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Resumen

El Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune, inflama-
toria, crénica caracterizada por dafio érgano-especifico o sistémico. Se caracteriza
por la presencia de linfocitos T y B autorreactivos, ademas de los complejos in-
munes que inducen dafo tisular por procesos inflamatorios. Los auto-anticuerpos
gue mayor especificidad tienen en LEG son anti-sdDNA, anti-ssDNA, antigenos
extraibles del nucleo (ENA) (como Sm RNP, Ro y La), histonas y cromatina. El
objetivo del presente estudio fue caracterizar los antigenos celulares reconocidos
por el suero de pacientes con LEG. Para ello, se colectaron 20 sueros de pacientes
con LEG. Para la deteccion de los antigenos se utilizo piel de raton, cuyas protei-
nas fueron caracterizadas por Western blot e inmunodetectadas con el suero de
estos pacientes. Resultados: De un total de 20 sueros, el 45% fueron positivos al
reconocer antigenos y el 55% negativos. La deteccion mostré varios antigenos
con pesos moleculares que van de 10 a 94 kDa, donde los mas prevalentes fueron
RNP-heterogéneo, RNP-ribosomal, P-ribosomal, UTRNP, HSP90, fosfolipidos, HB,
Ro52, Ku, Ro60, La48, Sm y U2RNP. Conclusiones: Se encontraron 13 antigenos,
algunos Utiles para diagnéstico. En el caso del 55% de los sueros que no dieron
reaccion, probablemente se debié a que la enfermedad se encontraba con baja
actividad clinica y en tratamiento de largo plazo.

Palabras clave: Lupus Eritematoso Generalizado, antigenos, auto-anticuerpos.

Heterogeneous-RNP, HB, HSP90, UTRNP, Ro52, fosfolipids, p-ribosomal
antigens are the most recognized for the sera of patients with Generalized
Lupus Erithematosus

Abstract

Generalized Lupus Erythematosus (GLE) is an autoimmune inflammatory disease
characterized by organ-specific or systemic damage. Characterized by the presence
of autoreactive T and B lymphocytes, besides immune complexes that induce tissue
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damage by inflammatory processes. Auto-antibodies that have greater specifity in GLE are anti-dsDNA,
anti-ssDNA, extractable nuclear antigens (ENA) (as Sm RNP, ro and LA), histones, and chromatin. The
aim of this study was to characterize cellular antigens recognized by sera from patients with GLE. To do
this, were collected 20 sera from patients with GLE. For detection of antigens was used mouse skin,
whose proteins were characterized by Western blot and immunodetected with serum of these patients.
Results: Of a total of 20 sera, 45% were positive recognizing antigens and the other 55% were negative.
Detection showed several antigens with molecular weights ranging from 10 to 94 kDa, which the most
prevalent were heterogeneous-RNP, ribosomal-RNP, P-ribosomal, UTRNP, HSP90, phospholipids, HB,
Ro52, Ku, Ro60, La48, Sm and U2RNP. Conclusions: Were found 13 antigens, some useful for diagnosis.
To 55% of the sera gave no reaction, probably due to the disease was low clinical activity and due to

the long-term treatment.

Key words: Gereralized Lupus Erythematosus, antigens, auto-antibodies.

Introduccion

El Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), es una enfermedad
autoinmune [1] policlonal [2] inflamatoria, crénica [3] y multi-
sistémica [4,5] cuya etiologia es multifactorial [5,6]. El LEG se
caracteriza por la produccién de auto-anticuerpos [7] y puede
ser una enfermedad 6rgano-especifica o sistémica, generan-
do varias manifestaciones clinicas debido a la ubicuidad de
estos autoantigenos [8]. Afecta al 0.1% de la poblacién y es
mas frecuente en mujeres que en hombres [8,9,10]. Se ha
descrito que cerca del 25% de personas con LEG también
pueden desarrollar el sindrome de Sjoérgren [3].

En la patogenia del LEG estan involucrados factores ambien-
tales, genéticos [14] y hormonales [3,11], que contribuyen a
la perdida de la tolerancia inmunolégica [8,12]. Aunque la
mayor incidencia es de mujeres en edad fértil, también se
presenta en nifos, mujeres postmenopausicas y en hombres,
donde es més severa la enfermedad [8,12]. Cuando el LEG
se presenta en una edad avanzada, es menos probable la
afectacién a los principales érganos y sistemas. El LEG es
mas frecuente en nifos y mujeres jovenes, pero en la edad
pediatrica, la severidad no esta influida por el género, como
se presenta en los adultos [12].

