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Introduccion

a. Mecanismos de actividad y dano en el lupus eritematoso sistémico

El LES es una enfermedad inflamatoria crénica autoinmune muy heterogénea, con una alta
variabilidad interindividual, tanto en su forma de presentacién clinica como en su evolucién y
prondstico. Se caracteriza fundamentalmente por la presencia de autoanticuerpos
(anticuerpos dirigidos contra antigenos propios), la formacién de inmunocomplejos, y su
potencial para afectar practicamente a cualquier drgano. Suele cursar con brotes de actividad

seguidos de periodos de remisién y no es infrecuente el acimulo de dafio orgdnico irreversible.

Su etiologia aun se desconoce, pero se sabe que estan implicados factores genéticos y
ambientales que alteran tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa, produciendo
una pérdida de la tolerancia inmunoldgica. La disfuncién en los elementos celulares vy
humorales del sistema inmunitario innato implica mecanismos deficitarios en la fagocitosis y
la eliminacién de los inmunocomplejos y una hiperproduccién de IFN-I. En este contexto, en
situaciones de muerte celular (apoptosis, NETosis, necrosis, etc.) se acumulan antigenos
propios, generalmente de origen nuclear, que son presentados a los linfocitos T. Ademas,
existe una regulacién linfocitaria aberrante, con menor representacion de las poblaciones T
reguladoras y T supresoras, y con una diferenciacion alterada de las células B. Todo ello
conduce a la perpetuacién de clonas productoras de autoanticuerpos, cuya presencia es clave

en la fisiopatologia del LES.!
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Estos autoanticuerpos median gran parte de las lesiones propias de la enfermedad,
tipicamente a través de la formacidon de inmunocomplejos que activan la cascada del
complemento generando inflamacién tisular. Las manifestaciones clinicas por lo general son
multiples y muy diversas, en funcién de los drganos afectados, si bien en un mismo individuo
tiende a repetirse el patrén de afectacidon en cada brote de actividad. Cuando la actividad
inflamatoria es intensa y/o prolongada en el tiempo, produce secuelas irreversibles que se
traducen en dafo organico. Ademas del dafio derivado de la actividad, existe dafio secundario
a la toxicidad de los tratamientos y a otras comorbilidades. En este sentido, una de las
comorbilidades mas relevantes en el LES es la enfermedad cardiovascular, que es mas
frecuente y precoz que en la poblacidn general, y que, desde hace afios, ha desplazado a las
infecciones como una de las principales causas de muerte. Los mecanismos que conducen a la
aterosclerosis en el LES trascienden los factores de riesgo cardiovascular clasicos, y no han sido

del todo aclarados aun.?

El mejor conocimiento de los procesos fisiopatoldgicos que subyacen en las distintas formas
de expresion de esta enfermedad autoinmune, tanto durante sus fases de actividad como de
dafio, permitiria identificar a aquellos pacientes en riesgo de desarrollar determinadas

manifestaciones clinicas y/o comorbilidades y, con ello, prevenir sus desenlaces.

b. Enfermedad cardiovascular y lupus eritematoso sistémico

Desde hace décadas, la enfermedad cardiovascular se considera el resultado de una
situacion inflamatoria crénica que conduce a la iniciacion, formacién y eventual ruptura de

placas de aterosclerosis. Esta enfermedad comparte con el LES circuitos de inflamacidn tisular
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gue implican al IFN-I, fendmenos de NETosis, regulacién aberrante de células T, sefializacién a
través de TLR y aparicién de anticuerpos contra antigenos propios.® Sin embargo, existen
algunas diferencias notables entre la poblacién general y los pacientes con LES que conviene
destacar. Por un lado, el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular, tanto clinica como
subclinica, es considerablemente mayor en el LES, y esta mayor predisposicion persiste incluso
tras omitir la contribucién de los factores de riesgo cardiovascular cldsicos. Ademas, esta forma
de aterosclerosis se manifiesta desde etapas muy iniciales de la enfermedad autoinmune, que
afecta predominantemente a mujeres jovenes. Por ultimo, la expresién de citocinas
proinflamatorias en el LES no es tan marcada como en otras poblaciones con enfermedad

cardiovascular precoz.?

La disfuncion endotelial es uno de los fendmenos iniciales en el desarrollo de la
aterosclerosis y a ella contribuye la resistencia a la insulina. Esta resistencia podria definirse
como la disminucion de la capacidad de la insulina para estimular la captacion de glucosa por
parte del musculo estriado y los adipocitos, y de inhibir la expresién de enzimas
gluconeogénicas en el higado y la lipolisis en el tejido adiposo. Las causas que conducen a la
aparicién de la resistencia a la insulina son muy diversas, y se han agrupado en el llamado
sindrome metabdlico, que se ha asociado a su vez con el desarrollo de diabetes mellitus tipo
2 y de enfermedad cardiovascular, tanto en el LES como en poblacién general, sobre todo en
mujeres.* Sin embargo, la contribucion de la obesidad troncular a la aparicién de la resistencia
alainsulina en los pacientes con LES parece menos determinante que en la poblacién general.
Ademas, paraddjicamente, la resistencia a la insulina en estos pacientes se acompafia de
valores séricos altos del péptido C, un marcador de la funcién secretora de la célula beta

pancreatica. Estas evidencias apuntan a la existencia de mecanismos diferentes, aparte de la
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inflamacién crénica y el estrés oxidativo originados en el tejido adiposo, que explicarian la

resistencia a la insulina en el LES.?

Por otra parte, en los pacientes con LES, las alteraciones del perfil lipidico resultan también
intrigantes. Aunque en la mayoria de los casos existe un balance claramente proaterogénico
(con niveles bajos de colesterol HDL y altos de LDL, triglicéridos y apoliporoteina B), incluso
cuando este balance no esta alterado, subyacen anomalias en el tamafio, carga y composicién
de las lipoproteinas que resultan deletéreas. Concretamente, las moléculas de HDL de estos
pacientes tienen mermada su capacidad para captar el colesterol de los tejidos periféricos y
redirigirlo al higado para su eliminacion via biliar. Este fendmeno, conocido como flujo reverso
de colesterol, es crucial en el metabolismo de los lipidos, y puede evaluarse ex vivo mediante
una prueba funcional. Esta prueba, denominada capacidad de transferencia de colesterol,
cuantifica la capacidad de las moléculas de HDL del plasma del individuo para captar el
colesterol efluido desde una célula donante. Se ha demostrado, tanto en poblacién general
como en LES, que esta capacidad de transferencia de colesterol es un marcador subrogado de

enfermedad cardiovascular, y que es independiente del balance sérico de lipoproteinas.3

En definitiva, se sospecha que en la enfermedad cardiovascular del LES estan implicados
factores de riesgo adicionales cuyos mecanismos etiopatogénicos son distintos de los infligidos
por los factores de riesgo cardiovascular clasicos, y que justifican la particular forma de
aterosclerosis precoz y acelerada que sufren estos pacientes. Las alteraciones metabdlicas y la
inflamacién vascular inducidas por mecanismos autoinmunes se han postulado como algunos
de estos posibles factores de riesgo cardiovascular adicionales.* El sistema del complemento
podria mediar en estas alteraciones autoinmunes vasculares y metabdlicas. Aunque su papel

en la enfermedad cardiovascular de los pacientes con LES no ha sido suficientemente
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estudiado aun, el complemento se ha vinculado con la enfermedad cardiovascular en la
poblacidn general, incluso en fases subclinicas de la misma. Ademads, ultimamente se ha
demostrado que también esta implicado en el desarrollo de las dos formas de diabetes
mellitus, y que se relaciona con el sindrome metabdlico y con algunas de las comorbilidades

que lo integran.®’

o

Generalidades sobre el sistema del complemento

El sistema del complemento es un sistema bioldgico ancestral muy complejo implicado en
la defensa y homeostasis del organismo a través de mecanismos de opsonizacién, fagocitosis,
lisis celular directa e induccion de respuestas inflamatorias mediante anafilotoxinas.
Inicialmente se descubrié como una parte del sistema inmunitario innato encargada de
“complementar” (de ahi su nombre) a la accién del sistema inmunitario adaptativo en las
respuestas mediadas por anticuerpos. Sin embargo, actualmente se sabe que sus funciones
son mucho mas complejas y lo vinculan con otros procesos biolégicos fundamentales como la
coagulacion, la sefalizacidn intracelular a través de TLR, la presentacion celular de antigenos

y la eliminacién de componentes moleculares extrafios y/o dafiados.®

Estd integrado por mas de 50 proteinas en total, tanto plasmaticas como de membrana,
gue se organizan en tres vias diferentes en funcién de cual sea el detonante de la activacién
de la cascada del complemento. Estas vias se conocen como via cldsica, via de las lectinas y
via alternativa, y confluyen en una via terminal comun. La mayoria de sus moléculas séricas se
producen en el higado, con la salvedad de la proteina inactiva C1qy el factor D, cuyas fuentes

mayoritarias son los monocitos y los adipocitos, respectivamente.?
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La activacion de la via clasica se inicia habitualmente por anticuerpos, aunque también
puede desencadenarse en presencia de PCR y de cuerpos apoptdticos. Al unirse Clq a
cualquiera de estas dianas, el complejo inactivo C1 (formado por un hexamero de Clqy un
tetrdmero integrado por dos moléculas de Clry dos de C1s) sufre un cambio conformacional
gue activa a las proteasas C1ry Cl1s, lo que conlleva la activacion global del complejo proteico.
La via de las lectinas emula a la via cldsica mediante un complejo estructural y funcionalmente
muy similar al de C1. En este caso, el detonante son residuos de hidratos de carbono exclusivos
de patdgenos, el equivalente a Clq son las proteinas ficolina o lectina unida a manosa (MBL),
y los equivalentes al tetradmero conformado por Clry Cls son proteasas de serina asociadas a
MBL (MASP). Una vez activados, ambos complejos, C1 y MBL-MASP, escinden C4 y C2 en sus
proteinas activas (C4a, C4b y C2a, C2b, respectivamente) formando la convertasa de C3 de la
via clasica y de las lectinas (C4b2b). En contraposicion, la via alternativa se encuentra activada
de forma basal por un mecanismo de hidrdlisis constitutiva del C3 plasmatico denominado
“tick over”. Esta hidrdlisis genera pequefas cantidades de las proteinas activas C3a y C3h20.
C3H20 se une al factor B, que es activado por el factor D, escindiéndose en los fragmentos
proteicos Ba y Bb. Este fragmento Bb tiene a su vez actividad proteolitica sobre C3, generando
C3b, que junto con Bb forman la convertasa de la via alternativa (C3bBb). Esta convertasa es
poco eficiente en sustrato liquido, por lo que, en condiciones fisioldgicas, todo este proceso
es rapidamente neutralizado a través de los reguladores solubles. No obstante, en presencia
de superficies celulares extrafas o dafiadas, la convertasa se genera sobre estos sustratos
solidos, donde es estabilizada por la properdina, lo que aumenta considerablemente su

rendimiento.®
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Con independencia de cual haya sido la via inicialmente activada, el C3b generado en el
medio ejerce una retroalimentacidn positiva sobre la via alternativa (asa amplificadora) y
conduce a la produccidn exponencial de mas C3b. Cuando alcanza concentraciones
suficientes, C3b acaba uniéndose a la convertasa de C3 para dar lugar a la convertasa de C5
(C4b2b3b en las vias clasica y de las lectinas, C3bBbC3b en la via alternativa). A partir de ese
momento se inicia la via litica terminal comun. C5 es escindido en sus dos fracciones activas,
la anafilotoxina C5a y la proteina C5b. C5b se une a C6 y después a C7, formando un trimero
lipofilico capaz de insertarse en las membranas celulares. Sobre este trimero insertado en la
bicapa lipidica se ensambla C8, que a su vez se une a multiples moléculas de C9 formando el
complejo de ataque a membrana (C5b-9). En ultima instancia, estos complejos actian como

poros transmembrana que conducen a la lisis osmdtica de las células.?

Debido a su potencial devastador en caso de actividad descontrolada, el sistema del
complemento se encuentra estrechamente regulado en los tres puntos criticos de la cascada:
iniciacién o activacién, amplificacion y formacién de convertasas, y generacion de complejos
de ataque a membrana. Entre sus reguladores séricos destaca C1-inh, una proteasa de serina
gue evita la activaciéon tanto de la via clasica como de la via de las lectinas. Este inhibidor
interacciona con las moléculas C1lry C1ls o MASP-1y MASP-2, respectivamente, bloquedndolas
de manera irreversible. Ejerce ademas funciones reguladoras sobre otros procesos muy
ligados a la inflamacién, como la cascada de la coagulacién y la via de las cininas. El factor H,
por el contrario, es el principal regulador del proceso de amplificacion y formacion de
convertasas en el suero. Por un lado, facilita la inactivacion de C3b por el factor |, y por otro,

acelera la desintegracion de las convertasas de C3 a través de la eliminacién de Bb.2
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Del balance global entre reguladores y potenciadores del sistema del complemento
dependerd su adecuado funcionamiento en la defensa y homeostasis del organismo.
Situaciones funcionalmente deficitarias facilitan el desarrollo de infecciones y de
enfermedades autoinmunes, mientras que situaciones de hiperactividad conllevan riesgo de

otras enfermedades cuyo denominador comun es la inflamacion.

d.El complemento en el lupus eritematoso sistémico

El papel del sistema del complemento en el LES es dual y hasta cierto punto paraddjico. Por
un lado, se sabe que una pérdida de funcién en este sistema repercute en la capacidad para
eliminar de forma eficiente los detritus celulares. Esta disfuncién favorece la exposicion de
autoantigenos y la pérdida de tolerancia, ambos factores clave en la etiopatogenia de la
enfermedad. Por otro lado, un aumento de funcién se traduce en una actividad
desproporcionada del sistema del complemento, que es uno de los mecanismos principales

de la inflamacidn y el dafio tisular en el LES.®

Se ha descrito un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad asociado a mutaciones en los
genes del complemento, especialmente en aquéllos relacionados con las moléculas de la via
cldsica. Muchas de estas moléculas, entre las que destacan Clqg y C4b, ejercen como
opsoninas, facilitando el reconocimiento y la eliminacién de células apoptdticas, NET e
inmunocomplejos circulantes. Ademas, se ha demostrado que la presencia de C1q asociada a
estas estructuras regula a la baja la expresidon de IFN-a. Por otro lado, las proteinas de la via
clasica son fundamentales en el proceso de seleccidn negativa de las células B, tanto en la fase

de presentacion y reconocimiento de antigenos como en la posterior induccién de anergia
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sobre las clonas autorreactivas mediada por C4. Para el éxito de ambos procesos es necesaria
ademads una adecuada expresion de CR2 (receptor 2 del complemento) en la célula B. En
cuanto a la via alternativa, las mutaciones del gen de C3 no se han asociado con un mayor
riesgo de desarrollar la enfermedad, mientras que las que implican una pérdida de funcién del

factor H parecen aumentar el riesgo de nefritis lupica.*°

Independientemente de los mecanismos etiopatogénicos que lo hayan puesto en marcha,
una vez que el LES se ha establecido, la actividad desproporcionada de la cascada del
complemento pasa a ser el elemento central en la fisiopatologia de la enfermedad. Las
anafilotoxinas C3a y C5a ejercen un papel crucial sobre la célula T, propiciando una
sefalizacién incontrolada a través de TLR que culmina en una produccién desmedida de
citocinas proinflamatorias. Ademas, los fragmentos activos del complemento interaccionan
con neutrofilos y plaquetas, induciendo mas NETosis y mayor agregacion y adhesion
plaguetaria al endotelio, con la consiguiente retroalimentacién positiva de todos los procesos
inflamatorios.® En algunos pacientes se generan autoanticuerpos que empeoran aun mas la
situacion, perpetuando la activacion de la cascada del complemento. En funcién de cudl sea
la diana contra la que estdn dirigidos, estos anticuerpos pueden reducir la capacidad de
eliminacion de los detritus celulares (anti-Clqg, anti-MBL), inhibir los mecanismos de
regulacién (anti-Cl-inh, anti-FH, anti-C3b) o, mds raramente, potenciar la actividad de las

convertasas (anti-C3 y anti-C4, los llamados factores nefriticos).!

La importancia del complemento en la fisiopatologia del LES se hace patente en las biopsias
de los tejidos afectados por la enfermedad, concretamente en la piel y en el rifidn. Un hallazgo
practicamente patognomodnico de esta entidad es el patron “full house” en Ia

inmunofluorescencia directa. Este patrén consiste en el depdsito de inmunoglobulinas (G, Ay
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M) y diversas proteinas del complemento (C1q, C4, C3 y C5b-9) sobre sus dianas tisulares (la
unién dermoepidérmica, y el mesangio y la membrana basal glomerular, respectivamente).!
Por otra parte, la hipocomplementemia (valores bajos de los niveles séricos de C3, C4 o de
CH50) se considera un hallazgo de laboratorio tipico del LES que en la mayoria de los casos
refleja activacién por inmunocomplejos, ya sean circulantes (via cldsica) o generados in situ
(via alternativa). En este escenario, la activacion masiva de la cascada del complemento
conduce a un consumo acelerado de sus moléculas plasmaticas que excede la capacidad de
sintesis de las mismas y deriva en la disminucidn de sus niveles en sangre. De esta forma,
valores bajos de las proteinas séricas del complemento tienden a correlacionarse con
variantes mas graves de la enfermedad (concretamente de LES renal) y con la expresion de
anticuerpos anti-ADN nativo, mientras que su regreso a valores normales se interpreta como

un signo de buen prondstico y de buena respuesta al tratamiento.!?

No obstante, la evaluacién habitual del sistema del complemento en el LES en la practica
clinica suele limitarse a la determinacion de los precursores enzimaticos inactivos (zimégenos)
C3 y C4, sin valorar la presencia simultanea de moléculas activas y reguladoras, ni el estado
global de cada via mediante pruebas funcionales. Dado que el consumo de las proteinas del
complemento por activaciéon plasmatica de la cascada es solo uno de los factores que
condiciona los niveles séricos de las mismas, el hallazgo aislado de niveles bajos de C3 y/o C4
no deberia considerarse en si mismo un marcador subrogado de actividad del LES. De hecho,
no es infrecuente encontrar pacientes con hipocomplementemia persistente
independientemente del estado de actividad de la enfermedad, o pacientes con valores
normales de C3 y C4 pese a actividad renal evidente.'>'3 Conviene recordar que la mayoria de

las proteinas inactivas del complemento se comportan como reactantes de fase aguda, con lo
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que sus valores séricos aumentan en situaciones de inflamacion. Por otra parte, aunque la
deficiencia completa del zimdégeno C4 es muy rara, las variaciones en el nimero de copias de
los genes que codifican esta proteina (C4A y C4B) son muy habituales, con oscilaciones de
entre 1 a 4 copias de cada gen, lo que impacta en los niveles plasmaticos de la proteina y en

el riesgo de desarrollar LES (mayor riesgo cuantas menos copias).’

La literatura médica disponible hasta la fecha no recoge estudios en los que se haya
caracterizado de forma amplia el sistema del complemento en el LES, a través de la medicién
de sus moléculas inactivas, activadas y pruebas funcionales de manera simultdnea. Ademas,
la mayoria de los trabajos realizados se han centrado en el andlisis del complemento como
marcador diagndstico y de vigilancia de la actividad de la enfermedad,** mientras que su
capacidad para diferenciar formas de expresién clinica y comorbilidades concretas, como la

enfermedad cardiovascular, no ha sido tan explorada.

El mejor conocimiento de los patrones de déficit y actividad del complemento en los
pacientes con LES podria permitir identificar subgrupos biolégicos asociados a estas variantes
clinicas y prondsticas, y la identificacion precoz de estos subgrupos posibilitaria diseiar

estrategias de seguimiento y tratamiento adaptadas a cada perfil de riesgo.
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Hipotesis

1. Las moléculas que integran el sistema del complemento se relacionan con la expresion
clinica y seroldgica del lupus eritematoso sistémico, tanto con sus medidas de actividad y
dafio como con su perfil de autoanticuerpos. Esta relacién depende del estado de
actividad de las tres vias del complemento (clasica, de las lectinas y alternativa), y no solo

de los valores séricos de sus zimdgenos inactivos.

2. Las moléculas que integran el sistema del complemento se asocian con marcadores
subrogados de enfermedad cardiovascular en el lupus eritematoso sistémico, como la
resistencia a la insulina y las alteraciones del perfil lipidico y de la capacidad de
transferencia de colesterol. Esta asociacion entre las moléculas del complemento y estos
marcadores subrogados de enfermedad cardiovascular es independiente de los factores

de riesgo cardiovascular clasicos.

______________________________________________________________________________________________________________________|]
Hipotesis 14



lll. Objetivos



Objetivos

1. Analizar el patrén de relacién entre el sistema del complemento (evaluado a través de
pruebas funcionales y niveles séricos de moléculas inactivas, activadas y reguladoras) y
las distintas formas de presentaciéon del lupus eritematoso sistémico (estimadas mediante

indices de actividad y dano y perfil de autoanticuerpos).

2. Analizar si existe una asociacion independiente entre el sistema del complemento sérico
y la resistencia a la insulina (estimada a través del instrumento HOMA?2 y la presencia de

sindrome metabdlico) en pacientes con lupus eritematoso sistémico.

3. Analizar si existe una asociacion independiente entre el sistema del complemento sérico
y el metabolismo de los lipidos (estimado a través del perfil lipidico y la capacidad de

transferencia de colesterol) en pacientes con lupus eritematoso sistémico.

______________________________________________________________________________________________________________________|]
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IV. Material y métodos



Material y métodos

a.Sujetos

En este estudio transversal se seleccionaron pacientes con LES que acudieron a revisién en
consultas externas de Reumatologia del Hospital Universitario de Canarias y del Hospital

Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin entre el afio 2016 y 2021.

Los pacientes incluidos debian tener al menos 18 afios, haber sido diagnosticados por un
reumatologo experimentado y cumplir los criterios de clasificaciéon del American College of
Rheumatology.'® Se excluyeron aquéllos con antecedentes de cdncer que hubieran recibido
guimio y/o radioterapia y/o que llevaran menos de 5 afios en remision libre de enfermedad.
También se excluyeron los casos de insuficiencia hepatica y/o renal crénica avanzadas,
infeccidn activa, y/o cualquier otra enfermedad autoinmune sistémica distinta del sindrome

antifosfolipido y/o el sindrome de Sjogren.

De los 284 pacientes incluidos, aquéllos con diagndstico previo de diabetes mellitus,
glucemia en ayunas = 110 mg/dl o tratamiento con farmacos hipoglucemiantes y/o insulina
fueron excluidos del estudio sobre la resistencia a la insulina, por lo que no se les
determinaron los indices relacionados con la misma. Por otra parte, aquéllos con
enfermedades y/o farmacos distintos de las estatinas que pudieran influir en los niveles

plasmaticos de los lipidos se excluyeron del estudio del perfil lipidico.
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b. Adquisicion de datos y variables

Las diferentes variables se recogieron a través de entrevista presencial y revision de la
historia clinica. En dicha entrevista se comprobaba la medicacion vigente y se realizaban
anamnesis y exploracion fisica dirigidas a las variables de interés, asi como extracciéon de

sangre.

1. Lupus eritematoso sistémico

El estado de actividad y de dafio de la enfermedad se evalué mediante los instrumentos
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index -2000 (SLEDAI-2K)*® y Systemic Lupus
International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology Damage Index
(SDI),Y” respectivamente. De forma similar a lo aplicado por otros autores, para las
puntuaciones del SLEDAI-2K se establecieron las siguientes categorias: inactividad (0
puntos), actividad leve (1-5 puntos), actividad moderada (6-10 puntos), actividad alta (11-
19 puntos) y actividad muy alta (= 20 puntos).'® La gravedad de la enfermedad se valoré a

través del indice Katz.1®

El perfil de autoanticuerpos se determind mediante la revisién de los datos del
laboratorio de Inmunologia, donde se habian empleado técnicas de inmunoensayo lineal
multiparamétrico para la deteccion de los ENA y ELISA para los anticuerpos anti-ADN, anti-
cardiolipina y anti-beta2glicoproteina. El test del anticoagulante lUpico se habia realizado
en el laboratorio de Hematologia de acuerdo con procedimientos internacionales

estandarizados en tres pasos consecutivos (cribado, mezcla y confirmacién), con dos
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activadores de la coagulacion diferentes (Russell y Silica).?° Para la definicidn de sindrome

antifosfolipido se aplicaron los criterios de clasificacién de Sydney de 2006.%

2. Sistema del complemento

Se obtuvieron muestras de suero en ayunas que fueron congeladas a -802C. Los niveles
plasmaticos de las proteinas inactivas C1q, C4, C2 y C3, asi como del producto activado C3a
se determinaron mediante turbidimetria (Roche), los de Cl-inh mediante nefelometria

(Siemens) y los de los factores D y H mediante ELISA (Duoset, R&D).

Se emplearon ademas pruebas funcionales de nueva generacion de las tres vias (SVAR
Wieslab®, Suecia). Esta técnica se basa en los principios de las pruebas funcionales
hemoliticas clasicas, y consiste en determinar la cantidad de complejo de ataque de
membrana (C5b-9) que resulta de la activacién de una determinada via del complemento
ex vivo. Para ello, se cubren pocillos de microtitulacién con los activadores especificos de
la via que se quiera analizar, se diluye el suero del paciente con un diluyente que contenga
un bloqueante del resto de las vias, y se incuba en los pocillos. La activacion resultante de
la via analizada conlleva la aparicion en el medio de C5b-9. Posteriormente se lavan los
pocillos, se afade un anticuerpo especifico marcado con fosfatasa alcalina dirigido contra
el neoantigeno de C5b-9, y se incuba de nuevo. Tras un lavado adicional, los
inmunocomplejos  neoantigeno-anticuerpo resultantes se detectan mediante
turbidimetria, de manera que la cantidad de neoantigeno generado correlaciona con la
intensidad del color, y se mide en términos de absorbancia (densidad 6ptica). El resultado
se expresa semi-cuantitativamente mediante un cociente entre la muestra analizada y un

control. Wieslab® ha validado estos ensayos funcionales y estudiado su correlacion y
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concordancia con los ensayos hemoliticos cldsicos CH50 y AHS50 (https://www.
svarlifescience.com/ Ultimo acceso el 22/04/2024). De la misma forma en que se
interpretan los ensayos hemoliticos, el hallazgo de valores bajos en los ensayos SVAR

denota activacion del complemento in vivo.

Los coeficientes de variacion intra e interensayo de todas las técnicas utilizadas para el

estudio del complemento fueron inferiores al 10%.

3. Resistencia a la insulina

Se evalué mediante la herramienta HOMA y la definicién de sindrome metabdlico.

El instrumento matematico HOMA permite estimar la sensibilidad a la insulina y la
funcion de la célula beta pancreatica a partir de muestras emparejadas de glucosa
plasmatica e insulina o péptido C. Se utilizé concretamente la versién informatica
actualizada HOMA2.%2 Para estimar la sensibilidad a la insulina, el modelo se basa en el
consumo de glucosa en respuesta a la concentracién de la hormona, y arroja un valor
expresado como HOMA2-5% donde 100% es el valor normal. La resistencia a la insulina se
define como el reciproco de ese valor y se expresa como HOMAZ2-IR. Para la estimacion de
la funcién de la célula beta se basa en las concentraciones del péptido C, que es un
marcador pancreatico de secrecidn de insulina. Su resultado se expresa como HOMA2-B%-
péptido C. Las concentraciones de insulina y péptido C se midieron con ensayos
inmunométricos quimioluminiscentes (Architect Abbott 20001 e Immulite 2000 Siemens,

respectivamente).
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La presencia de sindrome metabdlico se establecid en funcién de los criterios del
National Cholesterol Education Program (NCEP/ATPIII).?® Segln esta definicién, existe
sindrome metabdlico cuando se rednen al menos tres de los siguientes cinco criterios:
perimetro en cintura mayor de 102 cm en hombres u 88 cm en mujeres; presién arterial
mayor de 130/85 mmHg; trigliceridemia en ayunas mayor de 150 mg/dl; niveles de
colesterol HDL en ayunas menores de 40 mg/dl en hombres o 50 mg/dl en mujeres;

glucemia en ayunas mayor de 100 mg/dl.

