del musculo liso vascular a traves de la sefializacion dependiente de ERK y Akt, con la
fosforilacion de Akt mediada por la transactivacion del receptor del factor de crecimiento

epidérmico (EGFR) (64).
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19. UNIVERSO, POBLACION Y MUESTRA

19.1 Tipo de estudio:

El presente estudio es de caracter observacional y retrospectivo. Se baso en la base de datos del
grupo CREA, que abarca una cohorte de 2149 pacientes diagnosticados con diversas
enfermedades autoinmunes, tales como EM, AR, SS, ES, enfermedad tiroidea autoinmune
(AITD) y sindrome antifosfolipido (ASP). De esta cohorte, se seleccionaron especificamente 126
pacientes diagnosticados con ES. Para la muestra especifica de este estudio, se incluyeron 36
pacientes con ES que cumplian con los criterios de clasificacion ACR/EULAR 2013 y contaban
con muestras bioldgicas disponibles en el Biorepositorio del CREA. Ademas, se seleccionaron
36 controles sanos con el fin de realizar comparaciones entre los individuos sanos y los pacientes

diagnosticados con esclerosis sistémica.

e Criterios de inclusion:

Nacionalidad colombiana: Los pacientes seleccionados para el estudio debian ser de
nacionalidad colombiana. Este criterio garantiza que la muestra sea representativa de la

poblacion colombiana, permitiendo la extrapolacion de los hallazgos a esta poblacion especifica.

Edad: Se incluyeron en el estudio Unicamente pacientes mayores de 18 afios. Este criterio se
establecio para enfocarse en la poblacion adulta, donde la ES es mas prevalente y clinicamente

relevante.
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Criterios ACR/EULAR 2013: Todos los pacientes debian cumplir con los criterios de
clasificacion ACR/EULAR 2013 para esclerosis sistémica. Estos criterios, desarrollados por el
ACR Yy EULAR, aseguran que los pacientes tengan un diagndstico confiable y estandarizado de

ES, aumentando la validez de los resultados del estudio.

Consulta de reumatologia: Los pacientes debian asistir a la consulta de reumatologia del CREA
de la Universidad del Rosario. Este requisito asegura que los pacientes reciban una evaluacién y

seguimiento adecuados por especialistas en EA.

Consentimiento informado: Se requirio que todos los pacientes proporcionaran un
consentimiento informado, avalado por el comite de ética. Esto garantiza que los pacientes estén
plenamente informados sobre el estudio y que su participacion sea voluntaria, cumpliendo con

los principios éticos de la investigacion medica.

e Criterios de exclusion:

Registro de pacientes sin consentimiento informado: Se excluyeron los registros de pacientes que

no contaban con el consentimiento informado.

Muestras faltantes: Se excluyeron los registros de pacientes con muestras bioldgicas faltantes. La
disponibilidad completa de muestras biologicas es crucial para realizar las pruebas necesarias y

obtener resultados fiables.

Enfermedades infecciosas o inflamatorias: Se excluyeron pacientes con presencia de
enfermedades infecciosas o condiciones inflamatorias que pudieran interferir con los resultados
del estudio. Estas condiciones podrian afectar los niveles de Fractalcina/CX3CL1 y, por lo tanto,

sesgar los hallazgos relacionados con la fisiopatologia de la ES.
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Esta metodologia asegura que la poblacion estudiada sea homogénea y cumpla con los criterios
necesarios para evaluar de manera precisa el papel de la Fractalcina/CX3CL1 en la fisiopatologia

de ES, permitiendo asi obtener resultados relevantes y aplicables a la practica clinica.
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20. HIPOTESIS, VARIABLES E INDICADORES

Se ha identificado que la proteina Fractalcina/ CX3CL1 al ser una proteina soluble y actuar como
un factor quimiotactico para los leucocitos, especialmente los monocitos y las células T, se
caracteriza por su estructura Unica de tres aminoacidos de cisteina y se unira especificamente al
receptor CX3CR1 en la superficie de los leucocitos, lo que desencadena respuestas celulares
como la migracién y la adhesion a células endoteliales, regulando la inflamacién, la respuesta
inmune y la patogénesis de diversas enfermedades, incluyendo las enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas, su funcién principal es promover el reclutamiento de
monocitos y células T en el tejido afectado cooperando con la produccién de citoquinas
proinflamatorias que conllevan a vasculopatia e inflamacién en diferentes tejidos en ES. Por
ejemplo, en el estudio de Hasegawa y colaboradores evaluo la expresion de fractalcina/ CX3CL1
y CX3CRL1 en la piel y tejidos pulmonares y fractalcina soluble en suero en pacientes con ES. El
estudio arrojé un aumento de fractalcina en células endoteliales vasculares de la piel lesionada y
en los tejidos pulmonares y un aumento en la expresion de CX3CRL1 en células T CD4+y TCD8
+ y monocitos/macrofagos en pacientes con ES. Estos hallazgos se correlacionaron con el
aumento de fractalcina en suero de estos pacientes. Estos resultados sugieren que esta interaccion
entre fractalcina/ CX3CL1- CX3CRL1 pueden estar contribuyendo al mecanismo fisiopatoldgico

de la enfermedad (65).

De esta manera se ha logrado establecer que Fractalcina / CX3CL1 regula el trafico de células
inflamatorias a través del endotelio vascular lo cual juega un papel crucial en la patogénesis de

la HAP, una complicacion severa en los pacientes con ES (66). Se ha demostrado que las
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células T de pacientes con HAP regulan al alza CX3CR1, junto con altas concentraciones
plasmaticas de fractalcina e hiperexpresion de fractalcina en el parénquima pulmonar y en

células endoteliales de la arteria pulmonar (67).

Es importante saber que la ES, es una enfermedad compleja y poco comprendida que puede
tener consecuencias graves en la calidad de vida de los pacientes. Identificar y comprender los
mecanismos subyacentes de la enfermedad, incluyendo el papel de la Fractalcina, puede
proporcionar informacion crucial para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas. De
esta manera la Fractalcina/CX3CL1 es una quimioquina que desempefia un papel clave en la
regulacion de la migracion y activacion de células del sistema inmunitario, asi como en la
comunicacion entre células inflamatorias y células del tejido afectado. Estudios previos han
sugerido su participacion en procesos inflamatorios y fibrosantes, que son caracteristicas

distintivas de esta enfermedad (68).

