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1. Resumen






Ante las limitaciones del seguimiento clinico convencional respecto a su capacidad
para detectar actividad grave y/o brote del Lupus Eritematoso Sistémico (LES), la
cuantificacion de los niveles de citoquinas en orina se muestra como una exploracion
prometedora. En el presente trabajo, mediante tecnologia Luminex, medimos 27 citoquinas,
quimiocinas y factores de crecimiento en la orina de 48 pacientes, previamente diagnosticados
de LES. Observamos que los niveles urinarios de MCP-1 (CCL2) fueron mas elevados en los
enfermos con actividad severa medida por la escala "Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index 2000" (SLEDAI-2 K) respecto a los que presentaban actividad moderada de la
enfermedad, o a los que no presentaron actividad. Los niveles de MCP-1 urinarios fueron
mayores en los enfermos que presentaban una proteinuria por encima o igual a 0.5 gr/24
horas. Encontramos que los niveles urinarios de MCP-1 guardan relacion directa con la
actividad medida por SLEDAI-2K e inversa con los niveles séricos de complemento C3 y C4,
y con los linfocitos en sangre periférica. El analisis del area bajo la curva ROC (AUROC por
sus siglas en inglés) demostr6 que los niveles en orina de MCP-1 poseen capacidad
diagndstica, con alta sensibilidad y especificidad, de actividad grave tanto en pacientes con
proteinuria como sin proteinuria. Nuestros hallazgos pueden permitir el uso de MCP-1 como

biomarcador de actividad lupica.
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2. Introduccidn






El Lupus Eritematoso Sistémico es una enfermedad autoinmune cronica, de etiologia
desconocida, con un componente inflamatorio muy importante. Cursa con periodos de
remision y exacerbacién y se caracteriza por causar dafio tisular mediado por mecanismos
inmunoldgicos en diferentes drganos, aparatos y sistemas, siendo la nefropatia lupica (NL)
una de las mayores complicaciones de la misma. Esta manifestacion aumenta tanto la
morbilidad como la mortalidad de la enfermedad. La expresion clinica de esta enfermedad es
muy variable, como resultado del compromiso sistémico y de que implica una serie de

factores relacionados entre si: genéticos, inmunoldgicos y ambientales.

Para la caracterizacion de esta enfermedad se utilizan los criterios diagndsticos del
Colegio Americano de Reumatologia (ACR por sus siglas en inglés) de 1971, revisados en

1997.

2.1 Generalidades 113

Presenta una distribucién mundial y afecta a todas las razas, aunque con mayor
predileccion y gravedad a la raza negra. Existe un predominio en el sexo femenino,
especialmente en edad reproductiva, con un riesgo 9 veces mas elevado respecto a los
varones. Sin embargo, la enfermedad puede aparecer en cualquier edad, esta razén disminuye
en las mujeres menores de 14 afios y mayores de 64 afios, en las que s6lo es cuatro veces

mayor respecto al sexo opuesto.

El LES es una enfermedad poligénica, caracterizada por la activacion policlonal de
células B en etapas precoces de la enfermedad y disminucion de las celulas T citotoxicas y las

células T supresoras. Existe un aumento de las células T helper-2 y defectos en la apoptosis
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de células B. Esto conduce a una vida mas prolongada de los linfocitos B, con aumento de las
sefiales intracelulares calcio-dependientes y la fosforilacion de proteinas citosolicas, con

hipofuncién del factor nuclear kB (NFkB) y el aumento de la produccidn de citocinas Th2.

Se produce, por tanto, una exagerada respuesta inflamatoria multisistémica,
caracterizada por la produccion de auto-anticuerpos, especialmente IgG, teniendo como
blancos habitualmente antigenos nucleares. Esta respuesta desproporcionada conlleva a la
formacion de inmunocomplejos, que son capaces de depositarse a nivel tisular cuando se

sobrepasa el dintel de su depuracion.

La influencia de la genética en el LES se ha reconocido en multiples estudios.
Inicialmente por la variabilidad del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) y
actualmente a través de los polimorfismos de otros genes relacionados con la inmunidad,

como por ejemplo los genes de ciertas citoquinas.

A grandes rasgos, la fisiopatologia del lupus puede resumirse en tres aspectos basicos:

1.- Existe un disbalance Th1/Th2, a favor de la respuesta Th2, aungque con predominio

de la respuesta Thl en los inicios.

2.- Se produce una activacion persistente de células B, relacionada con el factor
activador de células B (BAFF), es regulado positivamente por IFN-y, que conduce a
una hipergammaglobulinemia policlonal y explica en parte la produccion de auto-
anticuerpos. Debe mencionarse la interaccion de CD40 con su respectivo ligando en

las celulas B, que induce la proliferacion y formacion de centros germinales, y dentro
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de éstos, la maduracion de la afinidad de las inmunoglobulinas, cambio del isotipo,
mutacién somatica y expansion clonal de células B especificas. El papel potencial de
la unién CD40/CD40L en la patogenia del lupus se sustenta en modelos con animales,
a los que la administracion de un anticuerpo anti-CD40L, retrasa la enfermedad y

disminuye la progresion de la nefritis lUpica.

3.- Existen defectos en la tolerancia de auto-antigenos, puestos de manifiesto por un
aumento en la expresion de CMH de clase I, con participacién de IL-18 que induce
aumento de la expresion de IFN-y. Este a su vez actda sinérgicamente con IL-1, lo
cual favorece un aumento de la respuesta Thl, en relacion directa con la actividad de

la enfermedad.

Adicionalmente, se han descrito citoquinas asociadas con ciertas manifestaciones de la
enfermedad. Como la asociacion de TNF-a e IFN-y con la nefritis lipica o del polimorfismo
de un solo nucleétido para IL-6 174G/C con el lupus discoide cutaneo. Se ha observado, en
varios estudios, que citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento juegan un rol importante
en la patogénesis del LES. Esto ha llevado a postular una gran diversidad de hipétesis para
explicar la dis-regulacion de citoquinas en el lupus, adquiriendo especial énfasis el disbalance
Th1/Th2, considerando a estas moléculas mediadores pro- y anti-inflamatorios que, con toda
probabilidad, se encuentran involucrados con determinadas presentaciones y estadios de la
enfermedad. Es posible que el estudio del patron de produccion de citoquinas pueda ser
relevante para la toma de decisiones respecto a las opciones terapeuticas y sus

modificaciones, asi como para conocer el prondstico de la enfermedad.
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Por ejemplo, en nimerosos estudios se han investigado los niveles séricos del receptor
de interleuquina-2 (IL2R) como marcador de actividad. Muchos de estos estudios revelan
niveles elevados de dicho receptor en los pacientes con enfermedad activa. Ademas, se ha
mostrado el incremento de IL2R durante los brotes y su posterior descenso tras el tratamiento
y la mejoria clinica. Estos resultados sugieren que IL2R puede ser considerado como un
prometedor biomarcador sanguineo de actividad del LES, especialmente en aquellos pacientes

con afectacién renal.

Otros estudios han detectado niveles séricos de IL-6 elevados en los brotes de serositis
lUpica. Los niveles de esta citoquina en plasma, se relacionan con la actividad de la
enfermedad y los niveles elevados en orina con la actividad renal en presencia de sedimento

patoldgico.

Ultimamente se ha puesto en evidencia, tanto en modelos animales como en humanos,
la participacion de diversas citoquinas, muy en particular de quimiocinas en la
glomerulonefritis lUpica. Se ha estudiado que las concentraciones urinarias de algunas de
estas quimiocinas se encuentran aumentadas en los pacientes con LES e incluso descienden
con la remisién de la misma, tras la instauracion y respuesta al tratamiento. De manera no
invasiva seria posible, por tanto, detectar actividad de la enfermedad renal IUpica mediante el
estudio de los niveles de estas citoquinas. Siendo de gran utilidad conocer la clase de nefritis

lupica y su gravedad.

38



2.2 Epidemiologia 21

El LES afecta esencialmente a las mujeres (sex-ratio 9/1) en periodo de actividad
sexual, debutando habitualmente en la tercera década de la vida. Su prevalencia es
aproximadamente del orden de 50/100.000 habitantes, pero es muy variable en funcion de las
etnias; por orden de frecuencia decreciente: negros, amarillos, blancos (riesgo relativo de 5, 3
y 1 respectivamente). Su incidencia anual estd comprendida entre 1 a 10 por 100.000
habitantes. En Europa la mayor incidencia y prevalencia se observa en Suecia, Islandia y

Espafa.

Entre los factores desencadenantes que mejor se han descrito estan la luz ultravioleta y

las infecciones virales.

El estudio Nurses” Health mostr6 que en las mujeres con menarquia precoz el
tratamiento con estrégenos (terapia hormonal sustitutiva) y el empleo de anticonceptivos
orales se asocian a un incremento significativo del riesgo de LES. Factores relacionados con
el cromosoma X (IRAK1, MECP2, TLR7) pueden traducirse en una importante
predisposicion a padecer lupus, de la misma manera que el sindrome de Klinefelter (XXY) se

asocia a mayor riesgo de padecer la enfermedad.

Por otra parte, se han descrito factores que se asocian con un peor curso clinico de la
enfermedad. Es conocida la mala evolucion del LES y la mayor prevalencia de nefritis lUpica
en mujeres de raza negra o hispanas, que ademas responden mal al tratamiento con
ciclofosfamida. También, el bajo nivel cultural y socio-econémico contribuyen a un limitado

acceso a los servicios sanitarios, lo que se ha asociado a una mala evolucion de la
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enfermedad. El LES cuando afecta al sexo masculino, presenta manifestaciones de mayor
gravedad, siendo més frecuente la implicacion renal, serositis y la presencia de vasculitis. Los
lupus infantiles suelen ser mas severos que los adultos, contrariamente al que padecen los

ancianos, en quienes las manifestaciones cutaneas son la regla.

Las caracteristicas de esta enfemedad: sistémica, curso en brotes, cronica, con factores
externos e internos desencadenantes y que afecta en gran parte a personas en edad laboral,
hace que la misma implique un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes,
repercutiendo a nivel social en unos altos costes sanitarios y una pérdida de productividad. El

paciente lUpico incurre, por tanto, en una gran carga para la sociedad.

2.3 Etiopatogenia: los grandes mecanismos de la auto-

inmunidad

Hablamos de auto-inmunidad cuando existen linfocitos B (anticuerpos) y/o linfocitos
T (células citotoxicas) dirigidas contra componentes propios. Sin embargo, la auto-
inmunidad, en ella misma, es un proceso perfectamente fisiolégico cuya significacion se
desconoce. Esta constatacion sobrepasa el concepto establecido de auto-anticuerpos naturales,
puesto que se admite que existen linfocitos T y B que reconocen auto-antigenos pero que son
regulados por numerosos sistemas de control [3]. La situacion no es patoldgica, salvo cuando
estas células escapan a todo control y es en este contexto en el que se desarrollan las

enfermedades auto-inmunes.
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Tradicionalmente, se clasifican en afecciones especificas de 6rgano (miastenia, anemia
perniciosa, tiroiditis de Hashimoto, etc) y en afecciones no especificas de érgano (LES,
sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, etc). Esta distincion es fundamental y se cree,
probablemente de forma errénea, que el 6rgano afectado interviene como el detonante para el
primer grupo de desdrdenes. Por otra parte, se considera al sistema inmune la causa
indiscutible del segundo grupo [4]. En el ambito de la Inmunologia todo es posible, desde las
situaciones intermedias, los cuadros incompletos, pasando por las combinaciones de varios
mecanismos, al igual que pueden existir en la clinica s6lo algunos sintomas o hasta

sindromes.

En todo caso se deben cumplir tres condiciones para el desarrollo de una enfermedad
auto-inmune. Deben combinarse una o varias de entre las posibles causas (etiologia), cuyos
efectos deben prolongarse en el tiempo (fisiopatologia), ocasionando dafio (patogenia). Dado
que los factores causales resultan muy numerosos, darles jerarquia quizas no tenga ningln
sentido, aunque debemos distinguir entre factores innatos e influencias adquiridas.
Fisiopatol6gicamente, ocurre una ruptura de la tolerancia inmunolégica, lo que nos invita a
estudiar y entender los mecanismos activados y las razones por las que justamente este estado
de tolerancia no se rompe en otras circunstancias. Respecto al desarrollo de lesiones, la I6gica
plantea la mayoria de veces la presencia de ciertos patdgenos, sin que se haya demostrado con

certeza, a dia de hoy, esta relacion.

2.3.1 Factores etiologicos

Dentro de los factores etiologicos se distinguen factores innatos y factores adquiridos.

A continuacion explicaremos los mas destacados de cada grupo.

41



Factores innatos:

1.- Observaciones familiares: respecto al lupus, la prevalencia es de 1/100 en sujetos
emparentados de primer grado, siendo de 1/2.000 en la poblacion general. Esta diferencia
explica en parte el caracter familiar del LES. Un articulo publicado en 2001 en Medicine [5]
reunia 125 familias y exponia la existencia de un modo de transmision dominante en una
familia, autosomico dominante en otras seis familias e indeterminado en el resto. De hecho,
en gemelos la concordancia sobrepasa el 60% si son monocigéticos, pero cae al 10% si son
dicigéticos. Debe sefialarse ademas, que es posible que la enfermedad sufrida por el familiar
no sea la misma del paciente, pero si éste ultimo padece una afectacion no especifica de
organo, es muy probable que la enfermedad del familiar, si llega a desarrollarla, sea también
no especifica de 6rgano. De igual manera, si el antecedente familiar consiste en una
afectacion especifica de drgano, existen muchas posibilidades de que, si algin pariente
presenta una afeccion auto-inmune, sea ésta especifica de 6rgano. Por ejemplo, en numerosas
familias se han descrito casos de LES, con antecedentes en otros miembros de la misma

familia de artritis reumatoide, anemia perniciosa o tiroiditis de Hashimoto.

Los parientes podrian no padecer una verdadera enfermedad auto-inmune, pero
presentar sus equivalentes seroldgicos, como por ejemplo la presencia de anticuerpos
antinucleares (ANA). En grado de severidad, podria calificarse de inferior, pero deben
considerarse a estos resultados analiticos como la prueba de la existencia de un estado de

auto-inmunidad.

Respecto a las inmunoglobulinas, ninguna es igual a la otra (idiotipos), y aunque un
idiotipo pueda pertenecer a un clon especifico (idiotipo privado), por lo general, los idiotipos

son compartidos por muchos clones (idiotipos publicos). Para una enfermedad dada, la
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proporcién de un auto-anticuerpo con un idiotipo publico puede preponderar respecto a los
otros [4]. Por ejemplo, es posible producir anti-ADN hibridando los linfocitos de sujetos con
celulas mielomatosas, para después fabricar otros anticuerpos monoclonales frente al idiotipo
de ese auto-anticuerpo. Por ultimo, uno de los idiotipos cruzados mas conocido y frecuente de
auto-anticuerpos, pertenecientes a los anti-ADN nativo, es el 16/6, que se encuentra presente

en los lupus familiares.

2.- Asociaciones con el sistema HLA: Existen multiples asociaciones entre
enfermedades auto-inmunes y alelos HLA. El LES se asocia a los haplotipos DR2 6 DR3, el
sindrome de Sjogren (SS) con la combinacion A1 B8 DR3 vy la diabetes mellitus tipo 1 al
DR3 y DR4. Hay que destacar que existen variaciones regionales, por ejemplo, en las artritis
reumatoides (AR) europeas el antigeno DR4 esté presente en el 60-80% de los casos, mientras

que en otras partes del mundo éste es reemplazado por el DR1.

3.- Déficit de complemento: los déficits hereditarios de componentes del complemento
son infrecuentes. El déficit de complemento puede ser de dos tipos: 1.- los que afectan a los
componentes una vez formado C3 (infecciones de repeticion) y 2.- la afectacién de los
componentes que intervienen en la formacién de C3 (enfermedades auto-inmunes). La
carencia de C2 es la més rara de todas, se estima que el 40% de los sujetos homocigotos para
el gen anormal de C2 desarrollan lupus vy, al revés, el 6% de los pacientes lUpicos presentan
esta anomalia, al menos en su estado heterocigoto. Los alelos silenciosos C4AQO y C4BQO
predisponen igualmente al lupus, pero probablemente sea el desequilibrio de la union de los
haplotipos HLA A, B y DR la verdadera causa. En cuanto al deficit de receptores
eritrocitarios de complemento, no se sabe si podria considerarse como causa de LES, se ha

observado que lo presentan frecuentemente los padres del enfermo y que quizas en la
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actividad de la enfermedad puedan jugar el rol de exagerar las consecuencias de la

inflamacion.

Factores adquiridos

Dentro del grupo de los factores adquiridos considerados como desencadenantes de

actividad lupica, podemos nombrar como mas importantes:

1.- Micro-organismos: desde hace tiempo, existen indicios acerca de la
responsabilidad de los retrovirus en la auto-inmunidad, como por ejemplo en la infeccion por
el VIH [6]. La mayoria se tratan de hipotesis sin pruebas claras de la responsabilidad de éste y
de otros virus, a pesar de haberse encontrado los genes gag o pol del VIH-1 en los sueros de
pacientes IUpicos, o reactividad de los sueros de pacientes con SS frente a la proteina p24 del
VIH-1 6 p17 del VIH-2. También pueden estar implicados otros, como el virus de la hepatitis
C (VHC), virus sialotropos como el Citomegalovirus (CMV) o el virus de Epstein-Barr
(EBV). Responsables quizés, sobre todo el dltimo, de una exagerada proliferacion de
linfocitos B, mecanismo que se lleva a cabo para evadir la respuesta citotoxica dirigida contra

él.

2.- Medicamentos: un numero creciente de drogas son susceptibles de favorecer la

produccién de auto-anticuerpos (por ejemplo, ANA positivos), generando un auténtico LES.

Es el caso de la alfa-metil-Dopa, Procainamida y D-penicilamina; entre otros.

3.- Radiacion ultravioleta: se sabe que dispara la produccion de IL-1 por parte de las

células Langerhans de la piel. Por accion directa de la misma se produce una translocacion de
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proteinas desde el ndcleo hasta la membrana plasmatica, alterando el ADN del nacleo. Todo

ésto induce a la apoptosis de los keratinocitos.

4.- Hormonas: como ya se ha comentado anteriormente, las enfermedades auto-
inmunes son mucho mas frecuentes en las mujeres que en los varones, no s6lo por razones de
diferencias genéticas, sino también por la propia impregnacion hormonal. ElI embarazo juega
un rol determinante en la evolucion de estas enfermedades, exacerbando al LES v,
curiosamente, moderando la AR. En un modelo murino, se ha observado que la castracién de
ratas hembras retrasa la aparicion del LES, pero todo lo contrario ocurre tras la inyeccion de

estrogenos.

2.3.2 Conceptos basicos

Procesamiento del antigeno antes de su presentacion

El escenario es el mismo, se trate de un exo-antigeno o de un auto-antigeno [7]. La
proteina es presentada a los linfocitos T por moléculas del CMH. Destaca el extraordinario
polimorfismo de la familia de las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, de
las que existen dos clases: clase I, presentes en la totalidad de las células del organismo, y
clase I, que constituyen el instrumento de comunicacion de las celulas presentadoras de
antigeno (CPA). La estructura de las moléculas HLA de clase | asocia de manera no covalente
una glucoproteina-alfa formada de 3 dominios extracelulares y p2-microglobulina, ésta Gltima
inmutable. El polimorfismo de este complejo se limita a una o varias zonas de
hipervariabilidad situadas preferentemente en el dominio méas externo de la cadena alfa. Las

moléculas HLA de clase Il consisten estructuralmente en un heterodimero que acopla una
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cadena alfa y otra beta, cada una provista de dos dominios, la primera es relativamente

constante, la segunda extremadamente variable.

En cristalografia se ha estudiado la estructura de la molécula HLA-A2. Su unidad
funcional es una cavidad rodeada por los dominios alfa-1 y alfa-2, cerrada por un
alineamiento antiparalelo de hojas plegadas beta. Se aprecia que los residuos variables se
encuentran dispuestos de manera que puedan entrar lo mas facilmente en contacto con el
residuo al cual se tiene previsto acoger. El polimorfismo HLA es determinante en la seleccion
del péptido que serd presentado. De esta manera, las proteinas que siguen la via de la
exocitosis (auto-antigenos y productos virales) son reducidos a péptidos de 8 a 10
aminoacidos en el citosol. Por efecto de las bombas TAP1 y TAP2 llegan al reticulo
endoplasmico, donde las moléculas HLA de clase Il los esperan. Todos estos antigenos son
captados por endocitosis y fragmentados en el interior de la vesicula formada por la unién del
fagosoma con el lisosoma, para que en el interior del reticulo endoplasmico se una a la
molécula HLA que les corresponda, por sus cadenas invariantes. Esto, que se llama
"chaperonaje”, tiene por objetivo impedir que las moléculas HLA intercepten moléculas
propias. Una vez cargadas las moléculas HLA correspondientes con sus respectivos

antigenos, éstas se encuentran listas para entrar en contacto con los linfocitos T.

Tres nociones importantes deben tenerse en cuenta:

e Un linfocito B capta antigenos por medio de sus inmunoglobulinas de membrana, por

lo que en caso de tratarse de auto-péptidos, éstos se presentaran por moléculas HLA

de clase 11 y no por moléculas HLA de clase | como normalmente se esperaria.
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e La hiperexpresion de moléculas HLA de clase Il, caracteristicas de una enfermedad
auto-inmune dada, desincronizan la sintesis de moléculas HLA de clase 11 de aquella
de las cadenas invariantes que aseguran su control, emancipandolas y por lo tanto
permitiendo que puedan éstas captar auto-péptidos.

e Si existe reaccion para una glucoproteina de membrana A, y ésta se expresa
conjuntamente con una proteina B, ambas seran susceptibles de presentarse a través de

una molécula HLA de clase 11 como antigenos ("linked activation™).

Por altimo, respecto a la presentacion de antigenos, debe saberse que las CPA pueden
ser "profesionales” como los macréfagos y células dendriticas, "ocasionales” como los

linfocitos B y células endoteliales, o "accidentales™ como los fibroblastos y células epiteliales.

Presentacion de auto-antigenos

En la reaccion inmune desencadenada tras la presentacién del antigeno hay que tener

una serie de consideraciones:

1.- La activacidn de linfocitos T: tras la presentacion del antigeno por parte de la CPA al
linfocito T, el relevo lo toman los linfocitos T llamados "auxiliares™ (o helper en inglés), e
independientemente del tipo de célula presentadora de antigenos que lo ha solicitado, el
resultado es siempre el mismo: las moléculas HLA de clase Il transmiten un péptido al
receptor de antigenos de linfocitos T o T cell receptor (TCR). Son necesarias doscientas
copias de este péptido para movilizar a un sélo linfocito T. La activacion del mismo
conduce a su diferenciacion vy, siguiendo a ésta, a su proliferacion. Tras la presentacion

del antigeno, la activacion de linfocitos T ocurre sélo bajo el efecto de dos sefiales. La

47



primera es especifica del péptido que inserta el HLA en el TCR y la segunda,
inespecifica, la constituyen una verdadera salva de citoquinas [8], dirigidas a linfocitos T
(IL-2, INF-a...), linfocitos B (IL-4, IL-6...) y macréfagos (IFN-y, IL-5...). Cuando la
presentacion de antigenos la realiza el linfocito B, la respuesta inmunoldgica es diferente.
Cuando los linfocitos B capturan auto-péptidos mediante sus receptores de antigenos o B
cell receptor (BCR), los antigenos pueden transmitirse a otra célula B o ser presentados a

un linfocito T, normalmente mediante moléculas HLA de clase |.

2.- Transmision del mensaje antigénico: tras la recepcion del mensaje antigénico, los
linfocitos T nativos o ThO se diferencian en Thl, que secretan IL-2, TNF-a e IFN-y
principalmente, favoreciendo una respuesta a mediacion celular, o en Th2, que secretan
IL-4, IL-6 e IL-10 y favorecen una respuesta a mediacion humoral. Ambas respuestas se
encuentran en un equilibrio (Figura 1), que se rompe en el lupus, donde la secrecion de

IL-4 (T helper-2) contrarresta con mayor fuerza la secrecion de IFN-y (T helper-1).

3.- Cascada de reacciones: tras la recepcion del mensaje por el TCR de los linfocitos T,
se produce una secuencia de activacion de segundos mensajeros para conseguir la plena
activacion del linfocito T (vias MAPK y Akt/PI3K). Esta es transmitida hasta el nucleo,
donde inducira las modificaciones respectivas de la expresion de ciertos genes, sobre todo
aquellos vinculados con la respuesta efectora. El antiguo concepto de "puente antigenico™
(mimetismo molecular), en el que la CPA sujeta al antigeno por su segmento hapteno vy el
linfocito T por su segmento portador, permite entender la cascada de reacciones que se
lleva a cabo a ambos lados de la sinapsis inmunolégica, como un ejemplo de respuesta

coordinada frente a un antigeno determinado propio o extrafio.
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4.- Sistemas reguladores, que regulan la respuesta efectora frente a un antigeno.
Basicamente son tres: 1) apoptosis de linfocitos T por deprivacion citoquinica en ausencia

de segunda sefal [9]; 2) linfocitos T reguladores Foxp3* [10] y 3) red de idiotipos [11].

Figura 1.—Balance de las respuestas Th1/Th2
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Inmunotolerancia

Basicamente cuando se habla de tolerancia inmunolégica se hace referencia a los
linfocitos T reguladores Foxp3™ (Treg) [10]. Se trata de dos subpoblaciones ontogénicamente
diferentes pero fenotipicamente similares, cuyo papel crucial es la regulacion de toda
respuesta inmune. Actualmente se sabe que detras de toda respuesta de auto-inmunidad se

encuentra un déficit en nimero y/o funcional de estas células.
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e Linfocitos T reguladores naturales (nTreg), procedentes del timo, su accién
depende de su interaccion con células dendriticas por medio del TCR y CD28 en los

tejidos a donde acuden.

e Linfocitos T reguladores inducibles (iTreg), que incluyen las células Th3 y Trl,
procedentes de linfocitos T nativos al diferenciarse éstos en condiciones determinadas
(inflamacion, algunas infecciones, inhibidores de mTOR, tumores...) y por lo general
en presencia de TGF-f. También necesitan del contacto HLA-TCR o del efecto de IL-

10.

Normalmente, aunque de manera erronea, se entiene como tolerancia B, una serie de
mecanismos en la ontogénesis de linfocitos B llevados a cabo en el timo, que incapacitan a
linfocitos B CD5" para reconocer auto-antigenos [6, 12], mediante la re-edicion de sus
inmunoglobulinas, o no permitiendo la amplificacion de la respuesta de sus BCR unidos a
antigenos. También, en esta mal Ilamada tolerancia B, entra a formar parte la anulacion

funcional de linfocitos B que expresan CD22 y CD32 [13].