4. Perfil lipidico

Se obtuvieron muestras de suero en ayunas que fueron congeladas a -802C. Los niveles
de colesterol total, colesterol HDL y triglicéridos se determinaron mediante ensayo
enzimatico colorimétrico (Roche), y las lipoproteinas y la lipoproteina A mediante ensayo
inmunoturbidimétrico cuantitativo (Roche). Los niveles de colesterol total oscilaron entre
0,08 y 20,7 mmol/L (coeficiente de variacidon intraensayo 0,3%), los de triglicéridos entre
4y 1.000 mg/dL (coeficiente de variacidn intraensayo 1,8%), y los de colesterol HDL entre
3y 120 mg/dL (coeficiente de variacién intraensayo 0,9%). El indice aterogénico se estimé
con el indice de Castelli (colesterol total/colesterol HDL) y los niveles de colesterol LDL
(low-densitiy lipoprotein) con la férmula de Friedewald (colesterol total - colesterol HDL +

triglicéridos/5)).

La capacidad de transferencia de colesterol se evalud utilizando un analago de
colesterol marcado con la sustancia fluorescente BODIPY, siguiendo un procedimiento
previamente establecido.?* En primer lugar, se siembran macréfagos de la linea celular

J774 en placas de 96 pocillos, con densidad de 7x10* células por pocillo. Al dia siguiente,
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las células se exponen al andlogo de colesterol marcado con BODIPY (25 uM; Avanti Polar
Lipids), BSA al 0,2% y 2 pg/mL del inhibidor de ACAT (Sandoz 58-035, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemania) en un medio RPMI suplementado con FBS al 1% durante 1 hora.
Posteriormente las células se lavan con MEM-HEPES y se incuban durante una noche en
medio RPMI libre de suero, suplementado con 0,3 mM de AMPc, BSA al 0,2% y 2 pg/mL
delinhibidor de ACAT. Se vuelven a lavar las células con MEM-HEPES y se incuban durante
4 horas a 372C en este medio con plasma de los pacientes al 2,8% desprovisto de
apolipoproteina B tras precipitacion con polietilenglicol, 0,15 mM de AMPcy 2 pg/mL del
inhibidor de ACAT. La cantidad de colesterol BODIPY efluido en el medio se mide
directamente con un lector de placas de fluorescencia (Tecan, Trading AG, Mannedorf,
Suiza), con una longitud de onda de excitacién de 485 nm y de emision de 530 nm. La
capacidad de transferencia de colesterol se calcula como el cociente entre el colesterol

BODIPY efluido y el contenido inicial de colesterol BODIPY en los macrofagos 1774.

Cada analisis se realizé por triplicado para cada paciente, y las muestras que excedian

el umbral de variacion del 7% se volvieron a analizar.

c. Analisis estadistico

Las caracteristicas clinicas y demogréficas se expresan como la media + la desviacién
estdndar o como porcentajes en el caso de las variables categéricas. Para las variables
continuas con distribucién no normal se usan la medianay el rango intercuartil. Las diferencias

entre subgrupos se analizaron con el test de Chi-cuadrado, exacto de Fisher, t-student o U de
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Mann-Whitney segun se tratara de variables cualitativas o cuantitativas, y su distribucién de

normalidad.

La relacién entre las caracteristicas del LES y el sistema del complemento se evalud
mediante andlisis de regresion lineal univariable. La asociacion de la resistencia a la insulina y
el perfil lipidico con el sistema del complemento se valord a través de analisis de regresion
multivariable. Para las variables dependientes continuas “indice de resistencia a la insulina” y
las derivadas del perfil lipidico se utilizé un modelo de regresion lineal. Para la variable

categoérica dependiente “sindrome metabdlico” se empledé un modelo de regresion logistica.

Se consideraron como variables confusoras aquéllas que estaban asociadas
significativamente (p < 0,20) tanto con las variables dependientes como con las
independientes, siempre y cuando no existiera una relacion de causalidad. Con el fin de evitar
la colinealidad, en el modelo de regresion multivariable para el analisis del perfil lipidico se
calculd el factor de inflacién de la varianza (> 10 indicativo de colinealidad) y se excluyeron
todas las variables derivadas de formulas (colesterol LDL, cociente LDL:HDL, colesterol no HDL,

cociente apolipoproteina B:apolipoproteina Al, e indice aterogénico).

En todos los andlisis se utilizé un nivel de significacion del 5% bilateral y se consideré como
estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Todos los analisis se realizaron con

software Stata, version 17/SE (StataCorp, College Station, TX, EE. UU.).
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d. Aspectos éticos

La investigacion se llevé a cabo de conformidad con la Declaracidon de Helsinki de 2013. El
protocolo del estudio fue aprobado por los Comités de Etica Institucional del Hospital
Universitario de Canarias y del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, y todos
los sujetos proporcionaron consentimiento informado por escrito (Nimero de Aprobacién

2015_84).
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a. Datos relativos al lupus eritematoso sistémico y al sistema del complemento

En este estudio se incluyeron 284 pacientes con LES. La mayoria eran mujeres (92%) de 50
+ 12 afos. La edad en el momento del diagndstico de la enfermedad era de 34 + 13 afios, y su
duracion de 16 + 10 afios. El 67% de los pacientes presentaban anticuerpos anti-ADN y el 69%
ENA, de entre los que los anti-SSA eran los mas frecuentes (35%). El 32% tenia al menos un
anticuerpo antifosfolipido, y el 16% cumplia los criterios de clasificacion del sindrome

homodnimo.

La mayoria de los pacientes se encontraban en las categorias “inactividad” (40%) o
“actividad baja” (40%) del SLEDAI-2K, y el 68% tenia dafio organico establecido segun el SDI.
En relacién con los farmacos en el momento del estudio, el 50% tomaba glucocorticoides a
una dosis diaria media equivalente a 5 mg de prednisona (RIC 5-7,5 mg), y el 69% recibia
tratamiento con hidroxicloroquina. Otros farmacos menos usados fueron el metotrexato

(11%) y la azatioprina (15%).
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Las principales caracteristicas de la cohorte, asi como los valores de las pruebas funcionales
de las tres vias del complemento (clasica, de las lectinas y alternativa) y la concentracion
plasmatica de sus moléculas individuales (C1q, C2, C4, FD, C3, C3a, Cl-inh y FH) se muestran

en latabla 1.1 (table 1 en Front Immunol 2023;14:1167055).

En la figura 1.1 (supplementary figure 1 en Front Immunol 2023;14:1167055) se representa
la distribucién de frecuencias de las pruebas funcionales para cada una de las vias, donde el
eje de abscisas (X) corresponde con los valores de las pruebas, y el de ordenadas (Y) con la
frecuencia de pacientes para cada determinado valor. Como puede observarse, el test
funcional de la via cldsica sigue una distribucion normal, mientras que el de la via de las

lectinas y el de la via alternativa se encuentran desviados hacia la izquierda.
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Figura 1.1. Distribuciéon de frecuencias de las pruebas funcionales de nueva generacién SVAR Wieslab® de
las tres vias del complemento. AL: alternativa; CL: cldsica; LE: de las lectinas.
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Tabla 1.1. Caracteristicas basales y del sistema del complemento

LES (N=284)
Edad, afios 50+12
Mujer, n (%) 261 (92)
Fumador, n (%) 69 (24)
Diabetes, n (%) 16 (6)
Hipertensidn arterial, n (%) 111 (39)
Obesidad, n (%) 85 (30)
Caracteristicas del LES
Edad en el diagndstico, afios 34+13
Duracion de la enfermedad, afios 16 £10
Criterios de clasificacion del LES*, n (%) 150 (88)
Sindrome antifosfolipido, n (%) 43 (16)
Perfil de autoanticuerpos
Anti-ADN, n (%) 151 (67)
ENA, n (%) 164 (69)
Anti-Sm 24 (10)
Anti-ribosoma 13 (9)
Anti-nucleosoma 32 (22)
Anti-histona 22 (15)
Anti-RNP 64 (28)
Anti-SSA/Ro 55 (35)
Anti-SSB/La 36 (21)
Anticuerpos antifosfolipidos, n (%) 61 (32)
Anti-cardiolipina IgM 22 (11)
Anti-cardiolipina IgG 39 (20)
Anti-B2 glicoproteina IgM 19 (10)
Anti-B2 glicoproteina IgG 28 (15)
indices del LES
Mediana del SLEDAI-2K 2 (0-4)
Categorias del SLEDAI-2K
Inactividad, n (%) 109 (40)
Actividad baja, n (%) 107 (40)
Actividad moderada, n (%) 41 (15)
Actividad alta a muy alta, n (%) 14 (5)
Mediana del SDI 1(0-2)
SDI>1,n (%) 191 (68)
Mediana del Katz 2(1-4)
Katz > 3, n (%) 126 (44)
Tratamiento en el momento de la visita
Glucocorticoides, n (%) 140 (50)
Dosis diaria equivalente de prednisona, mg 5(5-7,5)
Hidroxicloroquina, n (%) 194 (69)
Metotrexato, n (%) 31(11)
Azatioprina, n (%) 43 (15)
Micofenolato de mofetil, n (%) 31(11)
Belimumab, n (%) 8(3)
Rituximab, n (%) 8(3)
Caracteristicas del complemento
Pruebas funcionales, %
Via cldsica 91+38
Via alternativa 41 (12-79)
Via de las lectinas 10 (1-41)
Moléculas séricas
Clq, mg/dl 34+11
C2, mg/dl 2,5+1,2
c4, mg/dl 21+12
Factor D, ng/ml 2.593 +£1.835
C3, mg/dl 130 £ 40
C3a, mg/dI 39+10
C1-inh, mg/dI 32+9
Factor H, ng/ml x10-3 388 (281 - 564)

Los datos se muestran como medias + DE o medianas (RIC) cuando no siguen una distribucion
normal. Categorias del SLEDAI-2K: inactividad: O puntos; actividad baja: 1-5 puntos; actividad
moderada: 6-10 puntos; actividad alta a muy alta: > 10 puntos.

*Cumplimiento de criterios SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics) 2012 y/o
EULAR/ACR (European League Against Rheumatism/American College of Rheumatology) 2019.
C1-inh: inhibidor de C1; ENA: extractable nuclear antibodies; SDI: SLICC/ACR Damage Index; SLE:
systemic lupus erythematosus; SLEDAI-2K: SLE Disease Activity Index.
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Las correlaciones entre los ensayos funcionales y las moléculas individuales del
complemento se representan mediante diagramas de cuerdas en la figura 1.2 (supplementary
figure 3 en Front Immunol 2023;14:1167055). En general, las pruebas funcionales y las
moléculas correlacionaban fuerte y positivamente entre si, salvo los factores D y H, que no
mostraron relaciones significativas. Como puede observarse, el mapa de relaciones entre los
distintos pardmetros del complemento no permite inferir un patrén especifico de activacion,

sino que, en general, todas las moléculas se correlacionan entre si.

Figura 1.2. Relacién de las pruebas funcionales y las moléculas séricas entre si (izquierda) y de las pruebas

funcionales con las moléculas séricas (derecha).

Las relaciones entre los diferentes parametros se representan con arcos. El ancho de los arcos es proporcional al grado de significacion
encontrado en la correlacion de Spearman (rho).

AL: prueba funcional de la via alternativa; CL: prueba funcional de la via clasica; C1-inh: inhibidor de C1; FD: factor D; FH: factor H; LE
prueba funcional de la via de las lectinas.
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b. Relacion del complemento con los indices de actividad, dafio y gravedad del LES

La relacion entre los ensayos funcionales y las moléculas del complemento con los indices
del LES se muestran en la tabla 1.2 . Los indices
de actividad, dafio y gravedad son la variable independiente y se analizan tanto como variables

continuas como categorizadas.

En general, el SLEDAI-2K se relaciond con valores bajos de las moléculas y de las pruebas
funcionales del complemento. Concretamente, la relacién mas fuerte se observé con la
proteina inactiva Clq, los zimdgenos C2 y C3, y con el test funcional de la via alternativa, tanto
para el SLEDAI-2K continuo como categorizado. Ademas, usando la categoria “inactividad”
como referencia, la categoria “actividad baja” se relaciond con valores mas bajos de la
proteina activa C3a, mientras que la relacion no fue significativa para la categoria “actividad
moderada a muy alta”. En contraposicion, el FD y las proteinas reguladoras C1-inh y FH no se
asociaron con el SLEDAI-2K. Dado que el SLEDAI-2K incluye en su calculo al complemento,
sumando 2 puntos cuando existen niveles bajos de CH50, C3 y/o C4 en plasma, analizamos
ademas la relacion del complemento con el SLEDAI-2K clinico, que no incluye pardmetros de
laboratorio. Cuando se usaba esta version clinica del SLEDAI-2K la mayoria de las relaciones
observadas entre el complemento y la actividad del LES desaparecian. Este indice sélo se
relaciond con valores mas altos de la proteina inactiva Clq (perteneciente a la via clasica) y de

la molécula activa C3a (comun a la activacién de las tres vias).

En cuanto al dafio, el SDI se relaciond con valores mas altos de las pruebas funcionales de
las tres vias del complemento y mayores niveles plasmaticos de la proteina inactiva Clq, del

zimoégeno C2, de Cl-inh y de la proteina activa C3a. No se encontroé relacion entre el dafioy
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Tabla 1.2. Relacién del complemento con los indices de actividad, dafio y gravedad del lupus eritematoso sistémico

Via clasica

Via de las
lectinas

Moléculas comunes para las vias

cldsica y de las lectinas

Via alternativa

Moléculas comunes

para las tres vias

Test funcional Test funcional Test funcional Factor H
1 2 1-i D a mg/dl
% Clg mg/dl % C2 mg/dl C4 mg/dl Cl-inh mg/dl % Factor D ng/ml C3 mg/dl C3a mg/ ng/ml 102
n coeficiente beta (IC 95%) ‘

SLEDAI-2K -0,6(-2-0,5) -0,3(-0,6 - -0,003) 0,1(-1-1) -0,05 (-0,08 - -0,02) -0,3(-0,7-0,01) 0,2(-0,08-0,5) -2(-3--0,6) -60 (-123-2) -2(-3--0,5) 0,04 (-0,3-0,3) -22 (-44 - 1)
Inactividad 109 ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Actividad baja 107 -15 (-25 - -5) -3(-6--0,1) -13(-25--2) -0,7(-1,0--0,4) -4 (-8 --1) -0,9(-4-2) -13 (-23 --3) -374(-931-184) -18(-29--7) -4 (-6 - -0,9) -23(-228 - 181)
:C:]'z;ld:&amderada 55 | -13 (-26 --0,6) 3(-7-0,2) -0,8(-15-13) 0,7 (-1,1--0,4) 7(-11--3) 1(-2-5) -20(-33--8)  -552(-1260- 156) | -27 (-40 - -14) -1(-4-2) -236 (-496 - 23)
SLEDAI-2K clinico 0,8(-2-3) 0,5(-0,2-1) 2(-1-5) 0,07 (-0,009 - 0,1) 0,4(-0,5-1) 0,09 (-0,7 -0,9) -0,6(-3-2) -67 (-228 - 93) 2(-1-4) 0,09(0,2-2) -7 (-66 - 52)
Inactividad 220 ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref. ref.
Actividad baja 40 -5(-18-8) 1(-2-5) 4(-11-19) 0,3(-0,1-0,7) 2(-3-6) 1(-2-5) -10(-23-3) 53 (-720 - 826) 8(-5-22) 0,3(-3-4) 237 (-457 - 519)
:‘;:'x;’d:&amderada 11 | 10(-14-35) 7(0,7-13) 24(-3-51) 0,5(-0,3-1,2) 4(-4-11) 1(-6-8) 1(-23-25)  -644(-2063-776) | 6(-19-32) 11(4-17) -242 (-761 - 276)
SDI 5(3-8) 0,88(0,03-1) 5(2-8) 0,09 (0,02-0,2) 0,4(-0,5-1) 0,8(0,1-1) 2(-0,1-5) 108 (-27 - 242) 1(-2-4) 1(0,4-2) 5(-59-72)
SDI 2 1 punto 187 12(2-22) 3(0,2-5) 6(-5-17) 0,4(0,1-0,7) 2(-1-5) 3(0,7-5) 11 (1-20) 301 (-204 - 805) 9(-1-19) 4(1-6) -93 (-337 - 151)
indice de Katz 2(-1-4) -0,2 (-0,8-0,4) 2(-0,5-5) 0,0004 (-0,07 —0,07) 0,3(-0,5-1) 0,7(0,1-1) -0,5(-2-2) 65 (-56 - 186) -0,4(-3-2) 0,02 (-0,6 - 0,6) -16 (-75-43)
Katz > 3 puntos 122 4(-5-13) -2(-4-0,8) 4(-6-14) -0,1(-0,4-0,1) -1(-4-2) 3(0,6-5) -5(-14-4) 82 (-413 - 577) -4 (-14 - 6) 1(-1-4) -81(-32 - 158)

Analisis de regresion lineal univariable. Los parametros del sistema del complemento actian como variables dependientes. Para las variables ordinales SLEDAI-2K y SLEDAI-2K clinico, la categoria “inactivad” se
toma como nivel de referencia. Los resultados estadisticamente significativos (p < 0,05) se muestran en negrita. Las categorias del SLEDAI-2K se definen como: inactividad: O puntos (categoria de referencia);

actividad baja: 1-5 puntos; actividad moderada a muy alta: > 6 puntos.
C1-inh: inhibidor de C1; IC: intervalo de confianza; SDI: SLICC/ACR Damage Index; SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI-2K: SLE Disease Activity Index

Resultados

32



los zimdgenos C3 y C4 ni los factores D y H. En general, el indice de Katz no se relaciond con
las pruebas funcionales ni las moléculas del complemento. Tan solo se encontré una relacion

positiva con C1-inh.

c. Relacién de los diferentes items del SLEDAI-2K y del SDI con el complemento

En las figuras 1.3 y 1.4 se
representan mediante mapas de calor las relaciones entre los diferentes pardmetros del
SLEDAI-2K y del SDI con las distintas variables del complemento. Analizando estos mapas
pueden inferirse algunos patrones de expresion del sistema del complemento en los

pacientes con LES.

Respecto del SLEDAI-2K (figura 1.3), cabe destacar que el item “Anti-ADN nativo” se
relaciond negativamente con todas las moléculas y pruebas funcionales del complemento,
salvo con la proteina activa C3a y la molécula reguladora Cl1-inh, cuyas relaciones fueron
positivas. Las relaciones negativas mas fuertes entre el item “anti-ADN nativo” vy el
complemento se observaron con los parametros de la via clasica. El item “complemento
bajo” (valores bajos de C3 y/o C4) se asocid con valores bajos tanto de las pruebas
funcionales como de los zimdgenos y de las proteinas reguladoras de las tres vias, pero
también de molécula activa C3a. Las relaciones mas fuertes se observaron de nuevo con los
parametros de la via clasica. Los items relativos a los dominios cutaneo, articular y renal se
asociaron en general con valores altos de la mayoria de las variables del complemento. La
relacion mas fuerte se observd entre la proteina inactiva Clq y la presencia de artritis,

mientras que el test funcional de la via clasica fue el mas relacionado con la mayoria de los
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items del dominio renal. En contraposicidn, los items relativos al dominio hematolégico se

relacionaron, en general, con valores bajos de los parametros del complemento. Destaca

qgue el FH sélo se relaciond significativamente con el item trombopenia y de manera

negativa. Es decir, la presencia de plaquetas bajas se relacionaba con valores también bajos

de este regulador.

CL CL +LE AL CL+AL+LE
] [ I ]
',/, N /,/ 23 /" ’\\
(CL) C1q (LE) C2 C4 Clinh (AL ) fD C3 C3a fH
N 4 1 N g 1 1 1 N 1 1 1 1
Convulsion=4 -0.101 -0.023 -0.092 0.023 0.070 -0.098 -0.048 0.023 0.099 -0.075
Psicosis={ 0.056 0.033 0.092 -0.043 -0.021 -0.082 0.056 -0.083 -0.017 0.070 -0.095
Sindrome organico cerebral =
Trastorno visual=4 -0.005 0.100 0.041 0.082 -0.035 -0.112 0.060 0.024 0.053 -0.082
Trastorno de par craneal=4 0.080 -0.011 -0.107 0.091 0.065 0.025 0.082 0.072
Cefalea ltpica= -0.065 -0.003 -0.054 0.032 -0.041
Accidente cerebrovascular -
Vasculitis=4 0.107 0.044 0.088 0.070 0.092 0.105 0.059 0.034 0.099 0.090 0.024
Artritis=4 -0.006 0.145%  0.012 0.039 0.000 0.003 -0.076 -0.034 -0.033 0.047 -0.091
Miositis w
Cilindros urinarios={ 0.148* -0.012 0.119 0.038 0.067 0.051 0.059 0.073 0.075 -0.036 0.024
Hematuria=4 0.195* -0.054 0.084 0.061 0.033 -0.015 0.073 0.059 0.060 -0.007 0.029
Proteinuria=4 0.038 -0.087 0.068 -0.023 0.047 0150 %  -0.021 0.001 -0.002 -0.040 -0.022
Piuria=4 0.171% 0034 0183+ 0.108 0.083 0.060 0.059 0.017 0.109 0.063 0.011
Erupcion=4 0.057 0.004 0.039 0.023 0.034 0.106 0.056 0.056 0.015 0.124% 0010
Alopecia activa={ 0.040 0.072 0.031 0.041 -0.026 0.038 -0.056 0.040 0.101 0.076 0.050
Ulceras mucosas={ 0.035 -0.032 0.019 0.028 0.039 -0.092 -0.103 0.012 0.007 -0.072 0.091
Pleuritis=4 0.009 -0.031 0.019 0.045 0.004 0.098 0.018 0.003 0.063
Pericarditis={ -0.090 -0.104 -0.047 -0.094 -0.104 -0.072 0.027 -0.003 -0.101 -0.030 0.082
Complemento bajo= 0292+ -0.183x -0.097 -0.141%  -0211% -0.004 0225 -0.083
Anti-ADNn=d -0.215 * -0.149* -0.123% -0234* -0.192% 0.059 -0.144 x  -0.191x 0214 * 0.029 -0.115
Fiebre=d -0.029 0.022 0.021 0.117 0.102 0.097 -0.053 -0.021 0.127 = 0.089 -0.073
Trombopenia=d 0017 0.081 0.019 -0.109 -0.114 -0.092 0.028 0.017 -0.051 -0.060 -0.144
Leucopenia=d 0.035 -0.031 0.002 -0.031 -0.112 -0.028 -0.087 0.065 0.155*% -0.125x -0.001

NO WOWRFR ORRRKE ORI

[ 0 N =R N e =
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Figura 1.3. Mapa de calor de la relacidn entre los items del SLEDAI-2K y las moléculas séricas y pruebas funcionales

del complemento.
Los valores de las celdas representan el coeficiente rho de Spearman (* denota p < 0,05). Se muestran las correlaciones positivas en
azul y las negativas en rojo. El nimero de pacientes en cada item aparece en el margen derecho.
Las pruebas funcionales de cada via se representan con el nombre de la via dentro de un circulo. ADNn: ADN nativo; AL: via alternativa;
CL: via clasica; Cl-inh: inhibidor de C1; FD: factor D, FH: factor H; LE: via de las lectinas.

En la figura 1.4 se muestra el mapa de calor correspondiente al SDI resumido, con sus

diferentes items agrupados en 12 dominios. Un vistazo general al mapa revela un

predominio de celdas azules, traduciendo por tanto relaciones predominantemente

positivas entre los items del SDI y el complemento. El dominio que mds se relacioné con los
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pardmetros de la via clasica fue el neuropsiquiatrico, seguido del renal y del pulmonar,
mientras que el mas relacionado con la via alternativa fue el gastrointestinal. Por otra parte,
el parametro del complemento que se relacioné de forma mds potente con el dominio

cardiovascular fue el FD, mientras que con la diabetes fueron el zimégeno C3 y C1-inh.

CL CL +LE AL CL+AL+LE
, —
N 7N I N=
(CL) [c1g LE €2 C4 Glinh (AL) fD C3 C3a fH '~
NP, \ )

N ZAN 1 1 1 1 1 1 1 0.3

Ocular=] 0108 -0004 0036 0097 0061 0069 0018 0108 0117 -0.018| 51

Neuropsiquidtrico=| 0.124* 0.153% 0070 0050 0024 0113 0083 -0001 0073 0117 -0.005| 35
0.2

Renal=] 0.150% 0023 0096 0074 0098 0.159% 0034 0409 -0013 0043 0003 | 19

Pulmonar=] 0.130« 0.117 0051 0051 0080 -0070 0034 0416 0021 0025 0427 | 15
- 4 0.1

Cardiovascular=] 0021 -0042 -0009 -0.025 -0035 0034 -0.030 0.462% -0.072 -0018 -0016| 19

Vascular periférico=] 0141 0064 0057 0039 0062 0075 0013 0032 -0004 0091 0009 | 30

- 10

Gastrointestinal=] 0076 -0004 0073 0065 0099 -0014 0102 0098 005 0028 0116 | o4

Musculoesquelético-{ 0.110 0.436x 0084 0105 -0.034 -0.034 0010 0055 0019 0051 0004 | gg
B 0.1

Cutdneo-{ 0077 0018 0010 0030 0085 -0.007 005 -0015 0004 0.414 -0004| oo

Fallo gonadal prematuro-} 0095 o010 0101 0040 -0038 0065 0068 0058 0014 0091 o011 | .o
-0.2

Diabetes mellitus— 0.114 -0006 0088 0087 0098 0161* 0055 0075 0.461% 0.115 -0.014 -

Neoplasia=] 0052 -0063 0086 0077 0009 0063 0035 -0002 0040 0002 -0.029 %

Figura 1.4. Mapa de calor de la relacidon entre los dominios del SDI y las moléculas séricas y pruebas funcionales
del complemento.

Los valores de las celdas representan el coeficiente rho de Spearman (* denota p < 0,05). Se muestran las correlaciones positivas
en azul y las negativas en rojo. El nimero de pacientes en cada dominio aparece en el margen derecho. Las pruebas funcionales de
cada via se representan con el nombre de la via dentro de un circulo. AL: via alternativa; CL: via clasica; C1-inh: inhibidor de C1; FD:
factor D, FH: factor H; LE: via de las lectinas.

d. Relacién del perfil de autoanticuerpos con el sistema del complemento

En la figura 1.5 se representa la relaciéon
global del complemento con los distintos autoanticuerpos a través de la suma de los
coeficientes de correlacion de Spearman de cada una de las vias. Los anticuerpos anti-
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ribosoma fueron los que mostraron una mayor relacion con el sistema del complemento,
seguidos de los anticuerpos anti-nucleosoma. La via de las lectinas era la predominante en
la correlacion con los anticuerpos anti-ribosoma, y la cldsica con los anti-nucleosoma. Los
anticuerpos que menos se relacionaron con la via alternativa fueron los anti-SSB/La, seguidos
de los anti-ADN y anti-histonas. En cuanto a los anticuerpos antifosfolipidos, los que mas se
relacionaron con el sistema del complemento fueron los anti-B2glicoproteina de isotipo 1gG,
a expensas fundamentalmente de la via alternativa. Por el contrario, los menos relacionados

fueron los anti-cardiolipina de isotipo IgM.