Por esta razon, se plantea una hip6tesis que muestra una interaccion entre la fractalcina y su
receptor CX3CR1, los que contribuyen al reclutamiento de monocitos y células T en el tejido
afectado, lo que a su vez coopera con la produccion de citoquinas proinflamatorias. Esto a su
vez, promoveria la vasculopatia e inflamacion en diferentes tejidos en la ES, lo que podria influir
en la gravedad y la progresion de la enfermedad. Esta hipotesis se exploraréd y sustentard en el
presente trabajo de grado mediante la investigacion y analisis de datos clinicos y experimentales

relacionados con la expresion y funcion de la Fractalcina en pacientes con ES.

En cuanto a las variables que se tendrén en cuenta para el desarrollo del siguiente trabajo,

podemos mencionar varios aspectos relevantes tales como :
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Variables sociodemograficas: Edad de los pacientes, genero, cantidad de pacientes (pacientes
con ES y pacientes control), duracion de la enfermedad, nivel educativo, estado civil, estrato,

régimen de salud.

Variables clinicas: Diagnostico confirmado de HTA, infarto agudo de miocardio, diagnostico
confirmado de IAM, enfermedad cerebro vascular, diagnostico confirmado de ECV,
dislipidemia, diagnostico confirmado de dislipidemia, enfermedad arterial periférica, diagnostico
de EAP, diagnostico diabetes mellitus tipo 2, presencia de algun tipo de neoplasia, presencia de

algun antecedente trombotico, osteoporosis, fibromialgias, depresion.

Variables clinicas de ES segun la EULAR 2013: Engrosamiento de la piel de los dedos, que se
extienda minimo hasta region metacarpofalangica y engrosamiento de la piel de los dedos,
lesiones en la punta de los dedos, telangectasia, capilaroscopia normal, hipertension pulmonar
y/o enfermedad intersticial pulmonar, FR, ANAs, Scl-70, anti centrémero, Anticuerpo anti ARN

polimerasa Il (7).

Otros sintomas relacionados con ES: Deposito de calcio en tejido subcutaneo, morfea,
esclerosis cutanea, microstomia, limitacion en la apertura oral, hipopigmentacion, aumento en la
produccién de melanina por lo que se observa zonas de piel mas oscuras, alopecia, pérdida de

peso a nivel localizado, distrofia ungueal, reflujo gastroesoféagico, disfagia, disnea, tos.

Tratamiento: Tipo de tratamiento, mofetilmicofenolato, ciclofosfamida, metotrexate,
rapamicina ciclosporina A, nintedanib, tocilizumab, bosentan, la frecuencia del tratamiento,

tiempo de administracion del tratamiento.
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Se analiz6 también la expresion de Fractalcina y su receptor CX3CRL1 en diferentes pacientes
con ES e individuos sanos, se tuvo en consideracion otros biomarcadores inflamatorios y
vasculares, asi como la presencia de autoanticuerpos especificos asociados con la ES. Estas
variables se utilizaron para investigar la posible relacion entre la Fractalcina y la fisiopatologia
de la ES, lo que ayudara a comprender mejor los mecanismos subyacentes de la enfermedad,
también se tuvo en cuenta el tipo de estudio que se realizd, la eleccidn de los pacientes y los
individuos sanos, las muestras bioldgicas, la técnica usada que fue una ELISA, la correlacion de

parametros clinicos y los niveles séricos de la quimiocina Fractalcina/ FKN.
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21. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Con el fin de desarrollar los objetivos planteados dentro del estudio, se hace uso de la
informacidn registrada en la base de datos del CREA de los pacientes con ES (n=36) y de los
individuos sanos (n=36), con el fin de extraer la informacion sociodemogréafica y clinica. Esta
informacion se correlaciona con los resultados de la concentracion de Fractalcina / CX3CL1. La

base de datos del CREA cumple con los estandares de anonimidad requerida para estos estudios.

Para desarrollar la parte experimental, el CREA realiz6 procesos de laboratorio esenciales para
garantizar la obtencion de muestras de alta calidad, estas muestras se obtuvieron y se
recolectaron en tubos donde se encontraba la muestra de los pacientes que fueron diagnosticados
con ES y la de los individuos sanos, fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 minutos para
poder separar y obtener el suero. El suero fue alicuotado bajo condiciones de esterilidad y
almacenado a -80°C. Estos procesos son fundamentales en la investigacion y el diagndstico

médico (69).

Una vez fueron obtenidas las muestras de los pacientes diagnosticados con ES y de los
individuos sanos, se realizd con cada uno de ellos (36 pacientes con ES y 36 individuos sanos)
una técnica de ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas ELISA. Para esto se uso un kit
Quantike ELISA (Human CX3CL1/Fractalkine Immunoassay) de la casa comercial R&D
Systems (RD), este consta de una microplacas de poliestireno, de 96 pocillos las cuales estaran
recubiertas con un anticuerpo monoclonal especifico para la Fractalcina humana , un conjugado
de un anticuerpo monoclonal para CX3CL1, un estandar liofilizado que funciona como

recombinante para una base proteica tamponada, y un diluyente de ensayo RD1-88 , siendo una
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base protedmica tamponada con adiccion de conservantes . Un diluyente calibrador RD6-11, un
tampdn de lavado concentrado tensoactivo, que sera Util para realizar el lavado de la microplaca,
un cromogeno el cual contiene reactivo A siendo este perdxido de hidrogeno estabilizado y
reactivo B que es tetrametilbencidina, los dos funcionan como una sustancia que da color a las
muestras con una mayor concentracion de antigeno produciendo una sefial directamente

proporcional a la cantidad de antigeno correspondiente a la muestra (69).