Anticuerpos naturales anti-idiotipo

El sistema de receptores de antigenos (lg, pero igualmente TCR) evoluciona bajo el
control de la red de idiotipos, considerando a un idiotipo como un antigeno mas [11] contra el
que puede responder agresivamente el sistema inmune. Cada anticuerpo producido por un
clon posee un idiotipo, y contra ese idiotipo existe un anticuerpo natural anti-idiotipo. Como

parte de la organizacion de la respuesta humoral, se eliminaria o quedaria programada la
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eliminacion de todos aquellos idiotipos que corresponden a anticuerpos reactivos contra

componentes propios.

2.3.3 Respuesta de auto-inmunidad

Activacioén policlonal de linfocitos B

A pesar del filtro al que son sometidos los linfocitos B, persisten muchos con
capacidad para reconocer auto-antigenos, que suelen ser inoperantes al no encontrar asistencia
T. Esta contencion se anularia si apareciese un mitégeno durante la presentacion del antigeno.
En presencia de cualquier mitdgeno ocurre una activacion de linfocitos B, policlonal y no
especifica. Muchos agentes infecciosos actuarian de esta manera, por ejemplo el virus de
Epstein Barr, induciendo la formacion de auto-anticuerpos por activacion policlonal de
linfocitos B. Es interesante, al mismo tiempo, sefialar la excesiva reaccion que puede
desarrollarse, secundaria también a agentes infecciosos, en centros germinales ectdpicos,

como en sinovias, serosas, glandulas exocrinas, etc [14].

El concepto de "superantigeno” [15,16] permite también entender que la activacion
policlonal de linfocitos B no es exclusivamente dependiente de una asistencia T. El
superantigeno es totipotencial y establece un puente entre las moléculas HLA y las regiones
constantes de los TCR, sin pasar por ningun tratamiento previo. Se estima que uno de cada 10
linfocitos T activados lo hacen por esta via. Esta activacién multiplica las posibilidades de
despertar un linfocito T autorreactivo, mas aun si se trata de un auto-antigeno. A titulo de

ejemplo, la enterotoxina del estafilococo es un superantigeno para las células T.
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Hiperrespuesta T frenta a auto-antigenos

Se sospecha que los auto-antigenos por si solos juegan un rol determinante en la

produccién de auto-anticuerpos [17]. Su influencia es evidente en las enfermedades auto-

inmunes especificas de drgano, pero es también relevante en las enfermedades auto-inmunes

sistémicas.

Se han propuesto tres mecanismos que incrementan la atraccion antigénica y la

respuesta de linfocitos T autorreactivos:

Anomalia bioquimica del antigeno, por ejemplo de las 1gG en la AR para generar
Factor Reumatoide (FR). Estas 1gG parece ser que se encuentran desprovistas de
galactosa por un déficit de galactosil transferasa. Esta galactosa ocultaria sitios

inmundgenos de la inmunoglobulina.

Reemplazo del portador autdlogo de un auto-antigeno: un portador exdgeno
moviliza a un linfocito T que ya habia sido movilizado previamente por un portador
inicial diferente y eliminado en el timo. Este portador exdgeno puede ser la superficie

de una bacteria, de una célula o de un medicamento.

Mimetismo molecular: cualquier bacteria o virus puede parecerse a un auto-antigeno
cualesquiera, respondiendo el sistema inmune frente a éste, como si respondiera frente
a la bacteria o al virus. La analogia entre ciertos estreptococos y muchos antigenos
miocéardicos es un ejemplo conocido. La homologia entre secuencias de aminoacidos

del virus herpes tipo 1 con cadenas del receptor de la acetilcolina es otro ejemplo.
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Las moléculas HLA intervienen también en la hiperrespuesta T frente a auto-
antigenos. Dos son las hipotesis que se postulan. Por una parte, puede darse una adecuacion
ideal entre la estructura de la molécula HLA y el péptido resultante de la degradacion
fisiologica del auto-antigeno. Y por otra parte, puede que la secuencia de aminoécidos del
dominio de contacto de la molécula HLA sea idéntica a la de la superficie de un agente
infeccioso, por ejemplo, como ocurre con Dw4, Dw14 y Dw15 del DR4, que son iguales a
una de las glucoproteinas de la capside de EBV. En cualquiera de los dos casos, no deberia
existir reaccion, puesto que en todos dicha reaccion es posterior a la "tolerizacion timica",

pero la reaccion ocurre.,

De manera aberrante, las moléculas HLA de clase Il pueden aparecer en la superficie
de células, en las cuales, en condiciones normales no aparecen [7]. Se sugiere que ésto ocurre
por desvelar auto-antigenos que no se llegaron a presentar durante el desarrollo de tolerancia
y que tras una infeccién viral banal se presentan. Al respecto, algunas moléculas de la familia
del interferdn y los factores de necrosis tumoral pueden inducir esta expresion inapropiada de
moléculas HLA, lo que se ha observado en el sindrome de Sjogren, la cirrosis biliar primaria

y en la tiroiditis de Hashimoto.

La respuesta T eficaz frente a auto-antigenos se puede mantener de multiples formas.
La reaccion auto-inmune que se produce en un momento determinado no es deletérea, si ésta
es rapidamente suprimida, como normalmente ocurre por medio de los linfocitos Treg. Es por
esta razon que se acepta actualmente, que esté presente en la auto-inmunidad una anomalia
numérica o en la calidad de la supresion de los linfocitos T reguladores Foxp3™ (como ocurre

en el lupus y en las demas enfermedades autoinmunes). Otro hecho es el aumento de la
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afinidad de los auto-anticuerpos, como ocurre tras la activacion policlonal de linfocitos B,
sobre todo respecto a las IgG. Y por ultimo, cabe destacar el papel que juegan determinadas
citoquinas como detonantes y/o en el mantenimiento de una reaccion de auto-inmunidad [18].
Su accion se entiende cada dia mejor, destacando su papel regulando las diferentes respuestas

efectoras en un exquisito equilibrio.

2.4 Anticuerpos antinucleares

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son auto-anticuerpos no especificos de 6rgano
dirigidos contra constituyentes del ndcleo de las células. Los blancos més frecuentes de estos
anticuerpos son constituyentes macromoleculares, bien conformados Unicamente por

proteinas o bien por la asociacion de acidos nucleicos y proteinas.

El interés clinico de estos anticuerpos antinucleares radica en su valor diagnostico [19]

y pronostico [20] en las diferentes conectivopatias.

2.4.1 Clasificacion

A efectos de discernir entre los diferentes anticuerpos antinucleares, resulta
conveniente hacer mencion de los componentes del ndcleo celular contra los que éstos pueden

reaccionar [21]:
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Cromosomas, constituidos por ADN bicatenario, denominado también nativo, y
proteinas basicas (histonas), que asociados (desoxirribonucleoproteinas insolubles)

forman los nucleosomas.

Nucleoplasma, es la fraccion soluble o bafio de la cromatina, contiene numerosas
proteinas inmundgenas solubles, muchas de ellas ligadas a moléculas de ARN de bajo
peso molecular ricas en uridina (U-ARN). Asi, en mencién de sus blancos, los anti-Sm
reconocen las proteinas B y B' (20 kDa) y D (19 kDa) ligadas a U-ARN vy los anti-
U;RNP reconocen la proteina de 70 kDa y las proteinas A (31 kDa) y C (21 kDa)

ligadas a U;-ARN.

Nucleolos, carecen de membrana propia, se tratan de verdaderas organelas nucleares
ricas en ARN precursor de ARN ribosomal (snARN), que unido a proteinas forman

los sSnRNP, de los que forma parte la fibrilarina (UsRNP).

Matriz nuclear, ciertas proteinas del esqueleto nuclear se ligan al ARN, en especial a

los hnARN, precursores de los ARN mensajeros, formando los hnRNP.

Membrana nuclear, donde se encuentran ancladas diferentes estructuras del nucleo
que son ribosomas intracitoplasmaticos, ARN de transferencia, diferentes enzimas y
sintetasas y ribonucleoproteinas de diferente peso molecular, llamadas scRNP. Estas
estructuras macromoleculares son antigenicas y dan lugar a la produccion de auto-
anticuerpos. De manera general se cree que son las proteinas y no los acidos nucleicos

los que juegan el rol de antigeno.
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2.4.2 Estrategia y metodos de identificacion

La deteccidon y caracterizacion de los anticuerpos antinucleares constituyen una prueba
determinante frente a toda manifestacion clinica y dato analitico que sugiera enfermedad auto-
inmune sistémica. Tomando en consideracion la multiplicidad de anticuerpos antinucleares
que existen y de los que se tiene conocimiento, es importante por consiguiente establer una

estrategia jerarquica para las peticiones al laboratorio (habitualmente realizadas en cascada).

Screening

Se utiliza todavia la inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando células HEp-2, con
ayuda de un anti-suero poli-especifico constituido por anti-inmunoglobulinas humanas 1gG,
IgA e IgM. La técnica detecta la inmensa mayoria de anticuerpos antinucleares, asi como una
amplia gama de anticuerpos anti-citoplasma. Si alguno de estos resultase positivo, se procede
entonces a titular y a precisar el patron en fluorescencia del mismo. En sujetos normales se
encuentra presente un "ruido de fondo" en el 10-15% a la dilucion de 1/40 y en 3% a la
dilucion 1/320. Esta frecuencia se incrementa en el sexo femenino, y aumenta con la edad,
sobre todo después de la séptima década de la vida. En estos Gltimos, un resultado positivo en
el despistaje obliga a descartar cualquier proceso infeccioso oculto, neoplasias, hepatopatia
cronica, y consumo de ciertos medicamentos como beta-bloqueantes, derivados de la quinina,

D-penicilamina, clorpromazina, anti-TNF-a, etc (Tabla 1).

La inmunofluorescencia es una prueba semicuantitativa que permite conocer el titulo
correspondiente a la inversa de la Ultima dilucion del suero del enfermo con la que da positivo

para determinado anticuerpo antinuclear. Historicamente ha sido también importante el patron
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de la fluorescencia obtenida (Tabla 2), que pueden ser de 4 tipos: homogéneo, moteado,

nucleolar y periférico.

Tabla 1.—Situaciones que pueden acompafiarse de un screening positivo de ANA por
Inmunofluorescencia indirecta

Situacion Ejemplos

Conectivopatias Lupus Eritematoso Sistémico
Artritis Reumatoide
Polimiositis, dermatomiositis
Esclerodermia sistémica
Sindrome de Sjogren
Sindrome de Sharp

Otras situaciones® Embarazo

Infecciones crénicas: hepatitis  virales, VIH,
endocarditis

Leucemia linfoide cronica y otros linfomas
Medicamentos: por ejemplo beta-bloqueantes
Mononucleosis infecciosa

Edad avanzada

®En estas situaciones no estaria indicado efectuar una blsqueda de ANA. Sin embargo, esta lista es Util para interpretar un
resultado positivo en términos de diagndstico diferencial.

Sin embargo, se trata de una prueba cuyo resultado depende del observador. También
deben considerarse en la variabilidad de los resultados al fabricante de los portas y del

microscopio de medicion utilizado en laboratorio.

Para la deteccion de antigenos que se expresan solo en mitosis, la generalizacion del
screening utilizando células HEp-2 ha constituido un gran aporte. De igual manera, la
recomendacion actual de emitir los resultados en ambas diluciones (1/40 y 1/160) ha hecho

real un screening con una prueba que puede concebirse fiable y reproducible.
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Tabla 2.—Principales aspectos en fluorescencia y su significado

Aspecto de la fluoscencia Interpretacién

Homogéneo Anti-ADN desnaturalizado, frecuente, no especifico
Anti-histonas
Anti-nucleosomas

Moteado Anti-antigenos nucleares solubles, sin prejuzgar de su
especificidad (Sm, RNP, SS-B...)

Periférico Anti-ADN nativo

Placas ecuatoriales Anti-centrémero

Nucleolar Sugerente de esclerodermia sistémica si fluorescencia
exclusiva

Aunque desde hace poco contamos, ademas, con la posibilidad de un screening por
ELISA, lo poco difundido de esta técnica y las mayores carencias respecto a la

inmunofluorescencia, la hacen poco atractiva para un uso rutinario de la misma [22].

Caracterizacion de los anticuerpos anti-nucleares

Si durante el screening se determina frente a qué antigenos reaccionan los ANA y el
patrén de fluorescencia de esta reaccion, en la etapa de caracterizacion (Tabla 3), los métodos
utilizan antigenos purificados (ADN, histonas, antigenos nucleares solubles, etc), o sustratos
que contengan exclusivamente al antigeno frente al que reaccionan los ANA detectados
(ADN nativo de kinetoplasto de Crithidia luciliae), o antigenos obtenidos por ingenieria

genética.
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Tabla 3.—Anticuerpos antinucleares: utilidad diagnostica, sensibilidad y especificidad

(Sindrome CREST)

Anticuerpos Interés diagnéstico® Sensibilidad® Especificidad

ANA (screening) Lupus Eritematoso Sistémico 95-99% No especifico

Artritis Reumatoide 32-72%

Polimiositis, Dermatomiositis 5-74%

Sindrome de Sjogren 13-100%

Sindrome de Sharp (EMTC) 100%

Esclerodermia sistémica 13-90%

Controles sanos 0-31%
Anti-ADN nativo Lupus Eritematoso Sistémico 40-98% Especifico
Anti-histonas LES medicamentoso >90% No especifico
Anti-U;-RNP Sindrome de Sharp 100% No especifico
Anti-Sm Lupus eritematoso Sistémico 5-30% Muy especifico
Anti-SS-A Sindrome de Sjdgren primario 40-100% No especifico
(o anti-Ro)* Sindrome de Sjégren secundario 10-50%

Ciertas formas de LES
Anti-SS-B Sindrome de Sjégren 20-80% No especifico, pero mas
(o anti-La)° (sobre todo primario) especifico que los anti-

SS-A para el diagnostico
de los SS primarios

Anti-Jo-1 Polimiositis complicada con 10-30% Muy especifico
(o anti-sintetasa) neumonia intersticial
Anti-topoisomerasa 1 | Esclerodermia sistémica, forma 15-75% Muy especifico
(o anti-Scl-70) difusa
Anti-centrémero Esclerodermia sistémica 20-40% Especifico

"Las enfermedades indicadas en esta tabla son aquéllas para las cuales la indicacion de buscar anticuerpos antinucleares es

adecuada. Dicho de otra manera, no hay que buscar éstos si los datos semiolégicos no enfocan estas enfermedades.
PLa sensibilidad de la prueba depende mucho de la técnica utilizada, del nivel de positividad establecido y del tipo de
poblacién estudiada (etnia, edad y sexo en particular), lo que explica el amplio margen de porcentajes, por lo que los valores
indicados son sélo orientativos.
“Los antigenos Ro/SS-A y La/SS-B son de distribucion nuclear y citoplasmica.

A dia de hoy contamos con la posibilidad de realizar una correcta calibracion con casi

nulas probabilidades de artefactos, gracias a la utilizacion de anticuerpos controles positivos

desarrollados por la OMS y la CDC de Atlanta.
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Cada pareja antigeno-anticuerpo tiene un método de caracterizacién preferente,

aunque histéricamente han sido varios los métodos utilizados.

e Inmunofluorescencia indirecta en kinetoplasto de Crithidia luciliae.

e Test radio-inmunoldgico en fase liquida de Farr.

e Contra-inmunoelectroforesis de Ouchterlony (doble difusion en gel).

e Enzimo-inmunoandlisis (ELISA).

e Dot-blot con antigenos purificados o recombinantes.

e Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, con posibilidad de transferencia a
Western-blot.

e Inmunoprecipitacion de antigenos radiomarcados (con Azufre 35 para proteinas y

Fosforo 32 para ARN) seguida de electroforesis en gel y autorradiografia.

A efectos de la practica habitual de laboratorio, existe una predileccion por la
caracterizacion de los anti-ADN nativos por IFI en Crithidia luciliae o por test de Farr,
preferentemente por este Gltimo al ser mas especifico detectando anticuerpos de mayor
afinidad. Cabe mencionar ademas que pueden existir discordancias entre los distintos métodos
de hasta un 30%, sobre todo si se comparan con ELISA, técnica con la que sélo debieran

considerarse los anti-ADN nativo muy positivos y de isotipo IgG.

2.4.3 Valor diagnostico [1]

Es necesario distinguir entre, por una parte, el valor diagnostico de los diferentes tipos
de anticuerpos antinucleares y, por otra, la incidencia de determinados ANA en una

conectivopatia dada. Ninguna de estas dos situaciones es excluyente, puesto que en la primera
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se parte de un grupo de sueros que contienen un mismo anticuerpo antinuclear y hay que
definir los valores para los que éstos son diagndsticos. Y en la segunda, se estudia una
conectivopatia en particular y establece la frecuencia de los diferentes anticuerpos
antinucleares en el curso de dicha afeccion. Por ejemplo, los principales diagndsticos que se
plantearian frente a un resultado positivo para un grupo de sueros respecto a los anticuerpos
anti-SS-A(Ro) serian el sindrome de Sjogren y el LES, pero también se deben tener en cuenta

las conectivopatias indiferenciadas.

Por esta razon, en lo que respecta al significado clinico de los diferentes tipos de ANA
y anticuerpos anti-citoplasma, es necesario saber que sélo algunos de estos auto-anticuerpos
tienen verdaderamente una fuerte especificidad y por lo tanto se debe tener en cuenta para el
diagndstico de las enfermedades auto-inmunes (Tabla 3). Los anti-ADN bicatenario o nativo,
o0 los anti-Sm son especificos del lupus, los anti-SS-B(La) son especificos del sindrome de
Sjogren, los anti-centromero lo son de la variedad CREST de la esclerodermia sistémica, los
anti-topoisomerasa 1 son especificos de la esclerodermia difusa, los anti-Jol de la polimiositis
y los anti-U;-RNP de la Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo (EMTC). Deben prestarse
especial atencion también a los titulos elevados de estos ANA o si son positivos en Western-
blot ciertas especificidades, como por ejemplo los anticuerpos dirigidos contra la proteina de

70 kDa (en la EMTC).

Los demas anticuerpos son menos especificos, los anti-SS-A(Ro) detectados por
inmunodifusion en gel se encuentran presentes en el 35% de los LES, sobre todo cutaneos, en
el 65% de los déficits congénitos de complemento, en todos los casos de sindromes de

solapamiento y también en casi todos los casos de lupus neonatales con bloqueo auriculo-
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ventricular congénito, lo mismo que en los lupus después de los 55 afios y en los lupus

"seronegativos".

Respecto a los anticuerpos anti-histonas, si bien no son especificos del lupus
medicamentoso, se encuentran presentes a titulo elevado en aquellos casos etiquetados como
lupus inducidos, principalmente por farmacos. Y también en el sindrome de Felty y en la

artritis juvenil.

Un resultado positivo en el screening no debe interpretarse siempre como indicativo de
enfermedad mediada por anticuerpos (Tabla 1). Los ANA pueden aparecer también en el
curso de infecciones virales (EBV, VHB, VHC, VIH...), bacterianas (endocarditis infecciosa)
0 por parasitos, asociados a hemopatias (anemias hemoliticas congénitas, linfomas), en las

reacciones injerto contra huésped y en ciertos canceres post-radioterapia.

Ya se ha mencionado que existen variaciones entre laboratorios, principalmente por la
técnica utilizada (por ejemplo ELISA es més sensible que Ouchterlony), aunque también
pueden observarse cuando se utiliza la misma técnica, dependiendo de la raza (las
especificidades frente antigenos solubles son por lo general mas frecuentes y ostentan

mayores niveles en negros y asiaticos).

Existen estudios [23] que muestran como los auto-anticuerpos estan elevados en
pacientes antes de desarrollarse la clinica y de confirmarse el diagnostico de una enfermedad
autoinmune sistemica. Por ejemplo, madres que al embarazarse, su hijo presenta un bloqueo
cardiaco congénito y es entonces cuando se las estudia para el despistaje de Lupus

Eritematoso Sistemico o Sindrome de Sjogren. La madre estaba libre de manifestaciones
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clinicas, aunque con anticuerpos anti-SSA (Ro) presentes. Afios después, la madre puede
desarrollar una de las dos enfermedades. Lo mismo ocurre con aquellas mujeres asintomaticas
que al quedar embarazadas presentan abortos de repeticion y en el estudio se observa la
presencia de Anticuerpos antifosfolipido. Estos hechos hacen pensar en la suceptibilidad
personal para el desarrollo de una enfermedad autoinmune sistémica, condicionado por la

base genética més las agresiones del ambiente.

2.4.4 Valor prondstico [1]

En una enfermedad auto-inmune ciertos ANA pueden asociarse a un tipo particular de
manifestacion o expresion clinica, lo que puede significar un mejor o peor prondéstico. Por
ejemplo, en el sindrome de Sjogren primario los anti-SS-A(Ro) y anti-SS-B(La) se presentan
frecuentemente asociados a manifestaciones extraglandulares del tipo de la vasculitis cutanea,
visceral o neuroldgica. Ante una sospecha de lupus, la ausencia de anticuerpos anti-ADN
bicatenario y la presencia de titulos elevados de anti-histonas debe hacer suponer una causa
medicamentosa, de mejor pronostico. Contradictoriamente, con Sulfasalazina, Minociclina y
anti-TNF-o, pueden encontrarse anticuerpos anti-ADN nativo, lo que no implica peor
prondstico. La presencia exclusiva de anti-U;-RNP se observa en los lupus "benignos™ sin

afectacién renal.

Interesa también conocer la cantidad circulante de anticuerpo antinuclear,
principalmente de los anticuerpos anti-ADN nativo, que a dia de hoy son considerados como
el parametro evolutivo y de seguimiento mas fidedigno para el LES. Se sefiala a la evolucion
de sus titulos y no al valor elevado aislado de estos anticuerpos, sobre todo con apoyo de los

niveles de las fracciones C3 y C4 del complemento, como util en la prediccién del brote. La
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persistencia de anti-ADN nativo a titulos elevados en un enfermo lUpico estable, sin cambios
en sus valores, no tiene por consiguiente ninguna utilidad para la valoracion del riesgo de un

nuevo brote.

Esté claro que los anticuerpos antinucleares constituyen un elemento analitico esencial
en el diagnostico y prondstico de las principales enfermedades auto-inmunes no especificas de
organo, encabezando el lupus a todas éstas, pero todo resultado debe interpretarse en el

contexto clinico, edad, raza, tratamiento instaurado, etc.

2.5 Diagnostico [18,24-25]

El lupus puede revestir multiples presentaciones. Para poder hacer un diagnostico, se
necesita de la historia clinica del paciente, antecedentes familiares y personales, las
manifestaciones clinicas en el momento de la evaluacion (Tabla 4) [18] y el apoyo e

informacidn que aportan los datos analiticos. (Tabla 5).
En 1982 el Colegio Americano de Reumatologia establece los Criterios para el

Diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico. Dicho criterios fueron revisado en 1997 (Tabla

5),
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Tabla 4.- Manifestaciones clinicas del LES

Manifestaciones Frecuencia
Sistematicas 95%
Fatiga, malestar, fiebre, anorexia, nauseas, pérdida de peso
Musculoesqueléticas 95%
Avrtralgias/mialgias 95%
Poliartritis no erosiva 60%
Deformidades en manos 10%
Miopatia / miositis 40% / 5%
Necrosis 6sea isquémica 15%
Cutaneas 80%
Erupcién malar 50%
Erupcion discoide 15%
Fotosensibilidad 70%
Ulceras bucales 40%
Otras erupciones: maculopapulosa, urticariana, ampollosa, lupus 40%
cutaneo subagudo
Alopecia 40%
Vasculitis 20%
Paniculitis 5%
Hematoldgicas 85%
Anemia (en la enfermedad cronica) 70%
Anemia hemolitica 10%
Leucopenia (<4000/mm3) 65%
Linfopenia (<1500/mm3) 50%
Trombocitopenia (<100 000/mm3) 15%
Anticoagulante circulante 10-20%
Esplenomegalia y/o linfadenopatia 15-20%
Neuroldgicas 60%
Disfuncion cognitiva 50%
Trastorno del estado de &nimo 40%
Cefaleas 25%
Convulsiones 20%
Mono o polineuropatia 15%
Enfermedad cerebrovascular 10%
Sindrome desmielinizante 8%
Estado confusional agudo 5%
Trastorno del movimiento 2%
Meningitis aséptica <1%
Mielopatia <1%
Otras (neuritis Gptica, hemorragia subaracnoidea, pseudotumor 5%
cerebral, disfuncién hipotalamica)
Cardiopulmonares 60%

65




Pleuresia 50%
Pericarditis 30%
Miocarditis 10%
Endocarditis (Libman-Sachs) 10%
Insuficiencia valvular 2%
Coronariopatia 8%
Derrames pleurales 30%
Neumonitis lGpica 10%
Fibrosis intesticial 5%
Hipertension pulmonar <5%
Sindrome de Distress respiratorio del adulto / hemorragia <5%
Renales 50%
Proteinuria>0.5 gr/24 horas 50%
Cilindros celulares 50%
Sindrome nefrético 25%
Insuficiencia renal 5-10%
Gastrointestinales 45%
Inespecificas (anorexia, nauseas, dolor leve, diarrea) 30%
Vasculitis con hemorragia o perforacion 5%
Ascitis <5%
Alteracion de las enzimas hepéticas 40%
Trombosis 15%
Venosa 10%
Atrterial 5%
Abortos 30%
Oculares 15%
Vasculitis retiniana 5%
Conjuntivitis / epiescleritis 10%
Sindrome seco 15%
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Tabla 5.—Criterios diagndsticos del LES de 1982, actualizados en 1997

1.- Eritema malar Eritema fijo, plano o elevado sobre los pémulos

2.- Eritema discoide Placas elevadas de eritema con descamacion
queratosica adherente y taponamiento folicular, a
veces se observan cicatrices atroficas

3.- Fotosensibilidad La exposicion a la luz UVA causa erupcion cutanea

4.- Ulceras bucales Ulceras bucales y nasofaringeas observadas por el
médico

5.- Artritis Artritis no erosiva con afectacion de dos o mas

articulaciones periféricas, que se caracteriza por
dolor, tumefaccion o derrame

6.- Serositis Pleuritis o pericarditis confirmadas mediante ECG,
roce o signos de derrame pericardico

7.- Enfermedad renal Proteinuria mayor de 0.5 gr/24 horas o de 3+ o
cilindros celulares o heméticos en sedimento

8.- Enfermedad neurolégica Convulsiones sin ninguna otra causa 0 psicosis sin
ninguna otra causa conocida

9.- Enfermedad hemotolégica Anemia hemolitica o leucopenia (menos de

4000/mm3), linfopenia (menos de 1500/mm3), o
trombocitopenia (menos de 100000/mma3),después de
descartar dafio iatrogénico por medicamentos

10.- Trastornos inmunitarios Anti-ADN  nativo, anti-Sm, anti-fosfolipido o
cualquier combinacion de ellos
11.- Anticuerpos antinucleares Titulo anormal de ANA mediante IFI o técnica

equivalente en cualquier momento, después de

descartar dafio por medicamentos que inducen ANA
Para decir que una persona tiene LES se requiere que relina 4 6 mas de estos 11 criterios en serie 0 simultaneamente, durante
cualquiera de los periodos de observacion.

