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RESUMEN 

Introducción: La nefritis lúpica (NL) es una grave complicación del lupus eritematoso 

sistémico (LES), donde la acumulación de complejos inmunes en el riñón causa 

inflamación y pérdida progresiva de la función renal, aumentando la morbilidad y 

mortalidad de los pacientes. La considerable heterogeneidad clínica y molecular de la 

NL, junto con la variabilidad en síntomas, pronóstico y respuesta a las terapias, hace 

crucial una selección temprana y precisa del tratamiento para preservar la función renal. 

Objetivo: Establecer perfiles moleculares asociados a la respuesta al tratamiento 

mediante análisis diferencial de expresión génica y enriquecimiento funcional en 

pacientes con NL tratados con micofenolato de mofetil (MMF), identificando genes 

diferencialmente expresados (DEGs) y procesos biológicos enriquecidos que distingan a 

respondedores de no respondedores. 

Material y métodos: Se realizó un análisis longitudinal de datos clínicos, demográficos 

y de expresión génica de microarrays, dividido en tres periodos: temprano, al año y de 

seguimiento desde la biopsia. Se utilizó RStudio para el análisis general y la librería 

limma para la expresión diferencial incluyendo covariables. Los DEGs identificados 

fueron sometidos a análisis de enriquecimiento funcional con GeneCodis. La respuesta 

clínica se evaluó mediante uPCR y mPERR. 

Resultados: El análisis mostró que el periodo de un año desde la biopsia es el que refleja 

mayores diferencias moleculares entre respondedores y no respondedores. Se 

identificaron DEGs relevantes en la fisiopatología de NL: CLEC4C, IFIT1 y CD180, junto 

con el enriquecimiento de distintas rutas: TLRs, vía del interferón tipo I o la respuesta 

inmune adaptativa. La mayor actividad inmunitaria en no respondedores sugiere una 

relación con la respuesta limitada al tratamiento. 

Conclusiones: Los DEGs obtenidos en el análisis y las vías enriquecidas emergen como 

posibles marcadores y dianas terapéuticas en pacientes resistentes al tratamiento. La 

validación de estos biomarcadores en cohortes adicionales es clave para evaluar su 

potencial como posibles objetivos diagnósticos y terapéuticos. 

Palabras clave: Lupus eritematoso sistémico, nefritis lúpica, micofenolato de mofetil, 

análisis de expresión diferencial, uPCR, mPERR.  
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ABSTRACT 

Introduction: Lupus nephritis (LN) is a serious complication of systemic lupus 

erythematosus (SLE), where accumulation of immune complexes in the kidneys causes 

inflammation and progressive loss of kidney function, increasing morbidity and mortality 

of the pacients. The considerable clinical and molecular heterogeneity of LN, together 

with variability in symptoms, prognosis and response to therapies, makes early and 

accurate treatment selection crucial to preserve renal function. 

Objetive: To identify molecular profiles associated with treatment response by 

differential analysis of gene expression and functional enrichment in patients with NL 

treated with mycophenolate mofetil (MMF), identifying differential expressed genes 

(DEGs) and enriched biological processes that may distinguish responders from non-

responders. 

Material y methods: A longitudinal analysis of clinical, demographic and microarray 

gene expression data was performed, divided into three periods: early, one-year and 

follow-up since biopsy. RStudio was used for the overall analysis and the limma library 

for differential expression including covariates. The identified DEGs were submitted to 

functional enrichment analysis with GeneCodis. Clinical response was assessed by uPCR 

and mPERR. 

Results: The analysis showed that the one-year period since biopsy reflects the greatest 

molecular differences between responders and non-responders. Relevant DEGs in the 

physiopathology of NL were identified: CLEC4C, IFIT1 and CD180, together with 

enrichment of different pathways: TLRs, type I interferon pathway or adaptive immune 

response. The higher immune activity in non-responders suggests a relationship with 

limited response to treatment. 

Conclusions: The DEGs obtained in the analysis and the enriched pathways emerge as 

potential markers and therapeutic targets in treatment-resistant patients. Validation of 

these biomarkers in additional cohorts constitutes a fundamental future line to evaluate 

their potential as possible diagnostic and therapeutic targets. 

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus, Lupus nephritis, Mycophenolate Mofetil, 

differential expression analysis, uPCR, mPERR.  
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1. Introducción 

1.1. Lupus eritematoso sistémico 

El Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune compleja y 

heterogénea tanto a nivel clínico como molecular, con una etiología aún desconocida. 

Esta heterogeneidad implica que las manifestaciones del LES pueden variar 

ampliamente entre pacientes, tanto en los síntomas clínicos como en los procesos 

inmunológicos y moleculares subyacentes que causan la enfermedad, lo que dificulta 

tanto el diagnóstico como el tratamiento.(1) 

La enfermedad se caracteriza por la producción de autoanticuerpos debida a una 

disfunción en el sistema inmune. Estos anticuerpos atacan las células del propio cuerpo, 

formando complejos inmunes (CI) que se depositan en diversos tejidos, lo que provoca 

inflamación y daño orgánico. Los órganos más comúnmente afectados son los riñones, 

el sistema nervioso, la piel y articulaciones(1) ,(2). 

El LES se manifiesta como una enfermedad intermitente; con alternancia de fases de 

brotes o recaídas y remisiones. Su incidencia y prevalencia ha aumentado en los últimos 

años lo que se atribuye fundamentalmente a los avances en el diagnóstico y mayor 

disponibilidad de datos a nivel global. La incidencia se ve muy influenciada por factores 

genéticos, socioeconómicos y ambientales siendo la mayor en América del Norte. En 

concreto la población afroamericana presenta mayor incidencia y mortalidad y, además, 

responde peor de manera general a los tratamientos con glucocorticoides e 

inmunosupresores. En cuanto al sexo, las mujeres en edad reproductiva tienen un mayor 

riesgo por la influencia de factores hormonales en el desarrollo de la enfermedad. (1) 

1.2. Nefritis lúpica 

El daño renal ocupa una de las principales complicaciones dentro del LES, pudiendo 

afectar los riñones en diferentes grados, incluso causar la disfuncionalidad completa de 

los mismos. Esta sintomatología se conoce como nefritis lúpica (NL) y ocurre en 

alrededor de un 40% de los pacientes en su mayoría a los 5 años del diagnóstico.(3)(4) 

En la nefritis lúpica, los CI, es decir, la combinación de autoanticuerpos y antígenos 

propios (componentes celulares del propio organismo, como el ADN o proteínas 
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nucleares), se depositan en los vasos sanguíneos del riñón, especialmente en los 

glomérulos. Este depósito activa el sistema del complemento, desencadenando una 

respuesta inflamatoria que atrae células inmunitarias a la zona, agravando el daño renal. 

La presencia de autoanticuerpos intensifica esta autoinmunidad, lo que perpetúa la 

inflamación y provoca una respuesta inmune dirigida específicamente contra los 

componentes del riñón. Este proceso contribuye significativamente a la alta morbilidad 

y mortalidad de la nefritis lúpica debido a la lesión renal continua y progresiva. (4) 

Además, el daño renal es a menudo irreversible, formándose lo que se conoce como 

cicatrices renales. 

Las manifestaciones clínicas son variadas: desde proteinuria asintomática hasta el 

desarrollo de síndromes nefróticos o nefríticos que progresan a insuficiencia renal en 

etapa terminal (ESRD). En muchos casos, puede ocurrir una NL “silenciosa”, donde no 

hay síntomas evidentes de afectación renal, pero la biopsia revela cambios histológicos 

compatibles con NL. En estos casos la nefritis no da la cara hasta que el daño ya se ha 

producido por lo que es importante un diagnóstico temprano para establecer un 

tratamiento lo antes posible (3). 

1.2.1. Diagnóstico 

En pacientes con SLE, es fundamental realizar pruebas periódicas para evaluar la función 

renal, independientemente de si presentan síntomas clínicos de nefritis. Entre las 

pruebas se incluyen:(5) 

● Determinación de creatinina en suero: La creatinina es un producto de desecho 

de los músculos. En un organismo sano, los riñones filtran la creatinina de la 

sangre y la eliminan a través de la orina. La alteración de estos niveles puede 

indicar que el riñón no está realizando correctamente su función. 

● Tasa de Filtración Glomerular Estimada (eGFR): Se utiliza para evaluar la 

capacidad de filtración renal. 

● Analítica de orina que incluye la determinación de los siguientes parámetros: 

o Relación albúmina/creatinina urinaria (uACR). 
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o Relación proteína/creatinina urinaria (uPCR): mide la gravedad de la 

proteinuria. La proteinuria se define como la presencia anormal de 

proteínas en la orina. En condiciones normales el riñón filtra la sangre 

eliminando productos de desecho, pero retiene las proteínas u otras 

moléculas relevantes. Sin embargo, cuando hay un daño renal esta 

capacidad de filtración se reduce y las proteínas pasan a orina en 

cantidades significativas. 

o Sedimento urinario: Se evalúan anormalidades como glóbulos rojos 

dismórficos, leucocitos o cilindros celulares. 

Si se detectan valores de proteinuria > 0.5 g/24 horas o uPCR > 0.5 g/g, presencia de 

hematuria, leucocituria o restos de túbulos renales o bien un deterioro en la función 

renal, se realiza una biopsia renal para confirmar el diagnóstico de NL.  

La NL se clasifica histológicamente en 6 clases definidas en 2003 por la International 

Society of Nephrology (ISN) y la Renal Pathology Society (RPS) (6): 

● Clase I: No se observan cambios detectables en los glomérulos. 

● Clase II: Enfermedad mesangial pura. 

● Clase III: Enfermedad proliferativa que afecta a menos del 50% de los 

glomérulos. 

● Clase IV: Enfermedad proliferativa que afecta a más del 50% de los glomérulos. 

● Clase V: Cambios membranosos. 

● Clase VI: Glomerulonefritis esclerosante avanzada. 

 

1.2.2. Seguimiento 

Para monitorizar a los pacientes con NL se deben evaluar parámetros renales y 

extrarrenales. Entre los renales ya hemos hablado sobre eGFR, la proteinuria que se 

evalúa mediante uPCR o el sedimento urinario. Además de estos hay otro indicador de 

respuesta que es mPERR (Modified Primary Efficacy Renal Response) que se centra en 

evaluar la función renal en términos de proteinuria y eGFR tras la biopsia. Si la respuesta 

renal es favorable, definida como uPCR ≤0.7 g/g y eGFR ≥60 mL/min/1.73 m², se 
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considera que el paciente tiene una mejor supervivencia renal a largo plazo y un menor 

riesgo de insuficiencia renal crónica.(7) 

Para el análisis de parámetros tanto renales como extrarrenales, se utiliza un índice que 

se denomina SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index). Se trata de 

una herramienta cuantitativa validada que se utiliza para medir la actividad general de 

la enfermedad en pacientes con LES. Abarca distintos órganos y sistemas: renal, 

cutáneo, neurológico, vascular, hematológico, inmunológico y articular.  

Mediante una escala de valores que varían desde el 1-8 se asignan puntos a las distintas 

manifestaciones de la enfermedad, como por ejemplo la proteinuria. Se puede obtener 

una puntuación global de hasta 105. Cuanto más alto, mayor actividad de la 

enfermedad. (8) 

Otra escala que utilizan los clínicos para monitorizar la actividad de la enfermedad es el 

PGA (Physician Global Assessment) que se trata de una escala visual que asigna una 

puntuación de 0 a 3 en función de la gravedad de la enfermedad siendo 3 la mayor.(9) 

1.2.3. Tratamiento 

El tratamiento de la NL está centrado en el control de la inflamación, preservar la función 

renal y prevenir el daño a largo plazo. Se sigue un enfoque secuencial que varía según la 

clase de NL y la severidad de la enfermedad. 