El LEG se caracteriza por la activacion e hiperreactividad de
linfocitos B (LB) [10] y formaciéon de auto-anticuerpos [13],
mediados por la secrecion de diversas citocinas producidas
por linfocitos T (LT) [3,14]. Los principales indicadores de la
enfermedad son los auto-anticuerpos, complejos inmunes,
factores del complemento y las células autorreactivas [3]. El
LEG incluye ademas inflamacion e incremento de muerte ce-
lular por apoptosis [15].

Los auto-anticuerpos se unen a los antigenos propios (RNA,
DNA, restos apototicos, etc.) que al entrar al torrente san-
guineo, a estas uniones se le denomina complejos inmunes
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[8], los cuales se pueden depositar en las membranas basales
llevando a la activacién del complemento [15], lo que provo-
ca la aparicion del proceso inflamatorio y en consecuencia
manifestaciones clinicas dependiendo del érgano blanco [9],
un ejemplo son aquellos complejos inmunes formados por
anticuerpos anti-DNA de doble cadena (anti-sdDNA) que par-
ticipan en el dafo renal y cutédneo [8].

Otros complejos inmunes se unen al receptor FcyRlla de las
células dendriticas plasmocitoides (DCp) o al receptor de anti-
geno del LB especifico. Ya acoplados al receptor, seran inter-
nalizados y se uniran a uno de los receptores de la membrana
endosoémica TLR (Toll like receptor) que son parte del sistema
inmunitario innato. Se han descubierto 13 TLRs distintos lo-
calizados en membrana celular o en vesiculas endosémicas y
tienen gran especificidad por su ligando respectivo. El TLR-7
reconoce especificamente RNA de cadena simple y el TLR-9
a DNA (@ambos en membrana endosémica), ya unidos éstos
complejos antigeno-anticuerpo con los receptores TLRs acti-
van una cascada de cinasas que conllevan a la sintesis masiva
de interferén alfa (INF-c). También se han identificado esti-
mulos enddgenos capaces de inducir interferon tipo 1 por
vias independientes a los TLRs. Ademas de la estimulacion
de INF-a, se producen las citocinas IL-2, IFNy, IL-4, IL-6, IL-10
y TGF-B (Factor del crecimiento transformante beta), BAFF
(BLyS) y APRIL, estas dos ultimas promotoras de la supervi-
vencia y diferenciacién de LB [16].

Una de las citocinas mas importantes en la patogenia del
LEG, es el interferon tipo 1, el cual, actia como una molé-
cula de estrés en el sistema inmune, sefialando peligro en
la patogenicidad y sus efectos influyen sobre la mayoria de
los procesos de regulacion, es decir, actia como un factor
inmunomodulador en varias células blanco, como células den-
driticas (CD), CDp, LT citotoxicos, células NK (Natural killer),
LT cooperadoras (Th), LB, etc. [8].
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Para la activacion constante de LB, encontramos el factor ac-
tivador de LB (BAFF), el cual es regulado por INFy, IL-10 e IL-6.
El INFy también participa en el desequilibrio de la tolerancia
hacia autoantigenos, aumentando la expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase II. Otra citocina
descrita en LEG, es el TNF-a, que junto con IFNy e IL-10 estan
relacionadas con nefritis lUpica y la IL-6 con lupus discoide
cutaneo [17].

Los pacientes manifiestan alteraciones en el sistema nervioso
central (SNC), renales, articulares, hematolégicas, vasculitis
[3], arteriosclerosis acelerada, arteriopatia coronaria y osteo-
porosis entre las mas frecuentes [18]. Se cree que es la enfer-
medad autoinmune con mas variedad seroldgica y clinica [19]
y es por ello que se considera como no érgano-especifica, ya
gue puede afectar a cualquier 6rgano de muy diversas formas
y grados, por consiguiente presenta un numero amplio de
auto-anticuerpos en cada paciente [20].