El LES es una enfermedad de gran polimorfismo clinico, evolucionando tipicamente
por periodos de brote, a los que siguen otros de remision, que dejan usualmente lesiones

(secuelas) que con el tiempo se van haciendo cada vez mas abundantes.

De manera general, opuestas a las formas benignas cutaneo-articulares, la afectacion
visceral y sobre todo renal, marcan una diferencia en cuanto al pronostico de una enfermedad
que al momento del diagnostico puede ser incierto. Sin embargo, los sintomas

constitucionales, las lesiones dérmicas y musculo-esqueléticas son los mas frecuentes.
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La presencia de anticuerpos anti-fosfolipidos (AFL) ocurre en el 40% de los lupus de
reciente diagnostico. Por lo general se trata de anticoagulante IUpico o de anticuerpos anti-
cardiolipina, siendo un VDRL positivo con un TPHA negativo lo que habitualmente incita a

su busqueda. Un Sindrome de anti-fosfolipidos (SAFL) puede definir un lupus severo.

"The Systemic Lupus International Collaborating Clinics” (SLICC) es un grupo
internacional dedicado a la investigacion en la clinica del LES. Este grupo produce
herramientas que forman la base de los estudios en relacion con LES, igual que la escala de
dafio SLICC/ACR/ID. En 2012 publicaron una revision en relacion con los criterios de
clasificacion de LES [26], con el objetivo de mejorar las limitaciones de los criterios

elaborados en 1982.

Se evaluan 18 criterios asociados con el diagnostico de LES. Estan divididos en dos
grupos: criterios clinicos e inmunoldgicos. No es preciso que los criterios se presenten
simultaneamente, y el paciente debe presentar por lo menos 4 criterios, incluyendo al menos
un criterio clinico y un criterio inmunoldgico. El diagndstico de LES se establece si el
paciente tiene una biopsia renal para el diagndstico de nefritis lpica en la presencia de

anticuerpos antinucleares o anti-DNAdS, sin necesidad de presentar mas criterios (tabla 6).

En ocasiones, la diferenciacion de otras enfermedades auto-inmunes sistémicas se
complica por la existencia en un mismo paciente con varias de ellas. Algunas manifestaciones
clinicas del LES son comunes o pueden aparecer en otras entidades clinicas, lo que puede
dificultar de forma importante el diagnostico de esta enfermedad. Otro hecho que dificulta el

proceso diagnostico es la progresion a lo largo del tiempo de una entidad a otra. Actualmente
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existen casos descritos de pacientes con SAFL que a lo largo de los afios desarrollan

manifestacion clinicas y serolégicas de LES.

Tabla 6.—Criterios diagnosticos del LES, "The Systemic Lupus International Collaborating
Clinics™ 2012.

Criterios Clinicos

1.-Lupus cutaneo agudo* Eritema malar, lupus bulloso, eritema maculo-papilar,
Eritema ldpico fotosensible (en ausencia de
dermatomiositis), lesiones lUpicas subagudas

2.- Lupus cutaneo cronico* Clasico eritema discoide (localizado, generalizado),
hipertroficas, paniculitis, ...

3.- Ulceras orales* Paladar, cavidad oral, lengua y Ulceras nasales

4.-Alopecia* Cuero cabelludo fino y fragil,

5.-Sinovitis* Afectadas dos o mas articulaciones, con inflamacion y
flogosis o rigidez matutina de 30 minutos 0 mas

6.- Serositis* Derrame pleural, roce pleural de més de un dia, dolor

toracido de mas de un dia en relacién con derrame
pericardico, roce y alteraciones en el ECG

7.- Renal* Proteinuria > 0.5 gr/24 h o cilindros heméticos

8.- Neuroldgica* Convulsiones,  pscosis, mononeuritis  mudltiple,
mielitis, neuropatia central o periférica, estado
confusional agudo

9.- Anemia hemolitica*

10.-Leucopenia* < 4000/mm?, al menos una vez
Linfopenia* < 1000/mm?®, al menos una vez
11.- Trombocitopenia* <100.000/mm°, al menos una vez

Criterios Inmunoldgicos

1.- ANA nivel por encima del rango de referencia de
laboratorio
2.- Anticuerpos anti-dsDNA nivel por encima del rango de referencia de

laboratorio o mayor de 2 veces el rango de referencia
en caso de determinacion con ELISA

3.-Anticuerpos Anti-Sm

4.-Ac antifosfolipido positivos Anticoagulante lupico. Titulo medio alto de Ac
anticardiolipina (IgA, 1gG o IgM) o Ac anti-
B2glicoproteina 1 (IgA, IgG o IgM)

5.- Complemento bajo C3,C4 0 CH50

6.- Test de Coombs directo positivo En ausencia de Anemia Hemolitica

*en ausencia de otras causas de enfermedad primaria
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La correcta identificacién e interpretacion de las manifestaciones clinicas que
constituyen los criterios diagnosticos aceptados hoy en dia es un desafio, sobre todo para los
clinicos no especializados o con poca experiencia. Por ejemplo, el eritema en vespertilio
resulta en ocasiones dificil de diferenciar de otras afecciones cutdneas como la rosacea o las
telangiectasias faciales. EI compromiso neuroldgico pone también dificultades a un correcto
diagndstico de LES, a pesar del consenso que existe para definir correctamente las

manifestaciones neuroldgicas y psiquiatricas de esta enfermedad.

En lo que respecta a la afectacion renal, la presencia de cilindros en el sedimento
urinario, requisito de la ACR para la clasificacion del LES, puede no ser objetivable en todos

los casos, mientras que si lo es la microhematuria y/o proteinuria.

Otro problema en el proceso diagnoéstico del LES viene dado por la diferente
presentacion clinica en subgrupos especificos de pacientes segun la edad o el sexo de los
enfermos afectos en el debut. Numerosos estudios han demostrado una mayor prevalencia del
sexo masculino en pacientes con LES de debut por encima de los 50 afios. Este hecho
apoyaria el papel de las hormonas femeninas en la etiopatogenia de esta entidad. Ademas, en
este grupo de edad, las manifestaciones clinicas suelen aparecer de forma insidiosa o atipica,
con menor prevalencia del eritema malar, la artritis y la afectacion renal. Otro grupo de
pacientes con caracteristicas diferenciales es el formado por aquellos en los que la
enfermedad debuta en la infancia. Los estudios situan el limite en los 14 6 16 afios, no siendo
las manifestaciones clinicas por sexos muy diferente, pero siendo frecuente la afectacion
renal, la fiebre y las poliadenopatias como forma inicial de presentacion, mientras que durante

la evolucion aparecen el eritema malar y la corea.
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En cuanto al sexo, la presentacion de la enfermedad en varones se ha asociado a una
frecuencia menor de artritis como manifestacion inicial y, contrariamente, son mas frecuentes
la serositis y las lesiones de lupus discoide. Ademas, la presencia de proteinuria, leucopenia,

linfopenia y trombocitosis es aproximadamente tres veces mas frecuente en varones.

Un ultimo aspecto a tener en cuenta es el hecho de que numerosos farmacos pueden
inducir lupus, que puede aparecer después del tratamiento prolongado (meses o afios) con un
determinado farmaco. En el diagnostico diferencial es util el hecho de la préctica ausencia en
estos enfermos de anticuerpos anti-ADN nativo, o de aquellos dirigidos frente a antigenos

nucleares solubles, mientras que la mayoria presentan anticuerpos anti-histonas.

En el LES, la presencia de anticuerpos antinucleares es casi constante y confirma la
sospecha clinica de esta enfermedad. Sin embargo, los titulos elevados de los anti-ADN
nativo y anti-Sm apartaran las posibilidades de un lupus inducido y haran méas probable el

diagndstico de Lupus Eritematoso Sistémico.

Hecho el diagnostico de LES, es importante identificar los periodos de exacerbacion
de la enfermedad. Para ésto, la informacion que aportan los deméas datos analiticos no es
despreciable, fundamentalmente los marcadores inflamatorios (VSG, proteina-C reactiva,
fibrindgeno, y-globulinas, factor reumatoide, etc) los cuales suelen aumentar durante los
brotes. Ciertos datos, ademas, pueden caracterizar ciertas situaciones susceptibles de aparecer
durante la evolucion de todo lupus, como la leucopenia asociada a neutropenia y/o linfopenia,
lo que puede sugerir un sindrome de Evans si ademas aparece asociada una trombopenia,

aunque esta leucopenia es por lo general inflamatoria. La presencia de anemia aparece
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también en la mitad de los casos, pudiendo ser inflamatoria, o de causa hemolitica si un test

de Coombs resultase positivo (5%).

2.6 Evaluacion pronostica 27

Una vez hecho el diagnostico de LES, el siguiente paso es definir el prondstico. Es
decir, hay que conocer la cadencia de la afectacion organica y la repercusion esperable en la

supervivencia del paciente.

Pero el ritmo de la afectacion de 6rganos vitales puede no depender del estado de
inflamacién subyacente. Por lo tanto, "riesgo de brote" no debe entenderse como "grado de

actividad", aunque esta analogia se haga habitualmente.

Debe saberse ademas que la posibilidad de presentar un brote marca de manera
importante el prondstico de un lupus que permanecia "quiescente™ hasta el momento mismo

de la "exacerbacion".

Es importante definir lo que entendemos por actividad clinica y brote, para una
adecuada planificacion del tratamiento. Actividad clinica y brote son dos conceptos
relacionables pero no superponibles [28]. Conceptualmente, se entiende por actividad un
escenario clinico en el que la enfermedad no estd adecuadamente controlada, lo que se traduce
en diferentes manifestaciones clinicas y/o analiticas. Por su parte, brote se refiere a la
reaparicion de actividad clinica, en un momento concreto, en un paciente previamente

controlado. Se trata de un incremento medible de actividad en uno o méas 0Organos con
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empeoramiento o aparicion de nuevos signos y sintomas, y/o anomalias en los parametros de
laboratorio. Se entiende que es un cambio clinico o biol6gico, potencialmente reversible que
lleva a considerar un incremento en el tratamiento. Por tanto, actividad es un concepto de
caracter mas estatico, en cuanto que es algo que esta persistiendo de forma més o menos
continuada en el tiempo, mientras que brote tiene un caracter mas dinamico, ya que es un

cambio que se produce en un momento concreto.

Aunque el concepto de actividad nos informa de la situacion clinica del paciente, es
necesario ademas realizar una categorizacion de una forma objetiva. Esto es mas complicado
y se ha realizado siempre de forma arbitraria. Para ello, se han utilizado definiciones basadas
en los distintos indices de actividad que se describirdn a continuacion. Lo mas utilizados han
sido la escala de SLEDAI (del inglés "Systemic Lupus Erythematosus Disease Activitiy

Index™) y BILAG (del inglés "British Ishles Lupus Assessment Group Index").

El aporte de la clinica es en este sentido fundamental. La aparicion de nuevos signos o
sintomas en relacion con la afectacion de un nuevo 6rgano u 6rganos es probablemente lo mas
sensible para hablar de brote. Sin embargo, es importante estar siempre alerta a la aparicion
de nuevas alteraciones en la analitica, en lo concerniente, sobre todo, a la modificacion de los
parametros inflamatorios y de los datos de funcion del 6rgano que sospechamos que se
encuentra afectado "de novo". Cabe destacar que la presencia de una afectacién importante de
un organo no implica necesariamente la presencia de mas inflamacion. Por ejemplo, la
existencia de proteinuria y/o de un Filtrado Glomerular (FG) disminuido pueden ser
consecuencia tanto de la inflamacion activa como de las cicatrices glomerulares, testigos de la
lesién cronica a ese nivel. La habilidad para diferenciar entre una situacion u otra es
extremadamente importante ya que de ello depende la puesta en marcha de un tratamiento

inmunosupresor adecuado.
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La presencia de titulos altos de anti-ADN bicatenario y bajos niveles de complemento
no significa en todos los casos que exista brote, no distingue entre actividad o infeccién, ni
tampoco sirve para determinar qué érgano se encuentra afectado. Interesa por lo tanto el
patron evolutivo de los valores de los mismos, aunque la clinica serd la que confirme
finalmente la sospecha de un empeoramiento y no el conjunto de datos de laboratorio

anormales.

Respecto a la periodicidad del seguimiento, no existe una frecuencia establecida ni
para las visitas en consulta ni para el control de los parametros de laboratorio. Es
recomendable en todos los casos individualizar. Frecuentemente, la afectacion de un 6rgano
vital dicta la pauta de los controles a seguir y las pruebas a solicitar, diferentes de las
inmunoldgicas. Por ejemplo, en los pacientes lpicos con antecedentes de afectacion renal es
obligado solicitar en cada revision el calculo del FG y la determinacion de la proteinuria de 24

horas.

Desde los afios 80 existen multitud de estrategias que intentan conjugar datos clinicos
y analiticos con fines pronoésticos. Las primeras iniciativas, fundamentadas la mayoria sélo en
la basqueda de actividad de la enfermedad, priorizaron el desarrollo de "scores" clinico-
analiticos, que no han dejado de perfeccionarse y que actualmente son de uso universal. Hoy
en dia se recomienda el empleo de un minimo de dos "scores" diferentes. Si fuera posible uno
de ellos ha de ser capaz de medir dafio, para la apreciacién correcta del grado de actividad y
en consecuencia del prondstico de la enfermedad. La medicion del impacto sobre la calidad

de vida forma también parte de las recomendaciones en términos de evaluacion prondstica.
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No obstante, el empleo de biomarcadores ha representado un gran avance. El
seguimiento del estatus inmunoldgico de estos pacientes tiene mucho que aportar a la
prediccion del brote. Modificaciones evolutivas en los niveles de estas moléculas que son el
reflejo de los cambios en la intensidad de la respuesta inflamatoria frente a los auto-antigenos,
Ilegarian incluso a alertar de la llegada de un nuevo brote antes de que se produzca el mismo.
Multitud de moléculas se presentan como candidatas a convertirse en el biomarcador ideal del
lupus. Pero la definicion del pronostico a largo plazo solo podra efectuarse con la ayuda de
marcadores poco 0 nada invasivos, utilizables en la practica clinica habitual (confrontacion

con scores de riesgo) y, sobre todo, validados de manera adecuada por estudios prospectivos.

2.6.1 "'Scores"" de actividad

""Systemic Lupus Erythematosus Disease Activitiy Index (SLEDAI)"" [29-31]

Creado en 1992, este "score" (Anexo 1) permite realizar una evaluacion global de la
actividad de la enfermedad con las manifestaciones de 9 drganos en 24 items. El peso
atribuido a cada uno de estos items se ha determinado por analisis de regresion multivariante
a partir de datos obtenidos de los enfermos. Cada uno de estos items se responde con un si 0
un no, para obtener una puntuacion que va de cero a 105. Se tienen en cuenta las
manifestaciones descritas el dia de la consulta o bien aquellas presentes en los diez dias que

precedieron a la misma.

Un equipo canadiense [31] realizar6 un estudio longitudinal en 41 pacientes, en

diferentes grados de actividad de la enfermedad. Compararon los resultados obtenidos cuando

se aplicaba la escala SLEDAI-2K para el periodo de los diez dias previos a la consulta y por
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otro lado cuando se preguntaba por informacion clinica de los treinta dias previos a la
consulta. Dicha escala se aplicé de forma mensual durante un afio de seguimiento. Los
resultados obtenidos confirman que la escala SLEDAI-2K puede ser utilizada en la practica
clinica y en los estudios clinicos para describir la actividad de la enfermedad en los 30 dias

previos a la consulta.

Este "score" aporta la ventaja de un uso cémodo a la hora de decidir cambios en el
tratamiento y para aumentar la frecuencia del ritmo de revisiones de los pacientes, pudiendo
emplearse conjuntamente con otras escalas, sobre todo si se intenta descartar el brote (Tabla

7).

En 2002, hace su aparicion SLEDAI 2000 (SLEDAI-2K), la primera versién corregida
del original. Aparecid posteriormente SELENA-SLEDAI en 2004, con nuevas
modificaciones. No obstante, son realmente pocas las diferencias entre estas tres versiones de
SLEDAI, poseyendo todas un mismo grado de recomendacion para su uso en el seguimiento

de los pacientes.

""British Isles Lupus Assessment Group Index (BILAG)" [32-34]

Presentado en 1988, se construyé en base a la opinion de expertos.

BILAG (Anexo 2) evalla la actividad lUpica o6rgano por organo (signos generales,

muco-cutaneos, neurolégicos, musculo-esqueléticos, aparato cardiovascular y respiratorio,

vasculitis, renal, y hematoldgico) en items que se responden con: mejoria, igual, peor, nuevo.
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Se utiliza con la sola intencidn de tratar como fin Gltimo. Se prefiere para la deteccion

de los brotes (especificidad del 87% y sensibilidad del 99%).

Desde 2004 contamos con una nueva version del BILAG original aunque ambas se
usan indistintamente. BILAG es complementario, junto a cualquiera de las tres versiones de
SLEDAI, en la evaluacién prondstica del paciente lupico (Tabla 7). No obstante, el
rendimiento de su empleo con escalas de actividad, que no sea SLEDAI, se encuentra

pendiente de confirmar.

Otras escalas de actividad [35]

Cabe mencionar la escala LAl (en inglés, "University of California, San
Francisco/Johns Hopkins Lupus Activity Index™), que en cinco items recoge sélo las
manifestaciones atribuibles a LES activo durante las dos semanas previas a la visita.
Destacando por su capacidad para otorgar un mayor peso a la afectacion de 6rganos vitales

como el rifién o el pulmon.

La escala SLAM (en inglés, "Systemic Lupus Activity Measure"), utiliza las
manifestaciones de la enfermedad que se recogen en la literatura, a condicién que
correspondan a aquellas que fueron redefinidas en 1983 por miembros de la ARA Council on
SLE. Se evalua 24 manifestaciones clinicas y 8 parametros de laboratorio diferentes de los

inmunologicos que ocurren mas frecuentemente y son susceptibles de ser medidos.

Por ultimo, la escala ECLAM (en inglés, "European Consensus Lupus Activity™) que

recoge por andlisis estadistico uni y multivariante los datos clinicos y de laboratorio que
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mejor se correlacionan con la valoracion global de la actividad de la enfermedad en pacientes

europeos.

Tabla 7.—BILAG versus SLEDAI, fortalezas y debilidades

BILAG SLEDAI

Fortalezas Debilidades

Puede detectar la mejoria 0 empeoramiento 6rgano | No permite un analisis preciso érgano por 6rgano

por érgano (dos pacientes con un mismo score pueden tener
afectaciones de 6rganos diferentes).
Adaptado a la deteccion de brotes Menos sensible en la deteccion de brotes
Debilidades Fortalezas

No debiera usarse solo por sus dificultades en | De facil utilizacién y adaptada a los cambios en el
detectar la mejora parcial tiempo

Complejidad Facil de realizar

Limitado a la sola intencién de tratar, con una validez | La evaluacidn es global
limitada al progreso de los tratamientos
Basada en la opinion de expertos Desarrollado en base a los datos de los enfermos
(analisis de regresion multivariante)

2.6.2 Escala de dafo: ""'Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index
(SLICC/ACR/DI)" [36]

En el paciente lUpico, también es importante conocer los cambios irreversibles
(secuelas) y clinicamente relevantes, no relacionados con la inflamacion activa, atribuibles al
LES, a los tratamientos empleados o a las complicaciones asociadas. Esto nos permitira un
ajuste mas exquisito del tratamiento, con la doble finalidad de mantener inactiva la

enfermedad y limitar la toxicidad de las diferentes drogas utilizadas.
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La escala de dafio SLICC/ACR/DI fue creada en 1996 y es el Unico indice de lesion
que se ha mostrado reproducible por diferentes equipos en mdaltiples poblaciones. Cabe
mencionar que en la aplicacion del mismo, de entre todas las secuelas, quizas sea la
afectacion renal la que presente el valor predictivo méas elevado, por lo que los enfermos con
dicha afectacion se considerardn siempre gravemente afectados en este "score”, mas que otro

enfermo con cualquier otra afectacion catalogada como severa.

Destacar las limitaciones que se citan a continuacion, comunes para todas las escalas
de actividad. Se debe de tener en cuenta que se precisa cierto grado de entrenamiento por
parte del facultativo que realiza el interrogatorio, para una correcta valoracién de la clinica y
la exploracion fisica. Por otra parte, los "scores™ hacen una valoracion del momento actual e
incluso en lo sucedido en los 30 dias anteriores. La situacion clinica, en cuanto a la intensidad
del sintoma, puede variar en el tiempo y no ser bien interpretada por el entrevistador, por lo
que no se discrimina el peso de la actividad. Por otra parte se encuentra el sesgo ocasionado
por la suceptibilidad de cada paciente a padecer un sintoma determinado, por ejemplo, la
cefalea que se manifiesta con distinta intensidad e influye en la calidad de vida del paciente de
forma diferente. Asi como los pardmetros de laboratorio (trombocitopenia o leucopenia)
acotado su limite superior de normalidad en las escalas, pero luego no se cuantifica la
gravedad de la situacién (mayor o menor nimero de plaquetas o leucocitos) dentro de este

nivel superior establecido.
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2.7 Biomarcadores de lupus activo

El Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos ("The US National Institutes of
Health (NIH)"), define el término biomarcador [37] como una caracteristica que se mide y
evalua como indicador de procesos biolégicos normales, procesos patoldgicos o respuestas
farmacolodgicas a intervenciones terapelticas objetivables. Los biomarcadores son usados
como herramientas en el diagnéstico de enfermedades, deteccion precoz, establecimiento del
estadio, pronostico o prediccion de respuesta al tratamiento. Pueden guiar en la
individualizacion del tratamiento y mejorar la atencion al paciente. Ademas, los
biomarcadores pueden ser Utiles en el disefio, la seguridad y eficacia y en explicar los

resultados de estudios clinicos.

El desarrollo de estrategias de inmuno-vigilancia para el LES, basadas en el
seguimiento de los niveles de los mediadores producidos por la reaccion inflamatoria que
pueden usarse como biomarcadores (citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento),
constituye un objetivo a alcanzar. A este respecto, el aporte de la clinica, con un papel
importante de las escalas pronosticas, es indispensable. El fin ultimo es la deteccion de
actividad de la enfermedad y la prevencion del brote, en definitiva, la mejoria del prondstico.
No obstante, el conocimiento de la dindmica de los niveles de cada uno de estos mediadores y
la sensibilidad y especificidad de los mismos, es muy importante. Como en otros contextos
[38] un biomarcador pronostico de actividad lupica debe cumplir con las siguientes
caracteristicas: una deteccion inocua (en sangre, en orina, en saliva, etc), y la posibilidad de

ser reproducible en amplias poblaciones (distintas razas, ambos sexos y cualquier edad).
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Existen multitud de publicaciones que indagan sobre la molécula o moléculas que
retinan todas las condiciones necesarias para ser consideradas como biomarcador(es) ideal(es)
de lupus activo (IL-1B, IL2R, IL-6, IL-10...) [35, 36]. Fisiopatolégicamente, no puede

descartarse a ninguna de ellas.

En los ultimos tiempos, los biomarcadores urinarios han mostrado su utilidad en la
deteccion de pacientes con nefritis l0pica [39]. La facil obtencion de las muestras de orina
para determinar los biomarcadores la hacen muy atractiva. Se han estudiado diferentes tipos
de moléculas: las citoquinas, las quimiocinas y sus receptores, las lipocalinas, los factores de
transcripcion, las moléculas de adhesion, las enzimas, las glicoproteinas, los receptores de

integrinas o factores del complemento sérico.

Tabla 8.- Biomarcadores en orina que han demostrado su utilidad en el diagnostico y buena
respuesta al tratamiento de la NL.

Biomarcadores de utilidad

Despistaje Diagndstico Respuesta
al tratamiento
MCP-1 + +++ Si
M-CSF + + Si
TGF-B - ++ Si
VCAM-1 ++ Si
Adiponectina + + Si
NGAL ++ Si
T-bet + Si

Biomarcadores de escasa utilidad

IL-2, IL-4, IL-6, IL-8. GATA-3

MCP-1: proteina quimiotactica de macrofagos, M-CSF: Factor estimulante de colonias de macréfagos, TGF-B: Factor  de
crecimiento y transformacion celular. VCAM-1: Molécula celular de adhesion vascular, NGAL: Lipocalina asociada a la
gelatinasa de los neutrdfilos. T-bet y GATA-3: Factores de transcripcion celular.
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Entre todas ellas, destacan las citocinas y quimiocinas, por su importante papel en la
fisiopatologia del dafio renal en la NL. Por el contrario, algunas sustancias no han demostrado
su utilidad como biomarcadores en orina de la NL (Tabla 8) y muchas més han sido poco
estudiadas, por ejemplo la TWEAK, una citocina de la superfamilia TNF, IP-10 o proteina
inducible por interferon gamma, MIP-1 o proteina 1 inflamatoria de los macrofagos o

RANTES, ..., y asi hasta un total de 20 proteinas de al menos 50 ligandos.

2.7.1 "Chemokine C-C motif ligand 2 (CCL2)/Monocyte
Chemotactic protein-1 (MCP-1)"" [40-49]

Esta molécula constituye de momento, el primer candidato "formal™ a biomarcador del
lupus activo. Se trata de una citoquina del tipo de las quimiocinas (citoquinas
guimioatrayentes), una gran familia de péptidos constituidos por no mas de 60-100
aminoacidos, que fijan heparina, y que conforman cuatro subfamilias diferentes en base al

numero y localizacién de los residuos de cisteina N-terminales: C, CC, CXC y CX3C

La estructura de las quimiocinas (Figura 2) comprende tres dominios: 1) N-terminal,
muy flexible, albergando dos residuos de cisteina cerrados por un puente disulfuro que
establecen con otras dos cisteinas en el centro de la molécula una y préxima al extremo C-
terminal la otra, y que es el responsable de la interaccion con el receptor correspondiente; 2)
un bucle largo que conduce a tres hojas plegadas beta anti-paralelas, y 3) una alfa-hélice por

delante del dominio de hojas plegadas beta.