La guía KDIGO 2024 para LN indica las últimas recomendaciones de fármacos en función 

de la fase de NL: (10) 

El tratamiento de la NL, según las guías de KDIGO 2024, se divide en dos fases 

principales: terapia de inducción que tiene el objetivo de remitir la inflamación renal 

activa y la terapia de mantenimiento para prevenir recaídas y mantener la función renal. 

 

Terapia de inducción: Glucocorticoides + inmunosupresor 

En la fase de inducción para los pacientes con clases III/IV activas se utiliza una 

combinación de glucocorticoide con un inmunosupresor. Las opciones son las 

siguientes:  
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- Glucocorticoide: Se administra en primer lugar metilprednisolona intravenosa 

durante 1-3 días, seguido de prednisona oral que se reduce progresivamente en 3-

6 meses. 

- Inmunosupresores:  

o Micofenolato de Mofetil (MMF) o análogos: se usa ampliamente como terapia 

de primera línea durante al menos 6 meses. El MMF es un profármaco del ácido 

micofenólico (MPA), que inhibe la enzima inosina monofosfato deshidrogenasa 

(IMPDH). Esta inhibición bloquea la síntesis de purinas, crucial para la 

proliferación de linfocitos T y B, lo que reduce la respuesta inmunitaria y la 

producción de autoanticuerpos, como los anti-dsDNA. Además, reduce la 

producción de citoquinas proinflamatorias, como la IL-2, lo que ayuda a 

disminuir la inflamación renal. y puede prevenir la fibrosis renal. (11) 

o Ciclofosfamida (CYC): otra opción de primera línea, especialmente en pacientes 

con enfermedad severa o refractaria. Durante 3 a 6 meses.  

o Azatioprina (AZA): se usa como sustituto del MMF en algunos casos como 

durante el embarazo o bien cuando el paciente presenta intolerancia al MMF.  

o Belimumab: se trata de un anticuerpo monoclonal que actúa disminuyendo los 

linfocitos B. Se usa en combinación con la terapia estándar: MMF o CYC. 

o Inhibidores de la Calcineurina (ICN): Tacrolimus o ciclosporina se utilizan en 

combinación con MMF, especialmente en pacientes que no responden a los 

tratamientos convencionales o con clases V de NL. 

 

Terapia de mantenimiento: glucocorticoide + inmunosupresor en dosis más bajas 

El MMF sigue siendo el tratamiento de elección o bien AZA en combinación de 

prednisona.  

Otros fármacos utilizados: 

- Fármacos que actúan sobre el Sistema Renina-Angiotensina: Se recomienda el 

uso de IECA como enalapril o ramipril, o ARA-II como losartán o valsartán para 

reducir la proteinuria y controlar la presión arterial, sobre todo se usa en 

combinación con los otros tratamientos para pacientes clase V.  
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- Hidroxicloroquina: Se recomienda su uso en pacientes con lupus proliferativo en 

especial en clase V, debido a sus efectos inmunomoduladores y protectores 

renales. 

La eficacia del tratamiento estándar de la NL con inmunosupresores varía enormemente 

entre los pacientes, poniendo de manifiesto la alta heterogeneidad molecular de la 

enfermedad. Entre el 60 y el 70% de los pacientes no logran una remisión a largo plazo 

ni una respuesta renal completa al año de iniciado el tratamiento. Además, la exposición 

prolongada a este tipo de terapias estándar, como el MMF o la CYC, conlleva 

importantes efectos secundarios debido a la toxicidad inducida por estos fármacos (12). 

 

1.3. Aplicación de la bioinformática y las ómicas en el contexto 

de las enfermedades inmunes 

En los últimos años, la bioinformática y las ómicas: genómica, transcriptómica, 

proteómica y metabolómica, han supuesto un avance en el estudio de las 

enfermedades. Estas tecnologías permiten analizar grandes volúmenes de datos para 

identificar alteraciones genéticas, perfiles de expresión, proteínas específicas y/o 

metabolitos relevantes. Esta información es esencial para entender la fisiopatología y la 

progresión de la enfermedad, así como la respuesta al tratamiento, permitiendo el 

enfoque hacia la medicina personalizada.(13) 

La integración de datos multi-ómicos posibilita la identificación de biomarcadores 

específicos que pueden mejorar la precisión en el diagnóstico y pronóstico de 

enfermedades autoinmunes. En enfermedades autoinmunes como el LES o la artritis 

reumatoide, el uso de RNAseq y análisis proteómico ha revelado vías moleculares y 

redes de señalización alteradas, lo que ha permitido una comprensión más profunda de 

los mecanismos inmunológicos y ha facilitado el desarrollo de terapias dirigidas. Lo que 

pone de manifiesto la importancia de estas tecnologías en el descubrimiento de 

biomarcadores que pueden ser esenciales para la estratificación de pacientes y la 

elección de tratamientos más específicos y por tanto que generen mayor tolerabilidad y 

menor toxicidad.(14) 

Estudios recientes en artritis reumatoide han puesto de manifiesto el impacto de estas 

tecnologías ómicas al identificar biomarcadores y vías específicas que caracterizan las 
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diferentes fases y estados de actividad de la enfermedad. Por ejemplo, el uso de 

Genome-Wide Association Studies (GWAS) en artritis reumatoide ha revelado loci 

genéticos asociados con la progresión y severidad de la enfermedad, proporcionando la 

base para el desarrollo de tratamientos dirigidos según el perfil genético 

individual.(15)(16)  

En artritis reumatoide, además de GWAS, los microarrays de proteínas han resultado ser 

rápidos, económicos, de alto rendimiento y alta sensibilidad, lo que les posiciona como 

una tecnología muy útil en la investigación básica. Se han utilizado para detectar 

autoanticuerpos específicos, que pueden ser utilizados como biomarcadores de 

diagnóstico y predictores de respuesta al tratamiento. Han permitido caracterizar 

perfiles moleculares que ayudan a clasificar a los pacientes según su actividad 

inmunológica y a predecir su respuesta a terapias específicas.(16) 

1.4. Aplicación de la bioinformática en la caracterización 

molecular de pacientes, diagnóstico y tratamiento en el 

Lupus 

En el contexto del LES, enfermedad que como hemos comentado es muy heterogénea 

a nivel clínico y molecular y presenta aún una etiología desconocida y tratamientos 

inespecífico y con múltiples efectos adversos, el uso de tecnologías avanzadas, como los 

microarrays han facilitado el análisis de datos genómicos, lo que ha permitido 

profundizar en el conocimiento biológico de la enfermedad, así como la identificación 

de genes diferencialmente expresados (DEGs)(17) entre pacientes y muestras de 

individuos sanos o entre enfermos. Estos genes son clave, ya que sus niveles de 

expresión varían significativamente entre los tejidos sanos y los afectados, lo cual 

implica que están relacionados con la patología, permitiendo una visión detallada de las 

alteraciones moleculares detrás de la enfermedad.  

El análisis bioinformático de los datos de expresión génica obtenidos permite también 

identificar vías biológicas específicas que están activas o alteradas en el LES, lo que 

contribuye a esclarecer los mecanismos que provocan el daño orgánico, en este 

contexto, en los riñones. Esta información ayuda a detectar biomarcadores clave, como 

proteínas específicas, que podrían convertirse en dianas terapéuticas para tratamientos 
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más precisos y que generen menor toxicidad, mejorando así la calidad de vida de los 

pacientes y promoviendo la medicina personalizada. 

Hipotéticamente, mediante el análisis de variaciones en la expresión genética, se puede 

determinar por qué algunos pacientes responden mejor que otros a tratamientos como 

el MMF. Esto podría permitir adaptar los tratamientos a las características genéticas de 

cada paciente.  

En este trabajo se aplicarán herramientas bioinformáticas para detectar precisamente 

qué genes están diferencialmente expresados y qué vías biológicas están activas en una 

cohorte de pacientes con NL, a diferentes tiempos, comparando respondedores y no 

respondedores al tratamiento con MMF. Además de este análisis genómico, se incluirá 

el estudio de diversas variables clínicas asociadas a la respuesta al tratamiento, con el 

objetivo de comprender las diferencias tanto moleculares como fenotípicas entre los 

pacientes respondedores y no respondedores. 

2. Hipótesis y Objetivos 

2.1. Hipótesis 

 La NL presenta una alta heterogeneidad a nivel clínico y molecular, lo que supone 

diferencias significativas en la respuesta al tratamiento entre los pacientes. 

 Existen genes diferencialmente expresados (DEGs) entre pacientes 

respondedores y no respondedores al tratamiento con MMF, lo que podría 

permitir establecer perfiles moleculares distintos entre ambos grupos. 

 Los genes diferencialmente expresados activan o inhiben vías biológicas 

específicas que influyen en la progresión de la NL y en la respuesta al tratamiento 

2.2. Objetivos 

 Evaluar la relación entre las variables clínicas, demográficas y otros tratamientos 

con la respuesta al tratamiento con MMF 

 Identificación de DEGs entre dos grupos: respondedores y no respondedores al 

tratamiento con MMF a distintos tiempos: temprano, al año y de seguimiento 

tomando como referencia el tiempo desde la biopsia para analizar las diferencias 

entre periodos. 
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 Caracterización de procesos biológicos enriquecidos en ambos grupos de 

pacientes a lo largo de los distintos periodos. 

3. Metodología 

3.1. Origen y características de los datos empleados 

Cohorte de estudio 

Los datos originales de este trabajo provienen de un estudio observacional y longitudinal 

en el que se reclutaron y siguieron pacientes con NL durante más de dos años bajo el 

protocolo del estudio SPARE (Study of Biological Pathways, Disease Activity, and 

Response Markers in Patients with Systemic Lupus Erythematosus).  

El protocolo fue aprobado por la Junta de Revisión Institucional de la Escuela de 

Medicina de la Universidad Johns Hopkins, y todos los pacientes con LES que 

participaron dieron su consentimiento informado. 

Los pacientes adultos elegibles tenían entre 18 y 75 años y cumplían con los criterios 

revisados de clasificación del American College of Rheumatology para el diagnóstico de 

LES. Los pacientes fueron tratados según la práctica clínica estándar, y se excluyeron 

aquellos tratados con medicamentos biológicos. En total se seleccionaron 301 

pacientes. (18) 

Para este trabajo se ha partido de los datos de un estudio posterior: “Immune and 

molecular landscape behind nonresponse to Mycophenolate Mofetil and Azathioprine in 

lupus nephritis therapy” (18) cuyos datos tienen número de acceso de GEO: GSE224705. 

En este estudio se realizó un análisis retrospectivo de la cohorte de Hopkins y se 

seleccionaron los pacientes tratados con MMF, AZA, HC o tratamiento estándar (SOC) y 

que contaban con al menos dos visitas tras el inicio del tratamiento y se descartaron 

muestras tratadas con otros inmunosupresores junto con MMF o AZA. (18) 

La información clínica fue pseudo-anonimizada e incluyó historia médica, datos 

demográficos, uso de medicamentos y dosis administradas y títulos de autoanticuerpos. 