Los anticuerpos antinucleares (ANA) se presentan en un 98-
99.5% en pacientes con LEG, el 0.5% que no los presentan
se denominan seronegativos. Los anticuerpos son un factor
caracteristico, pero no solo se presentan en esta patologia,
inclusive se encuentra presente en titulos bajos en un 5% de
la poblacién en general aumentando su prevalencia con la
edad [15.21]. Los ANA del tipo autoinmunes, reflejan la perdi-
da de tolerancia a lo propio y su origen es multifactorial [22].
A la fecha se conocen méas de 100 antigenos especificos de
LEG, sin embargo los més estudiados y con mayor especifici-
dad son: sdDNA, ssDNA (DNA de cadena simple), antigenos
extraibles del ntcleo (ENA, por sus siglas en ingles) (como Sm
RNP, Ro y La), histonas y cromatina [12,15,22,23].

Los anti-sdDNA son muy importantes ya que son los principa-
les para diagnoéstico y andlisis de la enfermedad, se observa
que estan presentes en el 40-60% de los pacientes, y es muy
especificos para LEG, en comparacion con anti-ssDNA que a
pesar de que se encuentran en un 90% de los pacientes con
LEG, son menos especificos ya que se encuentran en otras
enfermedades autoinmunes. Los anti-DNA son los principales
promotores del dafio renal, se encuentran ubicados en el
colageno de la membrana basal del riién y la piel, donde
los anticuerpos anti-DNA se uniran a ellos, desencadenando
una respuesta inflamatoria donde intervienen los multiples
mediadores inflamatorios [18].

Para entender la compleja etiologia y desarrollo de LEG en la
practica clinica, es importante entender su comportamiento
en cada individuo. Una manera es investigar la reactividad de
los auto-anticuerpos y sus moléculas blanco, los cuales nos
pueden indicar la agresividad y el curso de la enfermedad
[24]. Por lo anterior, se propuso estudiar la prevalencia de an-
tigenos que son blanco de auto-anticuerpos en pacientes con
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LEG en este entorno geografico. El objetivo del presente es-
tudio fue caracterizar los antigenos celulares reconocidos por
el suero de pacientes con LEG de este entorno geografico.

Material y Métodos

Lugar y seleccion de pacientes para la toma de mues-
tras sanguineas: Se colectaron las muestras de pacientes
que acudieron a consulta en el sector publico (IMSS) en las
ciudades de Villanueva y de Zacatecas. La seleccion de los
pacientes se baso en los criterios de clasificacion establecidos
por el Colegio Americano de Reumatologia (CAR). Se toma-
ron muestras sanguineas de pacientes con reciente diagnos-
tico y otros con afios de haberse hecho el diagnéstico.

Obtencion del suero: Se colecté sangre venosa, por cada
paciente se tomo6 una muestra de 10 mL por venopuncion,
se paso a un tubo de ensayo sin anticoagulante. Las muestras
obtenidas fueron centrifugadas a 1,500 r.p.m. para obtener
el suero. El suero sanguineo contiene en solucién las inmu-
noglobulinas que son de nuestro interés.

Obtencion de piel de ratén, del extracto antigénico
y cuantificacion de proteinas. Los ratones neonatos de
tres dias de nacidos, se inmovilizaron a baja temperatura, se
obtuvo la piel, esta se congelé con nitrégeno liquido, y en
un mortero se macerd para obtener el extracto antigénico
adicionéndole 1 mL de buffer de lisis el cual estd compuesto
de: Triton X-100 al 1%, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Tris-
HCI10 mM pH 7.6, y un inhibidor de proteasas 1 mM (PMSF;
P-7626, Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA). Después, se
homogenizo y centrifugd a 14,000 r.p.m./10 min y se rescatoé
el sobrenadante [25]. Del sobrenadante se realizo la cuantifi-
cacién de proteinas mediante la técnica descrita por Bradford
[26]. Posteriormente utilizando 15 ug de proteina, estas se
caracterizaron por la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE-SDS al 12.5%) para separar por masa
molecular a las proteinas [27].