Para la interpretacién de los resultados se promediaron las lecturas duplicadas de cada valor
para cada estandar, para los controles y las respectivas muestras y a estas se les resto la
densidad 6ptica (OD) correspondiente, con esto se crea una curva de tipo log/log, haciendo que
los datos puedan linealizarse trazando el registro de las concentraciones de fractalquina humana
frente al registro de la OD en una escala lineal para realizar la interpretacion de los resultados

(Ver figura 8) (69).
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Figura 8. Representacion grafica del paso a paso inserto Fractalcina/ CX3CL1(FKN).

Fuente: Creacion Propia

Al momento de realizar el montaje, en cada uno de los pocillos correspondientes se agregaron
100ul de diluyente de ensayo RD1- 88, luego se agregaron 100ul de la muestra de los pacientes
que habian sido diagnosticados con ES y los individuos sanos. Una vez agregado el diluyente y
las muestras respectivamente se llevaron a incubar durante 3 horas de 2-9 °C. Después de haber
incubado la microplaca, se aspira cada uno de los pocillos y se agregan 400ul de tampon de
lavado. Este proceso se lo realizo cuatro veces. Una vez lavado todos los pocillos, se agregaron
200ul de conjugado frio de Fractalcina humana a cada pocillo, se cubrié la microplaca con una
tira adhesiva y se incub6 por una hora de 2-9 °C. Luego de incubar por una hora, se realizé
nuevamente un lavado, seguido de esto se agregaron 200ul de solucién de sustrato a cada pocillo,
se incuba nuevamente la microplaca por 90 minutos a temperatura ambiente protegida de la luz.
Se dejaron pasar 90 minutos y se agregaron 50ul de solucion de parada a cada pocillo y por
ultimo se determina la densidad dptica de cada uno de los pocillos utilizando un lector de

microplacas ajustado a 400nm.

Para la interpretacion de los resultados se promediaron las lecturas duplicadas de cada valor
para cada estandar, para los controles y las respectivas muestras y a estas se les resto la OD
correspondiente, con esto se crea una curva de tipo log/log, haciendo que los datos puedan
linealizarse trazando el registro de las concentraciones de fractalquina humana frente al registro

de la OD en una escala lineal para realizar la interpretacion de los resultados (69).
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22. RESULTADOS

Para el cumplimento de los objetivos se tuvo en cuenta:

Obijetivo 1: Describir las caracteristicas sociodemograficas de pacientes con esclerosis sistémica.

Para el cumplimiento de este objetivo se realizé un andlisis detallado de las caracteristicas
sociodemogréficas y clinicas de los pacientes diagnosticados con esta enfermedad. La
informacidn recopilada y presentada en las tablas abarca una variedad de variables que incluyen,
pero no se limitan a, la edad, género, nivel socioecondmico, y ubicacion geogréafica de los
pacientes, asi como datos clinicos especificos relacionados con la enfermedad. El anélisis
sociodemogréafico es fundamental para comprender mejor el perfil de los pacientes con ES y su
distribucion dentro de la poblacion colombiana. A continuacion, se presentan las tablas que
detallan las caracteristicas sociodemogréaficas, clinicas y otras variables relevantes de los

pacientes con ES incluidos en este estudio ( Ver tabla 3).

Tabla 3 Caracteristicas generales de pacientes con esclerosis sistémica y sanos. Fuente:
Creacion CREA

Sociodemograficos.

Edad 57 (11.8) (50,8-63)

Sexo
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Masculino

Femenino

Edad de inicio (Mediana — IQR)

Duracion de la enfermedad (Mediana-1QR)

Logro educativo (Mediana-1QR)

Nivel escolar.

Menos de 9 afios

Mas de 9 anos

Caracteristicas clinicas

Calcinosis

Si

No

NA

Hipopigmentacion

Si

No

1 (2,8%)

35 (97,2%)

46 (37-51)

8 (4-17)

11 (11-16)

14 (38,8)

22 (61,1)

7 (19,4)

20 (55,6)

9 (25)

8 (22,2)

19 (52,8)

53



NA

Hiperpigmentacion

Si

No

NA

Poliautoinmunidad

Lupus eritematoso sistémico

Enfermedad autoimmune de la tiroides

Artritis reumatoide

Sindrome de Sjogren

Dermatopoliomiositis

Autoanticuerpos

Anticuerpos antinucleares

Si

No

NA

9 (25)

11 (30,6)

16 (44,4)

9 (25)

25 (69,4)

1(2,7)

10 (27,7)



Gestion

Tratamiento

Si

No

NA

Corticoides

Si

No

NA

Inmunosupresores

Si

No

NA

Criterios clinicos

Inflamacién de los dedos

Si

28 (77,7)

4(11,1)

4 (11,1)

19 (52,7)

13 (36,1)

4 (11,1)

9 (25)

23 (63,8)

4 (11,1)

5 (13,8)
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No

Esclerodactilia

Si

No

Lesiones en punta de dedos

Si

No

Cicatrices en la punta de los dedos

Si

No

Ulceras digitales

Si

No

Telangiectasias

Si

No

31 (86,1)

30 (83,3)

6 (16,6)

9 (25)

27 (75)

9 (25)

27 (75)

3(8,3)

33 (91,6)

34 (94,4)

2 (5,5)
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Fenémeno de Raynaud

Si

No

Anticuerpos relacionados con ES

Si

No

Anti-centrémero

Si

No

Anti-Scl70

Si

No

Anti-RNA polimerasa Il

No

34 (94,4)

2 (5,5)

22 (61,1)

14 (38,8)

20 (55,6)

16 (44,4)

2 (5,6)

34 (94,4)

36 (100)
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En el analisis sociodemogréfico de los pacientes con ES incluidos en este estudio, mostré una
baja prevalencia de poliautoinmunidad. Especificamente solo el 20% de los pacientes
presentaron esta condicion. La prevalencia de poliautoinmunidad varia segun la poblacion y las
EA especificas consideradas dentro del estudio, y que la mayoria de los pacientes con ES no
tienen otras enfermedades autoinmunes concurrentes (Ver figura 9). La baja prevalencia
observada puede estar influenciada por diversos factores, como el tamafio de la muestra, la

metodologia de diagnostico utilizada, y las caracteristicas especificas de la poblacion estudiada.