En cada visita, se midió la actividad de la enfermedad mediante el índice SLEDAI versión 

SELENA y PGA. También se realizaron análisis de orina, anticuerpos anti-dsDNA y 
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concentraciones plasmáticas de los componentes del complemento C3 y C4(18), además 

se tomaron también muestras sanguíneas que permitió el análisis de expresión.  

Adicionalmente, se registraron datos específicos de las biopsias renales realizadas a los 

pacientes. Estos datos incluyen el año de diagnóstico de la NL, los años en que se detectó 

insuficiencia o fallo renal, y las fechas de biopsias en años y meses desde la biopsia. Cada 

biopsia está acompañada por una clasificación histológica específica, que detalla las 

clases de nefritis lúpica presentes en cada muestra. 

Para este TFM se seleccionaron aquellos pacientes tratados con MMF de dicha cohorte. 

La evaluación de la respuesta al tratamiento se basó en dos índices: uPCR y mPERR. 

● Para uPCR, se consideró una respuesta favorable según las guías de EULAR, la 

reducción y mantenimiento del índice proteína/creatinina en orina por debajo 

de 0.5 g/g a los 12 meses del inicio de la terapia. Alternativamente, se aceptó 

una disminución del 25% a los 3 meses y del 50% a los 6 meses desde el valor 

inicial.(19) 

● Para mPERR, una respuesta favorable requiere de la ausencia de empeoramiento 

en eGFR, con valores de ≥60 mL/min/1.73 m² o ≤20% por debajo del valor 

basal.(20) 

Dataset de expresión 

Los datos de expresión utilizados en este trabajo provienen de microarrays y se 

encuentran en el repositorio GEO (Gene Expression Omnibus) del NCBI con identificador: 

GPL13158. 

La tecnología de microarrays de ADN es una herramienta que permite analizar 

simultáneamente la expresión de miles de genes. Para analizar la expresión génica con 

microarrays, primero se extrae ARN de las células de interés y se convierte en ADN 

complementario (ADNc), el cual se marca con una molécula fluorescente. Esta muestra 

marcada, denominada "sonda," se aplica sobre el microarray, donde las moléculas de 

ADNc buscan y se unen (hibridan) con sus secuencias de ADN complementarias (dianas) 

presentes en el microarray. Tras la hibridación, se mide la fluorescencia en cada diana: 
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una mayor intensidad de fluorescencia indica una mayor cantidad de hibridación, lo que 

refleja un nivel más alto de expresión de ese gen específico. (21) 

En este trabajo, los datos de expresión génica de los que se parte se habían 

preprocesado previamente utilizando un flujo estándar para microarrays: La matriz de 

datos de expresión se generó a partir de archivos FASTQ, que contienen las secuencias 

de ARN obtenidas de las muestras biológicas (biopsia renal). Estos archivos fueron 

preprocesados aplicando el método de normalización RMA (Robust Multiarray 

Average), que es un enfoque comúnmente utilizado en estudios con microarrays (22). 

Este proceso implica la corrección de valores de fondo para reducir el ruido técnico, 

minimizando así las variaciones que no reflejan cambios biológicos reales. Después, se 

aplica un ajuste de cuantil, que iguala las distribuciones de las intensidades entre las 

distintas muestras, haciendo que las comparaciones sean más consistentes. Por último, 

se realiza una transformación logarítmica de los datos, lo cual permite una 

interpretación más clara de la expresión. (21)(22)(23)  

3.2. Software empleado en el trabajo 

El código relativo al análisis de los datos descritos se escribió usando el programa 

Rstudio en su versión 4.3.2. En concreto los scripts se escribieron en formato 

Rmarkdown que permite combinar código y texto explicativo en un solo documento. 

Esto facilita tanto la explicación del análisis como la interpretación de los resultados, 

haciendo el contenido más visual y comprensible. Además del análisis de datos, permite 

la visualización de gráficas dentro del código lo que facilita la comprensión de este. (24) 

Las principales librerías utilizadas fueron:  

● dplyr: Proporciona funciones para la manipulación eficiente de datos, como 

filtrado, selección, unión y resumen de datos. (25) 

● readxl: Permite leer archivos de Excel (formato .xls y .xlsx) y pasarlos a R. (26) 

● readODS: Utilizado para leer archivos de OpenDocument Spreadsheet (ods).(27) 

● tidyr: Ayuda a organizar los datos en un formato ordenado (tidy), facilitando su 

manipulación y análisis.(28)  
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● biomaRt: paquete que permite acceder a BioMart, base de datos utilizada para 

anotar genes. (29) 

● matrixStats: Permite obtener estadística de datos en filas y columnas de 

matrices, comúnmente utilizado en análisis de datos de expresión. (30) 

● caret: proporciona herramientas para preprocesamiento de datos como datos 

de expresión.(31) 

● limma: Utilizado para el análisis de datos de microarrays y RNA-seq, en concreto 

para obtener genes diferencialmente expresados.(32) 

● ggplot2: Librería para la representación de datos. (33) 

● ggrepel: Mejora la legibilidad de gráficos evitando que las etiquetas se 

superpongan entre sí en los gráficos de ggplot2.(34) 

● readr: Librería utilizada para leer datos de archivos de texto de formatos CSV o 

TSV.(35) 

● pheatmap: Librería utilizada para la creación de mapas de calor.(36) 

● RColorBrewer: Proporciona paletas de colores para usar en gráficos.(37) 

Para el análisis de enriquecimiento funcional se utilizó la herramienta web Genecodis. 

Se trata de una herramienta avanzada de bioinformática diseñada para realizar análisis 

de enriquecimiento funcional tanto singular (SEA) como modular (MEA). Genecodis se 

puede utilizar para el análisis de genes, proteínas, miRNAs, factores de transcripción y 

sitios CpG. En este trabajo, se estudiaron los genes obtenidos a partir del análisis de 

expresión diferencial. Estos genes se cargaron en la plataforma de Genecodis, donde el 

programa los procesó para identificar procesos biológicos y funciones moleculares 

sobrerrepresentadas con esos genes comparándolos con bases de datos de referencia 

como Gene Ontology (GO). (38) 

Los análisis funcionales se emplean para asociar listas de genes con funciones biológicas 

específicas. Para este propósito, se utilizan pruebas estadísticas, como el test exacto de 

Fisher, que permite identificar términos funcionales significativamente enriquecidos 

entre los DEGs obtenidos en expresión diferencial. Este test compara la proporción de 

genes vinculados a un término funcional particular dentro de la lista de DEGs con su 

proporción en el conjunto total de genes. De esta manera, se pueden identificar 
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términos funcionales relevantes que están asociados con procesos biológicos 

específicos. (39) 

Por último, la búsqueda bibliográfica a lo largo de todo el trabajo se llevó a cabo en las 

bases de datos PubMed y Google Scholar. 

3.3. Procesado y análisis de los de los datos 

3.3.1. Exploración de los datos clínicos y de expresión 

En el análisis de datos se realizó una evaluación exhaustiva de varias tablas clínicas, tanto 

a nivel de paciente como de muestra. Las muestras corresponden a sangre periférica, 

recolectadas durante diversas visitas en distintos momentos para cada paciente, lo que 

permitió hacer un seguimiento longitudinal de su evolución clínica. Cada paciente y 

muestra cuenta con un identificador único en las tablas, facilitando la vinculación entre 

los datos de las diferentes visitas. 

Estas tablas incluyen información importante sobre biomarcadores clínicos, datos 

demográficos además de indicadores específicos de la actividad del lupus, como el PGA 

y el SLEDAI, así como los resultados de las biopsias renales. Estos datos resultan 

esenciales para evaluar la condición clínica de los pacientes y su respuesta al 

tratamiento. 

El análisis se centró en las variables de respuesta mPERR y uPCR ya explicadas. Ambas 

variables, en formato sí/no, se utilizan para clasificar a los pacientes como 

respondedores o no respondedores al tratamiento, en función de la mejora renal 

(mejora de la filtración) y la reducción de uPCR tras el uso MMF. 

Durante la limpieza de los datos, se eliminaron columnas sin contenido y datos 

incompletos. Es relativamente normal encontrar este tipo de situaciones al trabajar con 

datos generados durante la práctica clínica rutinaria. Este proceso permitió reducir las 

tablas, manteniendo solo la información más relevante, completa y homogénea para el 

análisis. 

Al finalizar esta etapa, nos quedamos con un total de 106 muestras pertenecientes a 37 

pacientes, distribuidas en varias tablas, que serán utilizadas en los análisis estadísticos 

posteriores. La limpieza de los datos fue esencial para asegurar que el conjunto de datos 
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final nos permitirá evaluar con precisión la respuesta al tratamiento y los factores 

clínicos asociados a la evolución de los pacientes.  

3.3.2. Análisis de variables clínicas 

En el análisis de las variables clínicas, por un lado, se estudiaron las variables a nivel de 

paciente que son variables que no se ven modificadas en las distintas visitas como 

pueden ser los datos demográficos.  

Por otro lado, se llevó a cabo un análisis similar con las variables a nivel de muestras, 

que fueron obtenidas en diversas visitas de seguimiento como los índices de actividad, 

los niveles de eGFR o uPCR.  

Se realizó análisis de asociación tanto para las variables a nivel de paciente como a nivel 

de visita para su respuesta a MMF medida con uPCR como mPERR. 

Análisis de variables categóricas 

Para las variables categóricas, se utilizaron diferentes pruebas estadísticas dependiendo 

del tamaño de las categorías, con el objetivo de medir la asociación entre cada variable 

y la respuesta al fármaco. En los casos en que las categorías eran pequeñas o desiguales, 

se aplicó el test de Fisher (40), que es adecuado para tablas de contingencia con valores 

bajos y cuando las frecuencias esperadas por celda son menores a 5. Cuando las 

frecuencias eran más grandes, se utilizó el test de Chi-cuadrado (41), que es más 

eficiente cuando las frecuencias esperadas por celda son mayores a 5, lo que permite 

evaluar la independencia entre las variables de manera robusta. Ambos se realizaron 

tanto en los datos por paciente como en los datos por muestra, aplicando p-valor de 

0.05. 

Análisis de variables numéricas 

Para las variables numéricas (como las medidas hematológicas, niveles de colesterol o 

la tensión arterial), primero se evaluó la normalidad de los datos mediante el test de 

Shapiro-Wilk (42). Si los datos seguían una distribución normal, se utilizó el t-test(43) 

para comparar las medias entre los grupos de respuesta (mPERR o uPCR). Si los datos no 

seguían una distribución normal, se aplicó el test de Wilcoxon (44), una prueba no 
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paramétrica adecuada para comparar distribuciones entre dos grupos. Todo ello 

utilizando también p-valor de 0.05 

Al final del análisis, se identificaron las variables que mostraron asociaciones 

significativas con la respuesta al tratamiento. 

3.3.3. Procesamiento de los datos de expresión 

Previo al análisis de expresión diferencial se alinearon los identificadores de las muestras 

entre la matriz de expresión y los datos clínicos, asegurando que las 106 muestras 

estuvieran correctamente representadas y sin discrepancias en la nomenclatura. 

Posteriormente, se realizó la anotación de sondas o “probes” a identificadores únicos de 

genes “gene symbol” utilizando la herramienta biomaRt,(45) que permite mapear los 

identificadores de los probes a los symbol de los genes utilizando la información de base 

de datos Ensembl. Como un mismo gen puede estar representado por varios probes en 

el microarray, se consolidaron estos valores de expresión usando la mediana. Este 

método fue seleccionado porque es más resistente a los valores atípicos en los datos, ya 

que, a diferencia de la media, la mediana es menos sensible a valores extremos, lo que 

permite una representación más robusta de la expresión génica (46). Tras este proceso, 

la matriz de expresión original, que contenía 54,715 probes, se redujo a 22,565 genes. 