A grandes rasgos, deben diferenciarse las quimiocinas C, con un solo puente disulfuro,

del resto de quimiocinas que poseen cuatro residuos de cisteina y por lo tanto dos puentes
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disulfuro. MCP-1 es una quimiocina CC (B-quimiocinas) con dos puentes disulfuro pero sin

aminoacidos separando las cisteinas N-terminales.

Figura 2.—Representacion esquematica de la estructura tridimensional de las quimiocinas
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Todas las quimiocinas comparten una estructura en "llave griega” tipica que se estabiliza por enlaces disulfuro entre residuos
de cisteina. Deshmane SL et al, 2007

MCP-1 fue la primera quimiocina en descubrirse, y a dia de hoy la que cuenta con mas
estudios. Su gen se encuentra localizado en el cromosoma 17 (Chr 17, g 11-2). La molécula la
componen 76 aminoacidos, con un peso total de 13 kDa. Su estructura tridimensional presenta
una homologia de hasta el 60-70% con otros miembros de la familia de las quimiocinas CC,
aunque consta de cuatro hojas plegadas beta en vez de tres y una interface de dimerizacion de

los residuos 6 a 16 que es caracteristico de esta molécula (Figura 3).
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Las quimiocinas tienen por funcion la regulacion del trafico celular y son secretadas
en respuesta a sefiales pro-inflamatorias dependientes de otras citoquinas. MCP-1 es
producida por células endoteliales, macro6fagos, monocitos y fibroblastos en respuesta a
citoquinas, factores de crecimiento y estrés oxidativo. Realiza su accién quimioatrayente
primordialmente sobre los monocitos y linfocitos por gradiente de concentracion, es decir,
mediante el reclutamiento de estas células hacia los sitios donde ésta se produce, tras unirse a
su respectivo receptor, CCR2, que acopla una proteina G para la consecucién de la
quimiotaxis celular y la propagaciéon de su efecto pro-inflamatorio. Asi, esta quimiocina
regula la migracién de monocitos y la formacion de infiltrados de monocito/macro6fagos,
linfocitos T memoria y células Natural Killer (NK). Estos hechos confirman el papel
importante que juega en la patogénesis de la sinovitis de la artritis reumatoide, su
participacién en la progresion de la aterosclerosis y la complicacion de las placas de ateroma,
su capacidad para inducir insulinorresistencia y su responsabilidad en la activacion de la
microglia tras la migracion de monocitos circulantes hacia el neuro-eje con depdsito de
sustancia p-amiloide y dafio neuronal directo (Tabla 9). Resulta sorprendente el nexo que
existe entre esta molécula y las enfermedades neurolégicas, como el caso de la enfermedad de
Alzheimer, y en las infecciones por virus neurotropicos como el VIH, con un peor pronostico
sobre todo en nifios. Impresiona ademas, sus nexos con la carcinogénesis, basicamente por la

estimulacioén de la secrecion de VEGF.

Figura 3.—Estructura de MCP-1
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La molécula contiene cuatro hojas plegadas beta en vez de tres, una de éstas contenida en la interface de dimerizacion que
caracteriza a esta quimiocina CC en particular. Deshmane SL et al, 2007
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MCP-1 es responsable de la polarizacién T helper-2, que aporta ain mas argumentos
para explicar la progresion y peor pronostico de las infecciones por virus neurotropos, y de los
cuadros agresivos en ciertas infecciones por gérmenes intra-celulares (tuberculosis,
brucelosis, etc), que se combaten fundamentalmente por medio de una respuesta T helper-1.
La responsabilidad de esta quimiocina de un disbalance Th1/Th2 podria hacer sospechar su
vinculacion con ciertas enfermedades auto-inmunes como el LES, donde prima
caracteristicamente una respuesta humoral. En la literatura, sin embargo, de manera
inconstante se han podido relacionar los titulos elevados en sangre con la actividad de la
enfermedad, sobre todo a nivel renal, lo que plante dudas por la relacion descrita y ya

conocida con la afectacion renal por otras causas (inmunoldgicas y no inmunologicas).

Se han identificado mutaciones, principalmente de delecciones, que afectan los
dominios N-terminal y de hojas plegadas beta, asociados a decrementos en su funcién.
Existen polimorfismos, aunque menos frecuentemente, en la base de ciertos casos de
tuberculosis muy agresivas (genotipos AG, GG y AA), relacionados con un aumento del
grosor intima-media en casos de aterosclerosis generalizada infantil (alelos G-927C y A-
2578G), y asociados a la afectacion neuroldgica agresiva por el VIH (homocigotos para el

alelo 2578G).
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Tabla 9.—Enfermedades asociadas a MCP-1 y su probable mecanismo

Efecto

Probable mecanismo

Formacion de trombos (infarto de miocardio)

Generacion de factor tisular

Tuberculosis

Bajos niveles de IL-2

Endometriosis

Apoptosis de linfocitos T

Abortos recurrentes

Efectos de IL-1P

Neurotropismo viral

Incremento de los infiltrados de
linfocitos T

Esclerosis multiple

Dario axonal directo de MCP-1

Alteracién de la nocicepcion en la Esclerosis

Multiple progresiva secundaria

Despolarizacién dependiente de MCP-1

Complicacion neurolégica del VIH

Consecuencia de MCP-1 y de otras citoquinas como
TNFo e IL-18, con activacion de la microglia

Retinopatia de la oxigenoterapia

Activacion de la microglia

Desordenes cognitivos asociados al VIH

Efecto directo de MCP-1 y de otras citoquinas pro-
inflamatorias

Neovascularizacion tumoral

MCP-1 procedente de infiltrados de

monocito/macro6fagos

Desensibilizacion a opioides y canabinoides

Comunicacion intracelular e interaccion entre
sistemas de neurotransmisores dependientes de
quimioquinas

Nefropatia

Fosforilacién de p38 MAPK

Enfermedad inflamatoria intestinal

Diferenciacion de macrofagos intestinales mediada
por MCP-1

Asma alérgica

Secrecion de IL-4 e IL-13 por el epitelio bronquial
mediada por MCP-1

Insulinorresistencia

Mediada por MCP-1, TNFa e IL-6

Artritis reumatoide

Incremento de los niveles de MCP-1 antes de la
sinovitis

Muerte neuronal isquémica

Produccién astrocitaria de MCP-1 y de otras
quimioquinas

Injuria neuronal excitotoxica (NMDA)

Produccion astrocitaria de MCP-1

2.7.2 Otros candidatos a biomarcador de lupus activo

A continuacién, se detallan de forma no exhaustiva un ejemplo de 27 moléculas

candidatas a biomarcador de actividad del LES.
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Antagonista de receptores de IL-1 [50]

La interleuquina-1 es una citoquina clave de la respuesta inflamatoria. Se encuentra
codificada en el cromosoma 2. Cualquier célula puede producirla, pero es liberada
principalmente por macrofagos activados, monocitos y celulas dendriticas en respuesta a

TNF-o.

La proteina antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA) impide la union de IL-1oy B a
sus respectivos receptores, por lo que se ha postulado la posibilidad de su empleo como anti-
inflamatorio y en el tratamiento de ciertos tumores que crecerian mas lentamente bajo su

efecto.

Interleugquina 9

Con un peso molecular de 14 kDa, es secretada principalmente por células T CD4"
activadas, habiéndose observado in vitro que promueve el crecimiento de mastocitos.
También es capaz de co-estimular a las células T junto con IL-2 o IL-4, y facilitar la salida de

progenitores hematopoyéticos.

Estudios genéticos en ratones han demostrado que es un factor determinante en la

hiperrespuesta bronquial en el asma [51].
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Interleuquina 15 [52]

Se trata de un citoquina mediadora del crecimiento de las células T CD8" de memoria

y de la proliferacion de células Natural Killer.

Eotaxina

La Eotaxina o CCL11 es una citoquina quimiotactica de eosinofilos, que pertenece a la
familia de las quimiocinas CC. Presenta un peso molecular comprendido entre 6 y 16 kDa.
Tedricamente solo tendria un efecto quimioatrayente sobre los eosinofilos, por lo que no
debiera mostrar efecto atrayente alguno sobre los neutréfilos ni sobre otras células. Sin
embargo los estudios se contradicen respecto a ésto ultimo y parece que podria participar en

otros tipos de respuesta diferentes de la alérgica.

La Eotaxina juega un papel importante en el asma, asi como en enfermedades
caracterizadas por presentar un componente inflamatorio en el que participan activamente los

eosinofilos, como por ejemplo en la rinitis o el eccema alérgico.

Sin embargo, el receptor de Eotaxina no es especifico de la misma, por lo que puede

unirse por ejemplo a MIP-1a, RANTES u otras quimiocinas que a su vez no necesariamente

tendrian que ser atrayentes de eosinofilos [53].
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Factor basico de crecimiento de fibroblastos [52]

Los factores de crecimiento de fibroblastos conforman una familia de 20 miembros. El
factor basico de crecimiento de fibroblastos, junto a los factores acidos son los mejor
caracterizados. Transducen sefiales de crecimiento a través de receptores con actividad
tirosina kinasa, contribuyendo a las respuestas de cicatrizacion, con un gran vinculo con la

angiogenesis.

Proteina-10 inducida por IEN-y [54]

IP-10 (en inglés, "Interferon gamma-induced protein-10") o CXCL10 es una
quimiocina CXC (quimiocinas vy), una pequefia proteina de 9 kDa, cuyo gen se localiza en el
cromosoma 4. Es secretada por monocitos, células endoteliales y fibroblastos en respuesta a
IFN-y. Se han descrito para esta quimiocina una actividad antitumoral, anti-angiogénica [55],

e inhibidora de la producciodn de factores estimulantes de colonias.

Observaciones clinicas asocian a esta quimiocina con la infeccién cronica por el virus
de la hepatitis C genotipos 1y 4, y con una mediocre respuesta a la terapia antiviral con IFN-
a pegilado y ribavirina [56,57]. Una reciente comunicacion propone inclusive su utilizacion

como biomarcador de lupus activo [58].

Proteina inflamatoria de los macréfagos de tipo-la.

La MIP-1a o proteina inflamatoria de los macrofagos de tipo-la es una B-quimiocina

(CCL3), atrayente de macréfagos, aunque también se le atribuyen efectos quimiotacticos y
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proadhesivos sobre otros tipos celulares. Presenta funciones moduladoras en la produccion de

citoquinas (IL-1 e IL-6, principalmente) y es un pirdgeno enddgeno.

Experimentalmente, aparece tras la administracion de lipopolisacaridos tanto in vitro
como in vivo. Recientemente, De Pablo [59] ha observado que los niveles séricos de esta
quimiocina guardaban relacién con la coagulopatia del shock séptico, y que aunque son
escasos los trabajos sobre este tema, apuntaria a MIP-1a como posible biomarcador de la

coagulopatia de origen infeccioso.

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas-BB

El PDGF-BB es un homodimero compuesto de dos cadenas B de 14 kDa y 140
aminoacidos cada una, sintetizado por los megacariocitos y almacenado en los granulos alfa,
de donde salen tras la activacion plaquetaria, estimulada por trombina frecuentemente. Se ha
vinculado especificamente la expresion aberrante de esta molécula con desordenes vasculares
proliferativos como la aterosclerosis. En la angiogénesis induce la formacion de estructuras
tubulares a partir de células endoteliales y el crecimiento vascular. Posee un efecto mitdgeno
en células musculares lisas y pericitos. Los ratones que no posee PDGF-BB o el receptor de
PDGF-BB mueren por edema y hemorragia en el periodo perinatal, debido a la ausencia de
células murales, lo cual indica que PDGF-BB es esencial en el proceso de estabilizacion de
los vasos sanguineos. PDGF-BB, estimula la sintesis de DNA en tumores cerebrales tipo

meningiomas [60].
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RANTES [61]

RANTES (en inglés, "Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and
Secreted protein™) es una B-quimiocina (CCL5), una proteina de 8 kDa, con propiedades

quimioatrayentes principalmente sobre eosinofilos y basofilos.

Se cree que junto CCL2(MCP-1) juega un rol importante en la hiperreactividad
bronquial del asma [55]. Sin embargo, recientemente se ha estudiado el papel que podria
desempefiar en el mantenimiento de una respuesta T CD8 especifica contra virus [62] y sus

nexos fisiopatologicos con el lupus [63].

VEGF

ElI VEGF (en inglés, "vascular endothelial growth factor™) es una proteina
sefializadora implicada en la vasculogénesis y en la angiogénesis. No sélo presenta efectos
sobre el endotelio, sino también sobre otros tipos celulares que incluyen las neuronas.
Presenta un efecto quimioatrayente sobre los monocito/macroéfagos, principalmente durante la
inflamacién cronica. Se conoce ademas un importante efecto proliferativo sobre las células

tumorales de extirpe epitelial (cAncer de mama).

Recientemente, se ha propuesto su utilidad como marcador prondstico de la nefritis

Iupica aunque los mecanismos fisiopatoldgicos no queden completamente claros [64].
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IL-18

Se trata de un tipo de IL-1 que es secretada durante la reaccion inflamatoria, en

respuesta a TNF-a. Se han descrito polimorfismos en el gen de esta citoquina que pueden

relacionarse con la etiopatogenia del LES [65].

Interleuquina-6

Se trata de una glucoproteina secretada por los macrofagos, células T, células
endoteliales y fibroblastos. Su gen se encuentra localizado en el cromosoma 7, su liberacion
es inducida por IL-1 y se incrementa en respuesta a TNFa. Sus nexos con la nefritis lipica

son bastante conocidos.

Interleuquina-8

Se trata de una quimiocina CXC producida por fibroblastos, células endoteliales,
monocitos y macrofagos que regula la produccién de proteinas de adhesion y la formacion de
lipidos bioactivos, con el fin de amplificar la respuesta inflamatoria local. Hace no mucho
tiempo, se describié la asociacion entre un polimorfismo de esta quimiocina y la nefritis

lUpica severa [66].

Interleuguina-7 [52]

Esta interleuquina es producida por las células del estroma de la médula ésea y por los

fibroblastos. Actla sobre los progenitores linfoides inmaduros, induciendo su desarrollo.

92



Interleuquina-17

Se trata de la interleukina de la respuesta Thl7. Parece jugar un rol central en la
patogénesis de diversas enfermedades auto-inmunes, con un gran numero de estudios en el
lupus [67]. Permite sospechar la participacion de patdégenos, como detonantes de los procesos
de auto-inmunidad, dejando ademas entrever el fracaso de la respuesta T reguladora en el

control de los mismos [68-69].

Factor estimulante de colonias de granulocitos

El interés del estudio de los niveles circulantes de G-CSF (en inglés, "Granulocyte
colony-stimulating factor™) en el lupus y otras enfermedades auto-inmunes, radica en la
induccidn de granulopoyesis dependiente de IL-17, en el seno de una respuesta por receptores

"Toll" [70,71].

Proteina inflamatoria de los macrofagos-18

MIP-18 (en inglés, "Macrophage inflammatory protein-15") o CCL4 tiene
propiedades quimioatrayentes principalmente sobre células NK y sobre monocitos. Se la ha

relacionado junto con otras quimiocinas con el dafio organico en el lupus [72].

Interleuquina-2

Esta citoquina muy vinculada a la respuesta alorreactiva y contribuye a la

diferenciacion de las respuestas T auxiliares (polarizacion). Presenta un efecto dual (efector y
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supresor) sobre la respuesta inmune. Constituye ademas uno de los objetivos de la terapia
antitumoral frente al melanoma y el cancer renal metastasicos [73]. Se han descrito
anormalidades en la transcripcion de componentes de las vias de sefializacion de esta

citoquina (NFAT y NF«B) relacionadas fisiopatol6gicamente con el lupus [74].

Interleuguina-4 [52]

Es una glucoproteina de 20 kDa producida por los linfocitos polarizados Th2. Bloquea
la sintesis de IL-1, TNFa, IL-6 y las proteinas inflamatorias del macrofago. Su papel mas

importante lo desempefia en la rinitis alérgica, el asma y la dermatitis atopica.

Interleuguina-5 [52]

Producida por linfocitos T y mastocitos, estimula el crecimiento y proliferacion de

eosinofilos, y sus niveles guardan relacién con el de la inmunoglobulina E.

Interleuguina-10

Se trata de la citoquina de la respuesta reguladora y confiere a los dos tipos de
linfocitos Treg la propiedad de inhibir la respuesta inmune a distancia (efecto "bystander™)

[75].
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Interleuquina-12

Es producida en los macréfagos, monocitos y otras células presentadoras de antigenos.
Activa la respuesta Thl, pudiendo estimular ademas las células NK, con un efecto sinérgico

con TNFa e IFN-y. Fisiopatologicamente existen vinculos con el LES [76].

Interleukina-13[52]

Estimula la sintesis de colageno por los fibroblastos y la produccion de moco por las

células epiteliales.

Factor estimulante de colonias de macrofagos

GM-CSF (en inglés, "Ganulocyte macrophage colony-stimulating factor") es una

proteina secretada por macrofagos, células T, células NK y por el endotelio.

Se ha descrito una disminucion en la secrecion de esta molécula por parte de las
células mononucleares circulantes, en relacion con un menor titulo de los anticuerpos anti-
ADN nativo después del tratamiento con inmunoadsorcion, lo que demuestra el papel

inmunomodulador de la plasmaféresis [77].

Interferon-gamma

Producida por los linfocitos T y células NK, tiene por funcion la activacion de los

macrofagos, tanto en las respuestas inmunitarias innata como en la adaptativa.
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Fisiopatologicamente se postula la relacion con el lupus y muchas otras enfermedades auto-

inmunes [76,78,79,80].

Factor de necrosis tumoral-alfa

Los factores de necrosis tumoral desempefian una variedad de efectos estimulantes de
la respuesta inmune. Respecto al lupus, juegan un rol como iniciadores y como responsables
del mantenimiento de la respuesta de auto-inmunidad, lo que se ha puesto de manifiesto desde

hace ya bastante tiempo con el bloqueo farmacolégico de estas moléculas [1,81].

2.8 Interés clinico de los biomarcadores en la nefropatia

lUpica
2.8.1 Biomarcadores de nefropatia lUpica [1,43,47,82,83]

La Nefritis Lapica (NL) es la afectacién organica mas frecuente del LES. Aunque
clinicamente aparece, segun estudios prospectivos, en el 39% de todos los pacientes lUpicos,
puede revestir alteraciones histoldgicas a nivel mesangial hasta en el 90% de los pacientes.
Segun el Registro Espafiol de Enfermedades Glomerulares (REEG), la NL representa la
tercera entidad mas biopsiada, con una incidencia del 12%, siendo considerada como el
elemento individual méas representativo para establecer un prondéstico global nefasto de la

enfermedad.
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La nefropatia IUpica es responsable de un tercio de las muertes en los pacientes con

LES y condiciona por si sola una disminucion significativa de la supervivencia a 10 afos.

Hasta hace unas décadas, el 40% de los pacientes con formas graves de afectacion
renal lupica evolucionaba hacia la muerte o hacia la Enfermedad Renal Cronica Avanzada
(ERCA) en el lapso de cinco afios. Hoy en dia, este prondstico tan pésimo ha mejorado
notablemente gracias a un diagnostico mas precoz y a los nuevos enfoques clinico-

terapéuticos.

La presencia de anticuerpos antinucleares, principalmente de anticuerpos anti-ADN
bicatenario y de complejos inmunes (Cl) circulantes, se considera caracteristica de la
nefropatia lupica. Sabemos que los anticuerpos anti-ADN bicatenario provocan dafio renal
directo, citotoxico o dependiente del receptor Fc, siendo los componentes de la membrana
basal glomerular sus principales blancos (laminina, colageno IV y heparin-sulfato). Puede que
antigenos circulantes se depositen a nivel glomerular, formandose complejos inmunes in-situ
con ADN, histonas, nucleolos, etc, o bien, que estos complejos inmunes se formen en

circulacién, para luego depositarse en la membrana basal glomerular.

Los complejos inmunes formados en exceso, al ver disminuir su eliminacion, se
depositan ademas en diferentes 6rganos. Estos complejos inmunes son capaces de activar la
via clasica del complemento, donde se depositan (sobre todo a nivel renal), lo que conlleva a

dafio glomerular inflamatorio.

Respecto a los anticuerpos anti-ADN, a algunos se les ha atribuido propiedades

nefritogénicas. Estos auto-anticuerpos son capaces de reconocer estructuras glomerulares o
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tubulares e iniciar el proceso inflamatorio con alteracion de la funcion celular, lo que se
perpetia con la proliferacion y apoptosis de células glomerulares o tubulares. Se ha
demostrado la existencia de reacciones cruzadas entre los anticuerpos anti-ADN y heparin-
sulfato. También se han relacionado ciertos componentes del nicleo con la afectacion renal,
tal es el caso de la histona H2B, por lo seria légico considerar, que los enfermos con niveles
altos de anticuerpos dirigidos frente a esta histona desarrollan formas méas graves de nefritis

lupica.

Los anticuerpos anti-fosfolipidos (anticoagulante IUpico, anti-cardiolipina y anti-f2
glucoproteina 1) estan presentes en el 10% de los casos de NL. Se asocian con una mayor
prevalencia de trombos capilares, lesiones necrotizantes y, particularmente, con la

microangiopatia trombdtica, empeorando todos ellos, el pronostico de la nefropatia IUpica.

Es posible observar lesiones histoldgicas aisladas a nivel de tabulos, intersticio y
vasos. Los casos definidos como nefritis lUpica grave presentan glomerulonefritis necrotizante
y proliferacion endocapilar en mas del 50% de los glomérulos, con o sin glomerulonefritis

membranosa asociada.

La biopsia renal percutanea con control ecogréfico en tiempo real es un procedimiento
bastante seguro y actualmente imprescindible para confirmar el diagnéstico del tipo de
afectacion renal, cuantificar la gravedad de la afectacion intersticio-vascular, establecer un
prondstico y decidir la intensidad, tipo y duracion del tratamiento. Nos ubica, ademas, en un
punto de partida para decidir si se necesitan biopsias adicionales, fundamentalmente en los
casos de inadecuada respuesta terapéutica o ausencia total de respuesta o en los casos de

recidiva tras una remision prolongada. Para los casos de ERC establecida (proteinuria,
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sedimento patoldgico o disminucién del FG) con sospecha de LES, la biopsia facilita el

diagndstico diferencial con otras afecciones auto-inmunes.

No existen cambios patognomonicos de nefropatia lUpica, aunque si lesiones
habituales, como la proliferacion de células del mesangio, endotelio o epitelio. La
hipercelularidad focal o difusa en la microscopia éptica (MO) es una de las caracteristicas
mas sobresalientes de las formas graves, observandose en ocasiones grandes semilunas
ocupando todo el espacio de la cdpsula del Bowman (proliferacion celular epitelial). La
necrosis capilar se identifica por la presencia de un material eosin6filo muy afin por la fibrina
y, a veces, por la existencia de auténticos trombos capilares de fibrina. Menos frecuentes son
los llamados cuerpos hematoxilinicos, que aparecen como signos de inflamacion o necrosis.
Los depdsitos inmunes se localizan en el mesangio, subendotelio y subepitelio. En fases
avanzadas pueden ser muy gruesos Yy responsables de rigidez capilar, identificandose por el
caracteristico patron en "asas de alambre". Con técnicas de inmunofluorescencia se ha
demostrado que el material depositado esta compuesto por inmunoglobulinas, en la mayoria
de los casos 1gG 98%, IgM 90%, IgA 82%; aunque también es frecuente encontrar fracciones
de complemento C3 y Clq, asi como fibrindgeno. En microscopia electronica (ME), los
depositos llamados electrodensos se caracterizan por su estructura granular, en ocasiones se
observan las llamadas imagenes en "huella dactilar" que, si alguna vez se creyeron asociadas

a mixovirus, hoy en dia se sabe que se tratan de componentes celulares degenerados.

Ademaés de las lesiones referidas, se pueden observar alteraciones intersticiales y
enfermedad vascular (microangiopatia trombotica y vasculitis, fundamentalmente). La
frecuencia de estas lesiones va en aumento, en relacion con la fase de la glomerulopatia y la

actividad histologica de la misma. Constituyen un dafio histoldégico de trascendencia
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terapéutica y significacion prondstica que no deben subestimarse. La presencia de trombos
capilares, en las formas graves, es un marcador precoz de evolucion hacia la esclerosis
glomerular. Se trata de pacientes que, caracteristicamente, presentan titulos elevados de
anticuerpos anti-cardiolipina. Existe una asociacion evidente entre glomerulonefritis

necrotizante con formacion de semilunas epiteliales, microangiopatia trombotica y SAFL.

No debe olvidarse el impacto de otras medicaciones diferentes de la medicacion
inmunosupresora, como los anti-inflamatorios no esteroideos, los cuales pudieran estar detrds
de una afectacion intersticial. De igual manera, no deben menospreciarse los casos de

auténticas nefritis lUpicas en el contexto de lupus inducidos.

Siendo la afectacion renal la que mayor gravedad reviste, el apoyo en biomarcadores
que especificamente alerten del desarrollo de esta complicacion frecuente y grave permitira la
prevencion de la misma. El aporte de la clinica es evidentemente fundamental, sobre todo
para entender los cambios en la concentracion de estas moléculas en los compartimentos que

se juzgue pertinentes, por ejemplo en orina en los casos de nefritis ldpica.

Se define actividad renal cuando existe una respuesta parcial al tratamiento con
proteinuria basal > 3.5 gr/24 horas y descenso de la proteinuria a < 3.5 gr/24horas [84]. O en
pacientes con proteinuria basal < 3.5gr/24 horas si existe una reduccién de la proteinuria >
50% en comparacion con la inicial [84]. En ambas situaciones ha existido una estabilizacion
(= 25%) o mejoria del filtrado glomerular respecto a valores iniciales, pero persiste la

actividad.
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Existe brote renal cuando se produce una recidiva de la afectacion renal en aquellos
pacientes que habian alcanzado una respuesta parcial o total. Con apariciéon de proteinuria,
aumento de creatinina, cambios en el sedimento urinario y presencia de actividad
inmunoldgica en las determinaciones de laboratorio. Deacuerdo con la escala de BILAG, se
define brote por la presencia de una hipertension arterial acelerada, junto con proteinuria
mayor de 1 gr/24 horas, o creatinina sérica mayor de 1.1 mg/dl en mujeres y mayor de 1.3
mg/dl en hombres (aclaramiento de creatinina < 50 ml/min), o sedimento urinario alterado
(con més de 5 hematies/campo 0 mas de 5 leucocitos/campo, o por la presencia de células

epiteliales descamativas o cilindros hematicos).