/
\

= Artritis reumatoide = Sindrime de Sjorgen

= Lupus eritematoso sistemico = Dermatopolimiositis

= Pacientes con no poliautoinmunidad.

Figura 9. Poliautoinmunidad en pacientes con Esclerosis sistémica. Representacion de las

patologias encontradas en la poblacion estudio.

Fuente: Creacion propia.

Se realiz6 una evaluacién detallada de las caracteristicas sociodemogréficas de los grupos de
estudio, donde se encontrd que la poblacién con ES tenia una edad promedio de 57 afios, con un
marcado predominio del sexo femenino, representando el 90% de los casos, mientras que el sexo

masculino constituia solo el 10% (Ver figura 10).
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Variables sociodemograficas.

= OTROS FACTORES ( Ocupacion, estrato socioeconomico, region geografica)
= SEXO (Mujeres 90%)( Hombres 10%)

NIVEL DE ESCOLARIDAD
= EDAD

Figura 10. Variables sociodemograficas mas representativas en pacientes con ES e individuos

sanos. Representacion de las variables que hacen parte de la poblacion estudio.

Fuente: Creacion propia.

El 72% de los pacientes presentaron engrosamiento en la piel de los dedos, una caracteristica
clinica distintiva de la enfermedad, el 94.4% de los pacientes mostraron telangiectasias y FR,
indicativos de la vasculopatia asociada con la ES, mostrando de esta manera que CX3CL1

contribuye a desarrollar procesos inflamatorios y fibrogénicos implicados en la ES.

Se destacd la relevancia de los anticuerpos anti centromero en la ESL Se encontro que el 55.6%
de los pacientes fueron positivos para estos autoanticuerpos, sugiriendo una variabilidad en el

desarrollo de la enfermedad en los individuos afectados. Esta asociacion entre los
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autoanticuerpos anti centromero y la ESL proporciona informacién valiosa sobre la

heterogeneidad clinica de la enfermedad.

Objetivo 2: Identificar la quimioquina Fractalcina/CX3CL1 en suero de pacientes con esclerosis

sistémica.

Para cumplir con este objetivo, se llevé a cabo un proceso exhaustivo de recopilacién y anélisis
de datos tanto de pacientes diagnosticados con ES como de individuos sanos. Los datos fueron
obtenidos a partir de las consultas realizadas en la seccion de reumatologia del CREA de la
Universidad del Rosario. Este proceso incluy6 una revision minuciosa de las historias clinicas de
los pacientes, donde se recogieron datos detallados sobre sus antecedentes médicos,

caracteristicas clinicas, tratamientos recibidos y evolucion de la enfermedad. Las muestras de

RECOLECCION DE
MUESTRAS.

>
Se obtuvieron las muestras (sangre)de .
36 pacientes con ES y 36 individuos
sanos de Ita de r tologi:

¢

La muestra de sangre del paciente fue
recolectads en tubo EDTA .

Procicde” <t Teeeeeeseseescecceccaea.
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' cx3cer.

- e ] R /- ‘ Realizar tecnica ELISA.
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J ]
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suero fueron analizadas para medir las concentraciones de Fractalcina/CX3CL1, permitiendo asi
establecer una correlacion entre estos niveles y las manifestaciones clinicas de la enfermedad

(Ver figura 11).

Figura 11. Modelo metodoldgico. Recoleccidn de las muestras de los pacientes, proceso de

laboratorio y técnicas empleadas.

Fuente: Creacion propia

Una vez se obtuvieron los valores de las concentraciones, estos valores se promedian con las
lecturas duplicadas para cada estandar, control y muestra, y se resta la OD del estandar, con estos
datos se cred una curva estandar de tipo log/log, trazando la absorbancia media de cada estandar
en el eje “y” frente a la concentracion en el eje “x”, y una vez trazada la curva los datos se
linealizaron trazando el registro de las concentraciones de Fractalcina humana frente al registro

de la OD en una escala lineal, y se determin0 la linea de mejor ajuste mediante analisis de

regresion ( Ver figura 12).

CONCENTRACION LOG ng/ml ABS-LOG Ve ABSLOG

1 0,097 03

0,699 0,301 o
-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 078 1 1,2

0,398 0,632 o5
0,097 -0,949 .
-0,204 1,240 .
-0,504 1,602
0,807 1,921 N

Figura 12. Curva estandar Fractalcina FKN (Densidad 6ptica/ concentracion FKN. Valores
densidad dptica y concentracion (ng/mL) para el analisis de datos en muestras de suero para

Fractalcina/ CX3CL1.
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Fuente: Creacion propia

Para evaluar la eficacia de los modelos predictivos del estudio, se emple6 una representacion
grafica conocida como curva ROC, esta curva establece una relacion entre la sensibilidad,
representada en el eje y, y la especificidad, reflejada en el eje x como el complemento de la

especificidad. La curva se realiza con los siguientes datos (Ver tabla 4).

Tabla 4 Concentraciones de pacientes con Esclerosis Sistémica (1) Individuos sanos (2).
Fuente: Creacion propia.

CONCENTRACION CONCENTRACION
GRUPOS ng/ml GRUPOS ng/ml
1 0,675 2 0,758
1 0,602 2 0,675
1 1,002 2 0,507
1 0,820 2 0,309
1 0,851 2 0,581
1 0,911 2 0,982
1 0,623 2 1,042
1 1,338 2 0,769
1 0,789 2 0,602
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0,748 0,581
1,396 0,810
0,696 1,062
1,240 0,665
0,727 0,517
0,442 0,453
0,686 0,738
0,082 0,779
1,210 0,442
1,122 0,463
1,299 0,442
0,881 0,810
1,220 0,707
0,707 0,613
0,665 0,549
0,592 0,830
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1 2,822 2 0,485
1 1,012 2 0,717
1 1,032 2 0,623
1 0,921 2 0,665
1 1,062 2 0,420
1 0,644 2 0,442
1 0,570 2 0,507
1 0,871 2 0,644
1 0,901 2 0,431
1 1,072 2 0,287
1 0,972 2 0,485

Mediante el anélisis de diferentes puntos de corte o umbrales de clasificacion, pudimos realizar
una evaluacion detallada de la capacidad discriminativa del modelo, en este estudio se utilizo la
curva ROC para analizar un grupo de 36 individuos sanos y 36 pacientes diagnosticados con ES
para de esta manera poder observar los individuos que mas sobre expresaron

Fractalcina/CX3CL1.
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ROC curve of CX3CL1
1.55

0.0 T
0.0 05 1.0 15

1 -Specificity

Figura 13. Curva ROC, Expresion de CX3CL1 en pacientes con ES, e individuos sanos. Tasa

de verdaderos positivos (sensibilidad), Tasa de falsos positivos (especificidad).
Fuente: Creacion CREA.