También se eliminó el ruido en los datos identificando y excluyendo genes con varianza 

cercana a cero mediante el paquete caret. 

3.3.3.1. Expresión diferencial por periodos con covariables  

El análisis de expresión diferencial se llevó a cabo utilizando el paquete limma (47), 

comparando los grupos de pacientes respondedores y no respondedores según las 

variables uPCR y mPERR. Los p-valores se ajustaron mediante el método de Benjamini-

Hochberg (BH) (48)para controlar la tasa de falsos descubrimientos (FDR), considerando 

significativos aquellos genes con p-valor ajustado < 0,05.  

En este análisis se dividieron los datos en distintos periodos temporales y se añadieron 

a la función distintas covariables. Los periodos se definieron en base a los meses desde 

la biopsia renal de los pacientes dividiendo las muestras en tres periodos: 
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- Temprano (hasta 6 meses post biopsia), para evaluar la respuesta temprana al 

tratamiento. 

- Año (entre 6 y 19 meses después de la biopsia), que refleja los cambios en la 

respuesta en torno al año. 

- Seguimiento (más de 19 meses), que captura los efectos a largo plazo del 

tratamiento. 

Se incorporaron covariables clave: dosis de prednisona, dosis de MMF, actividad según 

SLEDAI (act) y sexo. Las covariables se añaden al análisis de expresión diferencial para 

ajustar el modelo y tener en cuenta otros factores clínicos que pueden influir en los 

resultados, además de la respuesta al tratamiento. Esto le indica al modelo que debe 

separar el impacto de estas variables adicionales de la respuesta específica al 

tratamiento, lo que permite identificar con mayor precisión los genes que están 

verdaderamente asociados con la respuesta.(49) 

La actividad se calculó de la siguiente manera: 

act = 1 si SLEDAI < 3. 

act = 2 si SLEDAI está entre 3 y 7. 

act = 3 si SLEDAI > 7. 

En cuanto a la consideración de muestras repetidas de un mismo paciente, se decidió 

optar directamente por un enfoque más restrictivo usando limma a distintos tiempos, 

sin aplicar modelos mixtos. Este enfoque se eligió porque las muestras de un mismo 

paciente no se consideran réplicas biológicas; en cambio, representan distintos tiempos 

y condiciones a lo largo del tratamiento, por lo que se analizaron como datos 

independientes. Además, al dividir el análisis en periodos temporales, se minimiza el 

impacto de las muestras repetidas de un mismo paciente en el mismo periodo. 

La comparación que realiza la función es de Respondedores contra No respondedores, 

por tanto, los genes que se obtienen con un LogFc positivo o sobrexpresados 

corresponden a los genes denominados “Up-regulated” o de mayor expresión en 

respondedores. Por su parte, los genes infraexpresados con valores de LogFc negativos 
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son los “down-regulated”, que son los más diferencialmente expresados en las muestras 

no respondedoras.  

Los resultados del análisis se representaron mediante: Volcano plots, Heatmaps y la 

diferenciación de las muestras mediante PCA. Además, se obtuvieron los genes “up” y 

“down -regulated” 

3.3.4. Enriquecimiento funcional e interpretación de resultados 

Para el análisis de enriquecimiento funcional, se utilizaron las listas de DEGs 

correspondientes a cada periodo. Estas listas fueron introducidas en la herramienta 

GeneCodis para realizar el análisis de enriquecimiento, permitiendo identificar procesos 

biológicos (BP, Biological Processes) asociados con los genes seleccionados. 

Se descargaron las tablas de las funciones más enriquecidas a partir de los resultados 

proporcionados por GeneCodis. Con estos datos, se procedió a representar las funciones 

en formato de diagramas de barras, destacando las funciones más enriquecidas. 

Finalmente, se realizó una interpretación de los resultados, agrupando los procesos 

biológicos más relevantes relacionados con los DEGs obtenidos.  

3.4. Declaración obligatoria de herramientas de IA 

En este trabajo se ha utilizado ChatGPT (50), herramienta desarrollada por OpenAI, 

como apoyo en diversas áreas: en primer lugar, se utilizó como ayuda en la 

programación con sugerencias y mejoras de código con objeto de la obtención de 

resultados relevantes y representación de datos. Se utilizó también como apoyo en la 

búsqueda bibliográfica y para la obtención de resúmenes de fragmentos de artículos 

científicos que se consideraron relevantes para la justificación de los resultados 

obtenidos tras el análisis. Además, se utilizó como apoyo en la redacción y relación de 

ideas originales, no se recurrió a la herramienta para la creación de contenido original. 

Todo el contenido generado se revisó minuciosamente.  
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4. Resultados 

4.1. Análisis de variables clínicas 

Se ha realizado un resumen en formato tabla de los resultados de las variables 

significativas obtenidas tras el análisis de variables por paciente y por muestra, 

incluyendo el test estadístico utilizado y los resultados de p-valor. Los datos muestran 

que algunas variables son significativas únicamente para la respuesta medida con el 

indicador mPERR o con uPCR, mientras que otras variables muestran significancia en la 

respuesta con ambos criterios.   

4.1.1. Análisis de variables por paciente 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Variables significativas del análisis por paciente. En la columna de Sexo (M/F), "M" representa 

al género masculino y "F" al femenino. En la columna de Raza (A, B, O, W), las letras indican los diferentes grupos: A 

(asiáticos), B (afroamericanos), O (otros) y W (caucásicos). Las variables binarias (0/1) indican la ausencia (0) o 

presencia (1) de la variable implicada. Los valores en las columnas de respuesta reflejan el número de pacientes 
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respondedores y no respondedores al tratamiento en cada subgrupo, así como el porcentaje calculado sobre el total 

de cada categoría.  

 

Las variables demográficas reflejan ciertos patrones con respecto a la respuesta al 

tratamiento. En cuanto al sexo, no resultó ser significativo en la variación de la 

respuesta; en este caso los hombres están subrepresentados en la muestra lo que puede 

poner de manifiesto la menor incidencia de la enfermedad en este grupo. Los datos 

sugieren que presentan ligeramente una mejor respuesta al tratamiento en 

comparación con las mujeres, sin embargo, debido a la disparidad en el tamaño de la 

muestra, esta diferencia no puede considerarse concluyente.  

La edad de inicio de la enfermedad, por otro lado, no mostró diferencias significativas 

entre grupos de respuesta, con una media de inicio en torno a los 25 años en ambos 

grupos, lo cual sugiere que esta variable no parece influir en la efectividad del 

tratamiento.  

La raza, sin embargo, mostró diferencias; los afroamericanos presentan una mayor 

prevalencia y severidad del LES, lo que podría influir en su respuesta al tratamiento. Esto 

sugiere que ciertos grupos étnicos, especialmente los afroamericanos, pueden tener 

mayor susceptibilidad al daño renal y podrían presentar una respuesta menos favorable 

al tratamiento inmunosupresor. (1) 

Algunas variables clínicas relacionadas con la enfermedad mostraron diferencias entre 

los grupos de respondedores y no respondedores. La pericarditis está más presente en 

los no respondedores para la respuesta mPERR. Se trata de una complicación común en 

LES que refleja actividad inflamatoria sistémica y puede indicar un cuadro clínico más 

severo (51). Sin embargo, no podemos conocer directamente si existe relación con la 

respuesta al tratamiento. 

Por otro lado, la pleuritis también se observa en mayor medida en los no respondedores 

para ambos criterios (mPERR y uPCR), lo que podría indicar una relación con una 

actividad inflamatoria más severa de la enfermedad, aunque no una influencia directa 

en la respuesta al tratamiento.  

La alopecia y la trombosis venosa fueron significativas para la respuesta uPCR y también 

enriquecidas en el grupo de los no respondedores. La alopecia, incluida en la evaluación 

SLEDAI, y la trombosis venosa, asociada al síndrome antifosfolípido frecuente en lupus 
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que aumenta el riesgo de trombosis renal y empeora la proteinuria y función renal (51), 

podrían reflejar una actividad elevada de la enfermedad, pero a priori no está 

demostrado que influyan en la respuesta a los tratamientos de NL.  

Otro hallazgo significativo para la respuesta mPERR es el síndrome nefrótico, que se 

caracteriza por la presencia de proteinuria elevada (≥ 3000 mg/24 horas), asociada a una 

progresión grave de la NL y que sugiere la necesidad de tratamiento inmunosupresor 

intensivo (52), que, sin embargo, en este caso, presenta enriquecimiento en los 

respondedores.  

Las variables relacionadas con el tratamiento muestran que el uso actual de prednisona, 

citoquinas y ácido acetil salicílico (ASA) está enriquecido en los no respondedores. Esto 

sugiere que los pacientes que no responden requieren dosis continuas de prednisona o 

tratamientos adicionales como citoquinas y ASA, posiblemente debido a una mayor 

actividad inflamatoria, lo cual puede dificultar la mejoría en su función renal e 

hipotéticamente su respuesta al tratamiento. 

 

4.1.2. Análisis de variables por muestra 

Tabla 2. Variables significativas del análisis por muestras. Comparación de los valores medios de 

las variables incluidas en la tabla entre respondedores y no respondedores, con significancia estadística evaluada 
mediante Wilcoxon o t-test. La tabla incluye medidas de actividad y dosis de tratamientos. 

 

En este análisis para muestras, se han seleccionado las variables que resultaron 

significativas. La tabla sigue el mismo formato que en el análisis por paciente, dividiendo 

en variables clínicas y de tratamiento. Los resultados presentan el p-valor para cada 

variable en relación con ambas respuestas, mPERR y uPCR, junto con el tipo de prueba 

estadística aplicada (Wilcoxon o t-test) y la media de cada grupo de respuesta.  
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Las puntuaciones de actividad de la enfermedad, medidas por PGA y SLEDAI, son más 

altas en los no respondedores. La puntuación de PGA resulta significativa para ambas 

respuestas, lo que sugiere que la falta de respuesta al tratamiento contribuye a un 

agravamiento de la enfermedad. Por otro lado, SLEDAI muestra significancia únicamente 

en el contexto de uPCR, y refuerza la conexión entre una alta actividad de la enfermedad 

y una respuesta reducida, evidenciada a través de la proteinuria. 

En cuanto a los niveles de complemento, C3 y C4 resultan significativos para ambas 

respuestas y son más altos en los no respondedores. Esto sugiere una mayor actividad 

inmunitaria en los pacientes que no responden bien al tratamiento. Sin embargo, los 

niveles de anticuerpos anti-dsDNA son significativamente más altos en los 

respondedores para mPERR. 

eGFR es significativa solo para mPERR, reflejando que una mejor función renal en 

términos de filtración se asocia con una respuesta favorable. Este hallazgo tiene sentido 

ya que el cálculo de mPERR incorpora eGFR en su fórmula. 

En cuanto a los tratamientos, las dosis de MMF y prednisona son significativamente más 

altas en los no respondedores para ambas respuestas, lo que podría indicar la necesidad 

de dosis más intensivas en pacientes que peor responden al tratamiento. De forma 

similar, la dosis de ASA es mayor en los no respondedores. 