De tal manera, que en las situaciones con presencia de actividad de la enfermedad o si
aparece un brote renal, es posible que un candidato a biomarcador aumente en sangre u orina
antes o durante el brote. Estos biomarcadores deben ser altamente sensibles y especificos para
que, junto a la clinica, orienten los ajustes en la inmunosupresion. Sera requisito indispensable
su validacion en grandes poblaciones, como etapa previa a la implementacion de estrategias
de inmuno-vigilancia clinicas destinadas a tratar la actividad de la enfermedad y prevenir el

brote de nefropatia lupica.

2.8.2 Correlaciones anatomo-clinicas

Actualmente la clasificacion ISR/RPS (“International Society of Nephrology/Renal
Pathology Society™) de 2003 [85] ha sustituido a la clasificacion de la OMS de 1995, por la
explicacion mas detallada de los hallazgos histologicos (Tabla 10), y por ser la primera en
relacionar éstos con la clinica (Tabla 11), permitiendo una mayor precision diagndstica. No

obstante aunque utilicemos la clasificacion anterior, resulta de interés la cuantificacion de las
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lesiones, que puede realizarse con los indices de actividad y cronicidad propuestos por Austin
(Tabla 12) [84,86,87]. Debe tenerse en cuenta, para toda decision de intensificacion del
tratamiento, la ausencia de respuesta previsible por parte de las lesiones crénicas, lo que debe
saber valorarse sea cual sea el indice bidpsico que utilicemos, para lo que cuenta

decisivamente la experiencia del equipo médico. [88].

La clinica de la nefritis lupica es muy variable dado que la afectacion renal se presenta
de forma muy diversa. En general, la frecuencia y gravedad de la nefropatia IUpica parecen
ser inversamente proporcionales a la edad. En jovenes con edades inferiores a los 14 afios se
puede observar que, tras el estudio de sus biopsias renales, presentan afectacion renal el 46%,
mientras que s6lo el 25% de los casos de lupus diagnosticados después de los 50 afios

presenta tal afectacion.

Como ocurre con otras glomerulonefritis, no existe una correlacion exacta entre la
clase histoldgica de NL y la clinica del paciente, aunque son habituales ciertos patrones
clinicos de presentacion que sugieren una o otra clase de afectacion glomerular, lo que ayuda
a predecir la evolucion (hacia la insuficiencia renal) y la respuesta terapéutica. Una
proteinuria persistente inferior a 1 gr/dia puede observarse incluso en la remision prolongada,
siendo en estos casos la tension arterial y el FG normales y raras una acidosis tubular renal,
hipokaliemia o hipomagnesemia. No obstante, la proteinuria podria alcanzar el rango
nefrotico (60% de los casos), y podria afectarse la funcién renal, aumentado las
probabilidades de evolucionar hacia enfermedad renal cronica avanzada (ERCA) si las

alteraciones persisten tras el tratamiento inmunosupresor.
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Tabla 10.—Clasificacion histoldgica ISR/RPS 2003 de la Nefritis Lupica

Clase 1. Nefritis lupica mesangial minima: glomérulos normales con microscopia dptica, pero minimos
depositos mesangiales en inmunofluorescencia.

Clase Il. Nefritis lGpica proliferativa mesangial®: hipercelularidad y expansién mesangial leve, en la
microscopia Optica, con depositos mesangiales en la inmunofluorescencia; puede haber depdsitos
subepiteliales o subendoteliales en inmunofluorescencia o en microscopia electrénica.

Clase I11. Nefritis Iupica focal: lesiones en <50% de los glomérulos con lesiones de tipo endocapilar o
extracapilar, con depositos subendoteliales, con o sin afectacion del mesangio. Pueden existir lesiones activas
(A) o crénicas (C), por lo que se subdividen en :

Clase 111 (A): lesiones activas (nefritis lapica proliferativa focal).

Clase 111 (A/C): lesiones activas y cronicas (nefritis lUpica proliferativa focal y esclerosante).

Clase I11 (C): lesiones crdnicas inactivas con cicatrices (nefritis lUpica esclerosante focal).

Clase IV. Nefritis lUpica difusa’: lesiones en >50% de los glomérulos, con depésitos difusos subendoteliales,
con o sin alteraciones mesangiales. Pueden tener lesiones A o C. Ademas, las lesiones pueden ser
segmentarias (S: cuando >50% de los glomérulos afectados tienen menos de la mitad del ovillo con lesiones)
0 globales (G: cuando >50% de los glomérulos afectados tienen mas de la mitad del ovillo con lesiones).

En esta clase se incluyen los depositos “en asas de alambre”. Se subdivide en:

Clase IV-S (A): lesiones segmentarias activas (nefritis lUpica proliferativa segmentaria difusa).

Clase 1V-G (A): lesiones globales activas (nefritis lupica proliferativa global difusa).

Clase IV-S (A/C): lesiones segmentarias activas y cronicas (nefritis lUpica esclerosante y proliferativa
segmentaria difusa).

Clase IV-G (A/C): lesiones globales activas y cronicas (nefritis lapica esclerosante y proliferativa global
difusa).

Clase IV-S (C): lesiones segmentarias crdnicas (nefritis lUpica esclerosante segmentaria difusa).

Clase IV-G (C): lesiones globales crénicas (nefritis lUpica esclerosante global difusa).

Clase V. Nefritis lapica membranosa: engrosamiento de la membrana basal glomerular con depoésitos
inmunes de forma global o segmentaria en la vertiente subepitelial de la membrana basal; se puede asociar
con expansion mesangial. Puede aparecer en combinacion con las clases 111 6 1V. También puede tener un
avanzado grado de esclerosis. Muy similar a las formas idiopaticas en las fases iniciales.

Clase VI. Nefritis lapica esclerosada: con afectacion de mas del 90% de los glomérulos, sin actividad
residual.

4Porporcion de glomérulos con lesiones activas o esclerosadas.
bProporcion de glomérulos con semilunas y/o necrosis fibrinoide.
El estudio histolégico requiere técnicas de microscopia optica e inmunofluorescencia, y se recomienda la microscopia
electronica.

Se deberian incluir datos cuantificados de actividad y cronicidad y describir lesiones vasculares e intersticiales de manera
concomitante.
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Tabla 11.—Correlaciones anatomo-clinicas (ISN/RPS 2003)

| Glomérulos normales Asintomatico o minima proteinuria
A Normales en todas las técnicas
B Normales en microscopia 6ptica, pero
depdsitos en inmunohistologia o
microscopia electronica
11 Anomalias mesangiales aisladas Anomalias urinarias: 40%
A Espesamiento mesangial 0
hipercelularidad moderada
B Proliferacién mesangial
11 Glomerulonefritis segmentaria y focal Proteinuria constante
Sindrome nefrético: 30%.
A Lesiones necrosantes activas Hematuria y leucocituria si actividad
Insuficiencia renal moderada
- - HTA: 30%
B Lesiones activas y esclerosantes
C Lesiones esclerosantes
v Glomerulonefritis difusa Proteinuria constante
Sindrome nefrético: 60%.
A Con lesiones segmentarias Hematuria y leucocituria constantes
Insuficiencia renal moderada
- - HTA: 40%
B Lesiones necrosantes activas
C Lesiones activas y esclerosantes
D Lesiones esclerosantes
\V Glomerulonefritis membranosa difusa Proteinuria importante, nefrética en el 50% de
los casos
A Pura Insuficiencia renal rara
B Asociada a anomalias mesangiales
VI Glomerulonefritis esclerosante avanzada Insuficiencia renal

La NL podria presentarse como una glomerulonefritis aguda, con pérdida rapida del
FG de grado variable, proteinuria moderada e hipertensién arterial (HTA). El fallo renal es de

temer en cualquier momento y se podria necesitar de tratamiento renal sustitutivo, siendo
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obligatorio un tratamiento inmunosupresor enérgico. Habitualmente este tipo de presentacion
se encuadra en la clase 1V, la més frecuente y la més grave. La necesidad de biopsia podria
juzgarse innecesaria, pero la posibilidad de encontrar otras lesiones ademas de la propias de
este tipo de glomerulonefritis, como una necrosis tubular aguda, vasculitis o fendmenos
trombéticos, obliga a completar el estudio. La microangiopatia trombdtica del sindrome anti-
fosfolipido, que puede sospecharse por una HTA de mal manejo, puede manifestarse con
estenosis aguda de ambas arterias renales, incluso producirse un SAFL catastrofico, donde la
afectacion también puede ser de las arterias de menor calibre. No hay que olvidar que la
huella de un SAFL se manifiesta también en trombosis de repeticién, como a nivel de los

accesos vasculares y del propio injerto renal.

Tabla 12.—Indice de Austin

Actividad* Cronicidad*
Hipercelularidad Glomerulo-esclerosis
Necrosis fibrinoide/cariorrexis** Semilunas fibrosas
Semilunar epiteliales** Fibrosis intersticial
Trombos hialinos Atrofia tubular

Asas de alambre
Infiltrado leucocitarios
Infiltrado de células mononucleares

*Puntuacion: 0-3 en cada apartado (puntuacion maxima: actividad: 24; cronicidad: 12)
**Puntuacion doble

La ERCA es el destino final al que llevan la suma de lesiones glomerulares e
intersticiales, y la actividad inflamatoria propia de la enfermedad. Es habitual que, conforme
vaya disminuyendo el FG, la actividad de la enfermedad vaya disminuyendo, aunque un
pequefio porcentaje de pacientes pueden presentar manifestaciones extrarrenales incluso en

dialisis. La supervivencia de los pacientes lupicos sometidos a tratamiento renal sustitutivo es,
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sin embargo, similar a la observada en pacientes con otras causas de ERC. De cara al
trasplante y en la actualidad, gracias a los avances de la inmunologia, es menos
frecuentemente que exista incertidumbre para trasplantar a un paciente con LES, ya que el
Flow-PRA (test de laboratorio basado en la tecnologia Luminex, para la deteccion de alo-
anticuerpos 19G, IgM o IgA) permite distinguir adecuadamente entre alo- y auto-anticuerpos
en las pruebas cruzadas. La supervivencia del injerto puede llegar a ser similar a la de
enfermos con otras causas de ERC, siendo rara la actividad de la enfermedad en el
seguimiento postrasplante y esporédica la recurrencia, esto ultimo en relacion con tratamiento

inmunosupresor que previene el rechazo.

El hecho de que se pueda contar con biomarcadores "preventivos™ para la afectacion
renal lGpica, no quiere decir que el aporte de la anatomia-patolégica pase a un segundo plano
[89], puesto que en cualquiera de los casos la valoracion que pueda tenerse con estos efectores
inflamatorios es indirecta, poco relevante sin el aporte de la clinica, y susceptible de ser

influido por factores no inmunolégicos que podrian llevar a errores.

Por todo lo anterior y las limitaciones descritas que se presentan en la asistencia diaria
a este tipo de pacientes, tanto a nivel de laboratorio, como la clinica, como las escalas de
valoracién de actividad y brote lUpico, creemos necesaria la busqueda de biomarcadores en
orina para detectar precozmente actividad en el LES, y si es posible, la afectacion renal

activa.
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3. Hipotesis y Objetivos






3.1 Hipotesis de trabajo

La enorme complejidad de la fisiopatologia del lupus eritematoso sistémico y las
limitaciones en las herramientas actualmente disponibles para el seguimiento clinico, ponen
de manifiesto la necesidad de seguir investigando en nuevas formas de detectar actividad de la

enfermedad para optimizar el tratamiento y pronostico de estos pacientes.

Segun la evidencia cientifica existente, las citoquinas, quimiocinas y factores de
crecimiento pueden comportarse como buenos biomarcadores de actividad en lupus
eritematoso sistémico. La determinacion de estas moléculas en orina nos permiten la

evaluacion de la actividad de la enfermedad de forma no invasiva.
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3.2 Objetivo principal

Analizar la utilidad de la cuantificacion en orina de los niveles de determinadas
citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento para la deteccion de actividad en el Lupus

Eritematoso Sistémico.

3.3 Objetivos secundarios

(1) Reclutar pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico, revisados en la Consulta de
Enfermedades Autoinmunes del HCUV, y recoger orina, datos clinicos y de laboratorio

mediante una encuesta normalizada.

(2) Evaluar cual(es) citoquina(s) en orina son capaces de detectar actividad global en el

Lupus Eritematoso Sistémico medida por las escalas de actividad.

(3) Investigar qué citoguinas, quimiocinas o factores de crecimiento pueden detectar

actividad lupica a nivel renal.

(4) Evaluar si existe relacion entre la(s) citoquina(s) detectada(s) en orina y el consumo de

complemento, niveles de linfocitos, proteinuria u otros parametros de laboratorio.
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4. Material y Metodos






4.1 Disefno del estudio

Estudio observacional prospectivo en el que se recogieron datos demograficos,

clinicos, analiticos y muestras biologicas de la cohorte de pacientes estudiada.

Los pacientes incluidos fueron reclutados entre los meses de febrero y agosto de 2010,
analizandose los niveles en orina de 27 citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento
correspondientes al dia que acudian a revision, los cuales fueron confrontados su vez con los
resultados obtenidos en los "scores" de actividad SLEDAI-2K y BILAG, utilizados

habitualmente en consulta.

Las mismas citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento fueron analizadas
también en las muestras de orina proporcionadas por 10 voluntarios sanos, para comprobar si
existian diferencias respecto a los niveles de estas moléculas entre pacientes con LES y

poblacién sana sin LES.

4.2 Poblacién de estudio

Pacientes diagnosticados de LES y seguidos en la Unidad de Enfermedades
Autoinmunes Sistémicas del Servicio de Medicina Interna del Hospital Clinico Universitario

de Valladolid (HCUV).

Los pacientes fueron reclutados de acuerdo con su visita programa a la consulta. El

reclutamiento fue por tanto, aleatorio.
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Se incluyeron un total de 48 pacientes que colaboraron voluntariamente para la

realizacion de la determinacion en orina planificada.

4.3 Poblacion control

Prestaron también su colaboracién 10 controles sanos, reclutados entre los
trabajadores del HCUV, de edad y sexo similares a los pacientes, sin signos de infeccién o

inflamacién alguna en el momento de proporcionar la muestra de orina requerida.

4.4 Comiteé de ética y consentimiento informado

Los pacientes participantes en el estudio acudian a su visita médica programada de
revision. Se comprobd que cumplian los criterios de inclusion y no cumplian los criterios de
exclusion. Tras la informacion verbal y explicacion de las caracteristicas del estudio disefiado,
accedieron a participar y otorgaron el consentimiento informado respectivo, bien ellos o en su

defecto su representante legal (Anexo 3).

El protocolo de estudio fue aprobado por la Comision de Investigacion y el Comité de

Etica de Investigacion Clinica del HCUV.
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Los datos fueron tratados de manera confidencialidad y anénima, segun lo dispuesto
por la Ley Orgénica 15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal

(LOPD) y la Ley de Biomedicina del 2007.

Toda la informacién del estudio fue centralizada en una base de datos localizada en el

HCUV, controlada y custodiada por la investigadora principal.

4.5 Criterios de inclusion y exclusion

Los 48 pacientes seleccionados cumplian los requisitos para poder ser incluidos,

exigidos en el disefio del estudio.

4.5.1 Criterios de inclusion

1.- Pacientes adultos (> 18 afos).

2.- Pacientes de ambos sexos.

3.- Diagnosticados de LES segun los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia [24].

4.- Sin otra enfermedad conocida y sin enfermedad renal de otra etiologia.

5.- Estar en la visita de revision de la consulta de Enfermedades Autoinmunes
Sistémicas, consulta de evaluacion de actividad de la enfermedad y deteccion precoz
de brote.

6.- Ortorgar el consentimiento informado.

117



4.5.2 Criterios de exclusion

1.- Pacientes con signos clinicos o analiticos de infeccion en el momento de la toma de
la muestra.
2.- Pacientes con enfermedad renal de otra etiologia.

3.- No firmar el consentimiento informado.

4.6 Metodologia

4.6.1 Recogida y transporte de las muestras

Se tomd una muestra de orina de cada paciente. Las muestras se conservaron a 4°C y
se transportaron directamente al laboratorio de Investigacion Médica en Infeccion e
Inmunidad del HCUV, donde fueron centrifugadas para eliminar el sedimento y rapidamente

congeladas a -80°C, para realizar en un segundo tiempo el analisis de citoquinas planificado.

4.6.2 Determinacion de veitisiete citoquinas en orina

La técnica

Se analizaron diferentes citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento en las

muestras de orina mediante el sistema Luminex®.
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Basada en el principio de la citometria de flujo, el sistema Luminex® utiliza
microesferas fluorescentes que pasan por una corriente de flujo. Cada una de estas
microesferas fluorescentes es clasificada de acuerdo al ratio de su marcaje fluorescente
interno (100 ratios rojo-naranja diferentes) por lo que su espectro de emision es Unico (Figura
4), lo que posibilita la identificacion simultdnea de todas ellas. Estas microesferas de
poliestireno son particulas de elevada inestabilidad térmica y fisica, por lo que es
imprescindible protegerlas de la luz y de elevadas temperaturas para asegurar su estabilidad.
Los reactivos de los ensayos (anticuerpos, oligonucle6tidos, sustratos, etc) van anclados a la
superficie de estas microesferas. Una doble lectura tras la excitacion por dos laseres permite
identificar la reaccion o ensayo que se esta llevando a cabo en la superficie de cada una de

éstas, ademas de la fluorescencia propia de las microesferas que no presentan reaccion alguna.

Se utilizé el panel "Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-plex Bio-rad assay® — Hercules,
CA, USA" (Figura 5). El instrumento analizador fue un LX 200 — Austin, TX, USA (Figura
6), que se compone de dos laseres: uno para la identificacion de las microesferas y otro para la
identificacion de la presencia o ausencia de reaccion sobre las microesferas. EI anélisis de los
datos se realizd con el programa informatico Bioplex Manager 6.1. Los ajustes se

comprobaron diariamente.

119



Figura 4.—Microesferas de cien ratios diferentes de fluorescencia rojo-naranja

5.6 Microns

Bead Set 26 |

The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Figura 5.—Panel "Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-plex Bio-rad assay®" (*'Hercules, CA,
USA™)
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Figura 6.—Instrumento analizador LX 200 (*'Austin, TX, USA™)

Preparacion de las muestras (Figura 7)

Previo al analisis propiamente dicho, se prepararon los estandares, las muestras y la
placa. Los estandares se prepararon realizando diluciones seriadas (1/4) de un estandar
suministrado con el kit resultando 8 estandares que se analizaron por duplicado. Como control
negativo se utilizé diluyente del estandar. Para la preparacion de las muestras, se realizaron
diluciones 1/4. Una vez preparados los estdndares, controles y muestras, se procedié a
humidificar la placa con la adicién manual de 150 pL del tampon y la eliminacién de dicho

tampdn mediante filtracion por vacio.

Preparada la placa, se agregaron las microesferas que llevaban incorporado el
anticuerpo dirigido frente a las diferentes citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento.
El volumen final fue de 6000 uL (240 uL de solucién 25x "Stock Beads" y 5760 uL de "Assay

Buffer"). Se realizaron dos lavados de los micro pocillos y seguidamente, se afadieron los
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estandares, controles y muestras en el pocillo correspondiente (50 pL). La placa se incubo

temperatura ambiente en agitacion durante 30 minutos.

Después de incubar las muestras, se realizaron 3 lavados y se afiadieron 25 ulL del
anticuerpo de deteccién (marcado con biotina) a cada pocillo y se incubd la placa a
temperatura ambiente en agitacion durante 30 minutos. Hasta aqui, el resultado era la
formacion de un "sandwich™ de anticuerpos alrededor de la citoquina, quimiocina o factor de

crecimiento.

Figura 7.—Preparacion de las muestras
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Tras 3 lavados, se agreg6 50 pL de la solucion de estreptavidina-ficoeritrina (SAPE)
previamente diluida (60 pL de solucion SAPE y 5940 uL de Assay Buffer) a cada pocillo, y

se incubo la placa a temperatura ambiente en agitacion durante 30 minutos. EI SAPE se une al
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anticuerpo de deteccion biotinilado en la superficie de la microesfera (Figura 8).

Figura 8.—Principio de la deteccién en citometria de fase sélida (Luminex)

1- Incubacion de las microesferas conjugadas con anticuerpo
O especifico con la muestra problema o el estandar
Oﬁ 2- Lavado e incubacion con anticuerpo biotinilado de deteccion
OH 3- Lavado e incubacion con Estreptavidina-PE . Lectura de intensidad
de fluorescencia.

Deteccion y analisis de datos

Antes de proceder a la lectura de la placa, ésta se mantuvo en agitacién a 1100 rpm
durante 30 segundos. Posteriormente, la placa se introdujo en la plataforma Luminex y
mediante el software suministrado por el fabricante se procedi6 al andlisis de los datos
(Figura 9). Los valores del altimo estdndar fueron considerados como los limites de
deteccion para cada mediador, segiin recomendaciones del fabricante. Los valores por debajo

del nivel de deteccidn se equipararon al nivel de deteccion (Tabla 13).
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Tabla 13.—Limites de deteccion de las citoquinas estudiadas

Citoquinas Limites de deteccion (pg/ml) PM

IL-1RA 2.06 - 51837.3 65 kDa

IL-9 1.58 - 26447.2 14 kDa

IL-15 1.96 - 11900.8 13 kDa

Eotaxina (CCL11) 1.51 - 25057.0 8.3 kDa
FGF-b 0.66 - 8839.7 17.2 kDa
1P-10 2.51-41274.8 8.5 kDa
MIP-1a (CCL3) 0.99 - 4207.0 7.8 kDa
PDGF-BB 1.33-21802.4 24.3 kDa
RANTES (CCLY5) 1.27 - 2502.0 7.8 kDa
VEGF 4.77 - 31623.9 38.2 kDa
IL-1B 1.8-4219.5 17.3 kDa
IL-6 1.96 - 25069.5 20.9 kDa
IL-8 1.4 - 25130 8-9 kDa
IL-7 1.68 - 27537.1 17.4 kDa
IL-17 0.54 - 22242.5 15.5 kDa
G-CSF 2.18 - 12648.4 18.7 kDa
MCP-1 (CCL2) 1.16 - 2881.7 8.6 kDa
MIP-1p (CCL4) 1.26 - 1637.4 8 kDa

IL-2 1.46 - 7645.8 15.5 kDa
IL-4 0.14 - 3415.7 14.9 kDa
IL-5 1.83-19532.1 26 kDa

IL-10 1.71 - 24304 18.6 kDa
IL-12 3.83 - 36459.8 70 kDa

IL-13 2.34-11943.7 12.5 kDa
GM-CSF 0.84 - 13823.7 14.6 kDa
IFN-y 1.44 - 24564.7 16.7 kDa
TNF-a 4.75 - 77755 17.4 kDa
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Figura 9.—Deteccion de los valores de citoquinas con ayuda del software TDAS RVP-I
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4.6.3 Analitica de control

En paralelo, se obtuvo sangre por venopuncion, que se recogid en tubos de suero y
EDTA ("Ethylene Diamine Tetra Acetique Acid"), para el analisis bioguimico (glucemia,
uremia, creatinemia, natremia y kalemia), hemograma y férmula leucocitaria rutinarios
respectivos, que se analizaron segun el procedimiento habitual en el Servicio de Analisis

Clinicos del HCUV.

Las mediciones de inmunoglobulinas y complemento se solicitaron al laboratorio de
Microbiologia en Inmunologia del HCUV. Estos se midieron por nefelometria ("Dade Behrin
N-1I System — Siemmens Healthcare Diagnostics, Deerfield, USA"). Se solicité la deteccion y
caracterizacion de los anticuerpos antinucleares, lo cual se realiz6 por inmunofluorescencia
indirecta en células HEp-2 y sobre Crithidia luciliae (Euroimmune, Libeck, Germany), salvo

para las especificidades dirigidas frente a antigenos nucleares solubles, que se evaltan en el
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HCUV a través del sistema INNO-LIA (immunoblot). Finalmente, los anticuerpos anti-
fosfolipidos fueron detectados y cuantificados mediante ELISA (anti-cardiolipina a efectos

del presente estudio).

Recogida de orina de 24 horas y primera orina de la mafana, para estudio del
sedimento urinario, microalbuminuria y proteinuria, procesado en el Servicio de Analisis

Clinicos del HCUV.

4.6.4 Consulta de revision

La Unidad de Enfermedades Autoinmunes Sistémicas del HCUV sigue y trata a los
pacientes que participaron en este estudio, a los cuales se revisa cada 4-6 meses en caso de
tratarse de enfermedad estable. Se presta especial atencion a cualquier signo clinico y
analitico de actividad, sobre todo si éstos hacen sospechar de afectacién renal, que en caso de
ocurrir, activa un protocolo de actuacion para la toma de decisiones guiadas por algoritmos
(Anexo 4) [84], para la puesta en marcha de un tratamiento de rescate. Superado un evento
agudo, las revisiones se acortan a una visita mensual, y en caso de haberse tratado de un brote
con afectacion renal, no se deja de hacer un seguimiento de los parametros de funcién renal

en ninguna revision posterior.

Consulta de deteccion de actividad y brote en LES

La consulta de Medicina Interna del HCUV (consulta de deteccion de actividad y
brote en Enfermedades Autoinmunes Sistémicas) tiene las cualidades que se citan a

continuacion.
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Actividades desarrolladas en la consulta

1.- Evaluar a aquellos pacientes en primera visita. Se trata de pacientes remitidos
desde otras especialidades (Reumatologia, Nefrologia, Dermatologia,....) con la
sospecha de una Enfermedad Autoinmune Sistémica (basandose en la clinica y los
hallazgos de la analitica). Estos pacientes precisan una valoracion con historia
clinica, exploracion fisica, analitica y pruebas complementarias. En algunos de los
casos, si es preciso por la clinica y/o de enfermedad sospechada el paciente
necesitara ingreso para un estudio mas rapido y la instauracion de tratamiento

precoz.

2.- Por otra parte, se realiza el seguimiento de aquellos pacientes que ya son

conocidos en la Consulta de Enfermedades Autoinmunes Sistémicas del HCUV y

que acuden, de acuerdo con su plan de visitas establecido. Se trata por tanto de una

visita médica de revision para de evaluacion de actividad de la enfermedad y

deteccion precoz de brote.

3.- Atencidn de pacientes con patologia urgente.

4.-Consulta especializada, los jueves, en la que se realiza Capilaroscopias.

5.- Prescripcion de farmacos intravenosos para su administracion en el Hospital de

Dia.

6.- Consulta de enfermeria diaria, en horario de mafanas.

127



Personal sanitario que compone la consulta

La consulta consta de un médico internista, que desempefia el trabajo de organizacion
del equipo de profesionales que trabajan en esta unidad, y que es el que realiza la valoracién

directa de los pacientes, asi como la decision de la actitud diagndstica y terapéutica.