Anti-Sm = -0.087 0.134
AntissB/la- ™ LE EZE o0
Anti-histona = = AL [E222 N E SR
Anti-ADN 4 3 CL o T —
Anti-SSA/Ro -
Anti-RNP = -0.280 -0.166
Anti-nucleosoma = [0598  [-0.466 [0310
Anti-ribosoma = [o70n 03 [-0207
l'll'lllllllll'lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ll"'l"'l
0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2
Anticoagulante ltpico = 0061] 0159
Anti-cardiolipina IgM = [T]oo99]
Anti-B2glicoproteina IgM = 20123 |
Anti-cardiolipina I1gG = [0222 [-0.133
Anti-B2glicoproteina IgG - [0420 [-0.33 [-0429
0.8 -OI.G -0I.4 -0'.2 0.0 0?2

Figura 1.5. Relacion global del sistema del complemento con los distintos autoanticuerpos.

Las barras de colores representan el coeficiente de correlacion de Spearman entre cada anticuerpo y las pruebas funcionales de
cada via. El ancho de la barra corresponde con el valor de rho en el eje de abscisas (X). AL: via alternativa (azul), CL: via clasica
(naranja), LE: via de las lectinas (verde).

En la figura 1.6 (supplementary figure 6 en Front Immunol 2023;14:1167055) se muestra
un mapa de calor que ilustra las relaciones de cada autoanticuerpo con cada uno de los
pardmetros del complemento. En general, predominan las celdas rojas, es decir, las

relaciones negativas.
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CL CL+LE AL CL+AL+LE

Ctnh (AID D c3 C3a H N
Anti-ADN 0103 -
Anti-Sm 0029
Anti-ribosoma 0106 -
Anti-nucleosoma -0.002
Anti-histona 0049 0os 000 | 32 0.1
Anti-RNP . 0081 o084 - s
Anti-SSA/Ro - - 0045  -0103 0088  -0031  -0036 0001 ss b 40
Anti-SSB/La -] @103 oos7 :-G.Qﬁ 0041 0027 0051 0001 0402 0021  -0.074 0001 36
Anti-cardiolipina IgM =] 0016 0048 v <0016 » 0.064 0.099 -0.021 0086 0421  -0.005 22 -0.1
Anti-cardiolipina 1gG 005 0116 0118 - 0015 0089 0094  00% 0083  -0.036 39
Anti-B2glicoproteina IgM - © . 00t 0087 119 0064 0129  -0003 0084 D113  -0036 0068 19 02
Anti-B2glicoproteina IgG - _ﬁ% h‘ 0017 0084  -0.109 - 0.048 - 0008 | 0417 = 0005 0034 28 s
Anticoagulante lUpico =] 0061 0.023 0107 0071 0.020 0.088 0.097 0028  -0.004 0.123 - 51 :

Figura 1.6. Mapa de calor de la relacidn entre los autoanticuerpos y las moléculas séricas y pruebas funcionales
del complemento.

Los valores de las celdas representan el coeficiente rho de Spearman (* denota p <0,05). Se muestran las correlaciones positivas
en azuly las negativas en rojo. El nimero de pacientes con cada anticuerpo aparece en el margen derecho. Las pruebas funcionales
de cada via se representan con el nombre de la via dentro de un circulo.

AL: via alternativa; CL: via clasica; C1-inh: inhibidor de C1; FD: factor D, FH: factor H; LE: via de las lectinas.
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El sistema del complemento
se relaciona con la
resistencia a la insulina en el
lupus eritematoso sistémico

The complement system is linked to insulin resistance
in patients with systemic lupus erythematosus
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Clinical and Experimental Rheumatology 2024; 42: 115-121

a. Caracteristicas clinicas y datos de laboratorio de la cohorte

En este estudio se incluyeron 225 pacientes con LES, la mayoria mujeres (92%) de 49 + 12
afios. La edad en el momento del diagndstico de la enfermedad era de 34 £ 13, y su duracion
de 15 + 10 afios. La mayor parte de ellos se encontraban en las categorias “inactividad” (39%)
o “actividad baja” (39%) del SLEDAI-2K, y el 63% presentaba dafio orgdnico establecido segun

el SDI.

En cuanto a la comorbilidad, el 25% fumaba en el momento del estudio, el 75% tenia
dislipemia, el 34% hipertension arterial y el 28% obesidad. El 33% de los pacientes reunia
criterios de sindrome metabdlico. En relacion con los farmacos, el 48% tomaba
glucocorticoides (dosis diaria media equivalente a 5 mg de prednisona), el 70%

hidroxicloroquina y el 21% estatinas.
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El indice de resistencia a la insulina (HOMA2-IR) fue 0,88 (RIC 0,60-1,30) y el de funcion
de la célula beta pancreatica (HOMA2-%B-péptido C) 134% (RIC 99-180). Los valores de las
pruebas funcionales del complemento fueron 80 + 40% para la via cldsica, 9% (RIC 1-40) para

la de las lectinas y 35% (RIC 7-71) para la alternativa.

El resto de las caracteristicas clinicas y de laboratorio de la cohorte se detallan en la tabla

2.1 (table 1 en Clin Exp Rheumatol 2024,42:115-21).

Tabla 2.1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio

LES (N=225) LES (N=225)
Edad, afios 49+12 Anti-ADN, n (%) 113 (66)
Mujer, n (%) 207 (92) ENA, n (%) 133 (70)
Edad en el diagndstico, afios 34 +13 Anti-Sm 15 (8)
Duracion de la enfermedad, afios 15+10 Anti-ribosoma 11 (8)
Sindrome antifosfolipido, n (%) 35(16) Anti-nucleosoma 27 (20)
indices del LES Anti-histona 18 (13)
Mediana del SLEDAI-2K 2 (0-4) Anti-RNP 46 (25)
Categorias del SLEDA-2K Anti-SSA/Ro 50 (35)
Inactividad, n (%) 84 (39) Anti-SSB/La 5(4)
Actividad baja, n (%) 83 (39) Antifosfolipidos, n (%) 39 (35)
Actividad moderada n (%) 36 (17) Anti-cardiolipina IgM 16 (10)
Actividad alta a muy alta, n (%) 11 (5) Anti-cardiolipina IgG 29 (19)
Mediana del SDI 1(0-2) Anti- B2 glicoproteina IgM 13 (9)
SDI>1,n (%) 141 (63) Anti-B2 glicoproteina IgG 24 (16)
Mediana del Katz 2(1-4)
Katz > 3, n (%) 100 (44) Pruebas funcionales, %

Via clasica 80+ 40
Estatinas, n (%) 48 (21) Via de las lectinas 9 (1-40)
Acido acetil salicilico, n (%) 63 (29) Via alternativa 35 (7-71)
Glucocorticoides, n (%) 107 (48) Moléculas plasmaticas
Dosis equivalente de prednisona, mg/d 5 (4,25-7,5) Clg, mg/dl 34+11
Hidroxicloroquina, n (%) 155 (70) C2, mg/dl 2,4+12
Metotrexato, n (%) 24 (11) C4, mg/dl 20+£12
Azatioprina, n (%) 35 (16) Factor D, ng/ml 2.517 £1.808
Micofenolato de mofetil, n (%) 26 (12) C3, mg/dl 128 +36
Belimumab, n (%) 7(3) C3a, mg/dl 38+ 10
Rituximab, n (%) 6 (3) Cl-inh, mg/dl 32+8

Comorbilidad Factor H, ng/ml x10-3 587 (173-923)

Tabaquismo, n (%) 57 (25) Homeostasis de la glucosa

Hipertensidn arterial, n (%) 76 (34) Glucosa, mg/dl 91+9
Dislipemia, n (%) 168 (75) Insulina, pU/ml 6,8 (4,4-9,9)
Perimetro en cintura, cm 92+14 Péptido C, ng/ml 2,2(1,5-3,4)
indice de masa corporal, kg/m? 276 HOMA2-5% 115 (78-171)
Obesidad, n (%) 63 (28) HOMA2-IR 0,88 (0,60-1,30)
Sindrome metabdlico, n (%) 75 (33) HOMA2-B%-péptido C 134 (99-180)

Los datos se muestran como medias + DE o medianas (RIC) cuando no siguen una distribuciéon normal.

Categorias del SLEDAI-2K: inactividad: O puntos; actividad baja: 1-5 puntos; actividad moderada: 6-10 puntos; actividad alta a muy alta: > 10
puntos.

Cl-inh: inhibidor de C1; ENA: extractable nuclear antibodies; HOMAZ2-IR: indice de resistencia a la insulina estimado a través del instrumento
HOMA con los valores séricos de glucosa e insulina; HOMA2-5%: indice de sensibilidad a la insulina estimado a través del instrumento HOMA
con los valores séricos de glucosa e insulina; HOMA2-B%-péptido C: funcidn de la célula beta pancredtica estimada a través del instrumento
HOMA con los valores séricos de glucosa y péptido C; SDI: SLICC/ACR Damage Index; SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI-2K: SLE
Disease Activity Index.
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Tabla 2.2. Asociacion de las caracteristicas y comorbilidades del LES con la resistencia a la insulina

HOMA2-IR HOMA2-B%-péptido C
Edad, afios 0,007 (-0,005 —0,02) 0,26 0,8 (-0,2-2) 0,11
Mujer, n (%) -0,4(-0,9-0,1) 0,13 -10 (-54 -33) 0,63
Caracteristicas del LES
Edad en el diagndstico, afios 0,008 (-0,003 - 0,02) 0,15 0,05(-0,9-1) 0,92
Duracién de la enfermedad, afios -0,003 (-0,02 —0,01) 0,67 1(-0,1-2) 0,072
Sindrome antifosfolipido, n (%) 0,1(-0,2-0,5) 0,48 -4 (-37 - 28) 0,81
Perfil de autoanticuerpos
Anti-ADN, n (%) 0,03 (-0,3-0,4) 0,86 24 (-6 — 55) 0,12
ENA, n (%) 0,1(-0,2-0,5) 0,42 30 (3 -58) 0,030
Anti-Sm -0,3(-0,8-0,3) 0,32 -21 (-68 —26) 0,38
Anti-ribosoma 0,2(-0,5-0,8) 0,60 25 (-16 —65) 0,23
Anti-nucleosoma 0,4 (-0,008 —0,9) 0,054 16 (-11-44) 0,25
Anti-histona -0,2 (-0,8-0,3) 0,44 -19 (-52-13) 0,24
Anti-RNP 0,01(-0,3-0,4) 0,96 22 (-8-52) 0,15
Anti-SSA/Ro 0,04 (-0,3-0,4) 0,82 28 (-3 -58) 0,077
Anti-SSB/La -0,7(-2-0,2) 0,15 117 (41 -194) 0,003
Anticuerpos antifosfolipidos, n (%) -0,2(-0,6-0,2) 0,32 -20 (-46-7) 0,14
Anti-cardiolipina IgM -0,001(-0,5-0,5) 0,99 12 (-38-61) 0,65
Anti-cardiolipina IgG -0,3(-0,7-0,07) 0,11 28 (-11-66) 0,16
Anti- B2 glicoproteina IgM 0,08 (-0,5-0,6) 0,77 58 (4 -112) 0,034
Anti-B2 glicoproteina IgG -0,03 (-0,5-0,4) 0,89 -12 (-54 -30) 0,59
indices del LES
Mediana del SLEDAI-2K 0,01 (-0,02 —0,05) 0,51 0,5(-2-4) 0,72
Categorias del SLEDA-2K
Inactividad, n (%) ref. ref.
Actividad baja, n (%) 0,05(-0,3-0,4) 0,78 0,6 (-27 —28) 0,97
Actividad moderada a muy alta, n (%) 0,03 (-0,4-0,4) 0,89 -0,2(-33-32) 0,99
Mediana del SDI 0,07 (-0,01-0,1) 0,098 12 (5-18) 0,001
SDI>1, n (%) 0,06 (-0,2-0,3) 0,67 31 (7 -55) 0,011
Mediana del Katz 0,06 (-0,01-0,1) 0,12 9(3-15) 0,004
Katz > 3, n (%) 0,2 (-0,03-0,5) 0,083 26 (3 -50) 0,027
Comorbilidad
Tabaquismo, n (%) -0,02 (-0,3-0,3) 0,90 -18 (-45-38) 0,18
Hipertensidn arterial, n (%) 0,3 (0,003 -0,6) 0,048 48 (24 -72) <0,001
Dislipemia, n (%) 0,4 (0,05-0,7) 0,023 31(4-57) 0,025
Perimetro en cintura, cm 0,03 (0,02 -0,04) <0,001 3(2-4) <0,001
indice de masa corporal, kg/m? 0,06 (0,04 - 0,09) <0,001 7(4-8) <0,001
Obesidad, n (%) 0,6 (0,3-0,9) <0,001  52(27-78)  <0,001
Tratamiento en el momento de la visita
Estatinas, n (%) 0,4 (0,1-0,8) 0,011 13 (-16—41) 0,38
Acido acetil salicilico, n (%) 0,09 (-0,2-0,4) 0,56 14 (-14 - 39) 0,35
Glucocorticoides, n (%) 0,2 (-0,04-0,5) 0,088 22 (-2-45) 0,067
Dosis diaria equivalente de prednisona, mg/d 0,01 (-0,04 -0,07) 0,62 1(-4-7) 0,63
Hidroxicloroquina, n (%) -0,001(-0,3-0,3) 0,99 -21(-46-5) 0,11
Metotrexato, n (%) -0,3(-0,7-0,1) 0,19 -18 (-56 — 20) 0,35
Azatioprina, n (%) -0,2(-0,5-0,2) 0,38 -10 (-42 - 23) 0,55
Micofenolato de mofetil, n (%) 0,5(0,03-0,9) 0,034 14 (-22 -51) 0,46
Belimumab, n (%) 1(0,2-2) 0,013  47(-21-114) 0,17
Rituximab, n (%) -0,003 (1 —-1) 0,99 -19 (-92 — 54) 0,61

Analisis de regresion lineal univariable. HOMA2-IR y HOMA2-B%-péptido C actiian como variables dependientes. Los resultados estadisticamente

significativos se muestran en negrita.

Categorias del SLEDAI-2K: inactividad: O puntos (categoria de referencia); actividad baja: 1-5 puntos; actividad moderada a muy alta: 2 6 puntos.
ENA: extractable nuclear antibodies; HOMA2-IR: indice de resistencia a la insulina estimado a través del instrumento HOMA con los valores séricos
de glucosa e insulina; HOMA2-B%-péptido C: funcidon de la célula beta pancredtica estimada a través del instrumento HOMA con los valores
séricos de glucosa y péptido C; IC: intervalo de confianza; SDI: SLICC/ACR Damage Index; SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI-2K: SLE

Disease Activity Index.
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En la tabla 2.2 se representan las
asociaciones univariables entre las caracteristicas de los pacientes y los indices HOMA2-IR y
HOMA2-B%. Los factores de riesgo cardiovascular tradicionales, como la hipertensidn, la
obesidad, la dislipemia, el indice de masa corporal y el perimetro en cintura se asociaron
significativamente con mayores valores tanto de HOMA2-IR y HOMA2-B%. El uso de
glucocorticoides mostré una tendencia a la asociacidn positiva con ambos indices. En cuanto
a las caracteristicas del LES, los indices de dafio (SDI) y gravedad (Katz) se asociaron con
valores mas altos de HOMA2-B%, mientras que no hubo asociacién con la actividad (SLEDAI-
2K). Los ENA, y mas concretamente los anticuerpos anti-SSB/La, asi como los anti-
B2glicoproteina de isotipo IgM, también se asociaron con mayores valores de HOMA2-B%.
La duracién de la enfermedad y los anticuerpos anti-SSA/Ro mostraron una tendencia a la

asociacién positiva, sin alcanzar la significacién estadistica.

b. Asociacion del complemento con los indices de resistencia a la insulina

Los parametros del complemento se asociaron significativamente con los indices del
instrumento HOMA?2 (tabla 2.3) . Tras el
analisis ajustado por las covariables “edad”, “hipertension”, “dislipemia”, “indice de masa
corporal”, “estatinas” y “glucocorticoides”, la proteina activa C3a y el regulador FH
mantuvieron su asociacion con mayores niveles de resistencia a la insulina (HOMA2-IR),
mientras que la prueba funcional de la via alternativa, solo una tendencia. En cuanto al indice
de funcion de la célula beta pancredtica (HOMA2-B%), tras ajustar por estas covariables, no
se encontrd asociacién estadisticamente significativa con los parametros del complemento,

si bien se observé una tendencia a la asociacidn positiva con Clq y C3a.

|
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Tabla 2.3. Asociacion del complemento con los indices de resistencia a la insulina y funcién de la célula beta pancreatica

HOMA2-IR x 100 HOMA2-B%-péptido C
Univariable Multivariable Univariable Multivariable
Via cldsica
Test funcional, % 0,3 (-0,05-0,6) 0,094 0,1(-0,2—-0,5) 0,36 0,08 (-0,2-0,4) 0,61 -0,03 (-0,3-0,3) 0,83
Clq, mg/dl 0,05 (-0,8 - 2) 0,45 0,03 (-1-1) 0,96 1(0,2-2) 0,023 0,9(-0,2-2) 0,099
Via de las lectinas
Test funcional, % 0,1(-0,2—-0,4) 0,46 0,07 (-0,2-0,4) 0,66 -0,09 (-0,4 - 0,2) 0,53 -0,1(-0,4-0,1) 0,35
Moléculas comunes para las vias
cldasica y de las lectinas
C2, mg/dl -4(-15-8) 0,52 -8(-20-3) 0,13 8(-2-18) 0,13 5(-5-15) 0,31
c4, mg/dl 0,6 (-0,6-2) 0,34 0,4 (-0,9-2) 0,56 0,5(-0,5-2) 0,33 0,4 (-0,6—-1) 0,99
Cl-inh, mg/d| 2 (0,06 —4) 0,043 0,8(-1-3) 0,44 2(0,03-3) 0,018 1(-0,6 —3) 0,22
Via alternativa
Test funcional, % 0,4 (0,03 -0,8) 0,032 0,3(-0,04-0,7) 0,082 -0,07 (-0,4-0,3) 0,68 -0,1(-0,5-0,2) 0,37
FD, ng/ml 0,003 (-0,006 — 0,01) 0,57 -0,0003 (-0,009-0,009) 0,94 -0,0005 (-0,008-0,007) 0,90 -0,0005 (-0,008 —0,007) 0,90
Moléculas comunes para las tres vias
€3, mg/dl 0,4 (-0,05-0,7) 0,083 0,2 (-0,3-0,6) 0,48 0,1(-0,2—-0,5) 0,41 0,06 (-0,3-0,4) 0,73
C3a, mg/dl 3(1-4) <0,001 2(0,2-3) 0,030 2(0,7-3) 0,003 1(-0,1-2) 0,081
FH, ng/ml x103 0,02 (0,002 - 0,04) 0,033 0,02 (0,003 - 0,04) 0,019 0,005 (-0,01-0,02) 0,51 0,006 (-0,008 — 0,02) 0,39

Analisis de regresion lineal univariable y ajustado por covariables (edad, hipertension arterial, dislipemia, indice de masa corporal, uso de estatinas y glucocorticoides). HOMA2-IR y HOMA2-
B%-péptido C actian como variables dependientes. Los resultados estadisticamente significativos aparecen en negrita.

C1-inh: inhibidor de C1; FD: factor D; FH: factor H; HOMAZ2-IR: indice de resistencia a la insulina estimado a través del instrumento HOMA con los valores séricos de glucosa e insulina; HOMA2-
B%-péptido C: funcion de la célula beta pancredtica estimada a través del instrumento HOMA con los valores séricos de glucosa y péptido C; IC: intervalo de confianza.
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c. Diferencias en el complemento en pacientes con y sin sindrome metabdlico

Las diferencias entre los pacientes con y sin sindrome metabdlico se muestran en la tabla
2.4 . Como era esperable,
los pacientes con LES que reunian los criterios NCEP/ATPIII de sindrome metabdlico eran mas
anosos, usaban estatinas y antihipertensivos con mas frecuencia, tenian mas obesidad y
dislipemia, y mayores valores del indice de masa corporal y del perimetro en cintura. En
cuanto a los datos relativos al LES, los pacientes con sindrome metabdlico mostraban mayor

dafio acumulado segun el SDI y recibian hidroxicloroquina con menor frecuencia.

Al analizar la relacion entre el sistema del complemento y el sindrome metabdlico, se
observé que los pacientes con LES que cumplian los criterios del NCEP/ATP Il presentaban
valores mas altos de las pruebas funcionales y moléculas plasmdaticas del complemento
(tabla 2.5, ). En el analisis univariable se
demostraron niveles significativamente mayores de Clq, FD, C3, C3ay Cl-inh en los pacientes
con este sindrome. En el andlisis multivariable, tras ajustar por covariables, la proteina
inactiva C1q y el zimégeno C3 mantuvieron sus asociaciones positivas significativas, esto es,
odds ratios de mayor riesgo de sindrome metabdlico, mientras que el FD mostré Gnicamente

una tendencia.
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Tabla 2.4. Diferencias entre los pacientes con y sin sindrome metabdlico en cuanto a
las caracteristicas del lupus eritematoso sistémico y sus comorbilidades

Sindrome metabdlico*

No (n=148) Si (n=75) p
Edad, afios 46 + 10 54+12 <0,001
Muijer, n (%) 137 (93) 68 (91) 0,62
Caracteristicas del LES
Edad en el diagnéstico, afios 32+11 38+13 <0,001
Duracién de la enfermedad, afios 15+9 17+10 0,18
Sindrome antifosfolipido, n (%) 27 (19) 7 (10) 0,076
Perfil de autoanticuerpos
Anti-ADN, n (%) 75 (65) 38 (68) 0,73
ENA, n (%) 84 (68) 48 (75) 0,30
Anti-Sm 8 (6) 7(11) 0,27
Anti-ribosoma 9 (10) 2 (5) 0,30
Anti-nucleosoma 18 (20) 9 (21) 0,90
Anti-histona 11 (12) 7 (16) 0,52
Anti-RNP 26 (22) 20(32) 0,14
Anti-SSA/Ro 31 (34) 18 (37) 0,72
Anti-SSB/La 3(3) 2 (4) 0,78
Anticuerpos antifosfolipidos, n (%) 28 (38) 11 (31) 0,45
Anti-cardiolipina IgM 12 (13) 4(7) 0,30
Anti-cardiolipina 1gG 19 (20) 10 (18) 0,77
Anti- B2 glicoproteina IgM 6 (6) 7 (13) 0,17
Anti-B2 glicoproteina IgG 15 (16) 9(17) 0,93
indices del LES
Mediana del SLEDAI-2K 2 (0-5) 1(0-4) 0,19
Categorias del SLEDA-2K
Inactividad, n (%) 54 (38) 30(42)
Actividad baja, n (%) 51(36) 32 (45) 0,090
Actividad moderada-muy alta, n (%) 36 (26) 9 (13)
Mediana del SDI 1(0-1) 2(0-3) <0,001
SDI>1, n (%) 86 (58) 54 (72) 0,043
Mediana del Katz 2(1-3) 2 (1-4) 0,21
Katz >3, n (%) 64 (43) 34 (45) 0,77
Comorbilidad
Tabaquismo, n (%) 40 (27) 16 (21) 0,35
Hipertension arterial, n (%) 25(17) 49 (65) <0,001
Dislipemia, n (%) 92 (62) 74 (99) <0,001
Perimetro en cintura, cm 87112 10012 <0,001
indice de masa corporal, kg/m? 26+5 305 <0,001
Obesidad, n (%) 25(17) 37 (49) <0,001
Tratamiento en el momento de la visita
Estatinas, n (%) 9(6) 38(51) <0,001
Acido acetil salicilico, n (%) 37(26) 25 (34) 0,21
Glucocorticoides, n (%) 64 (44) 41 (55) 0,13
Dosis equivalente de prednisona, mg/d 5(5-7,5) 5(2,5-7,5) 0,36
Hidroxicloroquina, n (%) 108 (74) 45 (61) 0,045
Metotrexato, n (%) 14 (9) 10 (13) 0,38
Azatioprina, n (%) 24 (16) 10 (13) 0,57
Micofenolato de mofetil, n (%) 16 (11) 9(12) 0,79
Belimumab, n (%) 3(2) 3(4) 0,41
Rituximab, n (%) 4(3) 1(1) 0,67
Homeostasis de la glucosa
Glucosa, mg/dl 90+9 93+10 0,064
Insulina, pU/ml 6,1(3,8-8,4) 8,7 (5,2-14,0) <0,001
Péptido C, ng/ml 1,9(1,3-2,9) 3,2(2,0-5,3) <0,001
HOMA2-5% 125 (90 —205) 86 (58 —147) 0,002
HOMA2-IR 0,8(0,5-1,1) 1,2(0,7-1,7) <0,001
HOMA2-B%-péptido C 121 (93 - 165) 159 (119 — 246) <0,001

*En 2 de los 225 pacientes no pudieron aplicarse los criterios NCEP/ATP Il1.

Los datos se muestran como medias * DE o medianas (RIC) para las variables cuantitativas, y como frecuencias para las cualitativas.
Las diferencias se analizaron con test de Chi-cuadrado, exacto de Fisher, t-student o U de Mann-Whitney segun se tratara de
variables cualitativas o cuantitativas y segun distribucion de normalidad. Las diferencias estadisticamente significativas aparecen
en negrita.

Categorias del SLEDAI-2K: inactividad: 0 puntos; actividad baja: 1-5 puntos; actividad moderada a muy alta: > 6 puntos.

ENA: extractable nuclear antibodies; HOMA2-IR: indice de resistencia a la insulina estimado a través del instrumento HOMA con
los valores séricos de glucosa e insulina; HOMA2-5%: indice de sensibilidad a la insulina estimado a través del instrumento HOMA
con los valores séricos de glucosa e insulina; HOMA2-B%-péptido C: funcion de la célula beta pancredtica estimada a través del
instrumento HOMA con los valores séricos de glucosa y péptido C; SDI: SLICC/ACR Damage Index; SLE: systemic lupus
erythematosus; SLEDAI-2K: SLE Disease Activity Index.
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Tabla 2.5. Diferencias entre los pacientes con y sin sindrome metabdlico en cuanto al estado de actividad del sistema del complemento sérico

Sindrome metabdlico*

No Si Univariable Multivariable
Via cldsica
Test funcional, % 85+41 98 + 36 0,036 1,01 (1,00-1,02) 0,038 1,00 (0,99-1,01) 0,26
Clq, mg/dl 32+9 37+13 0,004 1,04 (1,01-1,07) 0,005 1,04 (1,01-1,07) 0,011
Via de las lectinas
Test funcional, % 8 (1-41) 9 (1-39) 0,76 1,00 (0,99-1,01) 0,76 -
Moléculas comunes para las vias cldsica y de las lectinas
C2, mg/dl 2,3+1,1 26+13 0,060 1,26 (0,99-1,60) 0,062 1,28 (0,98-1,66) 0,070
C4, mg/dl 20+ 11 22 +13 0,14 1,02 (0,99-1,04) 0,15 1,01 (0,99-1,04) 0,36
C1 inhibidor, mg/dI 31+9 34+7 0,047 1,04 (1,00-1,08) 0,050 1,02 (0,98-1,07) 0,31
Via alternativa
Test funcional, % 35 (6-67) 42 (10-80) 0,13 1,01 (1,00-1,01) 0,13 1,01 (0,99-1,02) 0,19
Factor D, ng/ml 2.238 +1.617 3.055 + 2.041 0,004 1,00 (1,00-1,00) 0,010 1,00 (0,99-1,00) 0,064
Moléculas comunes para las tres vias
C3, mg/dl 122 + 30 141 + 42 <0,001 1,02 (1,01-1,03) 0,000 1,02 (1,01-1,03) 0,001
C3a, mg/dl 37+8 40+ 12 0,033 1,03 (1,00-1,06) 0,036 1,03 (0,99-1,06) 0,12
Factor H, ng/ml x103 385 (284-550) 389 (291-614) 0,51 1(0,99-1) 0,52 -

*En 2 de los 225 pacientes no pudieron aplicarse los criterios NCEP/ATP IIl.
Analisis de regresion logistica univariable y ajustado por covariables (edad y tratamiento con glucocorticoides e hidroxicloroquina). “Sindrome metabdlico” actia como variable
dependiente. Los resultados estadisticamente significativos aparecen en negrita. IC: intervalo de confianza.
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El complemento y la

capacidad de transferencia

de colesterol estan

relacionados en el lupus
eritematoso sistémico

a. Caracteristicas clinicas y datos de laboratorio de la cohorte

En este estudio se incluyeron 207 pacientes con LES. La mayoria eran mujeres (94%) de 50

+ 11 afios. La edad en el momento del diagndstico de la enfermedad era de 35 + 13, y su

duracion de 15 + 10 afios. La mayor parte de los pacientes se encontraban en las categorias

“inactividad” (43%) o “baja actividad” (40%) del SLEDAI-2K, y el 65% presentaba dafio

organico establecido segun el SDI.