4.2. Expresión diferencial  

4.2.1. Periodo temprano: hasta 6 meses desde la biopsia.  

En el periodo temprano, se seleccionaron 22 muestras para evaluar la expresión 

diferencial de genes en respuesta a uPCR y mPERR, obteniéndose 2 genes 

diferencialmente expresados para uPCR y 23 genes para mPERR, con solo uno en común 

entre ambas respuestas. Es decir, hay una mayor cantidad de genes asociados 

específicamente a mPERR en este periodo temprano.  
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Figura 1. Heatmap de DEGS para muestras del periodo temprano. Heatmap de DEGs en muestras del 

periodo temprano, normalizado por z-scores por fila. Los colores indican niveles de expresión, con tonos azules para 

mayor expresión y tonos rojos para menor expresión. Las columnas representan las muestras que están etiquetadas 

según su respuesta uPCR y/o mPERR o la no respuesta 

 

El heatmap muestra la expresión de genes específicos en diferentes muestras, 

representadas en el eje horizontal, mientras que los genes están etiquetados en el eje 

vertical. Las muestras se han agrupado de acuerdo con su respuesta clínica en función 

de uPCR, mPERR, o a ambas respuestas, así como a la ausencia de respuesta. Los colores 

reflejan la intensidad de la expresión génica dentro de cada muestra, permitiendo 

observar variaciones de expresión entre grupos de respuesta. 

Los dendrogramas agrupan tanto muestras como genes según la similitud de expresión, 

formando clústeres (grupos de elementos similares); las muestras que responden a una, 

ambas, o ningún criterio de respuesta tienden a agruparse, reflejando perfiles de 

expresión génica similares dentro de cada grupo de respuesta.  

La agrupación muestra que los pacientes clasificados como "Ambos" y "No 

respondedores" se separan claramente en clústeres, y además se observa una similitud 

entre ambas respuestas: mPERR y uPCR. El hecho de que solo haya dos genes 

diferencialmente expresados en uPCR y más en mPERR puede explicarse observando el 
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heatmap: algunos pacientes que responden a uPCR se asemejan a los no respondedores, 

lo que hace que para el criterio de respuesta uPCR se incluyan muestras más 

heterogéneas. En cambio, mPERR genera una comparación entre grupos más 

homogéneos permitiendo detectar un mayor número de DEGs debido a la menor 

variabilidad entre grupos. 

Genes “up” y “down” regulated 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Volcano plots para genes del periodo temprano. Volcano plots que muestran los DEGs en 

respondedores y no respondedores para el periodo temprano según la respuesta a mPERR (arriba) y uPCR (abajo). En 
el eje X se representa el cambio en la expresión génica medido en logFC y en el eje Y el nivel de significancia estadística 
de ese cambio (-log10 del p-valor). En azul se representan los genes con sobreexpresión significativa, mientras que 
en rojo se representan genes con subexpresión significativa. Los puntos en gris corresponden a genes sin cambios 
significativos en su expresión 

En el periodo temprano, el volcano plot para uPCR muestra dos genes diferencialmente 

expresados, ambos up-regulated, indicando que estos genes están sobreexpresados en 

respondedores en comparación con los no respondedores. En contraste, el volcano plot 
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de mPERR presenta una mayor cantidad de genes significativos, con genes tanto up-

regulated como down-regulated. Se etiquetan los genes más significativos; con mayor 

p-valor ajustado.  

Esta diferencia entre ambos volcano plots sugiere que mPERR identifica un grupo de 

genes con patrones de expresión más variados y específicos, ya que detecta tanto genes 

que aumentan como disminuyen su expresión en los respondedores. Esto podría indicar 

de nuevo que mPERR permite una comparación más homogénea de grupos, reduciendo 

la variabilidad dentro de cada grupo y facilitando la detección de un mayor número de 

DEGs. 

 

4.2.2. Periodo Año: entre 6 y 19 meses desde la biopsia.  

Figura 3. Heatmap de DEGS para muestras del periodo año. Heatmap de los 30 genes principales de 

DEGS en el periodo de un año, normalizado por z-scores por fila. Los colores indican niveles de expresión, con tonos 

azules para mayor expresión y tonos rojos para menor expresión. Las columnas representan las muestras que están 

etiquetadas según su respuesta uPCR y/o mPERR o la no respuesta 

 

En el periodo de un año desde la biopsia, se analizaron 20 muestras. Se identificaron 273 

genes diferencialmente expresados para uPCR y 381 para mPERR, los genes comunes 

entre las dos respuestas fueron 167. 
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De estos genes, para la representación gráfica se seleccionaron los 30 genes más 

representativos en función del p-valor debido a limitaciones de visibilidad en el 

heatmap. 

El heatmap muestra la agrupación de las 20 muestras según sus perfiles de expresión 

génica. Las 10 muestras clasificadas como no respondedoras forman un clúster definido, 

aunque una de estas muestras se agrupa junto a los respondedores a ambos criterios, 

lo que sugiere variabilidad o una posible transición en su perfil de respuesta. 

Además, una muestra clasificada como respondedora a uPCR se encuentra cercana a los 

respondedores a ambos criterios, reflejando una similitud en sus patrones de expresión 

y una posible superposición en los mecanismos de respuesta. 

Genes “up” y “down-regulated” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Volcano plots para los genes del periodo año. Volcano plots para los DEGS en el periodo de un 

año, comparando respondedores y no respondedores según mPERR (arriba) y uPCR (abajo En el eje X se representa 
el cambio en la expresión génica medido en logFC y en el eje Y el nivel de significancia estadística de ese cambio (-
log10 del p-valor). En azul se representan los genes con sobreexpresión significativa, mientras que en rojo se 
representan genes con subexpresión significativa. Los puntos en gris corresponden a genes sin cambios significativos 
en su expresión. 
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En los volcano plots del periodo de año desde la biopsia, se observa una mayor cantidad 

de genes diferencialmente expresados en comparación con el periodo temprano. El 

aumento en el número de DEGs implica mayores diferencias entre ambos grupos. Es 

decir, respondedores y no respondedores son más diferentes al año post tratamiento. 

La mayor cantidad de genes significativos para mPERR sugiere una vez más que esta 

respuesta es más sensible y captura un mayor número de variaciones en la expresión 

génica. Esto permite una mejor diferenciación entre grupos clínicos, mostrando una 

respuesta más homogénea y facilitando la identificación de genes clave asociados con 

la respuesta o la falta de respuesta al tratamiento. 

4.2.3. Periodo de seguimiento: a partir de 19 meses desde la biopsia.  

Figura 5. Heatmap de DEGS para muestras del periodo de seguimiento. Heatmap de expresión 

génica en el periodo de seguimiento, normalizado por z-scores por fila. Los colores indican niveles de expresión, con 

tonos azules para mayor expresión y tonos rojos para menor expresión. Las columnas representan las muestras que 

están etiquetadas según su respuesta uPCR y/o mPERR o la no respuesta 

 

En el periodo de seguimiento se seleccionaron 64 muestras. Se identificaron 16 genes 

diferencialmente expresados entre los dos grupos para la respuesta uPCR y 3 para la 

respuesta mPERR. No se encontraron genes comunes a ambas. 
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Para este periodo las muestras de las distintas respuestas se entremezclan más. Este 

patrón refleja que los perfiles de expresión génica no están tan claramente 

segmentados, lo que podría indicar una respuesta más heterogénea o una menor 

diferencia en la expresión génica entre los grupos clínicos en este periodo de 

seguimiento. 

Además, la baja cantidad de DEGs en mPERR sugiere que este criterio de respuesta es 

menos sensible en este periodo. 

Genes “up” y “down-regulated” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Volcano plots para los genes del periodo de seguimiento. Volcano plots que muestran genes 

diferencialmente expresados en el periodo de seguimiento, comparando respondedores y no respondedores según 

mPERR (arriba) y uPCR (abajo). En el eje X se representa el cambio en la expresión génica medido en logFC y en el eje 

Y el nivel de significancia estadística de ese cambio (-log10 del p-valor). En azul se representan los genes con 

sobreexpresión significativa, mientras que en rojo se representan genes con subexpresión significativa. Los puntos en 

gris corresponden a genes sin cambios significativos en su expresión. 

 

En los volcano plots del periodo de seguimiento, se observa una cantidad muy limitada 

de genes diferencialmente expresados para ambos criterios de respuesta. En el gráfico 

 



Máster Universitario en Bioinformática 
Autor: Laura Palenzuela Bermejo  

Tutor: Daniel Toro Domínguez 
Curso: 2023-2024 

 

33 
 

superior de la figura 6, correspondiente a mPERR, sólo se identifican unos pocos genes 

significativamente sobreexpresados en los no respondedores, mientras que no se 

observan genes significativos en los respondedores, lo que indica una menor 

sensibilidad de mPERR en este periodo para detectar diferencias en la expresión génica. 

En el gráfico inferior de la figura 6, correspondiente a uPCR, también se detecta un 

número bajo de genes diferencialmente expresados, con algunos genes 

sobreexpresados en ambos grupos. Esto sugiere que uPCR capta algo más de 

variabilidad, aunque la capacidad de ambos criterios para detectar diferencias claras 

sigue siendo limitada en este periodo. 

La escasa cantidad de genes significativos y la similitud en los perfiles de expresión entre 

respondedores y no respondedores se deben a la heterogeneidad de las muestras en 

este periodo de seguimiento, que abarca desde 20 meses hasta 10 años. Aunque sería 

ideal subdividir más los periodos, el número de muestras disponible afectaría a la 

robustez del análisis. Como resultado, las diferencias en la expresión génica entre los 

grupos clínicos son menos pronunciadas 

4.2.4. Análisis para todas las muestras.  

Figura 7. Heatmap de DEGS para todas las muestras. Heatmap de los 30 genes principales de los DEGS 

en todas las muestras, normalizado por z-scores por fila. Los colores indican niveles de expresión, con tonos azules 

para mayor expresión y tonos rojos para menor expresión. Las columnas representan las muestras que están 

etiquetadas según su respuesta uPCR y/o mPERR o la no respuesta 
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Para este análisis se tomaron todas las muestras disponibles: 106. Se realizó el mismo 

análisis sin incluir covariables e incluyéndose. Sin covariables se obtuvieron: 51 genes 

diferencialmente expresados para mPERR y 64 para uPCR. Incluyendo las covariables 

definidas se obtuvieron más genes diferencialmente expresados: 94 para uPCR y 95 para 

mPERR, lo que sugiere que incluir covariables en el análisis permite detectar con mayor 

precisión DEGs asociados a la respuesta al tratamiento ya que se indica al modelo que 

no tenga en cuenta el efecto en la expresión de dichas variables. La similitud en el 

número encontrado de DEGs para uPCR y mPERR en el análisis general sugiere que 

ambos criterios capturan, de manera comparable, la variabilidad en la expresión génica 

relevante para la respuesta clínica, aunque no se detectan los mismos genes. 

El heatmap muestra los 30 genes más diferencialmente expresados, resaltando cómo 

las muestras tienden a agruparse según los perfiles de expresión asociados a cada grupo 

clínico. En particular, las muestras clasificadas como “Respondedoras a ambas” y “No 

respondedores” presentan patrones de expresión característicos que las agrupan en 

clústeres específicos, aunque persiste cierta intercalación de muestras de distintos 

grupos.  
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Genes “up” y “down-regulated” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Volcano plots para los DEGS de todas las muestras.  Volcano plot para los DEGS de todas las 

muestras, comparando respondedores y no respondedores según mPERR (arriba) y uPCR (abajo En el eje X se 

representa el cambio en la expresión génica medido en logFC y en el eje Y el nivel de significancia estadística de ese 

cambio (-log10 del p-valor). En azul se representan los genes con sobreexpresión significativa, mientras que en rojo 

se representan genes con subexpresión significativa. Los puntos en gris corresponden a genes sin cambios 

significativos en su expresión. 