Ademaés, consta de médicos con diferentes actividades de acuerdo con su grado de
responsabilidad: un médico internista con una beca de investigacion, varios residentes de
Medicina Interna y otras especialidades (Neurologia, Nefrologia,....) en distintos afios de
formacion. Y durante el periodo académico, al tratarse de un Hospital Universitario que esta
vinculado a la Facultad de Medicina de Valladolid, se cuenta con la presencia de estudiantes,

bien en practicas de 3* y 6° curso de Medicina y/o Alumnos internos.

Por ultimo, destacar la importante labor desempefiada por la Enfermera. Como en
todas las actividades sanitarias la enfermera realiza una labor de asistencia con el médico y

una atencion directa al paciente. Sus actividades son las siguientes:

o Extraccion de muestras de laboratorio a primera hora de la mafana.

o Organizar la consulta dia a dia.

o Informar a los pacientes, cada uno de acuerdo con su patologia, en las normas
higiénico-dietéticas necesarias para mejorar la calidad de vida, por ejemplo las
medidas para mejorar el sabor, la textura,... y salvar las limitaciones en las
comidas en pacientes con Sindrome de Sjogren o la proteccion frente a los

cambios de temperatura de los pacientes con Enfermedad de Raynaud o
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Esclerodermia, asi como las medidas de proteccion solar y de otros factores
desencadenantes de un brote ldpico.

o Ser la persona de referencia y consulta, bien por teléfono o bien en persona,
para solucionar dudas clinicas o logisticas y valorar su derivacion a una
atencion més especializada por parte del médico.

o Realizar pruebas complementarias en situacion de urgencia: extraccion de
muestras de laboratorio, realizacién de ECG,....

o Administrar de medicacién subcutanea, intramuscular o intravenosa, prescrita

por el médico de la unidad.

. Qué se realiza en una visita médica de revisiéon?

La consulta de revision consiste en la valoracion por parte del médico de la situacion
actual en la que se encuentra el paciente. A los pacientes se les realiza un interrogatorio
exhaustivo siguiendo los items de las escalas de actividad, brote y lesidn crénica, ademas de
la realizacion de una exploracion fisica y la revision de las pruebas complementarias

solicitadas en la visita anterior.

e Se debe evaluar el grado de actividad de la enfermedad para lo que se

aplica de forma sistematica la escala de SLEDAI-2K.

e Por otra parte, se detecta la presencia de brote, aplicando la escala de

BILAG.

¢ Finalmente, se realiza la escala de deteccion de dafio crénico (evaluacion

anual): SLICC/ACR/DI.
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De acuerdo con los resultados obtenidos el paciente puede tener tres tipos de

seguimiento distintos:

o No estar en brote y el grado de actividad de la enfermedad ser nulo, con lo que
la periodicidad de las revisiones serd mas separada.

o No estar en brote y deacuerdo con el grado de actividad de la enfermedad se
realiza un ajuste de tratamiento y se programa una nueva visita con pruebas
complementarias.

o Estar en brote y necesitar estudios mas amplios y tratamiento mas enérgico,

para lo que se realizara ingreso.

Habitualmente, puesto que todos los pacientes participantes se habian mantenido
estables hasta el momento de su inclusién, los datos clinicos y analiticos recogidos se
introdujeron en la version corregida de SLEDAI del afio 2000, conformandose de esta manera
tres grupos de acuerdo a la puntuacion obtenida: sin actividad (SLEDAI-2K=0), actividad
moderada (SLEDAI-2K=1-7) y actividad severa con afectacion organica importante

(SLEDAI-2K>8).

Al aplicar SLEDAI-2K la puntuacion que se puede obtener total va de cero a 105, no
obstante la manifestacion de uno o dos signos en uno de los capitulos, por ejemplo, uno de los
seis sintomas mayores (con puntuacién de 8), se catalogara automaticamente como actividad
severa [90], aungue esta puntuacion sea baja y los sintomas restantes se ubiquen en categorias
mas bajas, ya que prima la importancia de los signos mayores sobre la puntuaciéon y demas

signos menores presentes. Este es el motivo de la division de los pacientes, establecida de
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acuerdo con el grado de actividad. Esta clasificacion clinica se traduce en una actitud
terapeutica:

e Actividad leve: tratamiento de base con prednisona 10 mg/24 h 6 5 mg/24h, con
dosis minima para evitar el efecto acumulativo de la medicacion y mantener el
estado de remision de la enfermedad.

e Actividad moderada: se aumenta al doble la dosis de prednisona, no mayor de 0,5
mg/kg/dia, conjuntamente con citotoxicos.

e Actividad severa: determinada por la presencia de uno de los seis signos mayores
0 incremento de la puntacion obtenida (>8) y exacerbacion o signos mayores
(lesiones del SNC, vasculitis, nefritis lGpica, miositis, psicosis, ..). Se
recomienda duplicar la dosis de prednisona de 0,5 mg/kg/dia a 1 mg/kg/dia o
maés, hospitalizacion, agregar citotoxicos o iniciar la terapia con pulsos de metil-

prednisolona o ciclofosfamida.

Se decidié aplicar BILAG para aquellas puntuaciones con SLEDAI indicando
actividad severa y moderada, para indagar 6rgano por 6rgano los posibles focos de un

potencial brote.

Los valores de las citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento analizados en
orina se compararon entre cada uno de los tres grupos constituidos de acuerdo a la puntuacion

que arrojo SLEDAI-2K.
Las decisiones que se tomaron y las acciones que se llevaron a cabo respecto de cada
paciente participante, fueron anotadas en su historia clinica para, en un segundo tiempo poder

analizarlas en futuros estudios.
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4.7 Variables recogidas (Figura 10)
4.7.1 Determinacion de citoquinas en orina

Se tratd de variables cuantitativas continuas y correspondieron al valor de cada una de

las 27 citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento analizados en orina.

Figura 10.- Hoja de recogida de datos

[ HOJA DE RECOGIDA DE DATOS ]

[ N° de caso: Fecha de visita: NOoH2: ]

Iniciales del nombre y los dos apellidos (s6lo una letra).

Sexo: Edad: afios  Peso: Kg cms

4 )

ANTECEDENTES PERSONALES:
HIPERTENSION ARTERIAL  SI NO CARDIOPATIA: SI NO
HEPATOPATIA: Sl NO ENFERMEDAD RENAL Sl NO
OBESIDAD: SI NO TABACO: S NO
ALCOHOL: Sl NO DIABETES MELLITUS: SI NO
CIRUGIAS PREVIAS: SI NO

o J
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DATOS DE LES:

Afio de diagnéstico

Criterios ACR 1997 que cumple:

Eritema facial

Lupus Discoide

Fotosensibilidad

Ulceras orales

Artritis no erosiva

Serositis (pleuritis o pericarditis)

Enfermedad renal (proteinuria >0.5gr/24 horas o presencia de cilindros celulares o

hematicos en el sedimento)

Alteraciones neurolégicas (convulsiones o psicosis)

o Ateraciones hematolégicas (Anemia hemolitica o Leucopenia <4000 en 2 6 mé&s ocasiones 0
Linfopenia < de 1500 en 2 6 més ocasiones o trombocitopenia <100.000)

o Alteraciones inmunoldgicas (anticuerpos anti-DNA a titulo elevado. ac anti-Sm, Ac.
antifosfolipido (ACA, LA) o serologia luética falsamente positiva)

o Ac antinucleares positivos

Numero de brotes desde el diagndstico de LES hasta la toma de la muestra.
Numero de ingresos por LES.

SLEDAI-2K (Indice de actividad del Lupus) (ANEXO 2). Clasificacién:
= SLEDAI-2K: 0

= SLEDAI-2K: 1-8

= SLEDAI-2K:>8

BILAG (ANEXO 3):

e BILAGC, D, E: igual

e BILAG B: peor

e BILAG A: brote

CONSIDERACIONES EN BILAG \

Esquema de puntuacién:

¢ Categoria A. Enfermedad lo suficientemente activa como para cambiar el
tratamiento: Prednisolona > 20 mg/dia y/o inmunosupresores.

e Categoria B. Enfermedad con menor actividad que en la categoria A;
sintomas o signos reversibles con tratamiento sintomatico como
antimaléricos, antiinflamatorios no esteroideos o Prednisolona < 20 mg/dia.

¢ Categoria C. Enfermedad estable o con baja actividad.

e Categoria D. Sistema previamente afectado pero en la actualidad inactivo.

e Categoria E. Sistema nunca afectado.

Criterios de respuesta:

* Brote mayor: nuevo score A.

* Brote moderado: paso de un C, D o E aun B.

o Respuesta completa: desaparicion (sin reaparicion) de todos los Ay B.

¢ Respuesta parcial: desaparicion de los A pero persistencia de por lo menos

un nuevo B.
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22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
3L
32.
33.
. aCL: positivo o negativo:

. Ac Anti beta 2 glicoproteina 1: positivo o negativo (U/ml):

. Leucocitos: 4.00-10.00 x 10%/ pl:

. Linfocitos: 20.0-51.0 %:

. Neutrofilos: 42.0-76.0 %:

. Monaocitos: 2.0-12.0 %:

. Plaquetas: 150-400 x 10% ul:

. VSG: mujeres< 30 mm y hombres <50mm:

. Estudio de coagulacion bésico:

. TSH: 0.27-4.2 piUu/ml:

. T4 libre: 0.93-1.71 ng/dl:

. Sedimento Urinario: (patoldgico si > 3 hematies/campo, 5 leucocitos/campo o algun cilindro

. Microalbuminuria: 3-30 mg/L.:
. Auto- anticuerpos: ANA: (titulo positivo a partir de 1/40, en ausencia de drogas que pueden

LABORATORIO (valores de referencia):

Glucemia basal: (tras 12 horas de ayuno) 65-110 mg/dl:

Urea: 25-50 mg/dl:

Creatinina: 0.7-1.4 mg/dl:

Aclaramiento de creatinina MDRD, calculado por el laboratorio del HCUV:
Perfil lipidico: Colesterol (120-220), Trigleridos (36-165), HDL-c (41-72), LDL-c (90-150)
mg/dl:

Proteinas Totales: 6.0-8.4 mg/dl:

Alblmina: 3.5-5.0 mg/dl:

Proteinograma en sangre.

Hemoglobina: en mujeres 12.01-14.5 mg/dl, en hombres: 13.8-16.9 mg/dl:

por campo):

inducir lupus):

Ac anti-DNA: (titulo positivo a partir de 1/8):
Ac anti-SM: Titulo positivo:
Ac anti-SS-A(Ro):

Ac anti SS-B(La):

Ac anti-nucleosomas:

C3: 83-177 mg/dl:

C4: 15-45 mg/dl:

1gG: 870-2180 mg/dl:

IgA: 117-420 mg/dl:

IgM: 60-220 mg/dl:

ACA IgG: 0-15 U/ml:

ACA IgM: 0-13 U/ml:

Nogak~wdbPE

9.- Otros inmunomoduladores: pentoxifilina: Sl

TRATAMIENTO:

Tratamiento actual del LES:
Dosis acumuladas de Corticoides: en mg (desde el diagnéstico hasta la actualidad).

Pulsos de Corticoides Sl NO NS
Pulsos de Ciclofosfamida: Sl NO NS
Hidroxicloroquina: Sl NO NS

Otros farmacos inmunosupresores iv (Rituximab): Sl NO NS

Otros farmacos inmnunosupresores vo: Mofetil Micofenolato, Azatioprida, Metrotrexato,....
Sl NO NS

Farmacos inhibidores del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (RAAS): Inhibidores

del Enzima covertidorea de la Angiotensina (IECA), Antagonista de los receptores de la

Angiotensina Il (ARAII), Ahorradores de potasio (Espironolactona / Eplerenona):

Sl NO NS.

NO NS
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CITOQUINAS EN ORINA (valores de referencia):

IL-1RA (2.06, 51837.3 pg/ml):
IL-9 (1.58, 26447.2 pg/ml):
IL-15 (1.96, 11900.8 pg/ml):
Eotaxina (1.51, 25057.0 pg/ml):
FGF-b:(0.66, 8839.7 pg/ml):
IP-10:(2.51, 41274.8 pg/ml):
MIP-1a (0.99, 4207.0 pg/ml:
PDGF-BB (1.33, 21802.4 pg/m)I:
RANTES (1.27, 2502.0 pg/ml):
10. VEGF (4.77, 31623.9 pg/ml):
11. IL-1pB (1.8, 4219.5 pg/ml):

12. IL-6 (1.96, 25069.5 pg/ml):

13. IL-8 (1.4, 25130 pg/ml):

14. IL-7 (1.68, 27537.1 pg/ml):

15. 1L-17 (0.54, 22242.5 pg/ml):
16. G-CSF (2.18, 12648.4 pg/ml):
17. CCL2 (MCP-1) (1.16, 2881.7 pg/ml):
18. MIP-1p (1.26, 1637.4 pg/ml):
19. 1L-2 (1.46, 7645.8 pg/ml):

20. 1L-4(0.14, 3415.7 pg/ml):

21. 1L-5(1.83,19532.1 pg/ml):

22. 1L-10 (1.71, 24304 pg/ml):

23. 1L-12(3.83, 36459.8 pg/ml):
24. 1L-13 (2.34,11943.7 pg/ml):
25. GM-CSF (0.84, 13823.7 pg/ml):
26. IFN-y (1.44, 24564.7 pg/ml):
27. TNF-o (4.75, 77755 pg/ml):

©CoNou RN PR

4.7.2 Seguimiento en consulta

La edad de los pacientes fue considerada como una variable cuantitativa discreta. El

sexo se tomd como una variable cualitativa dicotomica (hombre y mujer).

La actividad global medida con SLEDAI-2K permitié construir las siguientes

variables cualitativas de tipo ordinal: inactivo, moderado, severo.
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Los datos clinicos y algunos de los datos analiticos requeridos por SLEDAI-2K se
consideraron como variables cualitativas dicotdbmicas (si o no). Estas variables
correspondieron a: anti-ADN, anti-SS-A(Ro), anti-SS-B(La), anti-Sm, anti-nucleosomas, anti-
cardiolipina 1gG, anti-cardiolipina IgM, inmunosupresion diferente de los corticoides y

afectacién renal.

Se consideraron como variables cuantitativas continuas el valor de los siguientes
pardmetros de laboratorio analizados (en sus respectivas unidades y de acuerdo a sus
margenes de normalidad) y requeridos por SLEDAI-2K: leucocitos, linfocitos, monocitos,

neutrofilos, VSG, urea, IgG, IgA, IgM, complemento C3 y C4.

4.8 Método estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el programa Excel de Microsoft y la

version 15.0 del programa SPSS Inc.® (Chicago, IL, USA) para Windows.

Para las pruebas de contraste se consider6 un nivel de significacion estadistica el

valor-p <0.05.
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4.8.1 Andlisis descriptivo

Las variables cuantitativas correspondientes a la edad, los niveles de los mediadores
inmunoldgicos medidos en orina, leucocitos, linfocitos, monocitos, neutrofilos, VSG, urea,

IgG, IgA, IgM, y complemento C3 y C4, se describieron por su media y desviacion estandar.

Presentando la poblacion de estudio una distribucion de frecuencias para las 27
citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento analizados (variables de la determinacion
de citoquinas) que no seguia la ley de Laplace-Gauss, segun lo indicaron las pruebas de
Kolmogorov-Smirnovb y Shapiro-Wilk, se utilizaron pruebas no paramétricas para el analisis

estadistico.

Por ultimo, todas las variables cualitativas se describieron por sus frecuencias

absolutas y relativas (porcentajes).

4.8.2 Analisis de contraste

Teniendo en cuenta el nimero importante de citoquinas motivo de este estudio, sélo se
sometieron al andlisis de contraste, y posteriormente al analisis de correlacion y de capacidad

diagnostica, aquellas que resultaron detectables por el método que utilizamos.
Se utilizaron la prueba del Chi-cuadrado y el test exacto de Fisher para la comparacion

de la reparticién de frecuencias de las citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento

detectables entre sanos y enfermos.
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Se utiliz6 la prueba no paramétrica de la U de Mann-Withney para comparar los
niveles de estos mediadores inmunoldgicos entre cada uno de los grupos de pacientes
definidos por SLEDAI-2K (inactivo, moderado y severo). Previamente, con la prueba de la H
de Kruskal-Wallis, se compararon controles sanos y enfermos, enfermos inactivos y
moderados, enfermos moderados y severos, y enfermos severos y controles sanos. Con el
mismo estadistico se compararon enfermos severos sin y con afectacion renal por la presencia

de proteinuria (establecido el limite > 0.5 gr/24 horas).

4.8.3 Andlisis de correlacion y capacidad diagndstica

El coeficiente de correlacion de Spearman se emple6 para medir la asociacién entre
los niveles de las citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento detectables y la actividad
global de la enfermedad segin SLEDAI-2K, siendo necesario aplicar la correccion de

Bonferroni.

También se midio la asociacion, con el mismo estadistico, entre estos mediadores y los
siguientes parametros de laboratorio requeridos por SLEDAI: leucocitos, linfocitos,

monocitos, neutrofilos, VSG, urea, IgG, IgA, IgM, complemento C3 y C4.

Por ultimo, se analizd la capacidad diagndstica de aquellas citoquinas que se
sometieron al analisis de correlacion, hallandose los puntos de corte mas precisos respecto a
su sensibilidad y especificidad para detectar una puntuacion de grado severo o mayor con
SLEDAI-2K, y para detectar proteinuria (establecido el limite > 0.5 gr/24 horas), mediante el

calculo del area bajo la curva COR (Caracteristica Operativa del Receptor).
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Por regresion logistica se discrimind respecto a la cuantificacion del riesgo, entre
aquellas citoquinas con una curva COR buena (MCP-1 e IP-10) y pardmetros de actividad de

enfermedad renal como son la hematuria, leucocituria y proteinuria.
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5. Resultados






5.1 Analisis descriptivo

5.1.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion

Los pacientes participantes en este estudio (n = 48) presentaron una media de edad de
40.36 afos. Se incluyeron un total de 41 mujeres, por lo que quedo claro el predominio del
sexo femenino sobre el masculino (Figura 11). Agrupados por rango de edad, 19 pacientes
fueron menores de 35 afios, veintiocho presentaron una edad comprendida entre 35 y 65 afos,

y s6lo uno era mayor de 65 afios (Figura 12).

Figura 11.—Sexo de los pacientes participantes

17 %

® Varones
® Mujeres
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Figura 12.—Grupos por rangos de edad, porcentajes

H varones B Mujeres

>65 anos

Aplicando SLEDAI-2K (Figura 13), veinte pacientes obtuvieron cero puntos, once
pacientes entre 1 y 2 puntos, cinco pacientes 3-4 puntos, dos pacientes 5-7 puntos, tres
pacientes 8 puntos, un paciente 10 puntos, dos pacientes 11-12 puntos, otro paciente obtuvo
14 puntos, y finalmente tres pacientes mas de 14 puntos. Conformados los tres grupos, tal cual
se menciona en Material y Métodos (Figura 14), los pacientes sin actividad (n=20), con
actividad moderada (n=18), y con actividad severa de la enfermedad (n=10), no mostraron
grandes diferencias respecto a la edad, aunque debe destacarse una media de 36 afios en el
grupo con actividad severa, al igual que el predominio del sexo femenino en los tres grupos

(Tabla 14).
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Figura 13.—Puntuacion con SLEDAI-2K, porcentajes
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Al respecto de los datos aportados por la analitica de rutina, los pacientes del grupo
con actividad severa presentaron un recuento mas bajo de linfocitos en sangre periférica que
los pacientes del grupo con enfermedad inactiva 0 moderada. El grupo con actividad grave
mostrd, unos niveles mas bajos de complemento C3 y C4 séricos que los pacientes sin
actividad de la enfermedad. No obstante, cabe destacar que el perfil de auto-anticuerpos fue
similar en los tres grupos, con excepcion de los anticuerpos anti-SS-A(Ro) que predominaron

en los inactivos (Tabla 14).
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Figura 14.—Grupos constituidos por SLEDAI-2K

M Inactivo
B Moderado
B Severo

Respecto a los antecedentes personales, destaca la existencia de:

e Dos varones con LES inactivo, dos varones y una mujer con actividad moderada segun
SLEDAI, y una mujer con enfermedad severamente activa que habian presentado
Sindrome Antifosfolipico.

e Una mujer sin actividad lapica que habia sufrido en el pasado de una sifilis secundaria,
el tratamiento habia sido apropiado y durante el estudio no mostré ni signos ni
sintomas de la enfermedad.

e Otra mujer, con enfermedad inactiva, que presentd una Enfermedad Pulmonar

Obstructiva Cronica (EPOC) moderada.
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e Serologia positiva frente a Trypanosoma cruzi en ausencia de sintomas en otra mujer
sin actividad lupica.

e Otra mujer, con enfermedad inactiva, que presentd de forma concomitante una
rosacea.

e Una mujer, con enfermedad inactiva, en la que la determinacion de citoquinas se
realiz6 estando embarazada de 6 meses.

e Una mujer, con actividad moderada de la enfermedad, que habia superado un cancer
de mama y se encontraba libre de enfermedad neoplésica activa en el momento de la
toma de la muestra.

e Una mujer con actividad moderada que habia superado una tuberculosis renal y no
presentd insuficiencia renal en el momento del estudio.

e Otra mujer con un lupus severamente activo que presentd como antecedentes
personales cardiopatia isquémica e insuficiencia valvular mitral.

e Finalmente, otra mujer, con actividad severa, que padecia diabetes mellitus tipo 1 e

hipotiroidismo.

El resto de pacientes incluidos en el estudio no presentaron antecedentes personales

relevantes.
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Tabla 14.—Caracteristicas clinicas de los pacientes

Sin actividad Actividad Actividad severa
(SLEDAI-2K cero) moderada (SLEDAI-2K >8)
(n=20) (SLEDAI-2K 1-7) (n=10)
(n=18)
Edad 42.5[11.8] 41.6[9.4] 36.0[14.6]
Sexo (M/V) 17/3 15/3 8/2
Leucocitos (n/mm°) 7254.0[2343.9] 6720.0[1988.5] 5800.0[2524.8]
Linfocitos (n/mm®) 2041.0[825.6] 2202.8[949.9] 1385.0[906.8]*1
Monocitos (n/mm?®) 425.5[139.7] 446.1[157.1] 387.0[198.8]
Neutrofilos (n/mm®) 4407.5[1987.8] 3897.8[1427.1] 3923.0[1789.7]
Velocidad de sedimentacion 13.6[11.6] 21.1[15.4] 20.7[22.1]
Urea (suero) 39.6[23.9] 41.1[20.1] 40.4[23.2]
IgG (suero) 1198.4[669.0] 1548.7[861.9] 1209.4[541.5]
IgA (suero) 265.2[181.1] 242.7[177.3] 196.2[148.5]
IgM (suero) 100.6[83.6] 112.3[92.4] 135.3[107.5]
C3 (suero) 119.6[32.0] 101.1[36.4] 80.3[23.0]*
C4 (suero) 20.7[6.0] 14.2[7.8]* 13.4[15.0]*
Ac anti-ADN(no/sf) 16/4 15/3 6/4
Ac anti-SS-A(Ro) (no/si) 10/10 10/8 9/1*
Ac anti-SS-B(La) (no/si) 14/6 15/3 9/1
Ac anti-Sm (no/sf) 19/1 18/0 10/0
Ac anti-nucleosoma (no/sf) 14/6 14/4 6/4
Ac anti-cardiolipina IgM (no/si) 20/0 171 9/1
Ac anti-cardiolipina 1gG (no/sf) 20/0 16/2 8/2
Corticoides s6los (si/no) 15/5 13/5 5/5
Afectacién renal (no/si) 17/3 13/5 4/6*

Las variables cuantitativas se muestran de la siguiente forma: media [desviacién estandar].
grupo con enfermedad inactiva. mas frecuente respecto al grupo con actividad moderada de la enfermedad

*maés frecuente respecto al

Respecto al tratamiento inmunosupresor de los pacientes participantes al momento de

su inclusion en el estudio (Figura 15), el 31% de los pacientes mantenian un tratamiento con

prednisona e hidroxicloroquina, el 17% sélo con hidroxicloroguina, el 12% con MMF

(Micofenolato mofetil) asociado a corticoides, y el 11% con corticoides solos. Tres pacientes

148




seguian un tratamiento con MMF, hidroxicloroquina y esteroides. Un paciente en tratamiento
con etanercept e hidroxicloroquina, para tratamiento de sus manifestaciones articulares. Otro
paciente era tratado con inmunoglobulinas intravenosas. Se recogié el uso de azatioprina
combinada con esteroides y/o hidroxicloroquina. También se recogid el uso de metotrexato

asociado a hidroxicloroquina.

Un paciente habia sido tratado con una pauta estandar de seis ciclos mensuales de
ciclofosfamida (500 mg/m? superficie corporal) después de una dosis total de 3gr de 6-
metilprednisolona administrados en 6 dias. Este paciente seguia un tratamiento sélo con
esteroides cuando se le incluyd en el estudio. Finalmente, otro paciente, que también fue

tratado con ciclofosfamida, mantenia un tratamiento con MMF y corticoides.

Figura 15.—Tratamiento inmunosupresor, porcentajes
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Cabe destacar ademas que, de los 48 pacientes incluidos, trece recibian tratamiento
con algun farmaco con actividad sobre el SRAA (Sistema renina-angiotensina-aldosterona)
(Figura 16). Solo dos pacientes de estos trece tomaban IECA, y/o ARA-II, y/o inhibidores de
la renina, y/o antagonistas de la aldosterona, como tratamiento de una hipertension arterial.
Estos medicamentos se indicaron como tratamiento de la proteinuria, recogiéndose
principalmente en los pacientes con historia de afectacion renal ldpica. Lo més frecuente fue

el tratamiento con dos de estos farmacos, seguido de la monoterapia.

Figura 16.—Tratamiento anti-proteindrico, porcetanjes
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5.1.2 Afectacion organica

En nuestra poblacion las manifestaciones musculo-esqueléticas y muco-cutaneas
fueron las més frecuentes (Figura 17), ambas presentes de igual manera en 41 pacientes.
Ocupando el segundo puesto, los sintomas generales fueron la principal molestia de 30

pacientes.

Figura 17.—Afectacion 6rgano por 6rgano, porcentajes
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En 14 pacientes se puso de manifiesto la presencia de afectacion renal (Tabla 15),
definida por la presencia de proteinuria mayor o igual de 0.5 gr/24 horas, o creatinemia mayor

de 1.1 mg/dl en mujeres y mayor de 1.3 mg/dl en hombres, o sedimento urinario alterado con
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mas de 5 hematies/campo 0 méas de 6 leucocitos/campo, o presencia de células epiteliales

descamativas.