Los resultados revelaron un AUC (Area Bajo la Curva) de 0.814, lo que indica un buen
rendimiento del modelo de clasificacion, que nos ayuda a distinguir de manera eficiente entre

individuos que presentan una sobreexpresion de CX3CL1 respecto a los que no la expresan.
Para cuantificar y validar estas diferencias, se utilizé una prueba T (Ver tabla 5).

Tabla 5 Valores obtenidos prueba T.

65



Descripcion Valor
z(Valor observado) 6,378

Z(valor critico) 1,96
Valor p <0,0001
alfa 0,05

Fuente: Creacion propia.

Los resultados indicaron que los niveles de Fractalcina/CX3CL1 en el suero de los pacientes con
ES eran significativamente mayores que en los individuos sanos. Este hallazgo esta respaldado
por un valor p menor a 0.0001 (Ver tabla 5), lo que sugiere que la probabilidad de que las
diferencias observadas se deban al azar es extremadamente baja, proporcionando evidencia

sélida de la significancia estadistica de los resultados.

Se realizé una comparacién entre pacientes diagnosticados con ES y un grupo de individuos
sanos. Se identificaron dos puntos de corte distintos para evaluar la sensibilidad y especificidad
de la concentracion de CX3CL1. En el primer punto de corte, se encontrd una concentracion de
0,820 ng/ml, con una sensibilidad del 61,1% y una especificidad del 88.9% (Ver tabla 6). Por
otro lado, en el segundo punto de corte, la concentracion fue de 0,851 ng/ml, con una
sensibilidad del 58,3% y una especificidad del 91,7%. Para determinar el punto de corte que
indica la sobreexpresion de CX3CL1 en los pacientes, se seleccionaron los valores mas altos en
términos de concentracion, sensibilidad y especificidad. En consecuencia, se establecio que
aquellos individuos con una concentracién igual o superior a 0,851 ng/ml, una sensibilidad de al
menos 58,3% Yy una especificidad de al menos 91,7% podrian considerarse como pacientes que

sobreexpresan CX3CL1 (Ver tabla 6).
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Tabla 6 Valores de concentracion, sensibilidad y especificidad de Fractalcina7 CX3CL1 en

pacientes con esclerosis sistémica e individuos sanos.

Limite Limite Limite Limite
Concentracién | Sensibilidad |superior inferior Especificidad |superior inferior
0,820 0,611 0,448 0,752 0,889 0,739 0,961
0,851 0,583 0,422 0,728 0,917 0,773 0,977

Los resultados revelaron una diferencia estadisticamente significativa en la expresion de

CX3CL1 entre estos grupos. Especificamente, se observé una sobreexpresion de CX3CL1 en los

pacientes con ES, en comparacién con los individuos sanos, sugiriendo de esta manera un papel

relevante de CX3CL1 en la patogénesis de la ES, creando de esta manera perspectivas para una

mejor comprension y el tratamiento para la ES (Ver figura 14).
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Figura 14. Expresion de la concentracion de Fractalcina/ CX3CL1, en pacientes con ES e
individuos sanos y comparacion con subgrupos; esclerosis sistémica limitada, esclerosis

sistémica y esclerosis sistémica difusa.

Fuente: Creaciéon CREA.

Al comparar la concentracion de CX3CL1 entre los grupos pacientes con ES e individuos sanos,
se observaron diferencias significativas. De los 36 pacientes diagnosticados con ES, 21
mostraron una concentracion de CX3CL1 mayor a 0,851ng/ml. En contraste, 2 de los 36
individuos sanos presentaron una concentracion de CX3CL1 superior a 1,00 ng/ml, sugiriendo
asi que CX3CL1 se relaciona en la fisiopatologia de ES, resaltando su potencial como un

biomarcador relevante en esta enfermedad (Ver tabla 4).

Dentro del grupo de pacientes con ES, se midio las concentraciones de CX3CL1 en los subtipos
de ESL y ESD, en cuanto a los pacientes con ESL una proporcion mostrd concentraciones
elevadas de CX3CL1, aunque en menor magnitud comparada con los pacientes con ESD (Ver

figura 14). La concentracion media de CX3CL1 en este grupo se encontro en un rango
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especifico; por ejemplo, entre 0.851 y 1.200 ng/ml y el aumento de esta sugiere una correlacion
con la actividad inflamatoria y la desregulacion inmunitaria, aunque de manera menos intensa

que en ESD.

Por otro lado en los pacientes diagnosticados con ESD, las concentraciones fueron
significativamente mas altas de CX3CL1, con valores que superaban consistentemente el umbral
de 1.200ng/ml, sugiriendo de esta manera mayor concentracion de CX3CL1 en pacientes con
ESD indica una relacién mas estrecha con la inflamacion sistémica y la actividad inmunitaria

exacerbada, caracteristicas mas pronunciadas en este subtipo de ES.

Obijetivo 3: Describir el rol de la quimioquina Fractalcina/CX3CL1 en la fisiopatologia de ES.