 

En el análisis que incluye todas las muestras se han obtenido más genes 

diferencialmente expresados que en los períodos temprano y de seguimiento, sin 

embargo, tenemos menos que al año. porque abarca una mayor diversidad de tiempos 

y estados clínicos. Esto permite detectar un número mayor de genes diferencialmente 

expresados, ya que la inclusión de más muestras refleja una gama más amplia de 

variabilidad en la expresión génica asociada a la respuesta clínica. Sin embargo, aunque 

este análisis general ofrece un perfil más completo de la variación genética, no alcanza 

la especificidad observada en el periodo de un año, donde las muestras son más 

homogéneas en términos de tiempo desde la biopsia. Al limitarse a muestras tomadas 

alrededor del año, el análisis se beneficia de una menor variabilidad temporal 
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El volcano plot muestra más cantidad de genes “up-regulated” que “down”.  

 

4.2.5. Análisis de Componentes Principales de muestras (PCA) 

 

Figura 9. PCA de muestras para la respuesta uPCR en los periodos: temprano, año y seguimiento y todas las 

muestras. Resultados del PCA para diferentes períodos en pacientes para la respuesta medida por uPCR, clasificados 

con las dos respuestas: no respuesta en rojo y respuesta en azul. Las gráficas incluyen los períodos: temprano (arriba 

izquierda), año (arriba derecha), seguimiento (abajo izquierda) y el análisis de todas las muestras (abajo derecha). Las 

proporciones de varianza explicada por cada componente principal (PC1 y PC2) se indican en el eje x e y 

respectivamente. 
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Figura 10. PCA de muestras para la respuesta mPERR en los periodos: temprano, año y seguimiento y todas las 

muestras. Resultados del PCA para diferentes períodos de seguimiento en pacientes para la respuesta medida por 

mPERR, clasificados con las dos respuestas: no respuesta en rojo y respuesta en azul. Las gráficas incluyen los 

períodos: temprano (arriba izquierda), año (arriba derecha), seguimiento (abajo izquierda) y el análisis de todas las 

muestras (abajo derecha). Las proporciones de varianza explicada por cada componente principal (PC1 y PC2) se 

indican en el eje x e y respectivamente. 

 

En estos gráficos de PCA, cada punto representa una muestra; en azul las que 

pertenecen a pacientes respondedores y las que pertenecen a no respondedores en 

rojo. La distribución de las muestras en cada periodo refleja la similitud en los patrones 

de expresión génica entre ellas; es decir, las muestras que se agrupan más tienen una 

expresión génica más parecida. 

El porcentaje de variación explicado en cada gráfico indica la proporción de la 

variabilidad en la expresión génica capturada por los genes significativos en relación con 

cada periodo y respuesta (mPERR o uPCR).   
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En el periodo temprano, los gráficos de PCA capturan una variabilidad considerable en 

la expresión génica: 52.43% para mPERR y 72.3% para uPCR, aunque no hay una 

separación clara entre respondedores y no respondedores. Esto indica que en esta fase 

los patrones de expresión génica no son suficientemente distintivos entre los grupos. La 

mayor cantidad de DEGs en mPERR, observada en los heatmaps y volcano plots, sugiere 

una mayor sensibilidad de mPERR, aunque sin una clara diferenciación en el PCA. 

En el periodo de un año desde la biopsia, los componentes principales capturan una 

variabilidad significativa de 55.34% en mPERR y 53.57% en uPCR, y comienza a 

apreciarse una mayor diferenciación entre muestras. La mayor dispersión entre 

muestras indica una separación más definida entre respondedores y no respondedores, 

reforzada por los volcano plots, que muestran una cantidad notable de genes 

diferencialmente expresados. 

Para el periodo de seguimiento, los PCA muestran una alta variabilidad significativa: 

95.56% en mPERR y 84.98% en uPCR, pero la separación entre respondedores y no 

respondedores es tenue de nuevo. Esto indica que los perfiles de expresión génica en 

esta fase de seguimiento son menos específicos, probablemente debido a la 

heterogeneidad de las muestras (intervalo de 20 meses a 10 años desde la biopsia), que 

diluye las diferencias entre los grupos clínicos.  

En los PCA de todas las muestras, los componentes principales capturan el 53.67% de la 

variabilidad en mPERR y el 78.98% en uPCR. La combinación de periodos incrementa el 

número de DEGs y refleja una mayor diversidad de variabilidad genética. Sin embargo, 

esta inclusión de múltiples periodos también introduce variabilidad temporal, lo que 

disminuye la especificidad observada en el análisis del periodo de un año, donde los 

patrones de respuesta eran más definidos. 
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4.2.6. Caracterización de Perfiles moleculares 

Como se recoge en los gráficos previamente comentados es en el periodo de entre 6 y 

19 meses desde la biopsia (periodo año) donde se observan las mayores diferencias en 

la expresión con respecto a la respuesta al tratamiento, por tanto, los genes implicados 

en dicha respuesta podrían ser objeto de estudio como posibles biomarcadores. 

En este periodo y para el análisis realizado incluyendo todas las muestras, el gen CLEC4C 

está sobrerrepresentado en respondedores para ambos criterios de respuestas. Este 

gen se ha descrito en otros estudios también por estar diferencialmente expresado en 

el análisis de respuesta al tratamiento en NL (18). CLEC4C codifica un receptor en las 

células dendríticas plasmocitoides (pDC), que desempeña funciones esenciales en la 

regulación de la producción de interferón tipo I.(54) 

En las enfermedades autoinmunes como el LES, se observa una mayor producción de 

interferón tipo I, lo que conduce a una activación continua de células inmunes y a la 

producción de autoanticuerpos, que generan el daño en tejidos y la inflamación.(55). El 

interferón de tipo I, particularmente IFN-α, es clave en el desarrollo del LES. Es 

producido principalmente por pDCs y actúa activando la vía JAK-STAT, lo que se traduce 

en un aumento en la expresión de genes estimulados por IFN (ISGs) relacionado con una 

exacerbación de la enfermedad. Además, facilita la activación de células B 

autorreactivas, el cambio de clase de anticuerpos, la diferenciación en células 

plasmáticas y la sobreexpresión de BAFF, un factor de supervivencia para células B 

autorreactivas. Todo este proceso contribuye a la desregulación tanto de la inmunidad 

innata como adaptativa, y algunos estudios sugieren que la inhibición de T1IFN y BAFF 

podría ser efectiva para reducir la progresión de la enfermedad(56) 

La expresión diferencial de CLEC4C en respondedores debido a su acción reguladora 

sobre este proceso, puede indicar que este gen podría estar contribuyendo a reducir la 

inflamación y ser indicativo de una mejor respuesta al tratamiento. (54) 

En respondedores también se obtuvieron los genes S100A9 y S100P expresados para 

ambos criterios de respuesta y en el caso de S100P también se obtuvo 

sobrerrepresentado en respondedores en el análisis de todas las muestras. S100A9 es 

una proteína proinflamatoria secretada principalmente por neutrófilos que se ha 
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vinculado con la inflamación activa y daño renal en LES, especialmente en pacientes con 

anti-dsDNA, por lo que sus niveles podrían ser un buen indicador respuesta al 

tratamiento (57). S100P, por otro lado, muestra correlación con la nefritis lúpica 

proliferativa, que está asociada a un pronóstico menos favorable de la enfermedad, lo 

que refuerza su potencial como marcador de actividad renal y su relación con la 

efectividad de la terapia inmunosupresora.(58).  

Los genes IFIT: IFIT1, IFIT3, IFIT5 presentan sobrerregulación también en respondedores 

en el análisis realizado en todas las muestras. Los genes IFIT, inducidos por interferón 

tipo I, regulan la respuesta inmune y son especialmente relevantes en enfermedades 

autoinmunes como LES. IFIT1 se ha descrito como un marcador importante en LES, cuya 

sobreexpresión está relacionada con la actividad de la enfermedad, infiltración de 

células inmunes, daño renal y cutáneo, lo que sugiere que IFIT1 podría ser un 

biomarcador útil para el diagnóstico y monitorización, ayudando a evaluar 

manifestaciones graves, como las renales y cutáneas.(59) 

En no respondedores a MMF observamos una sobre regulación del gen CD180 para 

ambos criterios de respuesta tanto para el periodo de año desde la biopsia como para 

el análisis de todas las muestras. CD180, es una molécula asociada a los receptores tipo 

Toll (TLR) que se expresa principalmente en células inmunes como macrófagos, células 

dendríticas (DCs) y linfocitos B. Su función principal es regular la activación de estas 

células, lo cual es relevante en el contexto de enfermedades autoinmunes como el LES. 

CD180 actúa como regulador de las vías TLR7 y TLR9 (60). Ambos son receptores que 

detectan fragmentos de ácidos nucleicos, ARN en el caso de TLR7 y ADN no metilado en 

el caso de TLR9, y su activación en las pDCs estimula la producción de interferón tipo I, 

que como hemos visto, su sobreproducción en LES desencadena una respuesta 

autoinmune y la producción de autoanticuerpos, lo que lleva a daño inflamatorio en los 

tejidos (61). Se ha demostrado que la activación de CD180 inhibe la señalización de TLR7 

y TLR9 (60) 

En los no respondedores, y de forma consistente en todos los periodos y en el análisis 

de todas las muestras para ambos criterios de respuesta, se observa la sobreexpresión 

de los genes relacionados con tubulinas: TUBB2A, TUBB2B, TUBB3, TUBB4. Estos genes 



Máster Universitario en Bioinformática 
Autor: Laura Palenzuela Bermejo  

Tutor: Daniel Toro Domínguez 
Curso: 2023-2024 

 

41 
 

codifican proteínas homólogas fundamentales para la construcción de microtúbulos, los 

cuales son esenciales en múltiples procesos celulares (62). Sin embargo, no se ha 

encontrado una relación directa entre la expresión de estos genes y la actividad 

autoinmune o la respuesta al tratamiento.  

 

4.3. Enriquecimiento funcional 

En el análisis de los procesos biológicos enriquecidos con los genes obtenidos tras la 

expresión diferencial, se identificaron varios procesos relacionados con la NL, vinculados 

a la respuesta inmune y líneas celulares implicadas. Los gráficos ilustran los principales 

procesos involucrados, diferenciados para las respuestas uPCR y mPERR. 

 

Periodo temprano: 

Figura 11. Procesos biológicos enriquecidos en los DEGs del periodo temprano para uPCR. Gráfico de 

barras que muestra los 50 procesos biológicos más enriquecidos durante el periodo temprano con la respuesta 

medida por uPCR. Se representan los procesos biológicos ordenados de mayor relevancia a menos por su 

significancia, medida con -log10(p-valor ajustado). 