En cuanto a la comorbilidad, el 23% fumaba en el momento del estudio, el 41% tenia

antecedentes de hipertension arterial, el 28% de obesidad y el 5% de diabetes mellitus. En

relacién con los farmacos, el 50% tomaba glucocorticoides (dosis diaria media equivalente a

5 mg de prednisona), el 69% hidroxicloroquina y el 26% estatinas.

El indice aterogénico fue 3,43 + 1,10 y la capacidad de transferencia de colesterol 8,1 +

4,2%. Los valores de las pruebas funcionales del complemento fueron 92 + 40% para la via

cldsica, 12% (RIC 1-42) para la de las lectinas y 60% (RIC 22-88) para la alternativa. El resto

de las caracteristicas clinicas y de laboratorio de la cohorte se detallan en la tabla 3.1
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Tabla 3.1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio y su relacion con la capacidad de transferencia de colesterol

LES (N=207)
CEC%
Edad, afios 50+11 -0,04 (-0,09 - 0,02) 0,19
Muijer, n (%) 195 (94) -0,2(-3-3) 0,91
Caracteristicas del LES
Edad en el diagnéstico, afios 35+13 -0,01 (-0,06 — 0,03) 0,57
Duracién de la enfermedad, afios 15+10 -0,02 (-0,09 — 0,04) 0,46
Sindrome antifosfolipido, n (%) 24 (12) 0,02 (-2-2) 0,87
Perfil de autoanticuerpos
Anti-ADN, n (%) 110 (72) -0,8(-2-0,7) 0,29
ENA, n (%) 123 (66) 0,2 (-1-2) 0,77
Anti-Sm 22 (12) -1(-3-0,8) 0,24
Anti-ribosoma 10 (10) 1(-2-5) 0,44
Anti-nucleosoma 15 (15) 1(-2-4) 0,42
Anti-histona 9(9) 1(-2-5) 0,41
Anti-RNP 51 (29) 0,6 (2-0,9) 0,44
Anti-SSA 40 (38) 0,3(-2-3) 0,77
Anti-SSB 4(4) 0,7 (-10-11) 0,90
Anticuerpos antifosfolipidos, n (%) 31(35) 0,02 (-2-2) 0,87
indices del LES
Mediana del SLEDAI-2K 0(0-2) -0,02 (-0,2-0,2) 0,84
Categorias del SLEDA-2K
Inactividad, n (%) 85 (43) ref.
Actividad baja, n (%) 78 (40) -1(-2-0,4) 0,17
Actividad moderada a muy alta, n (%) 35(17) -0,5(-2-1) 0,62
Mediana del SDI 1(0-2) 0,03(-0,3-0,4) 0,85
SDI>1, n (%) 156 (75) 03(-1-2) 0,70
Mediana del Katz 2 (1-4) 0,2(-0,1-0,5) 0,28
Katz >3, n (%) 86 (42) 1(-0,3-2) 0,12
Comorbilidad
Tabaquismo 48 (23) -0,05(-1-1) 0,94
Diabetes mellitus 11(5) -0,4(-3-2) 0,76
Hipertension arterial 85 (41) -0,9(-2-0,4) 0,17
Perimetro en cintura, cm 93+14 0,02 (-0,02 —0,07) 0,33
indice de masa corporal, kg/m? 27 +6 0,04 (-0,07 - 0,2) 0,45
Obesidad 58 (28) -0,4(-2-1) 0,60
Tratamiento en el momento de la visita
Estatinas, n (%) 54 (26) -0,2(-2-1) 0,79
Acido acetil salicilico, n (%) 55(27) -0,2(-2-1) 0,82
Hipotensores 78 (38) -0,5(-2-0,7) 0,41
Glucocorticoides, n (%) 102 (50) 0,7 (-0,5-2) 0,25
Dosis diaria equivalente de prednisona, mg 5(5-7,5) -0,09 (-0,4-0,2) 0,52
Hidroxicloroquina, n (%) 141 (69) 0,1(-1-1) 0,83
Metotrexato, n (%) 24 (12) 3(0,8-4) 0,005
Azatioprina, n (%) 27 (13) 1(-0,6 -3) 0,19
Micofenolato de mofetil, n (%) 17 (8) 0,2(-2-2) 0,86
Belimumab, n (%) 3(1) 0,4 (-4-5) 0,86
Rituximab, n (%) 6(3) -1(-5-2) 0,55
Caracteristicas del complemento
Pruebas funcionales, %
Via clasica 92 +40 -0,007 (-0,02 — 0,009) 0,39
Via de las lectinas 12 (1-42) -0,008 (-0,02 — 0,007) 0,28
Via alternativa 60 (22-88) -0,03 (-0,04 - -0,01) 0,001
Moléculas plasmaticas
Clq, mg/dl 35+11 0,004 (-0,02 —0,08) 0,26
C2, mg/dl 2,6+1,3 0,5(0,02-1) 0,043
C4, mg/dl 21+12 0,04 (-0,01 - 0,09) 0,15
Factor D, ng/ml 2.749 £ 1.700 -0,0001 (-0,0006 — 0,0003) 0,55
€3, mg/dl 134 +42 0,01 (-0,0009 — 0,03) 0,065
C3a, mg/dl 38+11 0,03 (-0,03 - 0,09) 0,28
Cl-inh, mg/dl 31+10 -0,02 (-0,08 - 0,05) 0,59
Factor H, ng/ml x10°3 448 (302-745) -0,0002 (-0,0009 — 0,0004) 0,45

Los datos se muestran como medias + DE o medianas (RIC) para las variables cuantitativas, y como frecuencias para las cualitativas.

Analisis de regresion lineal univariable. CEC% actuia como variable dependiente. En la variable ordinal “categorias del SLEDAI-2K”, la categoria “inactividad” se
toma como nivel de referencia. Los resultados estadisticamente significativos aparecen en negrita.

Categorias del SLEDAI-2K: inactividad: O puntos; actividad baja: 1-5 puntos; actividad moderada a muy alta: > 6 puntos.

CEC: cholesterol efflux capacity (capacidad de transferencia de colesterol); C1l-inh: inhibidor de C1; ENA: extractable nuclear antibodies; IC: intervalo de
confianza; SDI: SLICC/ACR Damage Index; SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI-2K: SLE Disease Activity Index.
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b. Asociacion de la transferencia de colesterol con el LES y sus comorbilidades

En general, no se encontrd asociacion entre las caracteristicas de la enfermedad o sus
comorbilidades y la capacidad de transferencia de colesterol (tabla 3.1,

). Solo el uso de metotrexato se asocid de manera significativa (coeficiente
beta 3 [0,8-4], p 0,005). El uso de azatioprina mostré una tendencia a la asociacién con
mayores valores de la capacidad de transferencia de colesterol, mientras que la edad y la
hipertensiéon mostraron una tendencia a la asociacién negativa. En ninguno de estos casos se

alcanzé la significacidn estadistica.

c. Relacién entre el sistema del complemento v el perfil lipidico

Enla figura 3.1 se muestra
en un mapa de calor la relacidon univariable entre los parametros del sistema del

complemento y el perfil lipidico mediante coeficientes de correlacién de Spearman (rho).

La mayoria de las relaciones fueron positivas (color azul). No se encontré ningun vinculo
significativo con la prueba funcional de la via de las lectinas y el zimégeno C3, mientras que
las moléculas de la via cldsica y el test funcional de la via alternativa fueron los pardmetros
gue mas ampliamente se relacionaron con el perfil lipidico. Las moléculas reguladoras, C1-
inh y FH, solo se relacionaron con las lipoproteinas (a) y las apolipoproteinas B,
respectivamente. Las relaciones mas fuertes se observaron entre el colesterol no HDL y
niveles mas altos de Clq y C2, y entre las apolipoproteinas B y mayores valores de FH y del

test funcional de la via alternativa. EI HDL se correlacioné con niveles mas bajos de la proteina
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activa C3a. De hecho, el indice aterogénico (colesterol total/HDL) se relacioné con valores
mas altos de Clq, C2, C1-inh y C3a. Por otra parte, la capacidad de transferencia de colesterol
se correlaciond con mayores niveles de C4 y valores mas bajos en el test funcional de la via

alternativa.

cL CL+LE AL CL+AL+LE

—/ T 1

{'cu.) Clq (LE c2 C4  Cl-inh  {AL D c3 C3a H
Y | 1 1 s 1

N L L

]
Colesterol total 4 0132 th 0.077 < 0059 0078 0028 0114 | 199+38 mg/dl o
Triglicéridos o 0.136 0.118x 0.116  0.136  0.080x 128 £ 78, mg/dl
0.2
HDL 4 0045 -0.103 -0.036 0.045 63 +21, mg/dl
LDL 4 0.127 0.083 ~ 0114+ 0038 0.092 -0.107 0.049 0.025 0.060 111 £ 29, mg/dl
LDL:HDL ratio - 0.142+% 0.090 0051 = 0.449 0.044 0.003 0.058 0117 0.053 1,94+0,77 |
Colesterol no HDL o 0.152: 0.109 0139 0.129 x 0052 0131 0105 0144 | 137234, mg/dl
Lipoproteina (a) 4 0.016 0.058 -0.080 0.131 0060 0083 0120 | 40(13-117), mg/dl
Apolipoproteina A1 (ApoAl) 4 0.011 -0.027 -0.013 0408 0057 -0.087 0.103 -0.090 0.069 -0.001 0.013 179 + 37, mg/dl
Apolipoproteina B (Apo B) - 0.074  0.147+ 0.065 0.148« 04121 0.026 0.081 0077 96 £ 24, mg/dl 1™
ApoB:ApoAlratio 4 0.048 0432 0068 0055 0.090 0.055 0.054 0.082 0,55+0,17
indice aterogénico - 0.132 - 0.070  0.140% 0.057 0.049  0.106 U@RSB* 0.096 3,43£1,10 *
CEC < -0.054 0.068 -0.093 0.101 0.152% -0.071 - 0.039 0125 0.121 -0.068 81+42,%
03

Figura 3.1. Mapa de calor de la relacion entre el perfil lipidico y el sistema del complemento sérico.

Los valores de las celdas representan el coeficiente rho de Spearman (* denota p <0,05). Se muestran las correlaciones positivas
en azul y las negativas en rojo. En el margen derecho se detallan las medias + DE o las medianas (RIC) de los pardmetros del perfil
lipidico. Las pruebas funcionales de cada via del complemento se representan con el nombre de la via dentro de un circulo.

AL: via alternativa; CEC: cholesterol efflux capacity (capacidad de transferencia de colesterol); CL: via clasica; C1-inh: inhibidor de
C1; FD: factor D, FH: factor H; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; LE: via de las lectinas.

d. Asociacion del complemento con la capacidad de transferencia de colesterol

En las tablas 3.1 y 3.2 se muestra la asociacion de la capacidad de transferencia de

colesterol con las pruebas funcionales y las moléculas individuales del complemento.
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El andlisis multivariable (tabla 3.2, ) se ajustd por la
variable “estatinas”, por aquéllas con valor p < 0,20 en su relaciéon con la capacidad de
transferencia de colesterol (“indice de Katz”, “metotrexato” y “azatioprina”) y por las
variables del perfil lipidico que no derivaban de férmulas (colesterol total, HDL, lipoproteina

(a), triglicéridos, apolipoproteina Al y apolipoproteina B).

Tras ajustar por estas covariables, se observé que la capacidad de transferencia de
colesterol se asociaba de manera negativa con la prueba funcional de la via alternativa, y de
manera positiva con los zimégenos C2 (comun para las vias cldsica y de las lectinas) y C3

(comun para las tres vias).

Tabla 3.2. Asociacidn del sistema del complemento con la capacidad de transferencia de colesterol

CEC, %
Univariable Multivariable
Via clasica
Test funcional, % -0,007 (-0,02 — 0,009) 0,39 -
Clg, mg/di 0,004 (-0,02 — 0,08) 0,26 -
Via de las lectinas
Test funcional, % -0,008 (-0,02 — 0,007) 0,28 -
Moléculas comunes para las
vias cldasica y de las lectinas
€2, mg/dl 0,5 (0,02 -1) 0,043 0,5 (0,005 - 1) 0,048
c4, mg/dl 0,04 (-0,01 - 0,09) 0,15 0,05 (-0,01-0,1) 0,11
C1 inhibidor, mg/dl -0,02 (-0,08 — 0,05) 0,59 -
Via alternativa
Test funcional, % -0,03 (-0,04 —-0,01) 0,001 -0,02 (-0,04 —-0,002) 0,030
Factor D, ng/ml -0,0001 (-0,0006 — 0,0003) 0,55 -
Moléculas comunes a las
tres vias
C3, mg/dl 0,01 (-0,0009 — 0,03) 0,065 0,02 (0,005 - 0,04) 0,009
C3a, mg/dl 0,03 (-0,03 - 0,09) 0,28 -
Factor H, ng/ml x10-3 -0,0002 (-0,0009 - 0,0004) 0,45 -

Analisis de regresion lineal univariable y ajustado por covariables (hipertension arterial, indice Katz > 3, metotrexato,
azatioprina, uso de estatinas, colesterol total, HDL, lipoproteina (a), triglicéridos y apolipoproteinas Al y B). CEC% actua
como variable dependiente. Los resultados estadisticamente significativos aparecen en negrita.

CEC: cholesterol efflux capacity (capacidad de transferencia de colesterol); IC: intervalo de confianza.
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Este trabajo es el primero en la literatura en el que se analiza el sistema del complemento
sérico de manera integral en una extensa cohorte de LES con manifestaciones organicas
diversas. Nuestros datos corroboran la complejidad de este sistema bioldgico en estos pacientes
y su relacion con determinadas formas de presentacion de la enfermedad. Concretamente, la
actividad del LES se relaciona con la activacion del complemento mientras que el dafio
acumulado lo hace con niveles elevados tanto de las moléculas plasmaticas como de las pruebas
funcionales. Por otra parte, los anticuerpos anti-ADN, anti-ribosoma y anti-nucleosoma se
relacionan predominantemente con la actividad de la via cldsica y de las lectinas, y los anti-
B2glicoproteina con la actividad de la via alternativa. De acuerdo con nuestros hallazgos, la
identificacién de ciertas alteraciones en el sistema del complemento podria servir como guia en

la orientacidn prondstica y terapéutica de los pacientes con LES.

En nuestro estudio, la distribucion de frecuencias en las pruebas funcionales del
complemento revela una mayor prevalencia de valores bajos en la via alternativa y de las
lectinas. Este hallazgo podria traducir tanto un mayor déficit como una mayor activacién sérica
de esas vias respecto de la via clasica en los pacientes con LES. En cuanto a la via de las lectinas,

la observacidn de valores bajos en la prueba funcional es consistente con la evidencia que existe
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hasta la fecha, ya que se han identificado con frecuencia déficits de las moléculas que integran
esta via, tanto en la poblacion general como en el LES.?® Por contra, los valores de la prueba
funcional de la via alternativa que se han descrito en poblacién sana siguen una distribucién
normal.?® Se sabe que la via alternativa se ve influenciada en gran medida por la activacién del
complemento en las otras vias, y que cuando esto sucede la convertasa de C3 ejerce una
retroalimentacion positiva sobre todo el sistema que redunda a su vez en una mayor activacién
de la via alternativa (asa amplificadora). Por otra parte, los pacientes con LES presentan con
mayor frecuencia que la poblacién general mutaciones y autoanticuerpos que afectan a las
moléculas del complemento y sus reguladores, y que pueden motivar tanto pérdida como
ganancia de funcién.?’ La suma de estos factores podria explicar los valores bajos en la prueba

funcional de la via alternativa en el LES, tanto por mecanismos de activacion como de déficit.

En cuanto a las interrelaciones de los parametros del complemento, observamos
correlaciones positivas de las moléculas séricas entre si y con las pruebas funcionales, y
viceversa. Estas relaciones también fueron positivas con la proteina activa C3a. A diferencia de
los zimdégenos, la molécula C3a se genera como consecuencia de la protedlisis de C3 durante la
activacion del complemento, por lo que a priori se esperaria una correlacidon negativa con el
resto de los parametros. Sin embargo, algunos mecanismos conocidos en la biologia del
complemento, como la hiperproduccion hepatica de zimdgenos en situaciones inflamatorias
(reactantes de fase aguda), la produccién espontanea de C3a debida a la hidrdlisis basal del
zimégeno C3 (tick over constitutivo de la via alternativa), y la secrecién de C3 al medio
extracelular por parte de las células T y los monocitos bajo determinados estimulos
(complosoma),?® podrian explicar nuestros hallazgos. Por otra parte, las Gnicas moléculas que

no mostraron relaciones significativas con el resto de los parametros del complemento fueron
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los factores D y H. Se conoce que los niveles plasmaticos del factor D no se ven afectados por la
activacion sérica del complemento, debido a su rapido metabolismo en el rifion.?° Respecto al
factor H, se han descrito mutaciones y autoanticuerpos que conllevan una pérdida de su funcion
en otras enfermedades inmunomediadas que comparten manifestaciones con el LES, como las
microangiopatias trombdticas y algunas glomerulopatias.3®3! Creemos que estos factores
podrian explicar al menos en parte nuestros resultados. En cualquier caso, nuestros hallazgos
sobre la interrelacién de las diferentes moléculas y pruebas funcionales del complemento
ponen de manifiesto la gran complejidad y redundancia de este sistema bioldgico en el LES, sin
gue sea posible inferir un patrén de relacién concreto que represente a la totalidad de estos

pacientes.

En nuestro estudio encontramos asociacién del SLEDAI-2K clinico con niveles mas altos de la
proteina activa circulante C3a, lo que denota mayor activacion sérica del complemento en
pacientes con mayor actividad clinica. Sin embargo, el SLEDAI-2K completo, que incluye
parametros de laboratorio entre los que se encuentran la prueba funcional hemolitica de la via
clasica (CH50) y los zimdgenos inactivos C3 y C4, no se asocié con C3a. Cabe recordar que se ha
cuestionado la capacidad de la herramienta SLEDAI-2K para reflejar con precision el estado de
actividad del LES debido a la exclusion de determinadas manifestaciones graves, a la
ponderacién un tanto arbitraria de los distintos items y a la imposibilidad de graduar la gravedad
de cada uno de ellos.3? Por otra parte, valores bajos de los zimégenos y de la prueba funcional
de la via clasica no necesariamente implican activacién del complemento, sino que en un
porcentaje no desdefiable de pacientes son secundarios a déficits genéticos.33 En este sentido,
y de acuerdo con nuestros resultados, la herramienta SLEDAI-2K no seria un instrumento ideal

para detectar manifestaciones derivadas del estado de activacién del complemento en el LES.
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En nuestro trabajo se analiza por primera vez la relacién entre el sistema del complemento y
el dafo acumulado en esta enfermedad. Encontramos asociaciones positivas del SDI con las
pruebas funcionales y moléculas plasmaticas de las tres vias, incluida la anafilotoxina C3a. Se
sabe que la unién de las anafilotoxinas a sus receptores celulares inicia cascadas de inflamacidn
y vasodilatacién que conducen a la activacion de diferentes tipos celulares, incluidos monocitos
y macréfagos.3* Por otra parte, la activacion del complemento puede ocurrir de manera
intracelular, con la consiguiente produccién y liberacién autocrina de citocinas proinflamatorias
como IL-1, IL-6 y VEGF soluble.3>36 Ademas, el complemento estd implicado en procesos de
angiogénesis, movilizacidn de progenitores hematopoyéticos y reparacién tisular.3%3’ La
participacion del sistema del complemento en estos procesos bioldgicos relacionados con la

inflamacion explicaria nuestros resultados sobre su asociacién con el dafio acumulado en el LES.

En cuanto a los autoanticuerpos, los estudios realizados hasta ahora no han analizado su
relacién con las pruebas funcionales de las tres vias del complemento sino mas bien con algunas
de sus moléculas plasmaticas. Se ha descrito asociacion entre los anti-Sm, anti-ADN, anti-SSA y
anti-B2 glicoproteina con las moléculas C3, C4 y C3a,3%3840 mijentras que otros autores no han
encontrado relacion entre los anti-RNP y C3 y C4.*! En nuestro trabajo, analizamos el vinculo
entre los autoanticuerpos y el sistema del complemento de manera global, incluyendo no solo
las moléculas plasmaticas, sino también pruebas funcionales de nueva generacién, que
permiten inferir la situacion de cada via. En este sentido, encontramos que los autoanticuerpos
relacionados de forma mas potente con el sistema del complemento son los anti-ribosomay los
anti-nucleosoma, con predominio de la via de las lectinas y de la via clasica respectivamente.
También demostramos relacién con los anticuerpos antifosfolipidos. Se sabe que las cascadas

de la coagulacion y del complemento estan interconectadas, de manera que la activacion de un
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sistema puede motivar la activacion del otro y viceversa.*? De hecho, en pacientes con sindrome
antifosfolipido se han descrito niveles mas altos del complejo de ataque a membrana (C5b-9,
molécula final comun a las tres vias) y niveles bajos de zimdgenos y/o elevados de los productos
activos C3a y Bb,*** todo lo cual denota activaciéon del complemento. Concretamente, el
anticuerpo antifosfolipido relacionado de manera mas potente con el sistema del complemento
en nuestro estudio fue el anti-B2glicoproteina de isotipo IgG, a expensas de la via alternativa.
Este hallazgo es muy consistente con el conocimiento actual sobre el sindrome antifosfolipido,
cuya fisiopatologia se vincula al sistema del complemento y en cuya etiopatogenia se consideran

un elemento clave los anticuerpos anti-B2glicoproteina.*®

Actualmente se sabe que el complemento juega un papel determinante en la fisiopatologia
de muchas enfermedades, no solo autoinmunes e infecciosas, sino también
neurodegenerativas. Cada vez son mas las compaiiias farmacéuticas que se centran en el
desarrollo de farmacos capaces de modular las cascadas del complemento a diferentes niveles,
y cada afio se expande el campo de investigacion en areas de la Medicina donde la participacion
de este sistema bioldgico se considera clave. En este sentido, creemos que un mejor
conocimiento del papel del complemento en el LES, como se refleja en nuestro estudio, puede
allanar el camino hacia el desarrollo de farmacos dirigidos contra esta diana terapéutica en estos

pacientes.

Cabe reseiar que nuestro trabajo es fundamentalmente exploratorio, es decir, las relaciones
entre las caracteristicas de la enfermedad y los pardmetros del complemento se muestran de
manera descriptiva. El hecho de que algunas de las correlaciones observadas no alcanzaran la
significacidn estadistica no debe interpretarse como una limitacidn en si misma, ya que diversas

manifestaciones eran muy infrecuentes. Ademas, la representacion de estas relaciones a través
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de mapas de calor permite identificar patrones de actividad del complemento para
determinadas formas de expresién de la enfermedad. No obstante, su disefio transversal
imposibilita establecer relaciones de causalidad. En este sentido, la implicacidn de las
alteraciones del complemento en la expresién del LES deberda confirmarse en estudios
prospectivos. Por otra parte, nos centramos en el andlisis de pacientes y no incluimos controles
sanos. Ademads, no realizamos estudio genético ni deteccidn de autoanticuerpos dirigidos contra
moléculas del complemento, factores que se han asociado con el riesgo de desarrollar LES y con

algunas de sus manifestaciones.

Destacamos como una de las fortalezas de nuestro trabajo el empleo de pruebas funcionales
de ultima generacién basadas en ELISA (y no en los métodos hemoliticos tradicionales) para
analizar el estado de actividad de cada via del complemento. Estas pruebas han sido validadas
y han demostrado correlacionarse adecuadamente con las hemoliticas clasicas, y se consideran
superiores a éstas en cuanto a su mayor facilidad de uso, mayor estabilidad y calidad de sus
reactivos, y mayor objetividad a la hora de interpretar sus resultados.*” De hecho, es cada vez
mas frecuente encontrar en la literatura trabajos que emplean esta tecnologia para analizar la
situacion del complemento en diversas enfermedades, como por ejemplo vasculitis,

enfermedades hematoldgicas, retinopatias, COVID-19, etc.%8>?
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se relaciona con la resistencia
a la insulina en el
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Health Sciences, University of the Wirwatersrand, Johannesburg, South Africa.

Clinical and Experimental Rheumatology 2024 42: 115-121

Este estudio es el primero en la literatura que ha analizado el vinculo entre la resistencia a la
insulina y el sistema del complemento sérico en el LES, evaluando dicho sistema bioldgico de
manera integral a través de la medicién no solo de sus zimdgenos, sino también de proteinas
activas, reguladores y pruebas funcionales de las tres vias. De acuerdo con nuestros hallazgos,
la resistencia a la insulina y el complemento se asocian de manera independiente en pacientes
con LES. Concretamente, nuestros resultados reflejan un papel predominante de los elementos

de la via alternativa.