Once pacientes habian presentado leucopenia y/o plaquetopenia. En 10 pacientes se
recogio algun tipo de vasculitis, que se asocié al diagnosticado de LES. Ocho pacientes
refirieron molestias de tipo neuroldgico, se tratd de cefaleas principalmente, seguido de
cuadros de depresion. En una paciente se recogieron molestias que correspondieron a pleuritis

y pericarditis.

Las manifestaciones musculo-esqueléticas y muco-cutaneas continuaron siendo
frecuentes en los tres grupos constituidos por SLEDAI. Sin embargo, en los diez pacientes
con actividad grave los sintomas generales pasaron a ocupar el primer lugar, al ser referidos
por todos ellos. Asi, ocupando el segundo y tercer lugar, las afectaciones musculo-esquelética
y muco-cutanea fueron referidas por siete y cinco pacientes respectivamente. Los siete
pacientes con manifestaciones musculo-esqueléticas fueron cinco mujeres y dos varones. Los
cinco pacientes con afectacion muco-cutanea presentaban ademas afectacion musculo-

esquelética, y fueron cuatro mujeres y un varon.

Aplicando BILAG, se alcanz6 la categoria C en los diez pacientes con enfermedad

severamente activa y sintomas generales.

Se alcanz0 la categoria B en los cinco pacientes con afectacion muco-cutanea y

SLEDAI-2K > 8, principalmente por el empeoramiento y/o la nueva aparicion de un eritema

malar. En el resto de casos con afectacién muco-cutanea se obtuvo un BILAG C o D.
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En una paciente severamente activa y que presentd un episodio de artritis "de novo",
se obtuvo un BILAG B. En los restantes 6 pacientes con afectacion musculo-esquelética y
SLEDAI-2K > 8 se obtuvo un BILAG C por el empeoramiento de sus habituales artralgias y

mialgias. En el resto de casos con afectacion musculo-esquelética se obtuvo un BILAG D.

5.1.3 Nefropatia lapica

De los catorce pacientes con datos de nefropatia lUpica al momento de su inclusion en
el estudio, tres no presentaban actividad de la enfermedad segin SLEDAI, cinco presentaban

moderada actividad, y seis una enfermedad severamente activa.

Aplicando BILAG, alcanzaron la categoria B los cinco pacientes con moderada
actividad. Los seis pacientes con SLEDAI-2K > 8 alcanzaron la categoria A definitoria de

brote (Figura 18).

Los seis pacientes en brote renal correspondieron a los cinco pacientes que
presentaban una afectacion musculo-esquelética y muco-cutanea a la vez, y a uno de los dos

varones con solo afectacion musculo-esquelética.
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Tabla 15.- Pacientes con nefropatia lUpica

Paciente

Sexo

SLEDAI-2K

BILAG

Biopsia renal

Tratamiento

Tipo IV

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroquina

Tipo IV

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroquina

Tipo Il

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroquina

tubulo-
intersticial

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroguina

Tipo IV

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroguina

No realizada

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroguina

Tipo Il

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroguina

Tipo 1l

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxicloroguina

16

Material insuf

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxiclorogquina
+ MMF

10

12

Material insuf

Corticoides<10
mg/24h

11

Material insuf

Corticoides<10
mg/24h

12

Tipo IV

Corticoides +
MMF

13

10

Tipo I

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxiclorogquina

14

23

Tipo Il

Corticoides<10
mg/24h +
hidroxiclorogquina
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Figura 18.—BILAG para la afectacion renal
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Estos seis pacientes en brote renal presentaban una proteinuria mayor 0.5 gr/24 horas,
la mitad de estos con un sedimento activo (hematuria lo mas frecuentemente). Se observo,
ademas, que uno de estos seis pacientes (un vardn) presentaba asociado un deterioro de la
funcion renal, con un aumento de la creatinemia de alrededor del 50%, equivalente a un

descenso del filtrado glomerular hasta menos de 50 ml/min.

Habiendo sido diagnosticados de brote, estos seis pacientes ingresaron para el
tratamiento indicado segun nuestro protocolo. Estos pacientes fueron tratados con
ciclofosfamida intravenosa (500 mg/m? superficie corporal) tras tres bolos diarios de 1 gr de
6-metilprednisolona, con recuperacion de la proteinuria y normalizacion del sedimento en
cinco de ellos. El paciente varén que presentaba deterioro de su funcién renal, el cual recibio
la misma pauta, s6lo mostré un descenso de la proteinuria hasta los 0.3-0.5 gr/24 horas con

normalizacion del sedimento, pero sin recuperacion alguna del filtrado glomerular.
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5.1.4 Determinacion de citoquinas en orina

Los valores de ninguna de las citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento
medidos en orina seguian una distribucion segun la ley de Laplace-Gauss, como lo indicaron

las pruebas de Kolmogorov-Smirnovb y Shapiro-Wilk.

Los mediadores inmunoldgicos que aparecen a continuacion presentaron valores que
se encontraron por debajo del limite de deteccion para el método que utilizamos (fueron
equiparados al nivel de deteccidn tal cual se explica en Material y Métodos): IL-9, IL-15,

FGF-b, MIP-1a, IL-1pB, IL-17, G-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF, IFN-y, TNF-q.

Las restantes 13 citoquinas, que resultaron detectables, presentaron los siguientes
valores (mediana y desviacion estandar): IL-1RA (35.47+1362.92), IP-10 (320.12+6210.17),
VEGF (225.78+654.94), 1L-8 (7.91+173.48), IL-7 (2.11+18.77), MCP-1 (24.47+63.67), MIP-
1B (6.53+92.36), IL-12 (14.24+24.98), Eotaxina (1.51+84.72), PDGF-BB (1.33+39.33),
RANTES (1.27£42.07), I1L-6 (1.96+39.56), e I1L-10 (1.71+3.04). Algunos de estas citoquinas
se detectaron a niveles muy cercanos al limite inferior, con valores muy parecidos en
pacientes con enfermedad inactiva, moderada y severa, respectivamente (nimero de pacientes
pertenecientes a cada categoria): Eotaxina (1, 3, 3); PDGF-BB y RANTES (1, 2, 1); IL-6 (1,

4,2), e 1L-10 (6, 4, 5).

Las citoquinas que resultaron detectables lo fueron en los 10 pacientes catalogados

como severos segin SLEDAI-2K (Tabla 16).
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IP-10 fue la Gnica quimiocina cuyos niveles urinarios alcanzaron el limite superior de

deteccion fijado por el fabricante. Este resultado se obtuvo en una mujer embarazada de seis

meses, con enfermedad inactiva (ver caracteristicas clinicas de la poblacion).

Tabla 16.- Citoquinas detectables en pacientes severos

Paciente | Proteinuria | IL-1RA | IP-10 | VEGF | IL-8 | IL-7 | MCP-1 | MIP-1b | IL-12
gr/24h

1 0.86 2180.64 | 12.88 16.89 | 11.23 | 1.68 96 1.26 3.83
2 1.25 2.06 526.79 | 204.43 | 179.47 | 10.68 99.67 30.82 13.37
3 0 2.06 43.55
4 0 2933.42 | 681.02 | 624.29 | 173.52 | 9.68 102.49 11.56 28.48
5 0.55 40.19 209.32 | 116.65 | 42.95 | 1.68 110.49 1.26 6.8
6 0 11.93 | 3547.74 | 1055.78 | 6.91 | 41.57 | 13357 44,57 30.21
7 0.92 2.06 1009.65 | 636.19 1.67 28.24 139.76 15.9 35.17
8 2.05 339.15 | 2032.69 | 2625.26 | 20.27 | 33.98 144 178.4 59.78
9 0.56 3337.59 | 14262.3 | 1805.86 | 862.48 | 106.42 238.98 55.65 69.44
10 0 1909.71 | 2327.1 | 49.77 | 29.05 | 0.37 308.41 32.26 3.83
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5.2 Analisis de contraste

5.2.1 Mediadores inmunoldgicos en orina en enfermos lapicos y

poblacién sana

Con las pruebas del Chi-cuadrado y el test exacto de Fisher se compararon la
distribucion de frecuencias para IL-1RA, IP-10, VEGF, IL-8, IL-7, MCP-1, MIP-1, e IL-12,

entre sanos y enfermos, no observando diferencias significativas para ninguna de ellas.

5.2.2 Diferencias significativas halladas

Utilizando la prueba de la U de Mann-Withney, se compararon los valores en orina de
IL-1RA, IP-10, VEGF, IL-8, IL-7, MCP-1, MIP-1p, e IL-12 entre pacientes y controles sanos,

no hallandose diferencias significativas respecto a ninguna de estas moléculas.

Utilizando la prueba de la H de Kruskal-Wallis, se compararon estas mismas
citoquinas entre cada uno de los grupos de pacientes definidos por SLEDAI-2K (inactivo,
moderado y severo), hallandose solo diferencias significativas con I1L-8, MIP-1p y MCP-1,
con un valor-p de 0.01, 0.04 y 0.003 respectivamente. No obstante, con la prueba de la U de
Mann-Withney, al comparar enfermos inactivos con moderados, y enfermos moderados con

severos, se observo que las diferencias dejaban de ser significativas con IL-8 y MIP-1p.

Para MCP-1 las diferencias fueron significativas al comparar pacientes inactivos con
moderado y severos con un valor-p de 0.003. Se obtiene un valor-p de 0.050 al comparar

enfermos severos con controles sanos. Por ultimo, se obtiene un valor-p de 0.022 al comparar
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enfermos con actividad moderada y enfermos con actividad severa. Las diferencias no fueron

significativas al comparar controles sanos con pacientes inactivos. (Figura 19).

Figura 19.—Niveles en orina de MCP-1 en LES inactivo, moderado, severo y controles sanos
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También, con el estadistico apropiado, se compararon los niveles de MCP-1 entre
enfermos severos sin y con afectacion renal definida por la presencia de proteinuria mayor o
igual de 0.5 gr/24 horas (Figura 20), siendo estos significativamente mas elevados en
aquellos pacientes con afectacion renal lupica (p < 0.05) [(mediana, rango intercuartil con
afectacion renal); (mediana, rango intercuartil sin afectacion renal)]: [(103.3, 126.3); (19.8,

43.1)].
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Figura 20.—Niveles en orina de MCP-1 en pacientes con o sin proteinuria
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5.3 Analisis de correlacion y capacidad diagnostica

5.3.1 Asociacion entre citoquinas en orina y la clinica

Con el coeficiente de correlacion de Spearman (aplicando la correccion de Bonferroni)
se midid la asociacién o interdependencia entre IL-1RA, IP-10, VEGF, IL-8, IL-7, MCP-1,
MIP-1pB, e IL-12, y el resultado obtenido con SLEDAI-2K, asi como con los siguientes
parametros de laboratorio: leucocitos, linfocitos, monocitos, neutrofilos, VSG, urea, 1gG, IgA,

IgM, C3 y C4.

S6lo MCP-1 se correlaciona directamente con SLEDAI-2K (coeficiente de correlacion

, p): (0.584, 0.000) (Figura 21).

160



Figura 21.—Analisis de correlacion entre MCP-1y SLEDAI-2K
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MCP-1 se correlaciona inversamente con los niveles séricos de complemento C3 (-
0.475, 0.001) (Figura 22) y C4 (-0.509, 0.001) (Figura 23), y con los leucocitos (-0.301,

0.002) en sangre periférica (Figura 24).

Figura 22.—Analisis de correlacion entre MCP-1 y C3

250

200

0 Rho= - 0.475
p=0.001

150

c3

100

50

MCP1_log

161



Figura 23.—Analisis de correlacion entre MCP-1y C4
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Figura 24.—Analisis de correlacion entre MCP-1y Leucocitos
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No observamos ninguna otra asociacion significativa entre las otras citoquinas y

SLEDAI, o con algin parametro de laboratorio.
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MIP-1f e IL-8 no tienen una correlacion signficativa con SLEDAI-2K (coeficiente de

correlacion , p): (0.304, 0.036) (Figura 25) y (0.163, 0.269) (Figura 26), respectivamente.

Figura 25.—Analisis de correlacion entre MIP-1 y SLEDAI-2K
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Figura 26.—Analisis de correlacion entre IL-8 y SLEDAI-2K
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5.3.2 Capacidad de diagnostico de las citoquinas en orina

Se calculd el area bajo la curva COR ("AUROC" por sus siglas en inglés) con IL-1RA,
IP-10, VEGF, IL-8, IL-7, MCP-1, MIP-1pB, e IL-12, para detectar SLEDAI > 8. MCP-1
permite diagnosticar actividad severa global de la enfermedad [AUROC, (1C95%), p, error

tipico]: [0.926, (0.832-1.00), 0.0001, 0.048] (Figura 27).

Figura 27.- Calculo del area bajo la curva COR con MCP-1, para detectar SLEDAI > 8
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Considerando s6lo a los pacientes sin proteinuria (0 con una eliminacién de proteinas
en orina menor de 0.5 gr/24 horas), el &rea bajo la curva de MCP-1 para detectar SLEDAI > 8

aumenta ligeramente [0.956, (0.87-1.00), 0.003, 0.44] (Figura 28).

Figura 28.- Calculo del area bajo la curva COR con MCP-1, para detectar SLEDAI > 8, en
pacientes sin proteinuria
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El area bajo la curva disminuye y muestra una forma atipica (parte de ella cae por
debajo del area de 0.5) si consideramos solo a los pacientes con proteinuria [0.721, (0.491-

0.951), 0.033, 0.118] (Figura 29).

Figura 29.- Calculo del area bajo la curva COR con MCP-1, para detectar SLEDAI > 8, en
pacientes con proteinuria > 0.5gr/24h
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El area bajo la curva con IP-10 [0.708, (0.505-0.911), 0.045, 0.103] puede también
considerarse buena, a efectos de atribuir a esta quimiocina la capacidad de detectar actividad
severa de la enfermedad. Pero cabe destacar la forma atipica de la curva dibujada (parte de
ella se encuentra sobre la linea de no discriminacion, lo cual quiere decir que la capacidad
diagndstica puede no existir y los resultados sean productos del azar, por lo que se plantea
realizar un modelo de regresion logistica para hallar la predictividad de esta quimiocina)

(Figura 30).

Figura 30.- Célculo del area bajo la curva COR con IP-10, para detectar SLEDAI > 8
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5.4.- Capacidad de prediccion

Cuantificamos el riesgo de presentar un lupus severo (SLEDAI-2K > 8) por regresion

logistica, en un modelo construido considerando MCP-1, hematuria, leucocituria y proteinuria

de 24 horas. Los niveles elevados de MCP-1 suponen de riesgo para presentar un LES severo

(Tabla 17). Cabe destacar el intervalo de confianza bastante estrecho para el valor de Exp (B)

con MCP-1, respecto de la proteinuria, frente a la leucocituria y hematuria.

Tabla 17.—Regresion logistica con MCP-1 para detectar LES grave, hematuria, leucocituria y
proteinuria de 24 horas

Variables Coef. B error Wald Exp (B) 1C95%
tipico

Proteinuria 2,012 1,467 1,882 0,170 7,480 | 0,422-132,506

24 hrs

Hematuria 0,012 0,327 0,001 0,970 1,012 0,534-1,921

Leucocituria 0,180 0,110 2,665 0,103 1,197 0,965-1,486

MCP-1 0,058 0,022 6,826 0,009 1,060 1,015-1,107

Constante -6,322 2,109 8,982 0,003 0,002

Tabla 18.—Regresion logistica con MCP-1 para detectar LES grave y proteinuria de 24 horas

Variables | Coef. B error Wald Exp (B) 1C95%
tipico

Proteinuria 2,207 1,196 3,403 0,065 9,086 | 0,871-94,754

24 hrs

MCP-1 0,0422 0,014 8,473 0,004 1,043 1,014-1,072

Constante -4,636 1,297 12,788 0,000 0,010
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Por regresion logistica binaria, obtenemos que los niveles de MCP-1 en orina
son un factor asociado a la presencia de LES severo, independientemente de la presencia de

porteinuria, hematuria o leucocituria (Tabla 18).

Los niveles elevados de IP-10 no suponen de riesgo para un lupus severo (Tabla 19).
El valor de Exp (B) confortado con el valor de Wald invitan a considerar a esta quimiocina
como un factor de confusion. IP-10 es un marcador dependiente de la presencia de

proteinuria.

Tabla 19.—Regresion logistica con IP-10 para detectar LES grave y proteinuria de 24 horas

Variables Coef. B error Wald p Exp (B) 1C95%
tipico
Proteinuria 2,230 0,916 5,922 0,015 9,301 1,543-56,056
24 hrs
IP-10 0,000 0,000 0,307 0,580 1,000 1,000-1,000
Constante -2,036 0,501 16,482 0,000 0,131

5.5.- Puntos de corte para curvas ROC con capacidad

diagnostica
Para cada una de las curvas COR calculadas con capacidad diagnostica, de acuerdo a

la sensibilidad y especificidad méas adecuadas, se fijé el valor de MCP-1 capaz de detectar la

presencia de actividad de LES. Estos puntos de corte gozan de una alta precision.
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Independientemente de si los pacientes presentan proteinuria, un resultado de MCP-1

> 42.5 pg/ml permite detectar actividad severa de la enfermedad, con una sensibilidad del

90% y una especificidad del 79% (Tabla 20).

Tabla 20 .- MCP-1y SLEDAI-2K > 8 para pacientes con y sin proteinuria. Punto de corte de
maéaxima sensibilidad y especificidad

Positivo si es | Sensibilidad 1-

mayor o igual Especificidad
que®

-1,00 1,000 1,000
,58 1,000 ,842
1,51 1,000 711
2,95 1,000 ,684
4,64 1,000 ,658
5,56 1,000 ,632
6,49 1,000 ,605
8,20 1,000 ,579
9,64 1,000 ,553
12,02 1,000 ,526
16,16 1,000 ,500
18,29 1,000 AT4
19,02 1,000 A47
20,45 ,900 447
21,41 ,900 421
24,47 ,900 ,395
27,61 ,900 ,368
30,01 ,900 ,342
32,26 ,900 ,316
33,70 ,900 ,289
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37,91 ,900 ,263
13 2E8 237
42,50 ,900 ,2;J=>
45,07 ,800 ,211
47,90 ,800 ,184
54,82 ,800 ,158
60,99 ,800 ,132
65,82 ,800 ,105
70,84 ,800 ,079
77,57 ,800 ,053
89,78 ,800 ,026
99,25 ,700 ,026
106,49 ,600 ,026
116,89 ,500 ,026
128,43 ,500 ,000
136,67 ,400 ,000
141,88 ,300 ,000
191,49 ,200 ,000
273,70 ,100 ,000
309,41 ,000 ,000




Un resultado de MCP-1 > 42.5 pg/ml permite detectar actividad severa de la

enfermedad en pacientes sin proteinuria (0 proteinuria menor de 0.5 gr/24 horas), con una

sensibilidad del 100% y una especificidad del 82% (Tabla 21).

Tabla 21 .-MCP-1y SLEDAI-2K > 8 para pacientes sin proteinuria. Punto de corte de maxima
sensibilidad y especificidad

Positivo si es | Sensibilidad 1-
mayor o igual Especificidad
que’
-1,00 1,000 1,000
,58 1,000 ,882
1,51 1,000 ,735
2,95 1,000 ,706
4,64 1,000 ,676
5,56 1,000 ,647
6,49 1,000 ,618
8,20 1,000 ,588
9,64 1,000 ,559
12,02 1,000 ,529
16,16 1,000 ,500
18,29 1,000 471
19,79 1,000 441
21,41 1,000 412
24,47 1,000 ,382
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27,61 1,000 353
30,01 1,000 324
32,26 1,000 294
33,70 1,000 265
37,91 1,000 235
41,13 +-000 —206.
C ;2,50 1,000 176
45,07 750 176
47,90 750 147
54,82 750 118
60,99 750 ,088
66,57 750 ,059
77,57 750 ,029
93,02 750 ,000
118,03 ,500 ,000
220,99 250 ,000
309,41 ,000 ,000




Un resultado de MCP-1 > 65.82 pg/ml permite detectar actividad severa de la

enfermedad en pacientes con proteinuria mayor o igual de 0.5 gr/24 horas, con una

sensibilidad del 70% y una especificidad del 87% (Tabla 22).

Tabla 22 .-MCP-1y SLEDAI-2K > 8 para pacientes con proteinuria. Punto de corte de maxima
sensibilidad y especificidad

Positivo si es
mayor o igual

Sensibilidad

1-
Especificidad

que®

-1,00 1,000 1,000
,58 ,800 ,895
151 ,800 , 763
2,95 ,800 737
4,64 ,800 , 711
5,56 ,800 ,684
6,49 ,800 ,658
8,20 ,800 ,632
9,64 ,800 ,605
12,02 ,800 ,579
16,16 ,800 ,553
18,29 ,800 ,526
19,02 ,800 ,500
20,45 ,700 ,500
21,41 ,700 474
24,47 ,700 447
27,61 ,700 421
30,01 ,700 ,395
32,26 ,700 ,368
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33,70 700 342
37,91 700 316
41,13 700 289
42,50 700 263
45,07 700 237
47,90 700 211
54,82 700 184
60,99 700 158

C65.82 ,700 132
70,84 500 132
77,57 600 105
89,78 600 079
99,25 500 ,079

106,49 500 ,053
116,89 ,400 ,053
128,43 300 053
136,67 300 026
141,88 200 ,026
191,49 ,100 ,026
273,70 ,000 ,026
309,41 ,000




5.6.- Otras Citoquinas

Se calcul6 el area bajo la curva COR con IL-1RA, VEGF, IL-8, IL-7, MIP-1B, e IL-
12, para detectar SLEDAI > 8, observandose que las curva no eran buenas, es decir que
dichas citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento no poseen capacidad diagnostica de

actividad severa de LES (Figuras 31 a 36).

Figura 31.-Area bajo la curva COR con IL-1RA, para detectar SLEDAI > 8
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Figura 32.-Area bajo la curva COR con VEGF, para detectar SLEDAI > 8
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Figura 33.-Area bajo la curva COR con IL-8, para detectar SLEDAI > 8
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Figura 34.-Area bajo la curva COR con IL-7, para detectar SLEDAI > 8

Curva COR

Susceptibilidad

00

00

0z

T
04

I
0,6 0,3 1,0

1 - Especificidad

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: Hu IL-7

Area Error tip.? | Sig. asintética” | Intervalo de confianza asintético al
95%
Limite inferior Limite superior
,654 ,110 ,138 ,439 ,869

176



Figura 35.-Area bajo la curva COR con MIP-1, para detectar SLEDAI > 8
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Figura 36.-Area bajo la curva COR con IL-12, para detectar SLEDAI > 8
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5.7.- Otros parametros

Se realizo el célculo de area bajo la curva COR para C3 y C4, comprobando que C3 'y

C4 presenta capacidad diagnostica de actividad severa de la enfermedad (SLEDAI>8)

(Figura 37). Como se puede observar se ha realizado una inversion de la curva, de tal forma,

que podemos decir que cuanto menor sea la cifra de C3 o C4 mas capacidad existe de

diagnosticar un paciente con actividad severa lupica (SLEDAI > 8).

Figura 37.- Célculo de area bajo la curva COR con C3 y C4, para detectar SLEDAI > 8
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Figura 38.- Calculo de area bajo la curva COR con el leucograma, para detectar SLEDAI > 8
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Linfocitos abs 7122 ,100 ,032 ,526 ,919
Monocotos abs ,614 ,109 ,269 ,400 ,829
Neutroéfilos abs ,564 ,098 ,534 ,372 , 757

Con el calculo del area bajo la curva COR para las células del leucograma, podemos
decir que los valores del area bajo la curva para los monocitos y los neutrofilos no es buena,

solo regular. Sin embargo, para los linfocitos el célculo del &rea bajo la curva es bueno
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[AUROC, (1C95%), p, error tipico]: [0.722, (0.526-0.91), 0.032, 0.100] lo que significa que
los linfocitos tienen capacidad diagndstica de actividad severa de la enfermedad (SLEDAI >
8) (Figura 38). Al igual que ocurre con el complemento, como se puede observar, se ha
realizado una inversion de la curva, de tal forma, que podemos decir que cuanto menor sea la
cifra de linfocitos més capacidad existe de diagnosticar un paciente con actividad severa de la

enfermedad (SLEDAI > 8).
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6. Discusion






6.1.- Justificacidon de la necesidad de biomarcardores en

LES

El Lupus eritematoso sistémico es el mas representativo de los procesos de naturaleza
autoinmune y ademas, el que presenta una mayor complejidad desde el punto de vista clinico,
puesto que tiene una gran variedad de patrones de expresion, puede afectar a cualquier 6rgano
y evoluciona a brotes, con periodos de distinto grado de actividad. Es una enfermedad crénica
que puede resultar mortal si se ven afectados 6rganos vitales, aunque lo méas habitual es que
provoque un estado general cronico y mala calidad de vida para aquellos que la padecen.
Estos factores justifican el interés excepcional que despierta esta enfermedad, motivo por el

cual todavia constituye un desafio para los médicos [91].

No se ha identificado una causa concreta del LES, pero se sabe que ciertos factores
como la luz solar, la influencia hormonal y determinados medicamentos o infecciones virales,
pueden desencadenar el trastorno en aquellos individuos que poseen una predisposicion

genética [92].

Los pacientes con signos y sintomas clinicos de lupus atraviesan por distintas fases del
desarrollo de la enfermedad: la predisposicion genética, la produccidén asintomatica de
autoanticuerpos, los sintomas prodrémicos que suelen ser inespecificos y, por ultimo, la
enfermedad clinica y la aparicion de inflamacion, la disfuncién de 6rganos vitales y la mejoria

0 persistencia de dafio crénico, condicionando todo ello una alta morbilidad y mortalidad.

El LES ha pasado con los afios, de ser una enfermedad poco frecuente a ir aumentando

su prevalencia, probablemente debido a que se diagnostican formas leves de la enfermedad
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que antes pasaban inadvertidas. La mayoria de los casos se presentan en mujeres, entre la
adolescencia tardia y el comienzo de la quinta década de vida, con una relacion entre mujeres
y varones de 10:1. Esta razon es menor cuando se estudian edades extremas, en nifios y
ancianos la relacion mujeres/hombres desciende a 7/1 y 5/1 respectivamente. Algunos grupos
étnicos en especial los de origen africano u oriental, tienen méas probabilidad de presentar la
enfermedad y ademas en ocasiones con mas gravedad que en los pacientes blancos. La
incidencia es mayor en aquellos paises con un rapido crecimiento demografico. En los grupos
sociales con peores condiciones econdmicas son mas frecuentes las formas graves. Estas
condiciones econdmicas precarias dificultan el acceso a la sanidad, la calidad de ésta o la

capacidad para iniciar un tratamiento adecuado [93].