 

Para el periodo temprano y con la respuesta a uPCR, se observa un enriquecimiento 

funcional en procesos relacionados con la actividad de canales de sodio activados por 

voltaje, la regulación negativa de la respuesta al estrés oxidativo y en menor medida la 

cascada MAPK. Los genes FGF13 y MCTP1, ambos up-regulated, están involucrados.  
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Los canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC) se encuentran en linfocitos y 

macrófagos. La entrada de sodio a través de estos canales impulsa la activación del 

intercambiador sodio-calcio. Este aumento en el calcio intracelular es crucial para 

activar factores de transcripción necesarios para la función de los linfocitos T 

permitiendo su proliferación y diferenciación. Los bloqueadores de VGSC han 

demostrado tener efectos inmunomoduladores de los que se pueden beneficiar las 

enfermedades autoinmunes, pero presentan muchos efectos adversos descritos.(63) 

El estrés oxidativo, ocurre cuando hay un desequilibrio entre la producción de especies 

reactivas de oxígeno y la capacidad del cuerpo para neutralizarlas. La disfunción 

mitocondrial en los linfocitos T de pacientes con LES resulta en una producción excesiva 

de especies reactivas, favoreciendo la modificación de antígenos propios y 

desencadenando la autoinmunidad.(64) 

Por otro lado, la cascada de quinasas activadas por mitógenos (MAPK), y 

específicamente la vía del factor regulado por señales extracelulares (ERK), desempeña 

un papel significativo en la fisiopatología del LES. Esta vía de señalización está implicada 

en la activación y proliferación de células T, lo que es crucial para la respuesta 

inmune.(65) 

Figura 12. Procesos biológicos enriquecidos en los DEGs del periodo temprano para mPERR. Gráfico de 

barras que muestra los 50 procesos biológicos más enriquecidos durante el periodo temprano con la respuesta 
medida por mPERR.Se representan los procesos biológicos ordenados de mayor relevancia a menos por su 
significancia, medida con -log10(p-valor ajustado). 
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Las funciones más enriquecidas para la respuesta mPERR son las asociadas con la 

organización de microtúbulos y la estructura del citoesqueleto. Las tubulinas que están 

sobrerrepresentadas en no respondedores desempeñan dichas funciones 

fundamentalmente. No se ha descrito una relación directa con la fisiopatología del LES 

u otras enfermedades autoinmunes similares. (62) 

Se observa también un enriquecimiento, en menor medida, en la señalización negativa 

de receptores Toll . Como se ha explicado anteriormente TLR7 y TLR9, desempeñan un 

papel crucial en la detección de fragmentos de ácidos nucleicos, lo que desencadena la 

producción de citocinas inflamatorias, incluidas las que promueven la producción de 

interferón tipo I que pueden contribuir a la inflamación crónica en NL (61). El gen SIGIRR 

(down-regulated) está vinculados a este proceso.  

En esta etapa también se encuentra enriquecidos los procesos de regulación negativa 

del estrés oxidativo, en la que también se involucra el gen sobrerrepresentado en 

respondedores: MTC1. 

Otras funciones enriquecidas relacionadas con la respuesta inmune: la vía de 

señalización del receptor de linfocitos T o la regulación negativa del proceso apoptótico 

de los linfocitos B en las que están involucradas los genes: BCL10 y BTNL3, 

sobrerrepresentados en respondedores.  
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Periodo año: 

Figura 13. Procesos biológicos enriquecidos en los DEGs del periodo año para uPCR. Gráfico de barras que 

muestra los 30 procesos biológicos más enriquecidos durante el periodo de año desde la biopsia con la respuesta 

medida por uPCR. Se representan los procesos biológicos ordenados de mayor relevancia a menos por su significancia, 

medida con -log10(p-valor ajustado). 

 

En el análisis de la respuesta uPCR, se observa un enriquecimiento en la respuesta 

inmune adaptativa y la respuesta inmune mediada por inmunoglobulinas. En la 

producción de inmunoglobulinas están implicados genes de la familia de las 

inmunoglobulinas: IGK, IGL y en la respuesta inmune adaptativa: CLEC4C, genes HLA, 

IGK, IGL fundamentalmente, la mayor parte de ellos sobrerrepresentados en no 

respondedores, aunque parece que esta vía está activada en ambos casos. 

La respuesta inmune adaptativa es fundamental para la patogénesis del LES. En esta 

enfermedad dicha respuesta está desregulada, las células T desempeñan un papel 

importante en este proceso. Además de mostrar una secreción anormal de citoquinas 

también puede conducir a una activación desregulada de linfocitos B y células 

dendríticas (Dcs). Los linfocitos B producen autoanticuerpos, presentan autoantígenos 

y activan células T autorreactivas. Estas interacciones entre linfocitos B y T fomentan la 

autoinmunidad, llevando a la producción excesiva de autoanticuerpos. Las anomalías en 

esta respuesta han impulsado el desarrollo de nuevos agentes biológicos para el 

tratamiento del LES.(66) 
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La producción de inmunoglobulinas es otra función clave enriquecida en este análisis, 

con la participación de genes de la familia de las inmunoglobulinas: IGK, IGL. Los 

linfocitos B desempeñan un papel crucial no solo en la producción de autoanticuerpos 

(inmunoglobulinas), como los dirigidos contra ADN propio, sino también como células 

presentadoras de antígenos que colaboran con linfocitos T en la generación de la 

respuesta autoinmune. Por esta razón, la supresión de la función de los linfocitos B ha 

sido considerada una estrategia terapéutica potencial en el tratamiento del LES. (67) 

El procesamiento y presentación de antígenos por MHC de clase II aparece como una 

función enriquecida en la que intervienen los genes de la familia HLA (HLA-DRB3, HLA-

DPA1, HLA-DRB5, HLA-DQB2). El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es un 

conjunto de proteínas en la superficie de las células que presentan fragmentos de 

antígenos a los linfocitos T CD4+ y que, por tanto, participan en su activación. Este 

proceso se realiza a través de las células presentadoras de antígenos (APCs) que en las 

enfermedades autoinmunes como el LES están alteradas: procesan péptidos de origen 

propio (autólogos) lo que supone un aumento en la presentación de fragmentos de 

proteínas del propio organismo a los linfocitos T. Esto se traduce en una respuesta 

inmune inapropiada y la producción de autoanticuerpos, contribuyendo así a la 

patogenia del LES.(68) 
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Figura 14. Procesos biológicos enriquecidos en los DEGs del periodo año para mPERR. Gráfico de barras 

que muestra los 30 procesos biológicos más enriquecidos durante el periodo de año desde la biopsia con la respuesta 

medida por mPERR. Se representan los procesos biológicos ordenados de mayor relevancia a menos por su 

significancia, medida con -log10(p-valor ajustado). 

 

En el análisis para mPERR de nuevo el proceso más enriquecido fue la respuesta inmune 

adaptativa, en la que están implicados numerosos genes: genes de la familia, 

inmunoglobulinas: (IGK-), (IGV-), TNFRSF17 o CLEC4C en su mayoría genes 

sobrerrepresentados en no respondedores, pero también en respondedores, al igual 

que en la respuesta medida por uPCR.  

Otro de los procesos más enriquecidos como en la respuesta uPCR es la presentación de 

antígenos, en el cual están involucrados de nuevo genes de la familia HLA, que también 

están sobreexpresados en no respondedores y la producción de inmunoglobulinas 

(IGKC, IGKV y IGLV). Esta sobreexpresión en ambos procesos sugiere una sobre 

activación de la respuesta inmune sobre todo para el grupo de no respondedores. 

 

La vía del interferón II es otro de los procesos enriquecidos para esta respuesta con la 

participación de genes tanto sobre regulados en respondedores como en no 

respondedores. El interferón tipo II o IFN-γ promueve la activación de linfocitos B 

autorreactivos y por tanto la producción de autoanticuerpos. (69)  
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Periodo de seguimiento: 

Figura 15. Procesos biológicos enriquecidos en los DEGs de periodo de seguimiento para uPCR. Gráfico 

de barras que muestra los procesos biológicos enriquecidos durante el periodo de seguimiento con la respuesta 

medida por uPCR. Se representan los procesos biológicos ordenados de mayor relevancia a menos por su significancia, 

medida con -log10(p-valor ajustado). 

 

En el periodo de seguimiento, se observa un notable enriquecimiento funcional en la 

activación de GTPasa asociada con la familia de genes TBC1D3, sobre regulados en 

respondedores. Las GTPasas, especialmente RhoA, son cruciales en la patogenia del 

LES ya que regulan funciones como la adhesión celular y la migración. La activación 

excesiva de la vía RhoA/ROCK se relaciona con una disfunción en las células T y una 

respuesta inmune desregulada. Además, RhoA está vinculado a la señalización del 

interferón tipo I. (70) 

Otra función enriquecida es la regulación positiva de la cascada de señalización de 

ERK1 y ERK2 parte de la ya mencionada cascada MAPK, que está relacionada con el gen 

ACTA2, sobre regulado en respondedores. Este gen también está implicado en otros 

procesos enriquecidos como la contracción muscular y la regulación de la presión 

arterial que a priori no tienen una relación directa con la autoinmunidad o la respuesta 

al tratamiento.  Adicionalmente, la respuesta inmune adaptativa se destaca como una 

función enriquecida también en este periodo, relacionada principalmente con el gen 

RAP1GAP2, sobre expresado en no respondedores.   
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Figura 16. Procesos biológicos enriquecidos en los DEGs de periodo de seguimiento para mPERR. Gráfico 

de barras que muestra los procesos biológicos enriquecidos durante el periodo de seguimiento con la respuesta 

medida por mPERR Se representan los procesos biológicos ordenados de mayor relevancia a menos por su 

significancia, medida con -log10(p-valor ajustado). 

 

En el análisis para mPERR observamos entre los procesos más enriquecidos algunos que 

aparentemente no tendrían relación con la NL: como la regulación de la entrada de virus 

a células del hospedador.  

En esta etapa apenas había DEGs y todos corresponden al grupo de no respondedores. 

Entre las funciones enriquecidas que podrían tener relación con la enfermedad 

tenemos: la regulación de la autofagia, la localización de proteínas, regulación positiva 

de la actividad del factor de transcripción NF-kappaB o la respuesta inmune innata, 

todas ellas representadas por los genes RFPL2 y 3. 

El factor de transcripción nuclear kappa B (NF-κB) es fundamental en la regulación de la 

respuesta inmune y la inflamación, ya que activa genes determinantes en la 

supervivencia y proliferación celular. En el LES se ha observado que la activación 

anormal de NF-κB contribuye a la disfunción de las células T y B, así como a la producción 

de autoanticuerpos. (71) 
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5. Discusión 

Este estudio ha puesto de manifiesto la heterogeneidad clínica y molecular de la 

enfermedad del LES, en concreto de su complicación en NL y, por tanto, en la respuesta 

al tratamiento estándar evaluado: MMF. Mediante el análisis de perfiles de expresión 

génica diferencial y vías biológicas específicas en 106 muestras de 37 pacientes, 

definidas en periodos temporales por el tiempo desde la biopsia, se identificaron 

distintos patrones en la respuesta al tratamiento evaluados con los criterios de 

respuesta definidos: mPERR y uPCR. 

El análisis de variables clínicas y demográficas mostró asociaciones significativas entre 

la fisiopatología de la NL y la respuesta al MMF. En cuanto a las variables demográficas, 

se confirmó que los pacientes afroamericanos, además de tener una mayor incidencia y 

severidad de la enfermedad, responden menos al tratamiento con MMF. La edad de 

inicio de la enfermedad fue similar en respondedores y no respondedores (alrededor de 

25 años), y aunque el LES afecta principalmente a mujeres, no se observaron diferencias 

relevantes de respuesta por sexo, limitadas por la baja representación masculina en la 

muestra. 