En trabajos previos se han descrito mayores niveles de resistencia a la insulina y de péptido
C en pacientes con LES que en controles.>*>* En nuestra serie, los valores del indice HOMA2-IR
estaban en torno a la unidad, es decir, no eran elevados. Creemos que las caracteristicas basales
de nuestra cohorte explican estas diferencias, ya que en estudios anteriores no se excluia
especificamente a los pacientes con diabetes mellitus y se incluian con mayor frecuencia sujetos

Discusion 58



en tratamiento con glucocorticoides y con indices de masa corporal superiores a los de nuestra
muestra.>>>’ Sin embargo, los valores del indice HOMA2-B%-péptido C en nuestra serie si eran
elevados. Se sabe que en procesos inflamatorios crénicos, como la artritis reumatoide y el LES,
los niveles de péptido C se elevan con independencia de otros factores de riesgo de resistencia
a lainsulina. Dicha elevacidn sucede en un contexto de disfuncidn de la célula beta pancredtica,
probablemente precipitado por citocinas inflamatorias y mecanismos autoinmunes.>**® La
demostracion en nuestros pacientes de niveles normales de HOMAZ2-IR con niveles elevados de
HOMA2-B%-péptido C podria corresponder por tanto con un estadio previo al desarrollo de
resistencia a la insulina. En este escenario de disfuncion basal de la célula beta se ponen en
marcha mecanismos celulares de compensacién que inicialmente consiguen mantener la
glucemia en niveles normales. A medida que avanza el daino sobre la célula, y sobre todo cuando
se anaden factores periféricos como la obesidad o farmacos como los corticoides, los
mecanismos compensadores son insuficientes, y aparece la hiperglucemia.>® De hecho, en
nuestra serie, tanto el indice de dafio (SDI) como el de gravedad de Katz se asociaron con el
indice HOMA2-B%-péptido Cy no con el HOMA2-IR. Este hallazgo refuerza la nocién de que los
mecanismos fisiopatoldgicos del LES impactan sobre la célula beta independientemente de la
situacion periférica de resistencia a la insulina, y son consistentes con los observados en

modelos murinos de LES.®°

Ademds, encontramos asociacién entre el indice HOMA2-B%-péptido C y los anticuerpos
anti-SSB/La. Aunque la funcién de las proteinas de los antigenos SSB/La y SSA/Ro aun no se
conoce con precision, se las relaciona con mecanismos de adaptacidn celular al estrés y de
autofagia. Se cree que desempefian funciones de chaperona y ubiquitina, estabilizando el ARN

mensajero y otras formas de ARN no codificantes, y eliminando moléculas mal plegadas.®*3
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Curiosamente, se ha descrito que la célula beta pancreatica es muy sensible al estrés celular
derivado del reticulo endoplasmatico, uno de cuyos principales desencadenantes es el acimulo
intracelular de proteinas.>® Quizas, la presencia de anticuerpos anti-SSB/La podria empeorar la
disfuncidn de la célula beta y explicar la relacidén entre el indice HOMA2-B%-péptido C y estos
autoanticuerpos. En cuanto al indice HOMAZ2-IR, aparte de la asociacion con los factores clinicos
gue integran la definicion de sindrome metabdlico, encontramos mayores niveles de resistencia
a la insulina entre los pacientes que recibian micofenolato de mofetilo. Un estudio previo sobre
el riesgo de desarrollar diabetes inducida por corticoides en el LES demostrdé una relacién

independiente con este fairmaco, pero los mecanismos por los que esto sucede se desconocen.®

El 33% de los pacientes de nuestra serie cumplia con la definicion del NCEP/ATPIII de
sindrome metabdlico. Esta frecuencia es similar a la descrita en otros trabajos, que oscila entre
el 18% vy el 30% dependiendo de la definicion empleada, el tamafio muestral, la edad de los
pacientes, su distribucidn por sexo, etc.> Nuestros pacientes con sindrome metabdlico exhibian
mayor dafio acumulado y recibian hidroxicloroquina con menor frecuencia. Hallazgos similares
a éstos han sido observados en otra serie de LES.5> Ademas, en estudios previos se ha sugerido
un efecto protector de los antimaldricos sobre el sindrome metabdlico y sus complicaciones en
esta enfermedad autoinmune, si bien la evidencia es pobre.®®%7 Su potencial efecto beneficioso
podria explicarse por diversos mecanismos como la reduccion del estrés oxidativo, la mejora de
la funcién endotelial, la activacién de la via de sefalizacion de la insulina y la inhibicion de la

lipogénesis.%®

En nuestro trabajo, el indice HOMAZ2-IR se asocia de manera significativa e independiente
con niveles mas altos de la proteina activa C3a y el regulador FH, elementos comunes a las tres

vias. Ademas, muestra una tendencia a la asociacién con niveles mas altos en la prueba
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funcional de la via alternativa. Por otra parte, la presencia de sindrome metabdlico se asocia
con niveles mas altos de las proteinas inactivas Clq y C3 tras ajustar por posibles confusores,
mientras que solo mantiene una tendencia a la asociacién con el factor D. Aunque la activacién
de la via cldsica por inmunocomplejos es uno de los mecanismos fisiopatoldgicos del LES, este
patrén de asociacidon positiva entre los pardmetros del complemento y la resistencia a la
insulina no parece corresponder con dicha situacién. En un escenario de activacién sérica del
complemento, independientemente de cudl haya sido su origen, la proteina activa C3a
aumenta, pero C3, FH y la prueba funcional de la via alternativa deberian disminuir. Se sabe que
muchas de las proteinas del complemento aumentan en situaciones inflamatorias y que la
activacion de este sistema bioldgico puede suceder de forma intracelular, a través de la
interaccion de sus proteinas con las células del sistema inmunitario y otros tejidos (activacion
no candnica).?® Asi, en situaciones inflamatorias, estas células, entre las que destacan los
monocitos y los linfocitos T, liberan al medio Clq y C3, y estas proteinas interactian con las
células musculares y los adipocitos, desencadenando vias de sefializacién intracelular
relacionadas o no con el sistema del complemento. De hecho, valores altos de C3, C3ay FH se
han asociado con la patogénesis de la diabetes mellitus tipo 2,” y valores altos de C1q con la

muerte de los adipocitos y el envejecimiento muscular.%°

No hemos encontrado en la literatura estudios que hayan analizado la asociacién entre el
sistema del complemento evaluado de forma integral, incluyendo pruebas funcionales,
zimégenos, proteinas activas y reguladores de sus tres vias, con la resistencia a la insulina en el
LES. Otros autores también han descrito asociaciones positivas entre el sindrome metabdlico y
el zimégeno C3. Concretamente, en un trabajo previo que incluia 50 mujeres con LES, las

pacientes con sindrome metabdlico presentaban mayores concentraciones séricas de C3y C4.7°

Discusion 61



De forma similar, en otra serie con 114 pacientes con LES, de los que el 16% cumplia criterios
de sindrome metabdlico, se encontrd relacidn entre dicho sindrome y niveles mas altos de C3,
pero no de C4.7! Por el contrario, en un estudio de 200 mujeres con LES, entre las 10 pacientes
gue presentaban C3 bajo (medido como variable binaria, no continua), se observé un mayor
odds ratio de sindrome metabdlico.”? Comparado con la evidencia previa, en nuestro trabajo
incluimos un mayor numero de pacientes, realizamos una caracterizacién del sistema del
complemento sérico mucho mas exhaustiva, estimamos la resistencia a la insulina mediante la
definicion de sindrome metabdlico, pero también mediante el instrumento HOMA?2, y llevamos
a cabo un analisis multivariable. Por todo ello, creemos que nuestros resultados ilustran mejor

la relacidn entre el complemento vy la resistencia a la insulina en pacientes con LES.

Sin embargo, nuestro estudio presenta algunas limitaciones. Al tratarse de un diseno
transversal, no podemos inferir causalidad, ya que se desconoce el orden en que aparecen los
eventos. Ademads, no incluimos controles sanos. Por ultimo, para evaluar la existencia de
resistencia a la insulina utilizamos la herramienta HOMA2 y no la prueba del clamp
hiperinsulinémico-euglucémico, considerada como patrén oro. Sin embargo, esta técnica es
muy compleja y dificil de aplicar en grandes series de pacientes (como la reclutada en nuestro

trabajo) y el método HOMA ha demostrado correlacionarse de forma adecuada con ella.??

Seran necesarios futuros estudios basados en transcriptémica, protedmica y metaboldmica,
gue puedan analizar de forma integral los cambios inducidos por la activacién del complemento
sobre la homeostasis de la glucosa, y explorar el potencial de las terapias dirigidas contra este
sistema bioldgico para mejorar la sensibilidad a la insulina y el control glucémico en los

pacientes con LES. Asimismo, serian interesantes estudios longitudinales que permitan
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establecer asociaciones causales entre el estado de actividad del complemento sérico y los

trastornos metabdlicos relacionados con la glucosa y la insulina.
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Este trabajo es una extensidon de un estudio previo de nuestro grupo en el que se analizé la
capacidad de transferencia de colesterol en el LES. En dicho estudio, encontramos que los
pacientes exhibian (en comparacion con controles emparejados) una menor capacidad de
transferencia y que esa situacion se asociaba de manera independiente con la presencia de
placa carotidea.”® En el trabajo actual, por primera vez en la literatura, analizamos la relacion
entre el flujo reverso de colesterol y el sistema del complemento en el LES. A la luz de nuestros
resultados, la disfuncion del complemento sérico que aparece en estos pacientes podria estar
relacionada con los mecanismos que conducen a la reduccidn de la capacidad de transferencia

de colesterol observada en esta enfermedad autoinmune.

Dependiendo del estado de equilibrio entre sus activadores y reguladores, el sistema del
complemento puede mitigar o promover la aparicidon de dafio tisular y enfermedad. En este
sentido, cada vez es mayor la evidencia sobre el papel que juega la expresion del complemento
sérico en el desarrollo de la aterosclerosis.”* Se ha descrito que los niveles circulantes del
zimoégeno C5, perteneciente a la via terminal comun, estdn significativamente elevados en
pacientes con aterosclerosis subclinica, y que estos niveles se correlacionan con el volumen de
las placas de ateroma y la calcificacién en las arterias coronarias.”> Ademads, en pacientes con
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enfermedad arterial periférica sintomatica, niveles séricos elevados de la proteina activa C5a
son predictores de futuros eventos cardiovasculares independientemente de los valores de los
reactantes de fase aguda.’® De forma similar, se ha encontrado asociacidon entre los niveles
séricos del complejo de ataque a membrana (C5b-9) y la inestabilidad de las placas de ateroma

en las carétidas y el riesgo de ictus.”’

Por otro lado, los niveles séricos de colesterol HDL se relacionan de manera inversa con los
eventos cardiovasculares. Su efecto beneficioso deriva no solo de su concentracién plasmatica,
sino de sus propiedades funcionales, concretamente de su capacidad de transporte reverso de
colesterol. De hecho, se ha demostrado una relacién inversa entre el flujo reverso de colesterol
y el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y/o de sufrir eventos cardiovasculares.”®%0
Parece que este fendmeno ocurre no solo en poblacion general, sino también en enfermedades

inflamatorias inmunomediadas,3!83

si bien los mecanismos intimos que vinculan la inflamacion
con la capacidad de transferencia de colesterol no se han establecido, y pueden no ser comunes
en todas ellas. En este sentido, en un estudio previo de nuestro grupo en el que se compararon
pacientes con artritis reumatoide y pacientes con LES, estos ultimos presentaban una menor
capacidad de transferencia de colesterol incluso en presencia de mayores niveles de HDL, con

independencia del estado de actividad de la enfermedad, el uso de estatinas, y la presencia de

factores de riesgo cardiovascular clasicos.®*

En el trabajo que presentamos ahora, encontramos una relacién negativa entre los valores
séricos de la proteina activa C3a y los niveles de HDL, lo que traduce un perfil lipidico de riesgo
de aterosclerosis en situaciones de activacion del complemento sérico. Ademas, observamos
valores mas altos de pardmetros de la via clasica (Clq, C2, C4, C1-inh) y de la via alternativa (test

funcional, FD y FH) en relacién con moléculas proaterogénicas como los triglicéridos, el
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colesterol no HDL, las apolipoproteinas B, y las lipoproteinas (a). Este patron de elevacion tanto
de las pruebas funcionales como de los zimégenos y reguladores del complemento suele
corresponder con un aumento inespecifico en la produccién hepatica de estas proteinas en
respuesta a una situacion de inflamacién. En este sentido, cabe recordar que la aterosclerosis

se considera una enfermedad fundamentalmente inflamatoria.®

No hemos encontrado en la literatura estudios en pacientes con LES en los que se haya
analizado de manera exhaustiva la relacién entre el perfil lipidico y el sistema del complemento
sérico. Los trabajos de otros autores sobre este tema se han centrado solo en el andlisis de los
parametros de la via alternativa, y lo han hecho en poblacidn general. Sus resultados sugieren
una relacioén entre los elementos de esta via y el metabolismo y la funcién de las lipoproteinas
circulantes. Por ejemplo, se ha descrito asociacidn entre el FD y los niveles de triglicéridos,®>
entre C3 y el colesterol total, los triglicéridos y apolipoproteinas Al deletéreas,®® y entre C3 y

los factores Dy H y lipoproteinas aterogénicas.®’

En relacién con el flujo reverso de colesterol, en nuestro trabajo, tras un analisis
multivariable, demostramos que la capacidad de transferencia se asocia con los zimégenos C2
y C3 de manera positiva y con la prueba funcional de la via alternativa de manera negativa. Esto
significa que el flujo reverso de colesterol es peor en situaciones en las que los niveles de C2 y
C3 son bajos pero los del test funcional de la via alternativa son altos. Es dificil inferir un
determinado patréon de expresion del complemento en su relacién con la capacidad de
transferencia de colesterol que aune estos hallazgos. Por un lado, en un escenario inflamatorio,
esperariamos encontrar un aumento de estos tres pardmetros, mientras que, en una situacién

de activacién sérica del complemento, los tres deberian estar disminuidos.
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Cabe resefar que las mutaciones en el gen de C2, zimégeno comun a la via clasica y de las
lectinas, conllevan menores niveles séricos de esta proteina, y que estas mutaciones se asocian
con una prevalencia de LES del 10%.28 Ademas, recientemente se ha descrito una interaccion
entre la via cldsica y la alternativa, que garantiza que la activacién de la via clasica se transmita
a lo largo de toda la cascada del complemento incluso en ausencia de C2 sérico, gracias a la
interaccion del factor B con C4 y la formacidn de una convertasa hibrida C4bBb. Esta convertasa
resulta mucho menos eficiente que la convertasa C4b2b en su generacién de C3b a partir de
C3, pero posibilita la generacién del minimo necesario para poner en marcha el asa

amplificadora de la via alternativa.®

En cuanto a C3, se ha constatado que niveles bajos de este zimdgeno se relacionan con un
perfil lipidico proaterogénico y con mayor riesgo de desarrollar aterosclerosis, tanto en modelos
murinos como en estudios in vitro.’%3 Ademds, se sabe que los pacientes con LES pueden
desarrollar anticuerpos dirigidos contra las proteinas y reguladores del complemento, que
pueden derivar en una regulacion tanto al alza como a la baja de la distintas cascadas, ya sea

en el suero o en los tejidos.?’

Por ultimo, cada vez es mayor la evidencia sobre las funciones no candnicas del
complemento, que muchas veces dependen del complosoma (complemento intracelular), y que
no precisan de una situacion previa de activacidn sérica.?® Por ejemplo, se ha descrito que Clq
unido a inmunocomplejos es capaz de inhibir la colesterol-27-hidroxilasa que se expresa en el
endotelio y en lineas celulares de monocitos/macréfagos, disminuyendo el flujo reverso de
colesterol y facilitando el desarrollo de aterosclerosis.”* Creemos que la combinacién de estas
evidencias podria explicar nuestros resultados sobre la capacidad de transferencia de colesterol

y el sistema del complemento sérico en el LES.
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El disefo transversal de nuestro estudio impide conocer el orden de los eventos observados
y por tanto no permite establecer relaciones causales. Ademas, nos centramos en pacientes
con LES y no incluimos controles. No obstante, analizamos una serie muy amplia y evaluamos
el perfil lipidico y el sistema del complemento de manera exhaustiva a través de sus
componentes séricos y de sus pruebas funcionales, lo que supone una ventaja respecto de
estudios previos. Aunque la mayoria de los pacientes mostraban niveles bajos de actividad del
LES, no creemos que el estado de actividad de la enfermedad haya condicionado los resultados
en cuanto a la asociacidon del flujo reverso de colesterol y el complemento, ya que los
parametros derivados de ella no se relacionaron con la capacidad de transferencia de

colesterol.
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Conclusiones

- Existe una elevada complejidad en la interpretacion del estado de actividad del sistema del
complemento sérico en el lupus eritematoso sistémico. Las tres vias, no solo la via clasica,

parecen estar afectadas en estos pacientes.

- Las alteraciones en las diferentes cascadas del complemento se relacionan con la expresion

de la enfermedad en cuanto a sus manifestaciones clinicas, seroldgicas, actividad y dafio.

- Los anticuerpos anti-ADN, anti-ribosoma y anti-nucleosoma se relacionan
predominantemente con la actividad de la via clasica y de las lectinas, y los anti-

B2glicoproteina con la actividad de la via alternativa.

- La activacion del sistema del complemento sérico se relaciona con la actividad de la
enfermedad, mientras que valores elevados de las moléculas plasmaticas y de las pruebas

funcionales, fundamentalmente de la via clasica, se relacionan con el dafio acumulado.

- La resistencia a la insulina en los pacientes con lupus eritematoso sistémico se asocia
predominantemente con niveles altos de moléculas activas y reguladores de la via

alternativa.

- Elflujo reverso de colesterol se asocia tanto con zimégenos comunes a la via clasica y de las
lectinas, como con elementos de la via alternativa. Los mecanismos que conducen a esta

asociacién no parecen depender de la activacién sérica del complemento.
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Background: To date a complete characterization of the components of the
complement (C) pathways (Classical, LEctin and Alternative) in patients with
systemic lupus erythematosus (SLE) has not been performed. We aimed to assess
the function of these three C cascades through functional assays and the
measurement of individual C proteins. We then studied how they relate to
clinical characteristics.

Methods: New generation functional assays of the three pathways of the C
system were assessed in 284 patients with SLE. Linear regression analysis was
performed to study the relationship between the activity, severity, and damage of
the disease and C system.

Results: Lower values of the functional tests AL and LE were more frequent than
those of the CL pathway. Clinical activity was not related to inferior values of C
routes functional assays. The presence of increased DNA binding was negatively
linked to all three C pathways and products, except for C1-inh and C3a which
were positively related. Disease damage revealed a consistent positive, rather
than a negative, relationship with pathways and C elements. Anti-ribosomes and
anti-nucleosomes were the autoantibodies that showed a greater relationship
with C activation, mainly due to the LE and CL pathways. Regarding
antiphospholipid antibodies, the most related with C activation were IgG anti-
B2GP, predominantly involving the AL pathway.
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Conclusion: Not only the CL route, but also the AL and LE are related to SLE
features. C expression patterns are linked to disease profiles. While accrual
damage was associated with higher functional tests of C pathways, anti-DNA,
anti-ribosomes and anti-nucleosomes antibodies, were the ones that showed a
higher relationship with C activation, mainly due to the LE and CL pathways.

KEYWORDS

systemic lupus erythematosus, complement system, complement pathways, disease
activity, disease damage, disease profiles

Introduction

The complement (C) system is a key component of innate
immunity and a “complement” (hence its name) for antibody-
triggered responses. It consists of almost 60 plasma and membrane
proteins that form three distinct but overlapping pathways of
activation, as well as a common terminal lytic cascade and a
network of regulators and receptors (1). There are three major
pathways of complement activation: the classical (CL), the
alternative (AL) and the lectin (LE), pathways. The CL pathway is
initiated by antibody-dependent as well as antibody-independent
mechanisms leading to the formation of C1 proteolytic complex; the
AL pathway is characterized by plasma tonic low-level C3 activation
by hydrolysis in a process termed “tick-over”; and the LE pathway is
initiated by target recognition through mannose-binding lectin and
ficolins that are proteins components involved in host responses
against foreign organisms such as bacteria and viruses. The main
functions of C include, among others, recognition and clearance of
foreign pathogens and antigens, phagocytosis of opsonized targets,
and promotion and modulation of humoral immune responses (1).

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic, occasionally
life-threatening, multisystem immune-mediated disorder. Patients
can present with a wide range of symptoms, signs, and laboratory
findings and have a variable prognosis depending on the severity of
the disease and the type of organ affected. Hypocomplementemia is
a typical laboratory finding in patients with SLE, reflecting in most
cases activation of the C system by immune complexes. Accelerated
consumption exceeds synthesis, being the main cause of the
hypocomplementemia (2). In this setting, low C values tend to
correlate with more severe SLE, especially renal disease, and with
antibodies to double-stranded DNA, while return to normal levels
with treatment is a good prognostic sign (3). However, routine C
assessment in the clinical setting is generally restricted to the
measurement of inactive C3 and C4 zymogens, without
considering activated or regulatory molecules. Since many other
factors besides consumption can affect the serum levels of C
proteins, the only evaluation of the C3 and C4 values cannot be
considered a surrogate marker of C activity in SLE (4).

Although it is becoming more commercially available, neither
functional C assays nor individual plasma C components other than
C3 and C4 are routinely used by most experienced lupus clinicians.

Frontiers in Immunology

In this regard, the medical literature lacks studies in which a
complete characterization of the C system in patients with SLE
has been performed. In the present work, we have evaluated the
three C-system pathways through next-generation functional assays
in a well-characterized series of SLE patients with a diverse set of
organic manifestations. In addition, we have measured C
components belonging to all three C pathways, including
proteolytically derived fragments and serum regulators of the C
system. Our aim was to identify how the functional levels of the
three C pathways, and specific C elements of these pathways relate
to damage, severity, and activity of the disease, as well as to
individual characteristics of the disease.

Material and methods
Study participants

This was a cross-sectional study that included 284 patients with
SLE. All patients with SLE were 18 years or older, had a clinical
diagnosis of SLE, and met > 4 American College of Rheumatology
(ACR) classification criteria for SLE (5). Patients were recruited
since 2016 to 2021. They had been diagnosed by rheumatologists
and were regularly followed up in rheumatology outpatient clinics.
Patients were excluded if they had a history of cancer, chronic liver
and/or renal failure, evidence of acute and/or chronic active
infection, and/or any other chronic autoimmune disease other
than a condition such as antiphospholipid and/or Sjogren’s
syndrome associated with SLE. Research was carried out in
accordance with the Declaration of Helsinki. The study protocol
was approved by the Institutional Ethics Committees of the
Hospital Universitario de Canarias and the Hospital Universitario
Doctor Negrin (both in Spain), and all subjects provided informed
written consent (Approval Number 2015_84).

Data collection

Patients included in the study completed a medication use
questionnaire and underwent a physical examination. Medical
records were reviewed to verify specific diagnoses and
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medications. SLE disease activity and damage were assessed using
the Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index -2000
(SLEDAI-2K) (6) and the Systemic Lupus International
Collaborating Clinics/American College of Rheumatology
(SLICC/ACR) Damage Index -SDI- (7), respectively. For the
purpose of the present study, the SLEDAI-2k index was divided
into none (0 points), mild (1-5 points), moderate (6-10 points), high
(11-19) points, and very high activity (=20) points as previously
described (8). The severity of the disease was measured using the
Katz index (9). Fasting serum samples were collected and frozen at
-80°C until analysis of C system.

Laboratory assessments

The SVAR functional C assays under the Wieslab® brand
(Sweden) were used to assess CL, AL and LE pathways activity.
These tests combine principles of the hemolytic assay for C function
with the use of labelled antibodies specific for the neoantigen
produced as the result of C activation. The amount of neoantigen
generated is proportional to the functional activity of C pathways.
Microtiter strip wells are coated with CL, LE, or AL pathway-
specific activators. The patient’s serum is diluted in a diluent
containing a specific blocker to ensure that only the studied
pathway is activated. During the incubation of the diluted patient
serum in the wells, the specific coating activates C. The wells are
then washed, and C5b-9 is detected with an alkaline phosphatase
labeled specific antibody against the neoantigen expressed during
membrane attack complex (MAC) formation. After an additional
washing step, detection of specific antibodies is obtained by
incubation with alkaline phosphatase substrate solution. The
amount of C activation correlates with the intensity of the color
and is measured in terms of absorbance (optical density). The
amount of formed MAC (neo-epitope) reflects the activity of the C
cascade. The result is expressed semi-quantitatively using the
optical density ratio between a positive control and the sample.
Wieslab® has validated these functional assays by studying their
correlation and concordance with the classical CH50 and AH50
hemolytic tests (https://www.svarlifescience.com/). C2, C3, C3a, C4
and Clq were analyzed by turbidimetry (Roche), CI-inhibitor was
analyzed through nephelometry (Siemens) whereas factor D and
factor H were assessed by enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA Duoset, R&D). Both intra and inter-coefficients of
variability were < 10% for these assays.

Statistical analysis

Demographic and clinical characteristics were described as
mean * standard deviation (SD) or percentages for categorical
variables. For non-normally distributed continuous variables, data
were expressed as median and interquartile range (IQR). The
relationship of SLE features with circulating C system molecules
and pathways was assessed through linear regression analysis. All
the analyses used a 5% two-sided significance level and were
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performed using Stata software, version 17/SE (StataCorp, College
Station, TX, USA). P-values <0.05 were considered
statistically significant.

Results

Demographic and disease-related
data of patients with systemic
lupus erythematosus

Demographic and disease-related characteristics of patients
with SLE are shown in Table 1. Most of them were women (92%)
and the mean age + SD was 50 + 12 years. The age of diagnosis was
34 + 13 years, and the duration of the disease was 16 + 10 years. At
the time of recruitment, 67% of the patients were positive for anti-
DNA and 69% for ENA, with anti-SSA being the most frequently
found antibody (35%). Sixteen percent of patients met the definition
of associated antiphospholipid syndrome, and 32% had at least one
positive antiphospholipid antibody. The majority of patients with
SLE were in the categories of no activity (40%) or mild-moderate
activity (55%) as shown by the SLEDAI-2K score. SDI and Katz
indexes were 1 (IQR 0-2) and 2 (IQR 1-4), respectively. Sixty-eight
percent of the patients had a SDI score equal to or higher than 1.
Regarding treatments at the time of assessment, half of the patients
(50%) were taking glucocorticoids and the median equivalent daily
dose of prednisone was 5 mg/day (IQR 5-7.5 mg). Sixty-nine
percent of the patients were taking hydroxychloroquine when the
study was performed. Other less used drugs were methotrexate
(11%) and azathioprine (15%). Table 1 shows additional
information on the data related to SLE.

Functional C assays of the CL, AL and LE pathways were 91 +
38%, 41 (IQR 12-79) % and 10 (IQR 1-41) %, respectively. Single C
components, Clq, C2, C3, C3a, Cl-inhibitor (C1-inh), and factor D
and H serum values are shown in Table 1.