Para conocer y correlacionar los temas que se desarrollarén en el estudio, se realizd una
exhaustiva busqueda bibliografica en diversas plataformas académicas tales como PubMed,
Elservier, revistas de reumatologia, boletines epidemioldgicos del instituto nacional de salud y
estudios cientificos, estos comprendidos durante un periodo de tiempo del afio 2018 hasta el
2024; en algunos de ellos se tuvieron en cuenta afios anteriores por su definicién, aporte y
correlacion de aspectos que se deberan tener en cuenta en la actualidad y ademas evalien el rol
de la Fractalcina/ CX3CL1 en la fisiopatologia de la ES. Se revisaron mas de 130 articulos,
todos relacionados con ES y su fisiopatologia, en ellos se tuvieron en cuenta palabras claves
como: ES, autoinmunidad, fisiopatologia, expresién celular. En cuanto a la revision documental
de la quimiocina Fractalcina/CX3CL1 se revisaron mas de 20 articulos de los cuales se tuvieron
en cuenta 9 de ellos para realizar una correlacion clinica de la proteina y la enfermedad, todos

estos correspondientes a las plataformas anteriormente mencionadas.
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En el desarrollo de esta parte del estudio se analizaron investigaciones previas que hayan
explorado la expresion y funcion de la Fractalcina en pacientes con ES, asi como su potencial
implicacion en los mecanismos patogénicos subyacentes de la enfermedad. La revision de la
literatura permitié comprender como la Fractalcina contribuye a la desregulacion inmunitaria y
al proceso inflamatorio caracteristicos de la ES, asi mismo evaluar su viabilidad como
biomarcador para el diagndstico precoz y la monitorizacién de la progresion de la enfermedad ya
que la Fractalcina es una quimiocina crucial para la regulacién del sistema inmunologico y los
procesos inflamatorios, su receptor, CX3CRL1, se encuentra presente en varios tipos de células,
incluyendo los leucocitos, que son fundamentales para la respuesta inmune. La interaccion entre
fractalcina y su receptor CX3CRL1 provoca diversas respuestas bioldgicas, como la migracién de
células inmunitarias a través de los tejidos. En ES, se correlaciona, puesto que es una EA que
afecta el tejido conectivo, la inflamacion y la activacion del sistema inmunolégico son elementos

centrales en la progresion de la enfermedad.

Esta informacion se correlaciona con lo hallazgos de la literatura, los que nos indican que
Fractalcina/CX3CL1 es una quimiocina transmembrana con funciones duales: como molécula de
adhesion y quimiocina, se expresa en diversos tipos de células inmunitarias, incluyendo

linfocitos T y monocitos/macréfagos, que son esenciales para la respuesta inmune.

Dentro de sus funciones, Fractalcina/CX3CL1 tiene una interaccion entre con CX3CR1, siendo
este su recepetor lo que provoca respuestas biologicas criticas, como la migracion de células
inmunitarias a traves del endotelio vascular y su infiltracion en tejidos afectados. En ES, esta
interaccidn contribuye a la inflamacion cronica y la fibrosis, caracteristicas distintivas de la

enfermedad.
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En la mediacion de la migracion celular, fractalcina/CX3CL1 realiza un proceso quimiotactico,
donde actdia como una quimiocina, atrayendo células inmunitarias como linfocitos T, monocitos
y células NK hacia los sitios de inflamacion. Esta atraccion es fundamental para la formacion y
mantenimiento de un entorno inflamatorio adecuado para enfrentar patdgenos o células dafiadas,
Como molécula de adhesién, fractalcina/CX3CL1 facilita la captura y adherencia de células
inmunitarias al endotelio vascular. Esto permite que las células inmunitarias salgan del torrente
sanguineo y entren en los tejidos donde se requiere una respuesta inmune. En cuanto a la
regulacion de la respuesta inmunitaria, la interaccion entre fractalcina/CX3CL1 y su receptor
CX3CR1 activa diversas vias de sefializacion que promueven la migracion, proliferacion y
supervivencia de estas células, provocando inflamacion sostenida. La inflamacion atrae y activa
células inmunitarias, haciendo que fractalcina/CX3CL1 contribuya a la perpetuacion de la

inflamacioén crénica, una caracteristica comin en muchas EA.

Por otro lado en la ES, la fractalcina/ CX3CL1, realiza un proceso de infiltracion de Células
inmunitarias, atrayendo linfocitos T y monocitos al tejido afectado y cuando ya estan dentro del
tejido, liberan citoquinas proinflamatorias que perpetuan el ciclo inflamatorio. En cuanto a la
promocion de la fibrosis, fractalcina/CX3CL1 contribuye a la activacion de fibroblastos, que son
las células responsables de la produccion de la matriz extracelular y cuando hay una excesiva
produccion de esta matriz resulta en fibrosis, o un endurecimiento y engrosamiento del tejido

conectivo caracteristico de la ES.
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23. DISCUSION

En el marco del descubrimiento de biomarcadores proteicos en enfermedades autoinmunes, se ha
propuesto a las quimiocinas y sus receptores como candidatos prometedores para el diagndstico.
Este interés se fundamenta en su papel regulador durante el proceso inflamatorio caracteristico
de las enfermedades autoinmunes. Entre las diversas clases de quimiocinas, se destaca la
fractalcina/CX3CL1 como una molécula multifuncional que desempefia roles quimioatrayentes

como moléculas de adhesion (70).

En su forma anclada a la membrana, CX3CL1 opera como una molécula de adhesion expresada
principalmente en el endotelio inflamado, favoreciendo la retencion de monocitos y células T.2
Por otro lado, en su forma soluble, actia como quimioquina, induciendo la migracion de
monocitos, células asesinas naturales (NK) y células T. Estos hallazgos destacan la versatilidad
de CX3CL1 y sugieren su potencial utilidad como biomarcador para el diagndstico temprano y la

comprension de la patogénesis de las enfermedades autoinmunes (71,72).