En términos clínicos, los índices de actividad de la enfermedad (PGA y SLEDAI) fueron 

más altos en los no respondedores, indicando una mayor actividad de la enfermedad en 

ausencia de respuesta. Los no respondedores también presentaron niveles elevados de 

complemento (C3 y C4), sugiriendo mayor activación inmunológica, sin embargo, los 

niveles de anticuerpos anti-dsDNA fueron mayores en los respondedores. Además, los 

pacientes no respondedores requirieron dosis más altas de MMF y prednisona, 

reflejando la necesidad de un tratamiento intensivo en casos de menor respuesta. 

En cuanto al análisis de DEGs, el periodo de un año post-biopsia resultó ser el más 

informativo, con 273 DEGs asociados a uPCR y 381 a mPERR. Este alto número de DEGs 

en el periodo de un año indica que las diferencias moleculares entre respondedores y 

no respondedores se vuelven más evidentes después de un tiempo suficiente de 

tratamiento. En comparación, el periodo temprano mostró menos DEGs, 

probablemente debido a que el rango de tiempo es mayor lo que hace que las muestras 

sean más heterogéneas. Acotar más el periodo sin embargo no era una opción viable 
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debido al bajo número de muestras: 22. En el periodo de seguimiento, la cantidad de 

DEGs también fue reducida, lo cual podría explicarse de nuevo por la heterogeneidad 

temporal de las muestras (que abarcan desde 19 meses hasta 10 años post-biopsia), 

dificultando una clara segmentación de los pacientes en función de la respuesta y 

haciendo evidente que no hay una marca clara detrás de la no respuesta o respuesta al 

tratamiento a lo largo de los años. Al comparar los periodos, mPERR resultó ser el criterio 

que captura una mayor variabilidad en la expresión génica. 

La caracterización de perfiles moleculares tras el análisis de DEGs permitió identificar 

genes específicos relacionados con la fisiopatología del LES que mostraron diferencias 

significativas en la respuesta al tratamiento. En los respondedores, destacan CLEC4C, 

S100A9, S100P y genes de la familia IFIT (IFIT1, IFIT3, IFIT5). La sobreexpresión de 

CLEC4C, se relaciona con la regulación en la producción de interferón tipo I, por lo que 

podría tener un papel clave en la actividad de la enfermedad. El interferón I (IFN-α) es 

una de las rutas más importantes que explican el mecanismo de la autoinmunidad 

producida en el LES (56). Se ha demostrado que los pacientes que presentan firmas 

elevadas de interferón tipo I en estado basal se asocian frecuentemente con una mayor 

actividad evidenciada por puntuaciones altas en SLEDAI y manifestaciones clínicas más 

severas como la NL y, además, se ha demostrado que es útil como marcador de NL de 

clase III/IV, superando a otros marcadores tradicionales como el complemento y los 

anticuerpos anti-dsDNA.(72) 

El gen IFIT1, inducido por interferón tipo I también desempeña un papel importante en 

la NL especialmente en los casos de clases III y IV donde la expresión de este gen parece 

estar significativamente aumentada en el glomérulo. Este gen junto a genes 

proapoptóticos y quimiocinas, promueve el daño en los podocitos, favoreciendo 

apoptosis e inflamación en el tejido renal.(73). Tanto CLEC4 como IFIT1 podrían ser 

biomarcadores prometedores y posibles objetivos de nuevos tratamientos. 

En los no respondedores, se observó una sobreexpresión significativa de CD180, un gen 

que regula las vías TLR7 y TLR9, cuya activación estimula la producción de interferón tipo 

I. La sobreexpresión de CD180 no parece relacionarse con su resistencia al tratamiento 

ya que su acción reguladora sobre TLR7 y TLR9 inhibe por tanto la producción de 
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interferón lo que debería disminuir la actividad autoinmune. Modificar la señalización 

de TLR7 y TLR9 mediante CD180 podría ser una estrategia prometedora para controlar 

la hiperactivación inmunitaria en pacientes con mayor actividad de la enfermedad o 

resistentes al tratamiento. Además, en los no respondedores, los genes relacionados 

con tubulinas como TUBB2A, TUBB2B, TUBB3, o TUBB4 también mostraron 

sobreexpresión constante en todos los periodos. Las tubulinas son clave para la 

estructura de los microtúbulos y la funcionalidad de los linfocitos T, esenciales en su 

activación y capacidad citotóxica. Aunque los estudios sobre tubulinas se han centrado 

en cáncer, podrían ser una diana terapéutica prometedora en enfermedades 

autoinmunes como el LES.(74) 

Como líneas futuras de este trabajo, los marcadores moleculares identificados en el 

análisis de DEGs podrían investigarse en cohortes adicionales para confirmar su relación 

con la respuesta al tratamiento y su impacto en la progresión de la enfermedad. Validar 

estos genes como biomarcadores ayudaría a mejorar el seguimiento de la enfermedad 

y permitiría evaluar su viabilidad como posibles dianas terapéuticas.  

Marcadores relacionados con el interferón I, ya han demostrado efectividad como 

dianas terapéuticas en LES. Un ejemplo es el fármaco anifrolumab, que es un anticuerpo 

monoclonal que inhibe la subunidad 1 del receptor de interferón tipo I. Recientemente 

ha sido aprobado para tratar el LES de moderado a grave. Este fármaco ha demostrado 

eficacia en el control de manifestaciones cutáneas en dos ensayos clínicos y ha mostrado 

buenos resultados en múltiples casos de lupus eritematoso cutáneo (LEC).(75) 

En cuanto al análisis de enriquecimiento funcional, en el periodo temprano, las vías 

enriquecidas en respondedores están relacionadas con el estrés oxidativo, la actividad 

de canales de sodio activados por voltaje y la cascada MAPK (ERK), ambos relacionados 

con la activación y proliferación de linfocitos. La inhibición de la cascada de MAPK a 

través de moléculas como MAP4K y DUSP es una estrategia terapéutica novedosa en el 

tratamiento del LES y en la posible identificación de nuevos biomarcadores (76). Por otro 

lado, en los no respondedores, destaca la organización de microtúbulos y la señalización 

de receptores Toll (TLR7 y TLR9), relacionados con la activación en la producción de 

interferón tipo I y mecanismos inflamatorios, de nuevo esta mayor actividad de las vías 
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que desencadenan la mayor actividad autoinmune tiene sentido en pacientes que no 

están respondiendo al tratamiento. Actualmente hay numerosos estudios que 

posicionan a los TLR como objetivo terapéutico en el LES: uso de antagonistas, 

inhibidores de proteínas clave de la señalización de TLR, anticuerpos y oligonucleótidos 

para bloquear esta vía o bien su regulación mediante microRNAs que emerge como una 

vía prometedora que podría ralentizar la progresión de la enfermedad.(77) 

En el periodo de un año, el análisis muestra que tanto en respondedores como en no 

respondedores está enriquecida la respuesta inmune adaptativa y la producción de 

inmunoglobulinas, vinculadas ambas a la actividad de linfocitos B y T. La mayor parte de 

los genes implicados en dichas respuestas pertenecen a las familias HLA a IG-K, IG-L. La 

mayoría sobre expresados en no respondedores.  

Además, en este grupo también se observa una mayor activación en la presentación de 

antígenos (MHC de clase II) en la que, de nuevo, están implicados genes HLA. La 

sobreexpresión de genes HLA y de inmunoglobulinas sobre todo en no respondedores y 

la activación de estas vías sugiere que los no respondedores presentan una mayor 

activación del sistema inmune, lo cual podría explicar que el tratamiento MMF no está 

surtiendo el efecto esperado. 

La vía del interferón II durante este periodo también destaca por estar enriquecida y 

está relacionada con genes sobrerrepresentados tanto en respondedores como en no 

respondedores por lo que no hay una asociación clara en la activación de esta vía con la 

respuesta al tratamiento estudiado. El IFN-γ tiene un papel relevante en la 

autoinmunidad porque activa linfocitos B autorreactivos. Se ha estudiado que la 

interacción de IFN-γ con TLR7 resulta en la activación de factores de transcripción que 

impulsan la proliferación y diferenciación de linfocitos B, por lo que el bloqueo de ambas 

podría ser una diana terapéutica interesante. (69) 

En el periodo de seguimiento, en los respondedores, se observa un enriquecimiento 

funcional en la activación de GTPasas, en este caso la disfunción de RhoA contribuye a 

una respuesta inmune desregulada y una disfunción en células T y la activación del 

interferón I. Inhibir esta vía ha demostrado reducir los anticuerpos anti-dsDNA y mejorar 

la función de las células T, lo que sugiere que RhoA podría ser un objetivo terapéutico 
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interesante (70). En no respondedores destaca la activación del factor NF-κB. Su 

activación anormal supone una mayor expresión de citoquinas proinflamatorias y 

moduladores inmunes que contribuyen a la patogénesis de la enfermedad: activación 

de células T y B autorreactivas, y formación de CIs además, se ha descrito la interacción 

entre NF-κB también en la exacerbación de la autoinmunidad. 

6. Conclusiones 

- La NL muestra una alta heterogeneidad clínica y molecular y su evolución es 

compleja; alterna fases de brotes o recaídas y remisiones. Estas diferentes fases 

suponen una distinta activación del sistema inmune lo que dificulta la agrupación 

de muestras y por tanto la identificación de biomarcadores y la predicción de 

respuesta a los tratamientos actuales. Por ello es interesante evaluar a la 

población subdividida por periodos en cuanto a la caracterización de DEGs. 

- El periodo que abarca el año desde la biopsia supone el periodo de mayor 

diferenciación a nivel molecular entre pacientes. Evaluar la respuesta en este 

periodo podría proporcionar información relevante de si el tratamiento está 

surgiendo el efecto deseado e hipotéticamente un cambio de estrategia 

terapéutica si esto no es así. Esto se alinea con la práctica clínica habitual que 

realiza este seguimiento desde los 6 meses al año desde el establecimiento de 

un tratamiento y con esta información, se decide si cambiar el mismo en caso de 

una respuesta no favorable.  

-  En cuanto a las limitaciones, en este trabajo se cuenta con un número de 

muestras reducido; sería interesante poder estratificar más a los pacientes 

porque los periodos temprano y de seguimiento no han mostrado tantas 

diferencias génicas debido a su heterogeneidad temporal. 

- Los DEGs relacionados con el interferón tipo I y los receptores TLR, como CLEC4C, 

IFIT1 y CD180, muestran un alto potencial como dianas terapéuticas debido a su 

influencia en la respuesta inmune y su capacidad para modular la actividad 

autoinmune en NL. Las vías de señalización de TLR, junto con la respuesta 

inmune adaptativa y la regulación del interferón tipo I, representan mecanismos 
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clave en la patogénesis de la NL y constituyen prometedoras dianas para el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 

- El enriquecimiento de la respuesta inmune adaptativa y la producción de 

inmunoglobulinas en mayor medida en los no respondedores, junto con la 

sobreexpresión de genes HLA y la mayor actividad en la presentación de 

antígenos, sugiere una correlación entre la respuesta no favorable al tratamiento 

con MMF y una mayor actividad del sistema inmune. 

7. Anexos 

Los scripts que incluyen el código para del exploratorio y limpieza de datos, el análisis 

de variables, la expresión diferencial y el análisis de enriquecimiento funcional están 

incluidos en el siguiente enlace: 

TFM_22370217_LauraPalenzuelaBermejo 
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