A graphical representation of the frequency distribution of the
three C pathways functional assays is additionally shown in
Supplementary Figure 1. In this figure, X axes represents the
value of the functional assay, and Y axes is the number of
patients with a given value. As it can be observed, while the CL
pathway functional test was normally distributed, both AL and LE
were skewed to the left toward lower values. Correlations between C
routes functional assays and individual components are shown in
Supplementary Table 1, and Supplementary Figures 2 (scatterplots
of C functional assays and C3 and C3a) and 3 (chord diagrams). C
functional assays and molecules were positively and highly
correlated with each other, except for factors D and H, which
showed a non-significant relationship with C routes and products
(Supplementary Table 1). A chord diagram showing a many-to-
many relationship between C elements, and routes, as curved arcs
within a circle is illustrated in Supplementary Figure 3. Thickness of
the arcs are proportional to the significance of the flow. As it can be
seen, flows or connections between nodes did not show a specific
pattern of C activation, since all C elements generally correlated to
each other in a similar manner (Supplementary Figure 3).
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TABLE 1 Demographic and disease-related data of patients and controls.
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TABLE 1 Continued

SLE (n=284) SLE (n=284)
Age, years 50 + 12 Classical pathway 91 + 38
Women, n (%) 261 (92) Alternative pathway 41 (12-79)
Smoking, n (%) 69 (24) Lectin pathway 10 (1-41)
Diabetes, n (%) 16 (6) Individual complement components
Hypertension, n (%) 111 (39) Clg, mg/dl 34+11
Obesity, n (%) 85 (30) C2, mg/dl 25+12
SLE related data C4, mg/dl 21+ 12
Age at diagnosis, years 34+13 Factor D, ng/ml 2593 + 1835
Disease duration, years 16 + 10 C3, mg/dl 130 + 40
SLE classification criteria*, n (%) 150 (88) C3a, mg/dl 39 £ 10
Antiphospholipid syndrome, n (%) 43 (16) C1 inhibitor, mg/dl 32+9
Auto-antibody profile Factor H, ng/ml x10e-3 388 (281 - 564)
Anti DNA positive, n (%) 151 (67) Immunosuppressants at the time of the visit
ENA positive, n (%) 164 (69) Glucocorticoids, n (%) 140 (50)
Anti-Sm 24 (10) Prednisone equivalent daily dose, mg 5(5-7.5)
Anti-ribosome 13 (9) Antimalarials drugs, n (%) 194 (69)
Anti-nucleosome 32 (22) Methotrexate, n (%) 31 (11)
Anti-histone 22 (15) Azathioprine, n (%) 43 (15)
Anti-RNP 64 (28) Mycophenolate mofetil, n (%) 31 (11)
Anti-SSA/Ro 55 (35) Belimumab, n (%) 8 (3)
Anti-SSB/La 36 (21) Rituximab, n (%) 8(3)
Any antiphospholipid antibody, n (%) 61 (32) Data represent mean + SD or median (interquartile range) when data were not
normally distributed.
ACA IgM 22 (11) SLEDAI-2K categories were defined as: 0, no activity; 1-5 mild; 6-10 moderate;
>10 high activity.
ACA TgG 39 (20) *Met either ACR1997 or SLICC 2012 classification criteria (ACR: American College of
Rheumatology; SLICC: Systemic Lupus International Collaborating Clinics).
Anti beta2 glycoprotein IgM 19 (10) ACA, anticardiolipin antibodies; ENA, extractable nuclear antibodies; SDI, SLICC/
ACR Damage Index; SLE, systemic lupus erythematosus;. SLEDAI-2K, SLE Disease
Anti beta2 glycoprotein IgG 28 (15) Activity Index.
Disease scores
Median SLEDALIK 2 00) Com_plemgnt p{:\th_w_ay activity gnd
relationship of individual proteins to
SLEDAI-2K categories indices of activity, damage, and disease
No activity, n (%) 109 (40) severity in SLE
Mild, n (%) 107 (40)
The relationship of the SLEDAI-2K, SDI, and Katz indices to
M ,n (9 41 (1 . . .
oderate, n (%) {5 the three C pathway functional assays and C products is shown in
High or Very High, n (%) 14 (5) Table 2. In these analyses, the scores are the independent variable
Median SDI 10-2) and are considered both continuous and categorized (SLEDAI-2K
inactive, mild, and moderate to very high; SDI equal to or greater
SDI > 1, n (%) 191 (68) .
than 1; and Katz equal to or greater than 3). With respect to
Katz Index 2(1-4) SLEDAI-2K, in general, this score was related to lower values of the
Katz > 3, n (%) 126 (44) C pathway tests and products. In particular, C2, C3 and Clqand AL
route were the ones that revealed a higher negative relationship with
i 0
Functional complement assays, % both continuous and categorized crude SLEDAI-2K. In addition,
(Continued) ~ SLEDAI-2K was also associated with lower C3a values in the
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comparison between the mild and inactive categories. In contrast,
Cl-inh and factors D and H did not reveal associations with crude
SLEDAI-2K.

Since SLEDAI-2K includes laboratory items (hypocomplementemia
and anti-DNA), we additionally calculated the “clinical” SLEDAI-2K in
which those two items were not included in the calculation. When the
“clinical” - not classical - SLEDAI-2K was tested, most of the significant
relationships were lost. This score was only related to higher values of
C1q (which belongs to the CL cascade) and higher serum levels of C3a,
denoting activation of all three C pathways. (Table 2).

Regarding SDI, this score was related to higher values of the
functional tests CL, AL and LE, and higher circulating C2, C3a, C1-
inh and Clq. No relationship was found between SDI and C3, C4 and
factors D and H. The Katz index was not related, in general, with the
functional C tests or with the C components. A positive relationship
was only found with Cl-inh both when considering this score as
continuous or binary (Table 2 and Supplementary Figure 4).

Relationship of SLEDAI-2K and SDI
elements to complement pathways and
individual proteins

A heatmap representation of C pathways and molecules
relationship to SLEDAI-2K and SDI items and domains is
represented, respectively, in Figures 1, 2. Some C expression
patterns can be deduced from these heat maps. Remarkably, the
presence of increased DNA binding was negatively related to all three
C pathways and products, except for Cl-inh and C3a which were
positively related. The negative relationship between DNA binding
and C was higher for the CL pathway parameters. In addition, low
complement, which is defined in the SLEDAI-2K score through the
measurement of C3 and C4 in the clinical setting, was associated with
lower levels of both C functional assays and products of all three
pathways, including the C3a activation product. The CL pathway
showed the greatest relationship with the C consumption item.

Items referring to skin, joint, and renal manifestations were
associated with higher levels of most of the C parameters. In this
sense, the strongest relationship with arthritis was found for Clq in a
positive manner. The functional test CL was the one that presented a
higher and positive association with most of the renal items. Instead,
the hematological features of the disease were related, in general, with
lower levels of C values. Regarding regulator molecules, while factor H
was mostly related to thrombocytopenia, it was found that the greatest
relationship of Cl-inh was with the hypocomplementemia item.

With respect to SDI, an overall view of the heatmap of Figure 2
showed a predominance of blue cells, denoting, therefore, a positive
relationship between SDI items and C routes and components. The
C parameters that revealed a greater relationship with the CL
pathway were the ocular and neuropsychiatric domains, followed
by the renal and pulmonary domains. Furthermore, the SDI domain
that had the strongest association with the AL cascade was
gastrointestinal. Similarly, the C parameters that had the highest
correlation with the diabetes and cardiovascular domains were,
respectively, Cl-inh and factor D. A complete heatmap of all the
SDI items is shown in Supplementary Figure 5.
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Relationship of autoantibodies to the
complement system

The relationship of ENA, anti-DNA and antiphospholipid
autoantibodies to C system is shown in Supplementary Figure 6
as a heatmap. Moreover, the relationship of these autoantibodies to
the sum of C pathways activation is illustrated in Figure 3. In this
sense, anti-ribosomes and anti-nucleosomes were the
autoantibodies that showed a greater relationship with C
activation, mainly due to the LE and CL pathways. The anti-La
was the ENA least related to the AL pathway. Low relationship with
AL was also found with anti-DNA and anti-histone. Regarding
antiphospholipid antibodies, the most related with C activation
were IgG anti-B2GP, primarily involving the AL pathway.

Discussion

Our study is the first in the literature in which the three C pathways
have been fully characterized in a large set of SLE patients with a wide
variety of organic manifestations. Our data support the complexity of
the C system in patients with SLE and how it is linked to certain
manifestations of the disease. Specifically, while accrual damage is
related to superior levels of C individual elements and functional assays,
increased DNA binding, and anti-ribosomes and anti-nucleosomes,
were the autoantibodies that showed a higher relationship with C
activation, mainly due to the LE and CL pathways. According to our
findings, the identification of C disturbances may serve as a guide in the
therapeutic and prognostic approach of SLE patients.

In our work, according to the frequency distribution of the
pathways, the lowest values of the functional tests of the AL and
LE pathways were more prevalent than those of the CL pathway. This
would imply that the deficit or activation of the AL and LE pathways
was more frequent compared to the CL pathway in our population
with SLE. This finding of lower values in the LE pathway is consistent
with current knowledge of SLE and controls on this pathway. In this
regard, deficiencies affecting the LE pathway have been reported to be
common, and this may result in lower levels of this LE functional
assay in both patients and controls (10). However, to date, functional
AL tests have been described to be normally distributed in healthy
individuals (11). This was not the case in our SLE patients in which
AL curve is skewed to the left towards lower values. In this sense, it is
well known that the AL pathway is highly influenced by events that
occur in other C pathways. In this regard, AL convertase-C3 amplifies
C activation initiated in any pathway, exerting positive feedback to
the entire system, and SLE patients more frequently suffer from
mutations and autoantibodies that affect C system molecules and
regulators. Therefore, we believe that the combination of all this may
explain why AL functional test values were skewed to the left
reflecting deficit but also activation of this route in SLE patients.

In our analysis of C system in SLE, functional assays were
positively related to serum molecules and vice versa. This was also
the case for C3a, where a negative correlation would have been
expected because this molecule is a proteolytically derived activated
element and not an inactive zymogen. We believe that this can be
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TABLE 2 Complement pathways activity and individual components relation to activity, damage and severity indices.

Beta coefficients (95% confidence interval), p

10.3389/fimmu.2023.1167055

CLASSICAL PATHWAY

LECTIN PATHWAY

Classical, % Cl1qg, mg/dl Lectin, %
SLEDAI-2K -0.6 (-2-0.5), 0.26 -0.3 (-0.6- -0.003), 0.048 0.1 (-1-1), 0.85
Inactive - - -
Mild -15 (-25- -5), 0.004 -3 (-6- -0.1), 0.042 -13 (-25- -2), 0.023

Moderate to very high

-13 (-26- -0.6), 0.039

-3 (-7-0.2), 0.062

-0.8 (-15-13), 0.92

Clinical SLEDAI-2K 0.8 (-2-3), 0.58 0.5 (-0.2-1), 0.16 2 (-1-5), 0.20
Inactive - - _
Mild -5 (-18-8), 0.49 1 (-2-5), 0.50 4 (-11-19), 0.58
Moderate to very high 10 (-14-35), 0.41 7 (0.7-13), 0.030 24 (-3-51), 0.085
SDI 5 (3-8), <0.001 0.88 (0.03-1), 0.042 5 (2-8), 0.001
SDI >=1 12 (2-22), 0.016 3 (0.2-5), 0.038 6 (-5-17), 0.27
Katz 2 (-1-4), 0.14 0.2 (-0.8-0.4), 0.55 2 (-0.5-5), 0.11
Katz >=3 4 (-5-13), 0.38 -2 (-4-0.8), 0.18 4 (-6-14), 0.44
COMMON ELEMENTS OF THE CLASSICAL AND LECTIN PATHWAYS

C2, mg/dl C4, mg/dl C1 inh, mg/dl
SLEDAI-2K -0.05 (-0.08- -0.02), 0.004 -0.3 (-0.7-0.01), 0.058 0.2 (-0.08-0.5), 0.17
Inactive - - _
Mild -0.7 (-1.0- -0.4), <0.001 -4 (-8- -1), 0.011 -0.9 (-4-2), 0.47
Moderate to very high -0.7 (-1.1- -0.4), <0.001 -7 (-11- -3), 0.001 1 (-2-5), 0.38

Clinical SLEDAI-2K

0.07 (-0.009-0.1), 0.081

0.4 (-0.5-1), 0.41

0.09 (-0.7-0.9), 0.82

Inactive - - -
Mild 0.3 (-0.1-0.7), 0.20 2 (-3-6), 0.42 1 (-2-5), 0.55
Moderate to very high 0.5 (-0.3-1.2), 0.21 4 (-4-11), 0.37 1 (-6-8), 0.74

SDI 0.09 (0.02-0.2), 0.019 0.4 (-0.5-1), 0.32 0.8 (0.1-1), 0.019
SDI >=1 0.4 (0.1-0.7), 0.004 2 (-1-5), 0.25 3 (0.7-5), 0.011
Katz 0.0004 (-0.07-0.07), 0.99 0.3 (-0.5-1), 0.45 0.7 (0.1-1), 0.017
Katz >=3 -0.1 (-0.4-0.1), 0.31 -1 (-4-2), 0.42 3 (0.6-5), 0.013
ALTERNATIVE PATHWAY
Alternative, % Factor D, ng/ml
SLEDAI-2K -2 (-3- -0.6), 0.002 -60 (-123-2), 0.057
Inactive - -
Mild -13 (-23- -3), 0.010 -374 (-931-184), 0.19

Moderate to very high
Clinical SLEDAI-2K
Inactive

Mild

-20 (-33- -8), 0.002

0.6 (-3-2), 0.66

-10 (-23-3), 0.13

-552 (-1260-156), 0.13

-67 (-228-93), 0.41

53 (-720-826), 0.89
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TABLE 2 Continued

Beta coefficients (95% confidence interval), p

Alternative, %

ALTERNATIVE PATHWAY

Factor D, ng/ml

10.3389/fimmu.2023.1167055

Moderate to very high

1 (-23-25), 0.92

-644 (-2063-776), 0.37

SDI 2 (-0.1-5), 0.063 108 (-27-242), 0.12
SDI >=1 11 (1-20), 0.026 301 (-204-805), 0.24
Katz -0.5 (-2-2), 0.96 65 (-56-186), 0.29
Katz >=3 -5 (-14-4), 0.29 82 (-413-577), 0.74
COMMON ELEMENTS OF THE THREE PATHWAYS

C3, mg/dl C3a, mg/dl Factor H, ng/ml x10e-3
SLEDAI-2K -2 (-3- -0.5), 0.006 0.04 (-0.3-0.3), 0.79 22 (-44-1), 0.063
Inactive - - -
Mild -18 (-29- -7), 0.001 -4 (-6- -0.9), 0.010 -23 (-228-181), 0.82
Moderate to very high -27 (-40- -14), <0.001 -1 (-4-2), 0.57 -236 (-496-23), 0.075
Clinical SLEDAI-2K 2 (-1-4), 0.24 0.09 (0.2-2), 0.013 -7 (-66-52), 0.81
Inactive - - _
Mild 8 (-5-22), 0.24 0.3 (-3-4), 0.85 237 (-457-519), 0.10

Moderate to very high

6 (-19-32), 0.62

11 (4-17), 0.001

-242 (-761-276), 0.36

SDI 1 (-2-4), 0.43 1 (0.4-2), 0.001 5 (-59-72), 0.86
SDI >=1 9 (-1-19), 0.093 4 (1-6), 0.006 -93 (-337-151), 0.46
Katz 0.4 (-3-2),0.75 0.02 (-0.6-0.6), 0.94 -16 (-75-43), 0.60
Katz >=3 -4 (-14-6), 0.42 1(-1-4),0.28 -81 (-32-158), 0.50

Clinical SLEDAI-2K does not account for anti-DNA antibodies or hypocomplementemia items.

SDI: Systemic Lupus International Collaborating Clinics/ American College of Rheumatology Damage Index.
SLEDAI2-K: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index. SLEDALI categories were defined as: 0, no activity; 1-5 mild; 6-10 moderate; >10 very high.

*inactive SLEDAI-2K category used as reference level.
Statistically significant values are depicted in bold.

explained by the combination of some evidence: hepatic
hyperproduction of complement proteins as acute phase reactants
in inflammatory scenarios, spontaneous C3 “tick-over” leading to
C3a formation, and secretion of intracellular C3 stores by part of T
cells under certain conditions (12). Furthermore, only factors D and
H showed non-significant and low relationships with the C
pathways or components. One possible explanation could be the
presence in SLE of anti-factor H autoantibodies and/or factor H
mutations that result in loss of function, as described in other
immune-mediated conditions, such as some thrombotic
microangiopathies and glomerular diseases (13, 14). Also, factor
D, which cleaves factor B, is the only component that can be lost in
substantial amounts in the urine. However, in our work an exact
amplification pattern or image in SLE could not be described
through the representation of chord diagrams. We understand,
the high complexity of system C does not allow drawing a clear
figure that represents the SLE population.

Frontiers in Immunology

In our study, the clinical SLEDAI-2K, which does not contain
the hypocomplementemia and anti-DNA items, was associated with
higher levels of circulating C3a. Despite this, the clinical SLEDAI-
2K was not associated with any of the C pathway functional assays
or with other serum molecules. This means that, in our work,
classical -not clinical- SLEDAI-2K did not capture consumption or
alterations in C molecules and pathways. In this regard, it should be
remembered that criticism has arisen regarding the SLEDAI-2K
score because, for example, only the presence/absence of each item
is scored, but its severity cannot be assessed; some elements are
over-emphasized while others are under-weighted; and some severe
conditions are not captured as activity in this index because there
are no items for them (15). According to our results, SLEDAI-2K
would not be an optimal tool to capture C disturbances in patients
with SLE.

In addition to its key role in host defense, C also promotes
inflammation. In this sense, it is known that the activation of the C
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FIGURE 1

Heatmap of SLEDAI-2K items relation to C pathways activation and serum molecules. Values in the cells represent Spearman’s rho coefficient (*
denotes p value < 0.05). Positive and negative correlations are shown in blue and red, respectively. The number of patients who met each SLEDAI-
2K ltem is shown in the right margin. CL, classical; AL, alternative; LE, lectin; fD, factor D; fH, factor H. CL, LE and AL in circles refer to the functional
tests of these cascades.

CL CL+AL AL CL+AL+LE
1 1 1

@ @ LE C2 C4 Glinh fD €3 C3 fH N°
1 L 1 1 1 1 1 0.3

Ocular={ 0108 -0.004 0036 0097 0.061 0069 0018 0108 0117 -0.018 | 51

Neuropsychiatric=| 0.124* 0.153* 0070 0050 0024 013 0083 -0.001 0073 0417 -0.005| 35
- 4102

Renal=] 0.150% 0023 0096 0074 0098 0.159% 0034 0109 -0.013 0043 0003 | 19

Pulmonary=| 0.130% 0.117 0051 0051 0080 -0.070 0034 0.416 0021 0025 0427 | 15
- 4 0.1

Cardiovascular=] 0.021 -0.042 -0.009 -0.025 -0.035 0.034 -0.030 | 0.162* -0.072 -0.018 -0.016 | 19

Peripheral vascular={ 0.141% 0064 0057 0039 0062 0075 0013 0032 -0.004 0091 0009 | 30

-t 40

Gastrointestinal=] 0.076 -0.004 -0.073 0065 0.099 -0.014 002 0098 0056 0028 0.116 | 24

Musculoeskeletal—=| 0110 0.136x 0084 0105 -0.034 -0.034 0010 0055 0019 0051 0004 | g
- 4 -0.1

Skin={ 0.077 0.018 0.010 0.030 -0.065 -0.007 -0.059 -0.015 0.004 0.114 -0.004 35

Premature gonadal failure={ 0095 0.010 0101 0040 -0.038 0065 0068 0058 0014 0001 0011 | 4o
-0.2

Diabetes Mellitus—{ 0114 -0006 0083 0087 0098 0161* 0055 0075 O0161% 0415 0014 | o

Malignancy—] 0.052 -0.063 0096 0077 0009 0063 0035 -0.002 0040 0002 -0.029|

FIGURE 2

Heatmap of SDI items relationship to C pathways activation and serum molecules. Values in the cells represent Spearman'’s rho coefficient (*
denotes p value < 0.05). Positive and negative correlations are shown in blue and red, respectively. The number of patients who complied with each
item of the SDI is shown in the right margin. CL, classical; AL, alternative; LE, lectin; fD, factor D; fH, factor H. CL, LE and AL in circles refer to the
functional tests of these cascades.
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FIGURE 3

Relationship of autoantibodies to the sum of the Spearman’s rho
correlation indices of the three C pathway functional assays. Values in
the cells represent Spearman’s rho coefficients. Positive and negative
correlations are shown. CL, classical (orange); AL, alternative (blue); LE,
lectin (green). ACA, anticardiolipin antibodies; anti-beta2, anti-
beta2glycoprotein antibodies; lupus antic.: lupus anticoagulant.

system leads to the release of “anaphylatoxin” peptides, which are
potent mediators of the inflammatory and immune response. These
anaphylatoxins bind to their respective receptors on cells to initiate
inflammation and vasodilation that in turn activate many cell types
(16). Accordingly, C participates in angiogenesis, mobilization of
hematopoietic progenitor cells (17) and tissue regeneration (18).
Furthermore, C3 activation can occur intracellularly, resulting in
the production of autocrine produced proinflammatory cytokines
to signal the inflammasome (19). In this regard, C causes the release
of mediators, such as interleukin 6, tumor necrosis factor alpha, and
soluble vascular endothelial growth factor from multiple cell types,
including monocytes and macrophages (20).

Our study evaluated for the first time the relationship of
cumulative disease damage with C. Regarding this, disease damage
assessed by SDI, which does not contain C-related items, showed in our
study a positive relationship with serum C levels and its functional tests.
This relationship was found not only with functional assays of all three
pathways, but also with various components of all three pathways such
as Clq (CL pathway), C2 and Clinh (CL and LE pathways) and C3a
(common pathway). Furthermore, when the SDI score was broken
down into its different domains and items, the strongest positive
relationships were found mainly with the ocular, neuropsychiatric,
renal, peripheral vascular, cardiovascular, and diabetes domains.
Therefore, we believe that the positive association between the
disease damage and the C system is consequence of the
inflammation, angiogenesis and tissue repair mechanisms, which has
been established due to the accrual damage in different organs.

Regarding the association between SLE and C autoantibodies,
some authors have found that anti-Sm, anti-DNA and anti-SSA are
related to C3, C4 and/or C3a (13, 21, 22), while others have
described a lack of association between anti-RNP autoantibodies
and C3 and C4 (23). The relationship of SLE autoantibodies with C
functional assays has not been studied until the present work. The
fact that these relationships have been evaluated through functional
tests, and not using C elements, is of great value. In our study, anti-
ribosomes and anti-nucleosomes were the antibodies that had the
greatest relationship with the functional tests of C.

Frontiers in Immunology

10.3389/fimmu.2023.1167055

It is known that the complement system and coagulation are
related. In fact, there is great interference between coagulation and C,
so activation of one system can amplify the other (24). For example,
higher levels of C5b-9 are reported in patients with antiphospholipid
syndrome, many patients with antiphospholipid syndrome have
hypocomplementemia and/or elevated levels of C activation products
Bb and C3a (25, 26). In addition, C activation has also been reported in
patients with isolated antiphospholipid antibodies or primary
antiphospholipid syndrome unrelated to SLE (25). In this sense, it is
striking that in our study the antiphospholipid antibody most related to
C activation was the anti-B2GP IgG subtype. This is consistent with the
fact that this autoantibody is considered etiopathogenic, and the one
with a higher relation to clinical manifestations in antiphospholipid
syndrome (27).

Dysregulation of the C system is now known to play an
important role in various diseases, from autoimmune conditions
and sepsis to neurodegenerative disorders and graft rejection. For
this reason, an increasing number of pharmaceutical companies are
focusing on developing drugs that regulate the C system at different
levels and the field of research is growing every year in areas where
C is suspected to be a pathological problem, which raises the
question if treatment options within system C are needed. We
believe that a better understanding of the role of C in SLE, as shown
in our study, could pave the way for the development of therapies
related to the C system in patients with SLE. However, it should be
noted that our study is mainly exploratory. Correlations of disease
manifestations with C pathways and molecules are shown
descriptively. The fact that the correlations were sometimes not
significant should not be interpreted as a limitation since several
manifestations of the disease are rare and infrequent. Our
representation through heatmaps aims to describe patterns of
activation of the C system for certain manifestations of the disease.

In our study we used novel assays that analyzed C activity based on
enzyme immunoassay technology and not through the traditional
haemolytic based methods. These new assays have been validated
and correlate well with the classical haemolytic ones. Besides, it is well
known that the ELISA format offers superior ease of handling,
increased objectivity in interpretation, faster turnaround time and
increased stability and reagent quality as compared to haemolytic
assays. Moreover, the ELISA is suitable for automation which further
adds to the ease of use. Reports that use this technology in several
diseases and conditions have become frequent in the literature. For
example, these assays have been used to assess C function in vasculitis
(28, 29), in the study of C deficiencies (30), response to treatments in
conditions like retinopathies and coronavirus infection (30, 31) and
other diseases (32).

We acknowledge the limitation that our study has a cross-sectional
design and therefore causality cannot be inferred. Besides, the
prospective implications that the C abnormalities found in our study
may have in disease expression warrant further studies in the future.
Genetic deficiencies of many C components are strongly associated
with the development of SLE and influence the disease. In this regard,
we also acknowledge that we have not performed a genetic evaluation
of the C system or studied the presence of antibodies against C
particles. A potential limitation of our study could be that we did
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not test C in healthy controls and focused specifically on patients with
SLE, as these patients are known to have C abnormalities.

In conclusion, our study demonstrates the complexity of the C
system in patients with SLE. All three pathways, not just the CL
pathway, appear to be disrupted in SLE patients. Alterations of the
C system may contribute to the expression of the disease in terms of
serological and clinical manifestations, activity, and damage.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

Frequency distribution of the three complement pathways functional assays
in the SLE patients. X axes represents the percentage value of each pathway; Y
axes express the number of SLE patients. Functional C pathways are shown
semi-quantitatively using the optical density ratio between a positive control
and the sample. While classical pathway functional test was normally
distributed, the alternative and lectin routes were skewed to the left toward
lower values showing, therefore, activation of these paths.

SUPPLEMENTARY FIGURE 2
Scatterplots of the correlation between C functional assays of the 3 pathways
and C3 and C3a.

SUPPLEMENTARY FIGURE 3

Chord diagrams of the relationship of all C pathway functional assays and the
serum molecules between them (left), and of the three C pathway functional
tests to serum C elements (right). This diagram shows a many-to-many
relationship between C elements and routes as curved arcs within a circle.
Thickness of the arc is proportional to the significance of the flow. As it can be
seen, flows or connections between nodes did not show a specific pattern
from which a certain association can be inferred. CL, classical; AL, alternative;
LE, lectin; fD, factor D; fH, factor H.

SUPPLEMENTARY FIGURE 4
Relation of SDI score (continuous variable) and C functional assays of the
three routes. CL, classical; AL, alternative; LE, lectin.

SUPPLEMENTARY FIGURE 5

Heatmap of complete SDI items relationship to activation of C pathways and
serum molecules. Values in the cells represent Spearman’s rho coefficient (*
denotes p value < 0.05). Positive and negative correlations are shown in blue
and red, respectively. The number of patients who met each SDI item is
shown in the left margin. CL, classical; AL, alternative; LE, lectin; fD, factor D;
fH, factor H. CL, LE and AL in circles refer to the functional tests of
these pathways.

SUPPLEMENTARY FIGURE 6

Heatmap of complete autoantibodies and lupus anticoagulant relation to C
pathways functional assays and serum molecules. Values in the cells
represent Spearman'’s rho coefficient (* denotes p value < 0.05). Positive
and negative correlations are shown, respectively, in blue and red. The
number of patients who presented each autoantibody is shown in the right
margin. CL, classical; AL, alternative; LE, lectin; fD, factor D; fH, factor H.ACA:
anticardiolipin antibodies, anti-beta2: anti-beta2glycoprotein antibodies;
lupus antic., lupus anticoagulant. CL, LE and AL in circles refer to the
functional tests of these cascades.

SUPPLEMENTARY TABLE 1

Spearman’s rho correlations between C pathways and products. In columns
CL: classical pathway functional assay, LE: lectin path functional assay, AL:
alternative pathway functional assay. Units are only shown in rows.
Spearman’s Rho correlation index and p value are shown in cells. Significant
p values are depicted in bold.
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Abstract
Objective
Systemic lupus erythematosus (SLE) patients more commonly have insulin resistance (IR) than control subjects.
Recent studies have revealed that the complement (C) system is not only a mediator of the immune system but is also
related to the pathogenesis of atherosclerosis in the general population. Given that the C alteration is a characteristic
of SLE, in the present work we set out to analyse if there is a relationship between the C system and IR in patients
with SLE.

Methods
New generation functional assays of the three pathways of the C system were performed in 225 non-diabetic patients
with SLE. In addition, the serum levels of inactive (Clq, C2, C3, C4, factor D), activated (C3a) and regulators
(C1 inhibitor and factor H) molecules of the C system were evaluated. Insulin and C-peptide serum levels were measured,
and insulin resistance and indices of beta cell function were calculated using the homeostatic model assessment (HOMA).
Metabolic syndrome criteria fulfillments were applied. Multivariable linear regression analysis was performed to
assess the relationship between C system and IR indices and the presence of metabolic syndrome.

Results
After adjusting for covariates that included traditional cardiovascular risk factors associated with IR and prednisone,
serum C3a and factor H levels were positively related to higher levels of the HOMA2-IR index. Besides, in the multi-
variable analysis, after adjustment for covariates, serum levels of C1q and C3 associated with a higher odds ratio
for the presence of metabolic syndrome.

Conclusion
IR and metabolic syndrome are positively and independently related to higher serum levels of some serum C
elements in patients with SLE with a predominant role of the alternative pathway elements.