Western blot e inmunodeteccion: Las proteinas separadas
por PAGE-SDS fueron transferidas a papel de nitrocelulosa.
Después, para verificar si la transferencia tuvo éxito, la mem-
brana de nitrocelulosa fue tefiida con solucién de Ponceau,
donde se observaron las bandas de proteina de color rojo.
La membrana fue marcada en carriles, enumerandolos y cor-
tandolos. Las tiras se destifieron con agua destilada y fueron
colocadas en solucion bloqueadora PBS/leche al 3% durante
24 h con la intencion de evitar uniones inespecificas durante
la inmunodeteccion. Para inmunodetectar y visualizar la unién
antigeno-anticuerpo, se realizé una primera incubaciéon de
cada una de las tiras con el suero de cada paciente con LEG,



iMedPub Journals

Our Site: http://www.imedpub.com/

diluido 1:500 con solucién bloqueadora al 3% durante 1 h.
Posteriormente se realizaron cinco lavados alternando PBS y
PBS-Tween al 3%. Para identificar la unién del anticuerpo
al antigeno, se realiz6 una segunda incubacion durante 1
h, esta vez utilizando un anticuerpo anti-lgG humano con-
jugado a la enzima peroxidasa, que reconoce la region Fc
de las inmunoglobulinas provenientes del suero de los pa-
cientes con LEG. Después se lavd diez veces alternando PBS
y PBS-Tween al 3%. La unién de este complejo se detectd
mediante las técnicas de color utilizando 3,3" Diaminobenci-
dina o por quimioluminiscencia (ECL plus “Western Blotting
Detection Reagents, RPN2106). Posteriormente se visualizé el
complejo antigeno-anticuerpo calculando su peso molecular
aproximado mediante proteinas de referencia, y se asociaron
a proteinas prevalentes en esta patologia.

Resultados

Caracterizacion de sueros de pacientes con LEG
por Western blot

En el presente trabajo se realiz6 la caracterizacion de 20 sue-
ros de pacientes con LEG, los cuales fueron clasificados de
acuerdo a los criterios establecidos por el CAR. Se utilizd
como fuente antigénica las células de piel de ratén. De estos
sueros, el 45% resultaron positivos y 55% negativos, como
se puede observar en la tabla 1.

Tabla 1. Reconocimiento antigénico de sueros de pacientes
con LEG obtenidos por la técnica de Western blot
e inmunodeteccion.

Resultados Sueros de LEG Porcentaje
Positivo 9 45%
Negativo " 55%
Total 20 100%
Figura 1. Proteinas reconocidas ' :
por los sueros de pacientes con
LEG. Técnica de Western blote  ao° .
inmunodeteccion. 62 W= : |
49 =
38 - !
FL ;.
17 -
14 e
o = 5 l
ER : |
1 2} 3
4
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Los resultados obtenidos por Western blot, muestran que los
anticuerpos presentes en el sueros de los pacientes reconocie-
ron varias proteinas antigénicas de diversos pesos molecula-
res que van de los 10 a los 94 kDa como se puede observar
en la figura 1.

Identificacién y caracterizaciéon de antigenos en
LEG

En los 9 sueros positivos caracterizados por la técnica de
Western blot, se identificaron un total de 25 bandas reactivas
en las tiras de nitrocelulosa correspondiente a 13 antigenos
diferentes. El reconocimiento antigénico fue de alta y baja es-
pecificidad, donde los antigenos van de un peso molecular de
10 a 94 kDa, los cuales, se compararon con los ya reportados
en la literatura para ver a cual antigeno pudiese corresponder.
Los antigenos detectados por los sueros de pacientes con LEG
fueron HSP90, Ku, UTRNP, Ro60, Ro52, fosfolipidos, La48.
RNP-h, P-ribosomal, Sm, U2RNP, RNP-ribosomal y HB como
se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Péptidos detectados por el suero de pacientes con

LEG.
?:::gse;:n?i?eﬁ(ei MoPI:zzlar Cafulss Jotal

Anti-HSP90 94 kDa 2,3 2
Anti-ku 80 kDa 4 1
Anti-U1RNP 70 kDa 10,11 2
Anti-Ro60 60 kDa 4 1
Anti-Ro52 52 kDa 6,7 2
Sl 50 kDa 111 2

antifosfolipidicos

! —
| e
|
| _
4',5 57‘leg
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Antigenos

Anti-La48

Anti-RNP
heterogéneo

Anti-P ribosomal

Anti-Sm

Anti- U2RNP

Anti-RNP
ribosomal

Anti-HB

48 kDa

44 kDa

38 kDa

28 kDa

27 kDa

15 kDa

10 kDa

1,3,5,10,11

1,10

"

2,347

TOTAL:

25

Patrén antigénico
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Prevalencia de antigenos reconocidos por el suero
de pacientes con LEG

En la deteccion de antigenos celulares, los sueros recono-
cieron diferentes bandas con un patrén similar de recono-
cimiento antigénico, encontrando péptidos mas prevalentes
que otros como RNP-heterogéneo, HB, HSP90, UTRNP, Ro52,
fosfolipidos y p-ribosomal, esto se observa en la grafica 1.