Su receptor, CX3CR1, se expresa en diversas células, incluyendo leucocitos, elementos
fundamentales en la respuesta inmune. La interaccion entre CX3CL1 y CX3CR1 desencadena
respuestas bioldgicas, destacandose la migracion de células inmunitarias a travées de los tejidos
(73). En el contexto de la ES, una entidad patoldgica de naturaleza autoinmune y del tejido
conectivo, la inflamacion y la activacion del sistema inmunologico se postulan como factores
clave en su patogénesis. El incremento observado en la expresion de CX3CL1 y su receptor

CX3CR1 en pacientes con ES podria atribuirse a diversos factores (27,74).
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Los procesos de quimiotaxis y adhesion son modulados por el receptor CX3CR1, cuya expresion
prevalece en células mononucleares (75,76,77). CX3CL1 se conoce como una molécula
importante para diversas EA, tales como la artritis reumatoide, el SSy el LES (76,78). La
participacion relevante de CX3CL1 en estos trastornos radica en su sobreexpresion en los tejidos
afectados, lo que conduce al reclutamiento de monocitos y celulas T mediante la interaccion con
CX3CRL1. Este fendmeno contribuye significativamente a la produccion de citoquinas
proinflamatorias y al consecuente desarrollo de dafio tisular. La evidencia acumulada a través de
multiples estudios consolida la importancia de la via de sefializacion CX3CR1 como un
componente critico en la cascada molecular subyacente a la inflamacién, promoviendo asi la
consideracion de CX3CL1 como un potencial biomarcador de relevancia diagndstica y

terapéutica en estas complejas enfermedades (74,75).

Se ha logrado establecer que CX3CL1 desempefia un papel fundamental en la regulacion del
trafico de células inflamatorias a través del endotelio vascular, lo cual ostenta una relevancia
critica en la patogénesis de la HAP, una complicacion de gran gravedad en pacientes con ES
(79). En el contexto de la HAP, se ha observado un aumento significativo en la regulacién al alza
de CX3CR1 en las células T de los pacientes, concomitante con concentraciones plasmaticas
elevadas de CX3CL1 y una hiperexpresion de CX3CL1 tanto en el parénquima pulmonar como

en las células endoteliales de la arteria pulmonar (79,80) .

A lo largo de las décadas, los continuos avances en la gestion de las EA no han proporcionado
una claridad suficiente respecto al origen y desarrollo de estas afecciones. Se ha constatado que
la remision clinica se manifiesta en menos del 50% de los pacientes, lo cual impulsa la urgencia
de investigar diversos blancos terapéuticos. Para abordar estos desafios, resulta crucial

emprender la identificacién de biomarcadores que no solo faciliten el diagndstico temprano, sino
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que también posibiliten la discriminacion de perfiles individuales con un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad. Este enfoque persigue no sélo una comprension mas profunda de las
EA, sino también la formulacién de estrategias terapéuticas mas precisas y personalizadas para

mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados por estas complejas patologias (70).

La actual tendencia ascendente en la investigacion de biomarcadores para las EA es un
componente esencial para alcanzar los objetivos planteados. Este incremento en la exploracion
de biomarcadores se fundamenta en la ponderacion de atributos cruciales, entre los que se
destacan la facilidad de medicion, la rentabilidad y la capacidad de reproducibilidad en muestras

no invasivas.

La fractalquina, es expresada en las células endoteliales, facilita la activacion y adhesion de los
leucocitos, promoviendo asi la inflamacion crénica y el dafio tisular caracteristico de la ES. La
forma soluble de la fractalquina también exhibe actividad quimiotactica, atrayendo leucocitos al
sitio de la inflamacion, lo que podria exacerbar la patologia de la enfermedad, ademas, se
encontro que los niveles de CX3CR1 en monocitos/macrofagos periféricos y células T estaban
elevados en pacientes con ESD. El nimero de células que expresan CX3CR1, incluidos
monocitos/macréfagos, aumento en la piel lesionada y en los tejidos pulmonares de pacientes
con Esclerosis sistémica cutanea difusa. Los niveles de fractalcina soluble aumentaron
significativamente en el suero y se asociaron con tasas elevadas de sedimentacion globular,

isquemia digital y gravedad de la fibrosis pulmonar.

Los hallazgos de este estudio aportan una evidencia sélida sobre el papel crucial de la
quimiocina Fractalcina/CX3CL1 en la fisiopatologia de la ES (73,80). La capacidad

discriminativa del modelo de clasificacion, representada por un AUC de 0.814, indica que los
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niveles de Fractalcina/CX3CL1 en suero pueden ser un biomarcador confiable para distinguir
entre individuos sanos y pacientes con ES. Este hallazgo tiene importantes implicaciones para el
diagnostico y seguimiento de la enfermedad. El uso de la curva ROC en este estudio permitié
una evaluacion detallada de la capacidad del modelo para diferenciar entre los dos grupos
estudio, pacientes diagnosticados con ES e individuos sanos. Un AUC de 0.814 indica un buen
rendimiento del modelo, respaldando la validez de Fractalcina/CX3CL1 como un marcador
bioldgico util en ES. Este nivel de AUC sugiere una buena sensibilidad y especificidad del

modelo, lo cual es crucial para su aplicacion clinica.

Fractalcina/CX3CL1 ha sido implicada en la regulacion del trafico de células inflamatorias a
través del endotelio vascular, ademas, la sobreexpresion de CX3CL1 en células endoteliales
estimuladas con TNF-a proporciona una perspectiva molecular sobre su papel en la migracion de
linfocitos a través de las paredes vasculares. Esta perspectiva resalta la complejidad de la
contribucion de CX3CL1 a la patogénesis de ES, sugiriendo una interconexion entre la
regulacion de la respuesta inflamatoria y la progresion de las complicaciones pulmonares en este

contexto clinico.

A pesar de los avances en el manejo de las EA, la remision clinica se observa en menos del 50%
de los pacientes, lo que subraya la necesidad de investigar nuevos objetivos terapéuticos. La
identificacion de biomarcadores no solo facilita el diagndstico temprano, sino que también
permite discriminar perfiles de riesgo individual, posibilitando el desarrollo de estrategias
terapéuticas mas precisas y personalizadas . La tendencia ascendente en la investigacion de
biomarcadores para ES se fundamenta en la facilidad de medicion, la rentabilidad y la capacidad

de reproducibilidad en muestras no invasivas.
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Los hallazgos de Hasegawa y colaboradores indican que los niveles elevados de
Fractalcina/CX3CL1 en pacientes con ES podrian estar relacionados con su papel en la
mediacion de la activacion y adhesion de leucocitos que expresan el receptor CX3CR1 (75). La
fractalquina, expresada en células endoteliales, facilita la activacién y adhesion de leucocitos,
promoviendo la inflamacion cronica y el dafio tisular caracteristico de ES. La forma soluble de
fractalquina también muestra actividad quimiotactica, atrayendo leucocitos al sitio de la
inflamacion, exacerbando la patologia de la enfermedad. En pacientes con ESCD, se ha
encontrado que los niveles de CX3CR1 en monocitos/macrofagos periféricos y células T estan
elevados. El nimero de células que expresan CX3CR1 aumenta en la piel lesionada y en los
tejidos pulmonares de estos pacientes. La fractalcina se expresa fuertemente en las células
endoteliales de la piel y los tejidos pulmonares afectados, y sus niveles solubles en suero se
asocian con tasas elevadas de sedimentacion globular, isquemia digital y gravedad de la fibrosis

pulmonar.