Key words
insulin resistance, complement system, systemic lupus erythematosus.
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Introduction

Insulin resistance (IR) is defined as the
inability of a known amount of endoge-
nous insulin to increase glucose uptake
and utilisation in an individual as much
as it does in a normal population. IR oc-
curs as part of a group of cardiovascular
and metabolic abnormalities commonly
known as the metabolic syndrome. This
cluster of abnormalities may lead to the
development of type 2 diabetes or ac-
celerated atherosclerosis. Chronic in-
flammation has been described as a key
component in the pathogenesis of IR
and metabolic syndrome. In this sense,
many studies have focused on the role
of inflammation as a common mediator
that relates IR to both the pathogenesis
of diabetes (1) and atherosclerosis (2).
Pro-inflammatory cytokines can cause
IR in adipose tissue, skeletal muscle,
and liver by inhibiting insulin signal
transduction (3). Supporting this no-
tion, IR is augmented in patients with
inflammatory diseases like systemic
lupus erythematosus (SLE) (4-7) and
rheumatoid arthritis (8-10) compared
with control subjects.

An increasing body of evidence sup-
ports a functional role for complement
system (C) activation in the pathogen-
esis of IR, diabetes, and cardiovascu-
lar disease through pleiotropic effects
on endothelial and haematopoietic cell
function and homeostasis (11). For
example, C proteins contribute to the
development of type 1 diabetes by en-
hancing the underlying organ-specific
autoimmune processes while com-
plement upregulation appears to be
an important feature of IR and type 2
diabetes (12). This has been supported
by prospective and case control stud-
ies that confirmed strong relationships
between several C components and car-
diovascular outcomes (13, 14). More-
over, in vitro studies and animal models
supported this dysfunctional role (15).
Patients with SLE exhibit disruption
of the C system. Low serum C com-
ponents occur in about 50 percent of
patients with SLE, reflecting in most
cases activation of the classical comple-
ment pathway by immune complexes.
In the present study we have evaluat-
ed the three pathways of the C system
in a large group of patients with SLE

by means of functional assays and the
measurement of the individual C com-
ponents belonging to these three path-
ways. We assessed if there is a relation-
ship between the C system and IR in
patients with SLE.

Material and methods

Study participants

This was a cross-sectional study that
included 225 patients with SLE. All
patients were 18 years or older, had a
clinical diagnosis of SLE, and met >4
American College of Rheumatology
(ACR) classification criteria (16). They
had been diagnosed by rheumatologists
and were regularly followed up in rheu-
matology outpatient clinics. Patients
were excluded if they had a history of
cancer, chronic liver and/or renal fail-
ure, evidence of acute and/or chronic
active infection, and/or any other
chronic autoimmune disease other than
a condition such as antiphospholipid
and/or Sjogren’s syndrome associated
with SLE. Patients with diabetes mel-
litus were excluded. All patients had to
have a fasting blood glucose <110 mg/
dl, and none of them was being treated
with hypoglycaemic drugs or insulin.
Research was conducted in accord-
ance with the Declaration of Helsinki.
The study protocol was approved by
the Institutional Ethics Committees of
the Hospital Universitario de Canarias
and the Hospital Universitario Doctor
Negrin (both in Spain), and all subjects
provided informed written consent (ap-
proval number 2015_84).

Data collection

Patients included in the study com-
pleted a medication use questionnaire
and underwent a physical examination.
Medical records were reviewed to ver-
ify specific diagnoses and medications.
SLE disease activity and damage were
assessed using the Systemic Lupus Ery-
thematosus Disease Activity Index 2000
(SLEDAI-2K) (17) and the Systemic
Lupus International Collaborating Clin-
ics/American College of Rheumatology
(SLICC/ACR) Damage Index -SDI-
(18), respectively. For the present study,
the SLEDAI-2K index was divided into
none (0 points), mild (1-5 points), mod-
erate (6-10 points), high (11-19 points),
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and very high activity (>20 points) as
previously described (19). The severity
of the disease was measured using the
Katz index (20). The presence of meta-
bolic syndrome was determined using
the National Cholesterol Education
Program (NCEP/ATPIII) criteria (21).
According to the NCEP ATP III defini-
tion, metabolic syndrome is present if
three or more of the following five cri-
teria are met: waist circumference over
102 cm (men) or 88 cm (women), blood
pressure over 130/85 mmHg, fasting
triglyceride level over 150 mg/dl, fast-
ing high-density lipoprotein (HDL)
cholesterol level less than 40 mg/dl
(men) or 50 mg/dl (women) and fasting
blood sugar over 100 mg/dl.

Laboratory assessments

The homeostatic model assessment
(HOMA) method was performed to de-
termine IR. Briefly, the HOMA model
enabled an estimate of insulin sensitiv-
ity (%S) and B-cell function (%B) from
fasting plasma insulin, C peptide, and
glucose concentrations. In this study
we used HOMA?2, the updated-com-
puter HOMA model (22). This model
can be used to assess insulin sensitivity
and -cell function from paired fasting
plasma glucose and specific insulin,
or C peptide, concentrations across a
range of 1-2,200 pmol/I for insulin and
1-25 mmol/l for glucose. C peptide bet-
ter estimates B-cell function since it is
a marker of secretion; and insulin data
is preferable when calculating %S since
HOMA-%S is derived from glucose
disposal as a function of insulin concen-
tration. In our study, IR and %S were
calculated using insulin serum levels.
Otherwise, %B was calculated using
C-peptide serum levels. The computer
model provided a value for insulin
sensitivity expressed as HOMA2-%S
(in which 100% is normal). HOMA2-
IR (insulin resistance index) is simply
the reciprocal of %S. Insulin (Architect
Abbott, 20001) and C peptide (Immu-
lite 2000, Siemens) were determined by
chemiluminescent immunometric as-
says. Additionally, standard techniques
were used to measure plasma glucose,
C-reactive protein, and serum lipids.
The SVAR functional C assays under
the Wieslab® brand (Sweden) were
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used to assess the activity of the clas-
sical (CL), alternative (AL) and lectin
(LE) pathways. These tests combine
principles of the haemolytic assay for
C function with the use of labelled
antibodies specific for the neoantigen
produced as the result of C activation.
The amount of neoantigen generated is
proportional to the functional activity
of C pathways. Microtitre strip wells
are coated with CL, LE, or AL path-
way-specific activators. The patient’s
serum is diluted in a diluent containing
a specific blocker to ensure that only
the studied pathway is activated. Dur-
ing the incubation of the diluted patient
serum in the wells, the specific coating
activates C. The wells are then washed,
and C5b-9 is detected with an alkaline
phosphatase labeled specific antibody
against the neoantigen expressed dur-
ing membrane attack complex forma-
tion. After an additional washing step,
detection of specific antibodies is ob-
tained by incubation with alkaline phos-
phatase substrate solution. The amount
of C activation correlates with the in-
tensity of the color and is measured in
terms of absorbance (optical density).
The amount of formed membrane at-
tack complex (neo-epitope) reflects the
activity of the C cascade. The result is
expressed semi-quantitatively using the
optical density ratio between a posi-
tive control and the sample. Wieslab®
has validated these functional assays
by studying their correlation and con-
cordance with the classical CH50 and
AHS50 haemolytic tests (https://www.
svarlifescience.com/). C2, C3, C3a, C4
and Clq were analysed by turbidimetry
(Roche), Cl-inhibitor -C1-inh- was an-
alysed through nephelometry (Siemens)
whereas factor D and factor H were as-
sessed by enzyme linked immunosorb-
ent assay (ELISA Duoset, R&D). Both
intra and inter-coefficients of variability
were <10% for these assays. Fasting se-
rum samples were collected and frozen
at -80°C until analysis of C system.

Statistical analysis

Demographic and clinical characteris-
tics were described as mean + standard
deviation (SD) or percentages for cat-
egorical variables. For non-normally
distributed continuous variables, data

were expressed as median and inter-
quartile range (IQR). The relationship
of circulating C system molecules and
pathways functional tests with IR in-
dices and the presence of metabolic
syndrome was assessed through multi-
variable linear and logistic regression
analysis. Confounders were selected if
they had a significant relationship with
exposure or outcome with a p-value
less than 0.20 and were not on the caus-
al pathway between both variables. All
the analyses used a 5% two-sided sig-
nificance level and were performed us-
ing Stata software, v. 17/SE (StataCorp,
College Station, TX, USA). p-values
<0.05 were considered statistically
significant.

Results

Demographic and disease-related
data of patients with systemic

lupus erythematosus

Demographic and disease-related char-
acteristics of patients with SLE are
shown in Table I. Most of them were
women (92%) and the mean age + SD
was 49+12 years. The age of diagno-
sis was 34+13 years, and the duration
of the disease was 15+10 years. At the
time of recruitment, 66% of the patients
were positive for anti-DNA and 70%
for extractable nuclear antigens -ENA-,
with anti-SSA being the most frequently
found antibody (35%). Sixteen percent
of patients met the definition of associ-
ated antiphospholipid syndrome, and
35% had at least one positive antiphos-
pholipid antibody. Most patients with
SLE were in the categories of no activity
(39%) or mild-moderate activity (56%)
as shown by the SLEDAI-2K score. SDI
and Katz indexes were 1 (IQR 0-2) and
2 (IQR 1-4), respectively. Sixty-three
percent of the patients had an SDI score
equal to or higher than 1. Regarding
treatments at the time of assessment,
half of the patients (48%) were taking
glucocorticoids and the median equiva-
lent daily dose of prednisone was 5 mg/
day (IQR 4.25-7.5 mg). Seventy percent
of the patients were taking hydroxychlo-
roquine when the study was performed.
Other less commonly used drugs were
methotrexate (11%) and azathioprine
(16%). Table I shows additional infor-
mation on the data related to SLE.
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Table I. Demographics and disease-related data of SLE patients.

SLE (n=225)
Age, years 49+ 12
Female, n (%) 207 (92)
SLE related data
Age at diagnosis, years 34+13
Disease duration, years 15+10
Antiphospholipid syndrome, n (%) 35 (16)
Auto-antibody profile
Anti-DNA positive, n (%) 113 (66)
ENA positive, n (%) 133 (70)
Anti-Sm 15 (8)
Anti-ribosome 11 (8)
Anti-nucleosome 27 (20)
Anti-histone 18 (13)
Anti-RNP 46 (25)
Anti-SSA 50 (35)
Anti-SSB 54
Antiphospholipid antibodies, n (%) 39 (35)
ACA IgM 16 (10)
ACAIgG 29 (19)
Anti beta2 glycoprotein IgM 13 (9)
Anti beta2 glycoprotein IgG 24 (16)
Disease scores
Median SLEDAI-2K 2 (0-4)
SLEDAI-2K categories
No activity, n (%) 84 (39)
Mild, n (%) 83 (39)
Moderate, n (%) 36 (17)
High or Very High, n (%) 11 (5)
Median SDI 1 (0-2)
SDI=1,n (%) 141 (63)
Katz Index 2 (1-4)
Katz =3, n (%) 100 (44)
Comorbidity
Smoking, n (%) 57 (25)
Hypertension, n (%) 76 (34)
Dyslipidaemia, n (%) 168 (75)
Abdominal circumference, cm 92 + 14
Body mass index, kg/m?* 27+6
Obesity, n (%) 63 (28)
Metabolic syndrome, n (%) 75 (33)
Treatment at the time of the visit
Statins use, n (%) 48 (21)
Aspirin use, n (%) 63 (29)
Glucocorticoids, n (%) 107 (48)
Prednisone equivalent daily dose, mg 5 (4.25-7.5)
Antimalarials drugs, n (%) 155 (70)
Methotrexate, n (%) 24 (11)
Azathioprine, n (%) 35 (16)
Mycophenolate mofetil, n (%) 26 (12)
Belimumab, n (%) 7 (3)
Rituximab, n (%) 6 (3)
Glucose homeostasis molecules and IR indices
Glucose, mg/dl 91 +9
Insulin, pU/ml 6.8 (4.4-9.9)
C-peptide, ng/ml 22 (15-34)
HOMAZ2-IR 0.88 (0.60-1.30)
HOMA2-S% 115 (78-171)
HOMAZ2-B%-C-peptide 134 (99-180)
Functional complement assays, %
Classical pathway 80 + 40
Lectin pathway 9 (1-40)
Alternative pathway 35 (7-71)
Individual complement components
Clq, mg/dl 34+ 11
C2, mg/dl 24+ 12
C4, mg/dl 20+ 12
Factor D, ng/ml 2517 + 1808
C3, mg/dl 128 + 36
C3a, mg/dl 38+ 10
C1 inhibitor, mg/dl 32+ 8
Factor H, ng/ml x10e-3 587 (173-923)

Data represent mean + SD or median (interquartile range) when data were not normally distributed.
SLEDALI categories were defined as: 0 no activity; 1-5 mild; 6-10 moderate; >10 high activity.

ENA: extractable nuclear antibodies; ACA: anticardiolipin antibodies;

SLEDAI-2K: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; SDI: Systemic Lupus International
Collaborating Clinics/American College of Rheumatology Damage Index;

HOMAZ2-IR: Insulin resistance index through homeostatic model assessment (calculated with glucose and in-
sulin serum levels). HOMA2-S%: Insulin sensitivity index through homeostatic model assessment (calculated
with glucose and insulin serum levels). HOMA2-B%-C-peptide: B-cell function index through homeostatic
model assessment (calculated with glucose and C-peptide serum levels).
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Functional C assays of the CL, AL and
LE pathways were 80+40%, 35 (IQR
7-71)% and 9 (IQR 1-40)%, respec-
tively. Besides, single C components
Clq,C2,C3,C4 and factor D (inactivat-
ed zimogens), activated molecule C3a,
and regulators (Cl-inh and and factor
H) serum values are shown in Table I.
HOMAZ2-IR was 0.88 (IQR 0.60-1.30)
and HOMA2-B%-C peptide had a value
of 134 (IQR 99-180). Thirty-three per-
cent of the patients met the definition of
metabolic syndrome (Table I).

Univariable associations of demo-
graphics and disease related data with
HOMA2-IR and HOMA2-B% are
shown in Supplementary Table S1. Tra-
ditional IR risk factors such as hyper-
tension, obesity, dyslipidaemia, body
mass index (BMI), and waist circum-
ference were highly and significantly
associated with higher values of both
IR and p-cell function. Regarding SLE
related data, disease damage (SDI) and
severity (Katz) scores were signifi-
cantly associated with higher values of
P-cell function. Similarly, the presence
of ENA, and, specifically, positivity to
anti-SSB, were also significantly relat-
ed to a greater HOMA2-B%.

Association of complement

system pathways with insulin
resistance indices

C system pathways functional tests and
individual elements showed significant
relationships with IR indices in the
univariable and multivariable analysis
(Table II). In this regard, after mul-
tivariable analysis that included age,
hypertension, dyslipidaemia, BMI and
the use of statins and prednisone, serum
C3a and factor H values were associ-
ated with higher HOMAZ2-IR levels. In
contrast, after adjusting for covariates,
no relationship was found between sys-
tem C and the HOMA2-B% index ex-
pressing [-cell function.

Differences of C system pathways
between patients with and without
metabolic syndrome

Seventy-five (33%) patients fulfilled the
definition of metabolic syndrome using
the NCEP ATP III criteria. The differenc-
es between SLE patients with and with-
out metabolic syndrome are shown in
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Table II. Relationship of complement system to insulin resistance and beta cell function indices.

HOMAZ2-IR x 100

HOMAZ2-B%-C-peptide

Beta coef. (95%), p

Univariable Multivariable Univariable Multivariable
Classical pathway
Functional test, % 0.3 (-0.05-0.6) 0.094 0.1 (-02-0.5) 0.36 0.08 (-0.2-0.4) 0.61 20.03 (-0.3-0.3) 0.83
Clq, mg/dl 0.05 (-0.8-2) 0.45 0.03 (-1-1) 0.96 1 (0.2-2) 0.023 0.9 (-0.2-2) 0.099
Lectin pathway
Functional test, % 0.1 (-0.2-0.4) 0.46 0.07 (-0.2-0.4) 0.66 -0.09 (-0.4-0.2) 0.53 -0.1 (-0.4-0.1) 0.35
Common elements of the classical and lectin pathways
C2, mg/dl -4 (-15-8) 0.52 -8 (-20-3) 0.13 8 (-2-18) 0.13 5 (-5-15) 0.31
C4, mg/dl 0.6 (-0.6-2) 034 04 (-0.9-2) 0.56 05 (-0.5-2) 033 04 (-0.6-1) 0.99
C1 inhibitor, mg/dl 2 (0.06-4) 0.043 0.8 (-1-3) 0.44 2 (0.03-3) 0.018 1 (-0.6-3) 0.22
Alternative pathway
Functional test, % 0.4 (0.03-0.8) 0.032 03 (-0.04-0.7) 0082  -0.07 (-0.4-03) 0.68 0.1 (-05-0.2) 0.37
Factor D, ng/ml 0.003 (-0.006-0.01) 0.57 -0.0003 (-0.009-0.009) 0.94 -0.0005 (-0.008-0.007) 0.90 -0.0005 (-0.008-0.007)  0.90
Common elements of the three pathways
C3, mg/dl 0.4 (-0.05-0.7) 0.083 0.2 (-0.3-0.6) 0.48 0.1 (-0.2-0.5) 0.41 0.06 (-0.3-0.4) 0.73
C3a, mg/dl 3(1-4) <0.001 2 (0.2-3) 0.030 2 (0.7-3) 0.003 1 (-0.1-2) 0.081
Factor H, ng/ml x10e-3 0.02 (0.002-0.04) 0.033 0.02 (0.003-0.04) 0.019 0.005 (-0.01-0.02) 0.51 0.006 (-0.008-0.02) 0.39
Beta coefficients are expressed using HOMA2-IR and HOMA2-B% as the dependent variables.
Linear regression analysis is adjusted for age, hypertension, dyslipidaemia, body mass index and the use of statins and prednisone.
HOMAZ2-IR is calculated using insulin and glucose serum levels; HOMA2-B% is calculated with circulating C peptide and glucose.
Significant p-values are depicted in bold.
Table III. Differences of C system pathways between patients with and without metabolic syndrome.
Metabolic syndrome Univariable Multivariable
No=148 Yes=75 P Odds ratio, 95%(CI) )4 Odds ratio, 95%(CI) p
Classical pathway
Functional test, % 85+41 98 + 36 0.036 1.01 (1.00-1.02) 0.038 1.00 (0.99-1.01) 0.26
Clq, mg/dl 32+9 37+13 0.004 1.04 (1.01-1.07) 0.005 1.04 (1.01-1.07) 0.011
Lectin pathway
Functional test, % 8 (1-41) 9 (1-39) 0.76 1.00 (0.99-1.01) 0.76 -
Common elements of the classical and lectin pathways
C2, mg/dl 23+1.1 2613 0.060 1.26 (0.99-1.60) 0.062 1.28 (0.98-1.66) 0.070
C4, mg/dl 20+ 11 22+13 0.14 1.02 (0.99-1.04) 0.15 1.01 (0.99-1.04) 0.36
C1 inhibitor, mg/dl 31+9 347 0.047 1.04 (1.00-1.08) 0.050 1.02 (0.98-1.07) 0.31
Alternative pathway
Functional test, % 35 (6-67) 42 (10-80) 0.13 1.01 (1.00-1.01) 0.13 1.01 (0.99-1.02) 0.19
Factor D, ng/ml 2238 +1617 3055 +2041 0.004 1.00 (1.00-1.00) 0.010 1.00 (0.99-1.00) 0.064
Common elements of the three pathways
C3, mg/dl 122 =30 141 +42 <0.001 1.02 (1.01-1.03) 0.000 1.02 (1.01-1.03) 0.001
C3a, mg/dl 37 £8 40 =12 0.033 1.03 (1.00-1.06) 0.036 1.03 (0.99-1.06) 0.12
Factor H, ng/ml x10e-3 385 (284-550) 389 (291-614) 051 1 (0.99-1) 0.52 -

According to the NCEP ATP III definition, metabolic syndrome is present if three or more of the following five criteria are met: waist circumference over
102 cm (men) or 88 cm (women), blood pressure over 130/85 mmHg, fasting triglyceride (TG) level over 150 mg/dl, fasting high-density lipoprotein (HDL)

cholesterol level less than 40 mg/dl (men) or 50 mg/dl (women) and fasting blood sugar over 100 mg/dl.

Metabolic syndrome is considered the dependent variable in this analysis. NCEP ATP III criteria for metabolic syndrome could not be calculated in 2 of 225
patients. Multivariable analysis is adjusted for age, prednisone and hydroxychloroquine intake.

Significant p-values are depicted in bold.

Supplementary Table S2. In this regard,
as expected, patients with metabolic
syndrome were significantly older, used
statins and antihypertensive treatment
more frequently, suffered more com-
monly obesity and dyslipidaemia, and
had higher values of BMI and abdomi-
nal circumference. Regarding disease-
related data, in the univariable analysis,
patients with metabolic syndrome had
more accrual damage measured through
the SDI score, and less frequently were
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taking hydroxychloroquine when the
study was performed (Suppl. Table S2).
Besides, SLE patients with metabolic
syndrome had some differences in C
system routes functional assays and
inactive and active individual C ele-
ments. With respect to this, in the uni-
variable analysis, patients with meta-
bolic syndrome exhibited higher serum
levels of Clq, factor D, C3, C3a and
Cl1-inh (Table III). Besides, in the mul-
tivariable analysis, after adjustment for

covariates, serum levels of Cl1q and C3
were associated with a higher odds ra-
tio for the presence of metabolic syn-
drome (Table IIT).

Discussion

The present study evaluated for the first
time the relationship between a com-
plete characterisation of the C system
and IR in patients with SLE. According
to our results, both processes seem to be
linked independently. Given that the key
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phenomenon in SLE pathophysiology is
the presence of a dysfunctional C sys-
tem, our findings suggest that alteration
of the C pathways may influence the
changes in insulin sensitivity that these
patients present. However, the interplay
between C and IR observed in our study
points to a predominant role of the AL
pathway elements, rather than plasmatic
activation of the CL pathway.

Previous studies have shown that IR
is increased in patients with SLE com-
pared with control subjects, that C-
peptide levels are up-regulated in these
patients (23, 24), and that IR is related
to the disease damage accrual and may
accelerate subclinical atherosclerosis
(4). The patients with SLE in our series
presented IR levels around one. This
means that they did not have high IR
levels. However, (-cell function was
upregulated. This is probably consistent
with the fact that the patients had a pre-
insulin resistant state. It is known that
the first mechanism to be altered in the
process leading to IR is [3-cell function,
raising C-peptide and the correspond-
ing indices of P-cell function. Subse-
quently, as the process progresses, the
development of a peripheral phenom-
enon occurs that will eventually lead to
hyperglycaemia (23). We believe this is
the case in our SLE population in which
B-cell dysfunction was evidenced, but
IR indices remained within the normal
range. We understand this is likely be-
cause the patients were relatively young
and had low to moderate disease activity
at enrolment. Despite this, in our series,
SDI and Katz Severity Index were asso-
ciated with IR. This has been described
previously and supports the notion that
the pathophysiological mechanisms of
the disease lead to the alteration in hy-
drocarbon metabolism (25).

There are no studies in the literature that
have studied the relationship between
a complete analysis of the C system,
which includes the evaluation of its
three pathways and activated and non-
activated components, and the presence
of IR. Remarkably, factor H and C3a,
which are common elements of the
three pathways, showed an independent
relationship to HOMAZ2-IR. This fact is
not expected in a plasmatic C activation
scenario, where factor H should be con-
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sumed. On the other hand, C3a levels
were also positively associated, even
though plasmatic C activation measured
through functional assays was not ap-
parent. Similarly, C1q and C3 were pos-
itively related to the presence of meta-
bolic syndrome after adjustment for
confounders. Interestingly, other studies
have also found positive relations be-
tween IR and C3 in non SLE patients
(26), and between IR and C1q in murine
models and in vitro experiments (11) .
Besides, positive relationships between
C and IR and metabolic syndrome in
our cohort occurred even though SLE
pathophysiology is characterised by ac-
tivation of the classical pathway by im-
mune complexes, which usually leads
to hypocomplementaemia. However, it
is known that the majority of the C el-
ements are acute phase reactants, and
they rise in inflammatory states (27).
Non-canonical activation mechanisms
of the alternative pathway through in-
nate and adaptative immune cells (28),
and the presence of autoantibodies and
mutations that interfere with factor H
function (29), could have also contrib-
uted to these positive associations be-
tween C system parameters and IR re-
lated variables.

Thirty-three percent of the patients in
our series met the definition of meta-
bolic syndrome. This is consistent with
the fact that the prevalence of metabolic
syndrome in SLE has been reported to
range from 18% to 30% depending on
the definitions of the syndrome, the size
of the sample, the age of the patients, the
distribution by gender, and bias in pa-
tient selection (30). In a previous study
of 50 women with SLE, patients with
metabolic syndrome had significantly
higher serum concentrations of C3 and
C4 (31). Similarly, in another study of
114 patients with SLE in whom twenty-
three (16%) met the criteria for metabol-
ic syndrome, higher serum levels of C3,
but not C4, were related to the presence
of metabolic syndrome (32). In contrast,
in a report of 200 women with SLE, the
presence of low C3 levels (as a binary
variable) in 10 subjects was associated
with a higher odds ratio for the presence
of metabolic syndrome (33). Compared
with previous reports, our study has re-
cruited a larger number of patients, the

characterisation of the complement sys-
tem was more exhaustive, and we per-
formed a multivariable analysis.

In our work we found that patients with
metabolic syndrome took hydroxychlo-
roquine less frequently. This speaks in
favor of a protective role of this drug
for the development of metabolic syn-
drome. The protective effect on the
prevalence of metabolic syndrome in
SLE patients has been described before.
For example, in a report of 104 SLE pa-
tients, chloroquine was less frequently
used in metabolic syndrome-SLE pa-
tients (34). It is believed that the anti-
hyperglycaemic, anti-hyperlipidaemic,
cardioprotective, anti-hypertensive,
and anti-obesity effects of antimalari-
als might be elicited through reduction
of inflammatory response and oxida-
tive stress, improvement of endothelial
function, activation of insulin signal-
ling pathway, inhibition of lipogenesis
and autophagy, as well as regulation of
adipokines and apoptosis (35).

We also recognise some limitations. For
example, our study has a cross-section-
al design and therefore it cannot be in-
ferred how disruption of C might affect
IR in SLE patients over time. In addi-
tion, the euglycemic hyperinsulinaemic
clamp test is considered the gold stand-
ard for IR measurement. However, it
is technically complex and cannot be
performed in a large number of patients
like those recruited in our work. For
this reason, we used the HOMA?2 index
which compares favourably with the
clamp method (22).

The link between C system and IR has
some potential avenues of research that
will need to be pursued. This includes
biology approaches, such as transcrip-
tomics, proteomics, and metabolomics,
to comprehensively analyse the chang-
es induced by C activation in insulin-
resistant states; to explore the potential
of C-targeted therapies in improving in-
sulin sensitivity and glycaemic control;
or conducting observational and inter-
ventional studies in human populations
to establish correlations between C acti-
vation, IR, and metabolic disorders.

In conclusion, C system is linked to IR
and metabolic syndrome in SLE pa-
tients, with a predominant role of the
alternative pathway elements.