Porcentaje de expresion de antigenos en LEG

El porcentaje de reconocimiento antigénico obtenido por
Western blot mostré la siguiente proporcion: el antigeno
RNP-heterogéneo con 20%, HB con 16%, Ro52 con 8%,
P-ribosomal con 8%, HSP90 con 8%, U1 RNP con 8%, fos-
folipidos con 8% y con menor porcentaje pero mas especifico
Ku, Ro60, La48, Sm, U2 RNP, RNP-ribosomal con un 4%,
como se observa en la grafica 2.

Grafica 1. Patron de reconocimiento

antigénico.
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6
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0
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heterogeneo

P ribosomal

Sm

U2 RNP
RNP
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Porcentaje de prevalencia de los antigenos

B RNP heterogéneo
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B HSP90
B U1RNP
M Ro52

B fosfolipidos

B P ribosomal
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S U2RNP

 RNP ribosomal
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antigenos reconocidos por el suero de
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Discusion

En este trabajo se caracterizd un nimero importante de anti-
genos celulares reconocidos por auto-anticuerpos provenien-
tes del suero de pacientes con LEG de poblacion del estado
del estado de Zacatecas, México, utilizando como sustrato
antigénico las células de piel de raton.

Como resultado se obtuvo la deteccién de las proteinas an-
tigénicas RNP-heterogéneo, HB, Ro52, P-ribosomal, HSP9O,
fosfolipidos, UTRNP, Ku, Ro60, La48, Sm, U2RNP, y RNP-ribo-
somal. Los antigenos mas reconocidos por los anticuerpos en
nuestro trabajo fueron las denominadas ribonucleoproteinas,
gue son proteinas nucleares pequenas ricas en uridina (U),
RNPsn U1, U2, U4, U5y U6, que forman parte del antigeno
Sm y estan involucrados en el proceso de corte y empalme del
ARN mensajero nuclear, formando parte del spliceosoma, el
RNP-heterogéneo o pre-mensajero (ribonucleoproteina hete-
rogénea nuclear), son diana de la respuesta de auto-anticuer-
pos en LEG y en AR [16]. En nuestro trabajo se reconocieron
antigenos como la proteina RNP-heterogéneo de 44 kDa co-
locandose como la mas prevalente de las caracterizaciones
con un 20%, UTRNP de 70 kDa con 8%, U2RNP 27 kDa con
4%, Sm con 4%, P-ribosomal 38 kDa y RNP-ribosomal de 10
kDa. Se ha visto que los antigenos UTRNP y Sm se asocia a
formas leves de la enfermedad y la aparicion de nefritis IUpi-
ca [28]. Otros estudios han identificado anticuerpos dirigidos
contra los diferentes polipéptidos asociados a RNP/Sm en pa-
cientes con enfermedades inflamatorias del tejido conjuntivo,
encontrando para LEG anticuerpos anti-RNP y anti-Sm con
altos porcentajes de sensibilidad y especificidad [29].

Los antigenos P-ribosomales tienen alta especificidad para
LEG, no se detectan en individuos sanos ni en otras enfer-
medades reumaticas, y pueden ser los Unicos presentes. Su
presencia ha sido relacionada con la aparicién de manifesta-
ciones psiquiatricas. En nuestro estudio la prevalencia fue de
un 8% siendo el tercer lugar mas comun en los resultados.
Un estudio evalud a los anticuerpos anti-P-ribosomales como
marcadores de actividad en LEG, concluyendo que su presen-
cia se relaciona con la enfermedad activa [30].