La prueba T realizada en este estudio mostro diferencias altamente significativas en los niveles
de Fractalcina/CX3CL1 entre los pacientes con ES y los individuos sanos, con un valor p menor
a 0.0001 (Ver tabla 5). Esto indica que la probabilidad de que las diferencias observadas se
deban al azar es extremadamente baja, proporcionando una evidencia sélida de la significancia
estadistica de los resultados. Sin embargo, es fundamental abordar las limitaciones del estudio,
como la necesidad de investigaciones mas detalladas para comprender los mecanismos
moleculares precisos subyacentes a esta asociacion y la posible interaccién de CX3CL1 con

otros biomarcadores conocidos de ES.

Lo anterior hace que Fractalcina/CX3CL1 se destaque en comparacion con otros biomarcadores

debido a su dualidad funcional como molécula de adhesion y quimiocina, lo que le permite
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mediar tanto la migracion como la adhesién de leucocitos. Otros biomarcadores en ES incluyen
interleucina-6 (I1L-6), factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y quimiocina CCL2
(MCP-1). A diferencia de CX3CL1, que esta directamente involucrada en la migracion de
celulas inmunitarias a través de las paredes vasculares, IL-6 y TGF-3 estan mas relacionados con
la activacion de fibroblastos y la promocién de fibrosis, mientras que CCL2 se centraen la

atraccién de monocitos.

La elevada especificidad y sensibilidad que fueron determinados en el estudio en relacién con los
niveles de Fractalcina/CX3CL1 en suero proporcionan una herramienta prometedora para el
diagndstico diferencial y la evaluacion de la gravedad de la enfermedad. Este hallazgo no solo
aporta una nueva perspectiva en la comprension de la fisiopatologia de la ES, sino que también
podria guiar futuras investigaciones y desarrollos terapéuticos dirigidos a modular la via de

CX3CL1 para mejorar los resultados clinicos en los pacientes con ES.
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24. CONCLUSIONES

En el andlisis exhaustivo de las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con ES, se
destacd que la mayoria de los pacientes eran mujeres, lo cual concuerda con la tendencia
global de predominio femenino en la enfermedad. La edad promedio de los pacientes refleja
la incidencia tipica de la ES sugieriendo que esta condicion afecta principalmente a adultos
de mediana edad. Ademas, la distribucion geografica y el nivel socioeconémico de los
pacientes indican que la ES afecta a diversos grupos de la poblacidn, sin un area especifica o
nivel socioecondémico, resaltando de esta manera la importancia de considerar la diversidad
demogréfica al abordar la ES, permitiendo asi la deteccidn temprana, el acceso al tratamiento

y la gestion para la enfermedad.

El andlisis de la presencia y la concentracion de Fractalcina/CX3CL1 en el suero de pacientes
con ES revel6 diferencias significativas en comparacion con individuos sanos. De los 36
pacientes diagnosticados con ES, 21 presentaron concentraciones de CX3CL1 superiores a
0,851 ng/mL, mientras que solo 2 de los 36 individuos sanos mostraron concentraciones
superiores a 1,00 ng/mL. Estos resultados indican claramente que los niveles elevados de
CX3CL1 estan asociados con la ES. Por lo tanto, la deteccion de CX3CL1 en el suero podria
servir como un biomarcador valioso para el diagndstico y seguimiento de la enfermedad,
proporcionando asi una herramienta prometedora para mejorar la precision diagnostica y la

monitorizacién de la progresion de la ES

El papel de la quimioquina Fractalcina/CX3CL1 en la fisiopatologia de la ES ha sido evaluado

mediante una revision exhaustiva de literaturay un analisis detallado de los datos recopilados.
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Estos estudios nos permiten concluir que la Fractalcina/CX3CL1 desempefia una funcién
fundamental en la regulacion del sistema inmunolégico y los procesos inflamatorios, lo que
contribuye a la desregulacion inmunoldgica y a la inflamacion crénica caracteristicas de la
ES. Ademas, se ha observado una interaccion significativa entre la Fractalcina/CX3CL1 y su
receptor CX3CR1, la cual promueve la migracion y supervivencia de las células inmunitarias,

perpetuando asi la inflamacion y la fibrosis tisular

Fractalcina/CX3CL1 funciona como un buen biomarcador, puesto que tiene la capacidad
discriminativa del modelo de clasificacion, que esta representada por un AUC de 0.814, indica
que los niveles de Fractalcina/CX3CL1 en suero son un biomarcador confiable para distinguir

entre individuos sanos y pacientes con ES.

La participacion de Fractalcina/CX3CL1 en la activacion y adhesién de leucocitos, asi como
en la inflamacién crénica, sugiere que la via CX3CL1/CX3CR1 podria ser un objetivo
terapéutico valioso. Modificar esta via podria reducir la infiltracion leucocitaria en los tejidos

afectados, mitigando la inflamacion y el dafio tisular caracteristicos de la ES

Los hallazgos de este estudio abren nuevas direcciones para futuras investigaciones. Es
necesario validar estos resultados en cohortes mas grandes y diversas para confirmar su
generalizabilidad, estas deberan tambien enfocarse en los mecanismos especificos por los
cuales Fractalcina/CX3CL1 contribuye a la patogénesis de la esclerosis sistémica, lo que
permitira desarrollar intervenciones mas precisas y efectivas, mejorando asi el tratamiento y

la calidad de vida de los pacientes afectados por esta enfermedad.
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