Clinical and Experimental Rheumatology 2024
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Abstract: Cholesterol efflux capacity (CEC), the ability of high-density lipoprotein (HDL) cholesterol
to accept cholesterol from macrophages, has been linked to cardiovascular events. Systemic lupus
erythematosus (SLE) is characterized by the consumption of complement (C) proteins and has
been associated with an increased risk of cardiovascular disease. CEC is reduced in SLE patients
compared to controls. In the present work, our objective was to analyze whether the disruption of C
influences CEC in patients with SLE. New-generation functional assays of the three pathways of the
C system were performed in 207 patients with SLE. Additionally, serum levels of inactive (Clq, C2,
C3, C4, and factor D) and activated (C3a) molecules, and regulators (C1-inhibitor and factor H) of
C system were measured. CEC, using an in vitro assay, and lipoprotein serum concentrations were
assessed. Multivariable linear regression analysis was performed to assess the relationship between
C system and CEC. After full multivariable analysis, the alternative C cascade functional test showed
a significant and negative relationship with CEC. This was also the case for C2 and C3, in which the
associations were found to be positive and statistically significant, after adjustment for covariates. In
conclusion, C system and CEC are interconnected in patients with SLE.

Keywords: cholesterol efflux capacity; complement system; systemic lupus erythematosus

1. Introduction

Cholesterol efflux capacity (CEC) is the ability of an individual’s high-density lipopro-
teins (HDL) to promote cholesterol efflux from cholesterol-donor cells, such as macrophages.
In other words, CEC measures the process of reverse HDL cholesterol transport, whereby
excess cellular cholesterol from peripheral tissues is transported to the liver, where it is
excreted [1]. CEC has been inversely associated with the incidence of cardiovascular (CV)
events in population-based cohorts [2].

Systemic lupus erythematosus (SLE) is associated with several CV manifestations, of
which accelerated atherosclerosis with coronary artery disease is a major cause of morbidity
and premature death [3]. In addition to a higher prevalence of traditional risk factors,
glucocorticoid therapy, active disease, lupus nephritis, and antiphospholipid antibodies
predispose SLE patients to a high risk of CV events [3]; besides, these patients often have an
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altered lipid profile [4]. They have reduced CEC compared to matched controls regardless
of other inflammation-related lipid pattern modifications that occur during the disease [5,6],
and this has been associated with the presence of carotid plaques in patients with SLE.
However, the exact mechanism that leads to impaired CEC in these patients remains
unknown [6].

It has been described that the complement (C) system plays an important role in the
pathogenesis of SLE. In this sense, SLE is associated with the activation and consumption of
C, which can cause tissue damage. It is known that hereditary C deficiency can cause SLE,
and disease processes in SLE result in the development of autoantibodies against certain
C proteins [7]. In the present study, we have evaluated, in a large group of patients with
SLE, the three pathways of the C system through functional assays and the measurement
of the individual components of C belonging to these three pathways. Our objective was to
analyze the relationship between this complete characterization of the C system and CEC
in patients with SLE.

2. Materials and Methods
2.1. Study Participants

This cross-sectional study encompassed 207 individuals diagnosed with SLE. All
participants were aged 18 years or older, possessed a clinical SLE diagnosis, and satisfied a
minimum of 4 classification criteria for the disease as outlined by the American College
of Rheumatology (ACR) [8]. Rheumatologists confirmed their SLE diagnoses, and these
patients received regular monitoring at rheumatology outpatient clinics. Exclusions from
the study involved individuals with a history of chronic liver ailments, cancer, renal failure,
ongoing acute or chronic infections, or any other chronic autoimmune condition not directly
linked to SLE (excluding conditions such as antiphospholipid syndrome and/or Sjogren’s
syndrome associated with SLE). The chosen participants displayed no known medical
conditions or drug regimens that might impact lipid levels, and they were not utilizing
lipid-lowering drugs apart from statins. The research adhered to the principles outlined in
the Declaration of Helsinki. The study’s protocol garnered approval from the Institutional
Ethics Committees at Hospital Universitario de Canarias and Hospital Universitario Doctor
Negrin (both situated in Spain), and all participants granted informed written consent
(approval number 2015_84).

2.2. Data Collection

Patients who participated in the study were required to complete a questionnaire
regarding their medication usage and also underwent a thorough physical examination.
To ensure accuracy, their medical records were carefully reviewed to confirm specific
diagnoses and medications. The researchers assessed the disease activity and damage
related to SLE using established tools, namely, the Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index-2000 (SLEDAI-2K) [9] and the Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/ American College of Rheumatology (SLICC/ACR) Damage Index (SDI) [10], re-
spectively. The SLEDAI-2K index was categorized into different levels of disease activity,
including none (0 points), mild (1-5 points), moderate (6-10 points), high (11-19 points),
and very high activity (>20 points), as previously defined [11]. The disease’s severity was
also measured using the Katz index [12].

2.3. Lipids and Cholesterol Efflux Assessments

Fasting serum samples were gathered and promptly frozen at —80 °C for subsequent
analysis of circulating lipids. Cholesterol, triglyceride, and HDL cholesterol levels under-
went measurement through the enzymatic colorimetric assay (Roche). Lipoprotein A and
lipoproteins were evaluated via a quantitative immunoturbidimetric assay (Roche). Choles-
terol levels ranged from 0.08 to 20.7 mmol/L, with an intra-assay coefficient of variation at
0.3%. Triglyceride levels spanned from 4 to 1000 mg/dL, carrying an intra-assay coefficient
of variation of 1.8%. HDL cholesterol levels ranged from 3 to 120 mg/dL, accompanied
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by an intra-assay coefficient of variation at 0.9%. The atherogenic index was determined
by employing the total cholesterol:HDL cholesterol ratio as per the Castelli formula. LDL
cholesterol levels were derived using the Friedewald formula. High-sensitivity CRP was
assessed using a standard technique.

Macrophage-specific cholesterol efflux capacity (CEC) was evaluated utilizing BODIPY
cholesterol, adhering to a previously established procedure [13]. Initially, ]774 macrophages
were seeded in a 96-well plate at a density of 7 x 10* cells per well. On the following day,
the cells were exposed to BODIPY-tagged cholesterol (25 uM; Avanti Polar Lipids), 0.2%
BSA, and 2 pg/mL ACAT inhibitor Sandoz 58-035 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany)
in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium supplemented with 1% fetal bovine
serum (FBS) for a duration of 1 h. Afterward, the cells were rinsed with MEM-HEPES and
incubated overnight in serum-free RPMI supplemented with 0.3 mM cAMP, 0.2% BSA, and
2 pg/mL ACAT inhibitor. Apolipoprotein B-depleted plasma was obtained from study
participants using polyethylene glycol precipitation. Subsequent to washing the BODIPY
cholesterol-labeled cells again with MEM-HEPES, they were subjected to a 4 h incubation
with 2.8% apolipoprotein B-depleted plasma, 0.15 mM cAMP, and 2 pg/mL acyl-CoA
cholesterol acyltransferase (ACAT) inhibitor in MEM-HEPES buffer at 37 °C. The extent of
BODIPY cholesterol effluxed into the media was directly gauged using a spectrofluorometer
plate reader (Tecan, Trading AG, Ménnedorf, Switzerland) at an excitation wavelength of
485 nm and an emission detection at 530 nm. CEC was computed as the ratio of effluxed
BODIPY cholesterol to the initial cellular content of BODIPY cholesterol. Each analysis was
conducted in triplicate, and samples exceeding a 7% variation threshold were reanalyzed.

2.4. Complement System Assays

The SVAR Functional Complement Assays offered under the Wieslab®brand in Swe-
den are utilized to evaluate the activity of the classical, alternative, and lectin pathways
within the complement system. These assays employ a combination of the hemolytic assay
principle for assessing complement function along with the utilization of labeled antibodies
specific to the neoantigen generated as a result of complement activation. The quantity of
neoantigen produced is proportional to the functional activity of the complement pathways.
In these assays, microtiter strip wells are coated with activators specific to the classical,
alternative, or lectin pathways. The patient’s serum is diluted using a diluent that contains a
particular blocker, ensuring that only the targeted pathway is activated. During incubation
of the diluted patient serum in the wells, the specific coating triggers complement activation.
Subsequently, the wells are washed, and the presence of C5b-9 is detected using an alkaline
phosphatase-labeled specific antibody directed against the neoantigen expressed during the
formation of the membrane attack complex (MAC). Following an additional washing step,
detection of the specific antibodies is achieved by incubating with an alkaline phosphatase
substrate solution. The degree of complement activation is correlated with the intensity
of color and quantified in terms of absorbance (optical density). The extent of MAC for-
mation (neo-epitope) reflects the activity of the complement cascade. The test results are
semiquantitatively expressed by calculating the optical density ratio between a positive
control and the sample. Notably, lower levels of classical, alternative, and lectin cascade
values indicate a greater activation of the respective pathway. Wieslab®has validated these
functional assays by assessing their correlation and agreement with the classical CH50 and
AH50 hemolytic tests (https:/ /www.svarlifescience.com/ accessed on 15 April 2023).

2.5. Statistical Analysis

Demographic and clinical characteristics were presented as mean =+ standard deviation
(SD) or percentages for categorical variables. For continuous variables that did not follow
a normal distribution, data were described as the median and interquartile range (IQR).
To examine the relationship between circulating C system molecules and pathways with
lipid profile-related molecules, multivariable linear regression analysis was employed.
Confounding variables were selected if they demonstrated a significant association with
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both the exposure and outcome variables, with a p-value below 0.20. To avoid issues of
collinearity, regression models excluded variables that were derived from a formula, such
as LDL cholesterol, LDL:HDL ratio, non-HDL cholesterol, ApoB:ApoA1l, and atherogenic
index. Collinearity in the multivariable regression models was assessed using the variance
inflation factor (VIF), considering a VIF value greater than 10 as indicative of collinearity.
All statistical analyses were conducted with a two-sided significance level set at 5% and
were performed using Stata software, version 17/SE (StataCorp., College Station, TX, USA).
The p-values less than 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Demographic and Disease-Related Data of Patients with Systemic Lupus Erythematosus

Table 1 displays the demographic and disease-related characteristics of systemic lupus
erythematosus (SLE) patients. The majority of the participants were women, accounting
for 94% of the sample, with a mean age =+ standard deviation (SD) of 50 £ 11 years. The
average age of diagnosis was 35 + 13 years, and the disease duration was 15 £ 10 years.
Upon recruitment, 72% of the patients tested positive for anti-DNA antibodies, while
66% were positive for ENA (extractable nuclear antigens), with anti-SSA being the most
detected antibody (38%). Twelve per cent of the patients met the criteria for associated
antiphospholipid syndrome, and 35% exhibited at least one positive antiphospholipid
antibody. Based on the SLE Disease Activity Index-2000 (SLEDAI-2K) score, the majority
of patients fell into the categories of no activity (43%) or mild—-moderate activity (62%).
The median Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of
Rheumatology (SLICC/ACR) Damage Index (SDI) and Katz index scores were 1 (with an
interquartile range—IQR of 0-2) and 2 (IQR 1-4), respectively. Seventy-five per cent of
patients had an SDI score of 1 or higher, indicating some degree of damage associated with
the disease. Regarding treatments at the time of assessment, half of the patients (50%) were
taking glucocorticoids, with a median equivalent daily dose of prednisone at 5 mg/day
(IOR 5-7.5 mg). Sixty-nine per cent of the patients were also receiving hydroxychloroquine
during the study. Other less commonly used drugs included methotrexate (12%) and
azathioprine (13%). Additional information related to SLE can be found in Table 1.

C assays values of the classical, alternative, and lectin pathways were 92 & 40%, 60
(IQR 22-88)% and 12 (IQR 1-42)%, respectively; besides, single C components serum values
(Clq, C2, C4, C3 (inactive zimogens) and FD), activated molecule C3a, and regulators
(Cl-inhibitor (C1-inh)) are shown in Table 1.

3.2. Disease-Related Data Association with CEC

Demographics and disease-related data association with CEC is shown in Table 1.
Overall, no associations were found between disease characteristics or comorbidity and
CEC. Only the use of methotrexate showed a positive significant relationship to CEC (beta
coef. 3 [95%CI 0.8-4], p = 0.005). Similarly, a positive trend to association with CEC was
observed for azathioprine use. On the contrary, age and hypertension showed a trend to
be negatively associated with CEC, although, in these cases, statistical significance was
not reached.

3.3. Full Lipid Profile Molecules Relationship to Routes and Individual Elements of the C System

Values of the lipid profile molecules assessed in the present work are shown in Figure 1
and Supplementary Table S1. The univariable relation of these lipid pattern to the cascades
functional assays and individual components of the C system is exposed as Spearman’s
rho correlation coefficients. In this sense, many associations were found in the univariable
analysis. Regarding lipid molecules and ratios, most of the relations turned out to be
positive (blue in the heatmap). The strongest ones, with a coefficient greater than 0.2, were
found between C1q (classical pathway inactive zymogen) and the serum levels of LDL,
LDL:HDL ratio, and non-HDL cholesterol; between C2 (common inactive zymogen of the
classical and lectin pathways) and total cholesterol and non-HDL cholesterol; between the
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alternative pathway functional test and apolipoprotein B; and between factor H (shared
regulator of the three cascades) and apolipoprotein B and ApoB:ApoAl ratio. The only
negative significant relation between the C system and lipid molecules was observed
between HDL and the active protein C3a. Regarding lipid profile indexes, the atherogenic
index was positively related to Clq, C2, Cl-inh (regulator of both the classical and lectin
pathways), and C3a. On the other hand, CEC was significantly and negatively associated
with the alternative pathway functional assay and positively with C4 (common inactive
zymogen of the classical and lectin cascades). Remarkably, the functional test of the lectin
pathway showed no significant relation with any of the lipid pattern variables, while the
alternative route functional test, together with C1q, were the C parameters more broadly
related with the lipid profile (Figure 1 and Supplementary Table S1).

Table 1. Demographics and disease-related data of SLE patients and their association with cholesterol
efflux capacity.

SLE (n = 207)

CEC%

3 Coef. (95%CI) 4

Age, years 50 £11 —0.04 (—0.09-0.02) 0.19
Female 195 (94) —0.2 (—3-3) 091
SLE-related data
Age at diagnosis, years 35+13 —0.01 (-0.06-0.03)  0.57
Disease duration, years 15+ 10 —0.02 (—0.09-0.04) 0.46
Antiphospholipid syndrome 24 (12) 0.02 (—2-2) 0.87
Auto-antibody profile
Anti-DNA positive 110 (72) —0.8 (—2-0.7) 0.29
ENA positive 123 (66) 0.2 (—1-2) 0.77
Anti-Sm 22 (12) —1(—3-0.8) 0.24
Anti-ribosome 10 (10) 1(—2-5) 0.44
Anti-nucleosome 15 (15) 1(—2-4) 0.42
Anti-histone 99 1(—2-5) 0.41
Anti-RNP 51 (29) —0.6 (2-0.9) 0.44
Anti-SSA 40 (38) 0.3 (—2-3) 0.77
Anti-SSB 44) 0.7 (—10-11) 0.90
Antiphospholipid antibodies 31 (35) 0.02 (—2-2) 0.87
Disease scores
Median SLEDAI-2K 0(0—2) —0.02 (—0.2-0.2) 0.84
SLEDAI-2K categories
No activity 85 (43) - -
Mild activity 78 (40) —1(—2-04) 0.17
Moderate activity 24 (12) —0.5(—2-1) 0.62
High or very high
activity 9 (5)
Median SDI 1(0-2) 0.03 (—0.3-0.4) 0.85
SDI > 1 156 (75) 0.3 (—1-2) 0.70
Katz index 2 (1-4) 0.2 (—0.1-0.5) 0.28
Katz > 3 86 (42) 1(—-0.3-2) 0.12
Comorbidity
Smoking 48 (23) —0.05 (—1-1) 0.94
Diabetes 11 (5) —04 (-3-2) 0.76
Hypertension 85 (41) —-0.9(—2-04) 0.17
Obesity 58 (28) —04 (—2-1) 0.60
Body mass index, kg/ m? 27+ 6 0.04 (—0.07-0.2) 0.45
Abdominal circumference, cm 93+ 14 0.02 (—0.02-0.07) 0.33

Treatment at the time of the visit
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Table 1. Cont.

SLE (n =207)
CEC%
B Coef. (95%CI) |4
Statins 54 (26) —0.2 (—2-1) 0.79
Aspirin 55 (27) —-0.2 (-2-1) 0.82
Antihypertensive treatment 78 (38) —0.5 (—2-0.7) 0.41
Glucocorticoids 102 (50) 0.7 (—0.5-2) 0.25
Prednisone equivalent daily dose, mg 5(5-7.5) —0.09 (—0.4-0.2) 0.52
Antimalarials drugs 141 (69) 0.1(-1-1) 0.83
Methotrexate 24 (12) 3(0.8-4) 0.005
Azathioprine 27 (13) 1(—0.6-3) 0.19
Mycophenolate mofetil 17 (8) 0.2 (—2-2) 0.86
Belimumab 3(1) 0.4 (—4-5) 0.86
Rituximab 6 (3) —1(-5-2) 0.55
Complement system parameters
Functional complement assays, %
—0.007
Classical pathway 92 +40 (—0.02-0.009) 0.39
—0.008
Lectin pathway 12 (1-42) (—0.02-0.007) 0.28
Alternative pathway 60 (22-88) —0.03 (—0.04-0.01) 0.001
Individual complement components
Clq, mg/dL 35+ 11 0.004 (—0.02-0.08)  0.26
C2, mg/dL 26+1.3 0.5 (0.02-1) 0.043
C4, mg/dL 21 +£12 0.04 (—0.01-0.09) 0.15
—0.0001
Factor D, ng/mL 2749 + 1700 (—0.0006—0.0003) 0.55
C3, mg/dL 134 £+ 42 0.01 (—0.0009-0.03)  0.065
C3a, mg/dL 38+ 11 0.03 (—0.03-0.09) 0.28
C1 inhibitor, mg/dL 31+10 —0.02 (—0.08-0.05) 0.59
—0.0002
Factor H, ng/mL x 1073 448 (302-745) (—0.0009-0.0004) 0.45

Data represent mean + SD or median (interquartile range) for quantitative variables, and frequency (percentage)
for categorical variables. Significant p values are depicted in bold. In the univariable regression analysis, cholesterol
efflux capacity (CEC) is the dependent variable. For categorized SLEDAI-2K ordinal variable, no activity category
is taken as the reference level. SLEDAI-2K categories were defined as: 0, no activity; 1-5 mild; 6-10 moderate;
>10 high activity. Aspirin use defined as 100-150 mg daily intake of acetylsalicylic acid. CEC: cholesterol efflux
capacity. ENA: extractable nuclear antibodies. SLEDAI-2K: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index.
SDI: Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology Damage Index.

3.4. Multivariable Analysis of the Association of C System Pathways and Components with CEC

The association of C functional assays and individual C elements with CEC is repre-
sented in Table 2. We performed a multivariable analysis controlling for hypertension, Katz
index, methotrexate, azathioprine (disease-related data that had a p value inferior to 0.20
in relation to CEC), statins intake, and all lipids profile molecules that were not derived
from a formula (to avoid collinearity). After this adjustment, the functional assay of the
alternative route showed a significant and negative relationship with CEC (beta coef. —0.02
[95%CI—0.04-—0.002], p = 0.030). This was also the case for C2 and C3 (inactive zymogen
common to the three pathways), in which the associations were found to be positive and
statistically significant (Table 2).
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CL CL+LE AL CL+AL+LE
] [ 1 [ 1 |
@ c1q @ c2 C4  Cl-inh @ D c3 c3a M
L 1 1 L L 1 1 1 0.3
Cholesterol{ 0.132  0.157+ 0077 | 0.216% 0.164x 0037 | 0.187* -0.059 0078 0028 0.114
Triglycerides 0.136  0.118+ 0.116 0.136 0.080% 0.178 0.174* 0.098+ 0.194 0177 0.155
0.2
HDL -0.045 -0.103 -0.036 -0.007 0045 | -0.148 0059 -0.121 -0.026 | -0.144« -0.003
LbL- 0127 | 0.203* 0083 = 0.168+ 0.114« 0038 0092 -0.107 0049 0025 0.060
101
LDL:HDL- 0.142« 0.206% 0090 0124 0051 | 0149 0044 0003 0058 0.417 0.053
Non-HDL- 0.152*- 0.109 - 0139 0129 0.457% -0052 0131 0105 0.144
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Figure 1. Heat map of the relationship of lipid profile molecules and complement pathways functional
tests and individual elements. CL: classical, AL: alternative, LE: lectin, HDL: high-density lipoprotein
cholesterol, LDL: low-density lipoprotein cholesterol, Apo: apolipoprotein, CEC: cholesterol efflux.
CL, LE, and AL in circles refer to the functional tests of these cascades. Values in the cells represent
Spearman’s rho coefficient (* denotes p value < 0.05).

Table 2. Multivariable analysis of the association of complement system pathways and components
with cholesterol efflux capacity.

B Coef. (95%CI), p

CEC%
Univariable Multivariable
Classical pathway
Functional assay, % —0.007 (—0.02-0.009) 0.39
Clq, mg/dL 0.004 (—0.02-0.08) 0.26
Lectin pathway
Functional assay, % —0.008 (—0.02-0.007) 0.28
Common elements of the classic and lectin pathways
C2, mg/dL 0.5 (0.02-1) 0.043 0.5 (0.005-1) 0.048
C4, mg/dL 0.04 (—0.01-0.09) 0.15 0.05 (—0.01-0.1) 0.11
C1 inhibitor, mg/dL —0.02 (—0.08-0.05) 0.59
Alternative pathway
—0.02
Functional assay, % —0.03 (-0.04——0.01) 0.001 (-0.04-—0.002) 0.030
Factor D, ng/mL —0.0001 (—0.0006-0.0003) 0.55
Common elements of the three pathways
C3, mg/dL 0.01 (—0.0009-0.03) 0.065 0.02 (0.005-0.04) 0.009
C3a, mg/dL 0.03 (—0.03-0.09) 0.28
Factor H, ng/mL x 1073 —0.0002 (—0.0009-0.0004) 0.45

Complement routes and elements are considered the independent variable. Multivariable analysis is adjusted
for hypertension, Katz index score > 3, methotrexate, azathioprine, statins intake and total cholesterol, HDL,
lipoprotein (a), triglycerides and apolipoproteins Al and B serum levels.
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4. Discussion

The present report is an extension of a previous study in which we measured CEC in
patients with SLE. In that work, we described that these patients had lower levels of CEC
compared to matched controls, and that CEC was negatively and independently related
to the presence of carotid plaque [6]. Our work now delves into the mechanisms that
lead to this altered CEC in subjects with SLE. This study is the first in the literature to
evaluate the relationship between the C system and CEC in patients in this autoimmune
disease. According to our results, they could be related. In this sense, the disruption of the
C system that occurs in patients with SLE may participate in the mechanisms that lead to
the alteration of CEC observed in these patients.

Serum HDL cholesterol levels are inversely associated with CV disease events. It is the
functional properties of HDL, in particular its reverse cholesterol transport capacity, and
not simply its serum concentration, that are believed to be the key protective mechanism
mediating its beneficial effect. The potential value of assessing macrophage CEC was
evaluated in a study of 2924 individuals free from CV disease [2]. In this work, the primary
endpoint was defined as a first nonfatal myocardial infarction, nonfatal stroke, or coronary
revascularization or death from CV causes. After a median follow-up period of 9.4 years,
there was a strong inverse relationship between cholesterol efflux capacity and the primary
endpoint (adjusted hazard ratio (HR) 0.33, 95% CI 0.19-0.55) comparing the highest quartile
with the lowest. Baseline HDL cholesterol was not associated with cardiovascular events
in this study. Similarly, a recent meta-analysis has shown an inverse relationship between
CEC levels and the risk of adverse CV events or atherosclerotic CV disease [13]. Moreover,
CEC has also been evaluated as a CV disease risk predictor. In one study it improved risk
prediction beyond that of coronary artery calcification, family history, and high-sensitivity
C-reactive protein [14]. This seems to be the case not only in the general population but
also in immune-mediated inflammatory diseases [15-19]. However, the mechanisms that
link inflammation and CEC remain unknown.

C system is a complex network of proteins with a canonical role in the immune
response; besides, its implication in metabolic disease processes such as atherosclerosis
has been demonstrated. In this regard, it has been described that depending on the stage
of C activation, C can either mitigate or promote lesion formation, and there is increasing
evidence that local C expression is key to understanding atherosclerosis [20]. This has
been supported by the fact that circulating C5 was significantly elevated in patients with
subclinical atherosclerosis and was positively correlated with plaque volume and coronary
calcification [21]. Furthermore, elevated serum Cb5a levels predicted future CV events in
patients with symptomatic peripheral arterial disease regardless of acute phase markers [22].
Similarly, hyperactive terminal pathway activation as judged by serum C5b-9 complex
levels was found to be associated with carotid plaque instability and acute ischemic stroke
outcomes [23].

Regarding lipid profile molecules, a relationship between the C system and the
metabolism and/or function of circulating lipoproteins has been suggested. For example, in
a random population of 1068 subjects, circulating C3 levels were positively correlated with
conventional CV risk factors, such as LDL cholesterol and triglycerides [24]. In the Cohort
on Diabetes and Atherosclerosis Maastricht (CODAM), studies on plasma C concentrations
(C3, properdin, factor H, factor D, C3a, Bb) and lipoprotein subclass profile (as measured
by nuclear magnetic resonance spectroscopy) were performed in 523 participants [25].
Those with higher C3 concentrations had more circulating VLDL, IDL, and LDL and small
HDL [25]. All these findings were consistent with our analysis. However, none of the pre-
viously mentioned reports evaluated a complete characterization of the C system through
measurement of C pathways functional tests and individual active, inactive, and regulatory
components. In our work, we found that different C pathways and components were
associated with many lipid profile molecules in the univariable analysis. In addition, after
multivariable analysis, the levels of C2, which can be considered to belong to the classical
and lectin pathways, and the levels of C3, a common element of the three pathways, pre-
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sented a positive relationship with CEC. According to that, the inactive particles C2 and C3
have a beneficial relationship with higher levels of CEC. This implies that adverse CEC may
be present in patients with lower C2 and C3 levels due to active disease. We also observed
a negative relationship between CEC and the alternative pathway of the C. It is difficult to
infer a certain expression pattern of C in its relation to CEC. C components are known to
have proinflammatory functions, including chemotaxis, exudation of plasma proteins at
sites of inflammation, and opsonization of infectious agents and damaged cells [26]. We
believe that the fact that inflammation increases certain C particles, and that disease also
causes their consumption, motivates this complex relationship.

Unlike the alternative pathway, in our work we did not find that both the classical and
the lectin functional assays were associated with CEC. Of note, the lectin pathway was not
related to any of the lipid profile molecules. The usual pattern of C activation in SLE in-
volves the classical pathway. However, a percentage of patients demonstrate a predominant
activation of the alternative pathway [27]. In this sense, the alternative cascade does not
require antibodies or prior contact with a microbe to function and serves as an independent
immune system, capable of recognizing and destroying infecting elements. Our findings
are consistent with previous experimental findings in which the alternative C pathway was
causally involved in lipid metabolism. For instance, mice that are deficient in C3 showed
delayed postprandial triglyceride clearance and increased fasting and postprandial free
fatty acids levels [28]. In line with this, mice that lack other components of the alternative
pathway, such as factor B or properdin, also showed delayed postprandial lipid clearance
and altered systemic lipid levels [29,30]. Our results are also supported by the CODAM
study in which independent associations were observed for most alternative pathway C
components and HDL subclasses and enrichment in triglyceride [25].

A potential limitation of our study is its cross-sectional design, and that we specifically
focused on patients with SLE and, therefore, did not recruit controls. We also acknowledge
that most patients had low disease activity. However, given that disease activity did not
show a relationship with CEC, it does not seem that SLE activity status had influenced
the association between the C system and CEC. However, our study has the strength that
it involves a large series of patients, with different disease patterns, and that we have
analyzed a complete profile of lipid molecules.

5. Conclusions

Our results reinforce the claim of a link between CEC and C in patients with SLE.
Non-canonical C system routes, other than classical pathway activation, might be implied.
More studies are needed to better elucidate this complex relationship.
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