Al analizar el antigeno Ro52, obtuvimos una prevalencia del
8%, en cuanto a Ro60 y La48 se encontré una prevalencia
del 4%. Estos antigenos se relacionan con los sintomas mas
frecuentes de LEG, como el aumento de apoptosis, autorreac-
tividad y fotosensibilidad, donde la exposicién a la luz solar
provoca las manifestaciones cutaneas (Ro60 y Ro52), estos
ultimos estan presente con alta frecuencia en un subgrupo
clinico de LEG llamado Lupus Cuténeo subagudo, ademas
tiene asociacion con exantema fotosensible [31,32,33]. En un
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estudio con biopsias de piel de pacientes con LEG, se analiza-
ron la expresion de las proteinas Ro52, Ro60, La48 tomando
pacientes fotosensibles, no fotosensibles y normales como
control, donde se observé una mayor expresién de Ro60 y
Ro52 en los pacientes fotosensibles, observando la estrecha
relacion de Ro con el desarrollo de fotosensibilidad en pa-
cientes con LEG [34].

Otra proteina detectada en este estudio es la HB. La autorreac-
tividad de la hemboglobina (HB) se demostré en pacientes
con LEG, se presenta también en enfermedades infecciosas
y autoinmunes, y se caracterizan por la inflamacién, aumen-
tando la produccion de citocinas pro-inflamatorias y dano
a o6rganos, teniendo un vinculo positivo con las respuestas
anti-Sm [35]. En nuestro andlisis tuvimos una incidencia muy
elevada de anti-HB con un 16% colocandose en el segundo
lugar en la concurrencia del antigeno.

Los anticuerpos anti-HSP90 (proteinas de choque térmico),
se encuentran con titulos elevados en pacientes con Lupus
Eritematoso Generalizado, son los mas propensos a tener
afecciones renales y un nivel de C3 bajo. En nuestro estudio
la prevalencia de anticuerppos anti-HSP90 fue de un 8%, to-
mando el tercer lugar en incidencia antigénica. Un estudio ha
mostrado que en la inmunopatogénesis de la nefritis lUpica,
se encuentra asociada con HSP90 (como un autoantigeno)
[36].

Por otra parte, el sindrome anti-fosfolipido es considerado
una enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia
de anticuerpos anticardiolipina y al menos una manifestacion
clinica como trombosis arterial o venosa o pérdida fetal re-
currente. El sindrome se puede presentar sin asociacién con
otra enfermedad en cuyo caso se denomina sindrome anti-
fosfolipido primario o asociado con enfermedades del tejido
conectivo, y recibe el nombre de sindrome anti-fosfolipido
secundario, particularmente con Lupus Eritematoso Genera-
lizado [37]. Se encontré en un 8% de prevalencia en nuestro
estudio de la proteina antigénica fosfolipidos de 50 kDa.

Asi mismo, se encontré a la proteina Ku, con una inciden-
cia del 4%. Un estudio sobre la evaluacion de anticuerpos
anti-Ku, concluyen que se encuentran en un amplio espec
tro de enfermedades del tejido conectivo. Las manifestacio-
nes clinicas que se asocian a este antigeno son afectaciones
musculares y articulaciones, pero este anti-Ku se detecta con
frecuencia en asociaciones con anti-Ro/SSA y otras especifi-
cidades antinucleares [38]. Este estudio entre muchos otros
nos demuestra como tiene baja especificidad en LEG, sin em-
bargo en la literatura es uno de los mas recurrentes con un
5% en la patologia [16].
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Conclusiones

En este trabajo, se observo un reconocimiento antigénico con
alta y baja especificidad para LEG. Los antigenos reconocidos
por los auto-anticuerpos presentes en el suero de pacientes
con LEG fueron RNP-heterogéneo, RNP-ribosomal, P-riboso-
mal, UTRNP, HSP90, fosfolipidos, HB, Ro52, Ku, Ro60, La48,
Sm, U2RNP.

La presencia y caracterizacion de anticuerpos contra antige-
nos celulares por medio de la técnica de Western blot, sirve
como marcador de diagnoéstico en la deteccion de LEG, ya
gue muestra el estado patogénico en el que se encuentra la
enfermedad. Los resultados negativos (sueros no reactivos),
se debieron probablemente a que en estos pacientes la en-
fermedad se encontraba con baja actividad clinica y recibian
tratamiento de largo plazo.
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