En Europa la incidencia anual estd comprendida entre uno a diez por 100.000

habitantes. La mayor incidencia y prevalencia se observa en Suecia, Islandia y Espafia.

El impacto negativo que ocasiona en la calidad de vida de los pacientes, los altos
costes sanitarios o la disminucion de la productividad, hacen del paciente con LES una gran

carga para la sociedad.

En la Consulta de Medicina Interna, Enfermedades Autoinmnunes Sistémicas del
HCUV, desde su creacion en mayo de 2007, se han dedicado grandes esfuerzos no solo para
la atencidn clinica de estos pacientes, sino también a la investigacion junto con la Unidad de
Investigacion Médica en Infeccion e Inmunidad del HCUV, en la mejora de la deteccion de la
actividad de la enfermedad y la presencia de brote de LES, con el objetivo de un diagnostico e
instauracion de tratamiento precoz, con el fin ultimo de mejorar el pronostico de estos

pacientes.
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El diagnostico de LES en la consulta se realiza contando con la historia clinica y la
exploracién fisica del paciente junto con los datos de laboratorio y otras pruebas
complementarias. Siguiendo los criterios del Colegio Americano de Reumatologia de 1982,
revisados en 1997 y actualizados por "The Systemic Lupus International Collaborating

Clinics" en 2012.

Las escalas de actividad permiten integrar datos clinicos y analiticos relevantes en una
Unica variable numérica. Sin embargo, y a pesar de los esfuerzos por desarrollar sistemas
simples y eficaces para la deteccion de actividad de LES, todavia no se ha consolidado como

perfecto ninguno de los indices de evaluacién de actividad propuestos hasta la fecha.

El seguimiento en la consulta tiene por objeto reconocer el grado de actividad de la
enfermedad, en muchas ocasiones en ausencia de clinica, y la deteccion precoz de brote. Para
esta labor, ya desde los afios 80 se intenta conjugar los datos de la clinica y la analitica,
desarrollando distintas escalas de evaluacion intentando conseguir una valoraciéon menos
subjetiva. Escalas como la de SLEDAI-2K ("Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index") utilizada para la valoracion de actividad de la enfermedad [29-31], BILAG usada para
la deteccion de brote ("British Ishles Lupus Assessment Group Index")[32-34], la escala de
SLAM ("Systemic Lupus Activity Mesaure”), ECLAM ("European Consensus Lupus
Activity") [35] o la de evaluacion de dafio cronico por SLICC/ACR/DI ("Systemic Lupus
International Collaborating Clinics/American College of Rheumtology Damage Index") [36];
permiten evaluar a los pacientes, a pesar de sus limitaciones. Por ejemplo, con SLEDAI-2K
dos pacientes con una misma puntuacion pueden tener afectaciones de organos diferentes o

como con BILAG que presenta dificultades en el procesamiento de los datos ya que precisa
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una base de datos concreta, asi como la subjetividad de los sintomas del paciente, la
intensidad y duracion de los mismos, o la interpretacion por parte del entrevistador. De igual
modo que ésto produce cierta variabilidad en la préactica clinica, estas limitaciones influyen

también en los ensayos clinicos.

En cuanto a la nefritis lapica (NL), la biopsia renal es considerada, actualmente, el
"gold standard" para su diagnostico [94], ya que permite conocer el tipo histoldgico y
discriminar entre lesiones agudas y/o crdnicas. Con ella se consigue precisar el diagndstico,
orientar el prondstico y es una guia en el manejo general del paciente y el tratamiento que se
debe instaurar. Pero esta técnica no estd exenta de complicaciones. Se necesita el
consentimiento del paciente ya que es un procedimiento invasivo, cuyo fin Gltimo no es tratar,
sino solo diagndsticar y, ademas el diagndstico se retrasa en el tiempo, hasta que se puede
realizar la lectura de las preparaciones anatomo-patoldgicas. En ocasiones la cantidad y/o
calidad del tejido obtenido no es suficiente para el diagndstico y se precisa repetir el
procedimiento. Como complicaciones clinicas méas frecuentes, puede presentarse hematuria
macroscopica prolongada (5-10% de los casos), dolor célico, hematoma local perirrenal, que
en ocasiones precise evacuacion quirargica y/o transfusion sanguinea, una fistula arterio-

venosa intrarrenal y de forma muy excepcional la extirpacion del rifién o la muerte.

En todos los ambitos de la medicina podemos encontrar cmo las escalas aplicadas
hasta la actualidad para el diagnostico y prediccion de la evolucion de una enfermedad tienen
sus limitaciones y en los dltimos tiempos, en varias enfermedades se ha investigado en la
deteccion de distintas moléculas en distintos fluidos organicos, generalmente sangre y orina,
con el objetivo de evitar procedimientos invasivos y obtener un diagnéstico mas rapido de la

gravedad de la enfermedad. En el ambito de las enfermedades auto-inmunes sistémicas y en
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concreto en el LES, también se presentan estas limitaciones, por lo que la capacidad de
prediccion de un potencial biomarcador para el LES deberia traducirse en [38]: 1) no invasivo
0 s6lo minimamente, 2) fiable y capaz de poderse reproducir, 3) disponible desde antes o lo
méas temprano posible respecto al momento en que aparece el evento, 4) cambios en los
niveles durante los periodos de actividad de la enfermedad o la aparicion de determinada
afectacion orgénica y 5) cambios en los niveles de estos mediadores influidos por el

tratamiento.

Desde hace afios se utilizan en la clinica biomarcadores de distintos tipo, y ya que
éstos en ocasiones solo son una ayuda, sin comportarse como verdaderos marcadores
diagndsticos o pronoésticos, se investiga para poder detectar moléculas que ayuden a un
diagndstico mas definitivo y orienten en las posibilidades terapelticas. En el dia a dia, por
ejemplo, para el seguimiento del trasplante renal [38] con el objetivo de prevenir el rechazo
agudo y mejorar la supervivencia del injerto y la morbi-mortalidad del paciente, se utilizarn
los siguientes marcadores:

1.- Valoracién a corto y largo plazo de la supervivencia del injerto: por un lado los que

cuantifican la funcidon renal en sangre y orina (biomarcadores de laboratorio:

creatinina sérica, Cistatina C sérica, aclaramiento de creatinina calculado con

Cockcroft-Gault o la formula de MDRD, o aclaramiento de creatinina con métodos

nucleares con el uso de iohexol o iothalamate), por otro lado los parametros

histologicos: biomarcadores histologicos, realizacion de biopsia renal para valorar

dafio agudo y/o cronico, asi como toxicidad por la medicacion inmunosupresora.

2.- Deteccion de rechazo agudo: biomarcadores inmunoldgicos, como la medicion de

los niveles de anticuerpos anti-donante especificos (anticuerpos anti-HLA).
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3.- Medicion de la morbilidad y la mortalidad y valorar su relacion con la medicacion
inmunosupresora, para lo que seria de gran utilidad la valoracion de los factores de
riesgo cardiovascular: Hipertension arterial (HTA), Diabetes Mellitus (DM),
hiperlipemia, presencia de tumores o de infecciones, asi como el uso de escalas para

cuantificar la calidad de vida.

No obstante se intenta ir mas alld y poder entender la base fisiopatoldgica e
inmunoldgica de un proceso que causa dafio en el organismo, con el fin de poder actual sobre
él y ganar la batalla a la enfermedad. Son ejemplos de pruebas no invasivas, la deteccion de
citoquinas en sangre y orina de pacientes que han recibido un trasplante renal, o la
determinacion de los niveles de ARNm que codifica a las proteinas citotoxicas Granzina B o
Perforina en las células urinarias [95], para el diagnostico del rechazo agudo de los

aloinjertos renales.

Muthukumar T, et al. [96] analizaron el significado prondstico de la expresion del gen
Foxp3+ en las células mononucleares presentes en la orina de pacientes con trasplante renal, y
objetivaron que los pacientes con mas niveles urinarios de expresién de Foxp3+ tenian menos
incidencia de rechazo agudo y respondian mejor al tratamiento con corticoides cuando

presentaban rechazo agudo celular.

Otro contexto en el que la investigacion y el uso de biomarcadores puede ser de gran
utilidad es en el paciente critico, para mejorar la capacidad predictiva del curso de la
enfermedad. Se han realizado estudios clinicos con importantes aportes a la hora del
seguimiento de estos pacientes. Bermejo-Martin JF y colaboradores [97] analizaron la

asociacion entre el recuento de neutrofilos circulantes en sangre y la evolucion clinica de
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pacientes con diagndstico de sepsis y como el recuento de los otros subtipos de leucocitos no
presenta ninguna asociacion significativa con la evolucion de estos pacientes.

Otros ejemplos son el recuento de eosinofilos en sangre y su utilidad como
biomarcador de mejor supervivencia en aquellos pacientes con neumonia asociada a
ventilacion mecénica en unidades de cuidados intensivos, producidas por S. aureus [98]. La
deteccion de citoquinas en plasma como biomarcadores de la pandemia de HIN1 virus de la
gripe A, en los que se detecta un aumento de IL-6 en aquellos pacientes que estdn mas graves
[99]. O la correlacion inversa que existe entre G-CSF e IL-17, generando un disbalance en la
respuesta inflamatoria mediada por células Th17 [100], estudiado en pacientes afectados por

al pandemia del 2009 por influenza.

El método utilizado para detectar la molécula candidata a biomarcador de actividad
deberia no representar gran dificultad para el personal técnico y médico de laboratorio,
respecto al procesamiento, a la interpretacion y la correcta identificacion de artefactos, para
poder asi emitir un resultado fiable que pueda ser util al clinico. El sistema de deteccion, los
programa informaticos y los reactivos, que permitiran la determinacién rutinaria de este
biomarcador deberia cumplir los estandares internacionales de calidad. En este sentido,

Luminex es un método moderno de andlisis que destaca por su precision y fiabilidad.

Tras revisar la literatura, hemos objetivado que la deteccion de citoquinas,
quimiocinas y factores de crecimiento se realiza en los ensayos clinicos por medio de la
técnica de ELISA. El ensayo luminomeétrico multiple (Luminex) tiene la ventaja de que
permite la deteccion de hasta 100 analitos en una sola determinacion y con un volumen
pequefio de muestra (aproximadamente 50 ulL). Estas son las ventajas mas importantes del

Luminex comparado con ELISA [101], ya que para realizar el mismo numero de
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determinaciones especificas por ELISA se requeririan 100 placas. La técnica es una variante
del ELISA indirecto, pero la deteccion es distinta: en el ELISA se utiliza un compuesto
cromogenico, en tanto que en el Luminex la deteccion se realiza por fluorescencia, con lo que

la sensibilidad es mayor en el Luminex.

Para el estudio se seleccion6 un panel amplio de citoquinas, quimiocinas y factores de
crecimiento. Nuestro estudio es el Unico en la literatura en el que se ha realizado un screnning
tan amplio, con el objetivo de detectar y discriminar entre aquellas citoquina, quimiocina y
factores de crecimiento que presentan con mas fiabilidad las caracteristicas que debe cumplir
un biomarcador. La seleccion de este panel permite estudiar el perfil de respuesta mediante la
produccion de citoquinas caracteristico de las células Thl (secretan IFN-y, IL-2 y TNF-B) 6
las células Th2 (secretan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13). De acuerdo con el paradigma Th1/Th2,
las citoquinas, al interactuar entre si, constituyen un mecanismo de regulacion indispensable
en el balance entre inmunidad celular y humoral. El estudio de las células Th17, que se
caracterizan por tener probablemente un papel central en la inflamacion y la autoinmunidad y
desempefian un papel fundamental en la respuesta contra bacterias de crecimiento extracelular
y hongos. Asimismo, se ha descrito para ellas un efecto pro-inflamatorio que les permite
hacer de puente entre la inmunidad innata y la adquirida. Por ejemplo, la hiperfuncion de las
Th17 esta asociada a enfermedades como la artritis reumatoide debido a la hipersecrecion de
la citocina con mayor efecto proinflamatorio, la interleucina-17. Las quimiocinas o citoquinas
quimiotacticas son secretadas por células endoteliales activadas y muchos otros tipos de
células en respuesta a dafio tisular. Por este motivo los primeros estudios fueron en procesos
inflamatorios, y ahora se conoce que desempefian también un rol fundamental en direccionar
el movimiento de las células mononucleares por todo el organismo, generando una respuesta

inmune adaptativa y contribuyendo a la patogénesis de varias enfermedades. Por otra parte,
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los factores de crecimiento son proteinas que se unen a receptores presentes en la superficie
de las células, con el objetivo de desencadenar la proliferacion y/o diferenciacion celular. En
ocasiones la estimulacion se produce para varios tipos celulares mientras que en otras
ocasiones estimulan la proliferacion de un solo tipo celular [102]. De esta manera se consigue

estudiar de forma amplia la respuesta inmune.

6.2.- Principales hallazgos

En la hipdtesis de trabajo se propuso el estudio de citoquinas, quimiocinas y factores
de crecimiento, de forma no invasiva, en orina, para valorar si podian comportarse como

buenos biomarcadores de actividad en lupus eritematoso sistémico.

En nuestro estudio se dispuso de una muestra de orina de aquellos pacientes que tras
ser informados de las condiciones del mismo, aceptaron a participar y firmaron el

consentimiento informado.

Se trat6 de una muestra representativa de nuestros pacientes con LES: relacién
mujer/hombre que se acerca a la proporcion 10/1, de raza caucéasica el 91.6%. Coincidiendo

las caracteristicas epidemioldgicas con lo descrito en otras series [91-93].
La muestra de pacientes eran jovenes, entre 35-65 afios (58.33 %), la mayor parte de

ellos con un tiempo de evolucion de la enfermedad de 15.2 afios y tres brotes previos como

mediana.
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En la consulta de seguimiento y deteccién de actividad de la enfermedad y brote
IUpico, se realizaron los interrogatorios de las escalas de valoracion de actividad (SLEDAI-
2K) y deteccion de brote (BILAG). Asi los pacientes se clasificaron en tres grupos, de
acuerdo con la puntuacién obtenida: sin actividad (SLEDAI-2K=0), actividad moderada
(SLEDAI-2K=1-7) y actividad severa con afectacion organica importante (SLEDAI-2K > 8).
Aquellos pacientes que presentaban un puntuacion de actividad moderada y severa se les
aplicé la escala de BILAG, para el estudio de brote érgano por 6rgano, con la calificacion de
BILAG C, D o E si el paciente se encontraba igual clinicamente, BILAG B si se encontraba

peor y BILAG A si estaba en brote.

Respecto al tratamiento inmunosupresor, los 48 pacientes habian permanecido estables
hasta el momento de la inclusion, el 31% de los pacientes mantenia tratamiento con
prednisona < 10 mg/dia e hidroxicloroquina, el 17% de ellos sdlo estan en tratamiento con
hidroxicloroquina, el 12% con MMF asociado a corticoides y el 11% con corticoides solos.
Un porcentaje menor en tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas y azatioprina o
metotrexato asociados a corticoides. Un paciente en tratamiento con etanercept e
hidroxicloroquina, para tratamiento de sus manifestaciones articulares. Dos pacientes con
nefritis ldpica en un brote anterior habian sido tratado con pulsos de 6-metilprednisolona
seguido de ciclofosfamida iv, actualmente en tratamiento con corticoides y MMF oral. Por
tanto los pacientes seguian un tratamiento adecuado a su tipo de afeccion y en consonancia

con lo recomendado en la literatura [84].

En relacion al tratamiento anti-proteinurico, presentaban bloqueo del SRAA solo trece

pacientes. En dos de ellos la prescripcion se indico para el tratamiento de hipertension arterial

y en el resto, todos con antecedentes de nefritis IUpica, recibian tratamiento con al menos uno
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de estos farmacos. Lo mas frecuente fue el tratamiento con dos farmacos (45.45 %), seguido
de la monoterapia (27.27 %), sin detectarse efectos secundarios de deterioro de funcion renal

y/o hiperkalemia.

En la clinica, las manifestaciones méas frecuentes fueron las musculo-esqueléticas y
muco-cuténeas, seguido de las manifestaciones generales y la nefritis lUpica (presencia de
proteinuria mayor o igual a 0.5 gr/24 horas, o creatinina mayor de 1 mg/dl en mujeres y 1.3
mg/dl en hombres o sedimento urinario alterado). En nuestra muestra fueron menos
frecuentes las manifestaciones hematoldgicas (leucopenia y/o trombopenia), la afectacion
vasculitis, los sintomas neuroldgicos, en su mayoria cefaleas y depresion, y por ultimo la

afectacion cardio-pulmonar.

En la siguiente tabla (Tabla 23) se describen las prevalencias de diferentes
manifestaciones clinicas del LES en una serie de 1.000 pacientes procedentes de diversos
paises europeos (estudio "Euro-Lupus™) [91, 103], en relativa consonancia con los datos de

nuestra muestra.

La astenia es la manifestacion sistémica mas hatitual y esta presente en practicamente
todos los pacientes. La afectacion cutanea (eritema malar y fotosensibilidad) y articular son
las manifestaciones organicas mas frecuentes y aparecen en la mayoria de los pacientes.
Asimismo, afectaciones potencialmente graves como la renal, serositica, neuroldgica y
hematoldgica son también relativamente frecuentes. Podemos comprobar que las prevalencias

descritas son similares a las obtenidas en nuestro estudio.
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Tabla 23.- Prevalencia de las principales manifestaciones clinicas detectadas en una serie de
1.000 pacientes europeos con LES

Manifestacion Prevalencia Manifestacion Prevalencia
Artritis 84 Sindrome seco 16
Eritema malar 54 Livedo reticularis 14
Fiebre 52 Trombosis 14
Fotosensibilidad 45 Linfadenopatias 12
Nefropatia 39 Lesiones discoides 10
Serositis 36 Miositis 9
Fenomeno de Raynaud 34 Anemia hemolitica 8
Afeccidn neurologica 27 Afeccién pulmonar 7
Ulceras orales 24 Lesiones cutanea subagudas 6
Trombocitopenia 22 Corea 2

En los pacientes con actividad severa los sintomas generales fueron los maés
frecuentes, aunque aplicando la escala de BILAG se alcanzd la categoria C. A continuacion la
mayor prevalencia fue la de afectacién musculo-esquelética y muco-cutanea, que aplicando la
escala de BILAG se obtuvo la categoria B para la afectacion muco-cuténea y la categoria C

para la afectacion musculo-esquelética, excepto en un caso que alcanzé la categoria B.

Del total de 48 pacientes, catorce tenian historia de nefritis lGpica. Tres no presentaban
actividad segin SLEDALI, cinco presentaban actividad moderada, con categoria B en la escala
de BILAG vy seis presentaban actividad grave, con categoria A en la escala de BILAG. Cuatro
de las pacientes eran mujeres y dos eran hombres. En el total de la muestra de pacientes con

nefritis lupica, la razén mujer/nombre fue 10/4.

Para el andlisis de los distintos parametros y la asociacion entre ellos se obtuvieron las

siguientes muestras: 1) Sangre en tubos de suero y EDTA para el analisis bioquimico,
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hemograma y férmula leucocitaria, y orina de 24 horas y primera orina de la mafana,
procesado en el Servicio de Analisis Clinicos del HCUV, 2) muestra de sangre para estudio en
el laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de inmunoglobulinas, complemento y auto-
anticuerpos, y 3) una muestra de orina para la deteccion de citoquinas, quimiocinas y factores
de crecimiento en el laboratorio de Investigacion Médica en Infeccion e Inmunologia del

HCUV.

Respecto a los datos de la analitica de rutina, el recuento de linfocitos y los niveles de
complemento son menores en pacientes con actividad severa, respecto a los pacientes con sin
actividad o actividad moderada. El perfil de los autoanticuerpos fue similar en los tres grupos.

Estos datos son concordantes con lo ya descrito por otros estudios [104-106].

Con tecnologia Luminex y la utilizacion del panel "Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-
plex bio-rad assay®- Hercules, CA, USA", se estudiaron en orina 27 citoquinas, quimiocinas
y factores de crecimiento. Las que se citan a continuacion presentaban valores por debajo del
limite de deteccion: IL-9, IL-15, FGF-b, MIP-1a, IL-1B, IL-17, G-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
13, GM-CSF, IFN-y, TNF-a. De las trece restantes, cinco de ellas todavia presentaban valores
cercanos al limite inferior y muy parecidos para enfermedad inactiva, moderada y grave. La
citoquinas detectables lo fueron en los 10 pacientes catalogados como severos segun

SLEDAI-2K

Es posible que el peso molecular (PM) de varias de las citoquinas analizadas influyan
en nuestros hallazgos. En la tabla 13, limites de deteccion de las citoquinas, quimiocinas y
factores de crecimiento estudiados, se pueden confrontar los distintos pesos moleculares. Las

citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento que finalmente son detectables en orina, en
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los pacientes con actividad grave (SLEDAI > 8) poseen algunas de ellas un PM bajo: IL-1RA
(65 kDa), IP-10 (8.5 kDa), VEGF (38.2 kDa), IL-8 (8-9 kDa), IL-7 (17.4 kDa), MCP-1 (8.6

kDa), MIP-1p (8 kDa) e IL-12 (70 kDa).

IP-10, IL-8, MCP-1 y MIP-1p son moléculas con peso molecular bajo, caracterizadas
por pertenecer a la familia de las quimiocinas. Su paso a través de la membrana basal
glomerular podria, falsamente, llevar a concluir la presencia de actividad lUpica a nivel renal.
No obstante, el dafio glomerular "per se" puede explicar que se requieran niveles mas
elevados de estas quimiocinas en pacientes con proteinuria respecto a los pacientes sin

proteinuria, para calificar un lupus como activo (datos que se describiran mas adelante).

Para la evaluacion de la asociacion de la clinica con los parametros de laboratorio y
los posibles candidatos a biomarcadores se realiz6 un analisis de contraste y posteriormente
un analisis de correlacion. Se estudid la capacidad diagnostica de las citoquinas detectadas y
también su capacidad de prediccion. Por Gltimo, se calcularon los puntos de corte de los
niveles urinarios de la citoquina que reunia las caracteristicas de biomarcador, para detectar

actividad global de la enfermedad y actividad a nivel renal.

En el analisis de contraste, se compararon los valores en orina de las citoquinas que
fueron detectables (IL-1RA, IP-10, VEGF, IL-8, IL-7, MCP-1, MIP-1p, e IL-12) entre
pacientes y controles sanos, no hallandose diferencias significativas respecto a ninguna de

estas moléculas.

Posteriormente, se compararon estas citoquinas entre cada uno de los grupos de

pacientes definidos por SLEDAI-2K (inactivo, moderado y severo), hallandose soélo
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diferencias significativas con IL-8, MIP-1 y MCP-1, con un valor-p de 0.01, 0.04 y 0.003
respectivamente. Pero al comparar enfermos inactivos con moderados, y enfermos moderados
con severos, se observé que las diferencias dejaban de ser significativas con IL-8 y MIP-1p.
MCP-1 es la Unica quimiocina que presenta diferencias significativas al comparar
pacientes inactivos, con actividad moderada y severa de LES, con un valor-p de 0.003 y
0.050, respectivamente. Al comparar controles con pacientes con actividad severa se obtiene
un valor-p de 0.050. Y por altimo, al comparar enfermos con actividad moderada y severa, se
obtiene un valor-p de 0.022. En conclusion, MCP-1 alcanz6 sus niveles méas elevados en el
grupo de enfermos definidos por SLEDAI-2K como severos. Estos resultados sorprenden si
consideramos el reducido nimero de pacientes con puntuacion SLEDAI > 8, s6lo diez
enfermos. Sin embargo, nuestros hallazgos se corroboran con lo obtenido en el analisis de
asociacion que mostré que MCP-1 se correlaciona directamente con la puntuacion obtenida

con la escala de actividad de LES.

Se estudié ademas la asociacion entre los niveles de MCP-1 en orina con la presencia
de proteinuria, dividiendo a los pacientes en proteinuria menor de 0.5 gr/24 horas y
proteinuria mayor o igual a 0.5 gr/24 horas. Se obtuvo que los niveles en orina de MCP-1 son
estadisticamente significativos mas elevados en aquellos pacientes con afectacion renal lUpica

(p <0.05).

Hemos observado que aquellos enfermos con actividad grave presentaban un recuento
mas bajo de leucocitos circulantes que los pacientes con enfermedad inactiva 0 moderada. El
complemento C3 y C4 presentaron niveles mas bajos en los enfermos severos respecto a los

moderados o inactivos. MCP-1 mostr6 una correlacion inversa con los niveles de
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complemento C3 y C4 séricos y con el nimero de leucocitos circulantes. Estos datos se

corresponden con lo descrito en la literatura [104-105].

No encontramos correlacion entre MCP-1 y las modificaciones en los niveles de
anticuerpos antinucleares, ni con alguna especificidad de estos auto-anticuerpos, ni tampoco
con la VSG, ni los niveles séricos de inmunoglobulinas (1gG, IgM e IgA). De nuevo, otros

datos que se corresponden con lo descrito previamente [104-105].

Con el célculo del area bajo la curva, MCP-1 e IP-10 en orina, presentaban unas
curvas muy buena y regular respectivamente. En el célculo del area bajo la curva COR con
MCP-1 para detectar SLEDAI > 8, se observo que posee capacidad diagnoéstica de actividad
severa de la enfermedad con una sensibilidad de 100% y una especificidad de 98%. Y en el
calculo del area bajo la curva COR con IP-10 para detectar SLEDAI > 8, se observo que
posee capacidad diagnoéstica de actividad grave de la enfermedad con una sensibilidad de 82%

y una especificidad de 76%.

Se sometié a MCP-1 al célculo del area bajo la curva para detectar SLEDAI > 8 en
pacientes sin proteinuria, detectandose que el area bajo la curva aumenta ligeramente, con una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 82%. De igual modo se calcul6 el area bajo la
curva para detectar SLEDAI > 8 en pacientes con proteinuria. Se detecta que el area bajo la
curva disminuye, tal vez condicionado por las caracteristicas de los pacientes, una n pequefia

de pacientes y todos con MCP-1 elevado por presentar actividad grave de la enfermedad.

La proteinuria constituye uno de los requerimientos para calificar de presencia de

actividad a nivel renal segin SLEDAI-2K, lo mismo que la hematuria, leucocituria y el
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deterioro de la funcion renal. La creatinina ha constituido el clasico marcador de muchas
afecciones que alcanzan el parénquima renal, primarias o secundarias a otros procesos. Siendo
una prueba muy barata, la medicién de la creatinina en suero carece de sensibilidad y
especificidad para un proceso cualquiera en Nefrologia, sin embargo, no parece que Su uso

pueda quedar relegado.

Por regresion logistica se construyé un modelo para cuantificar el riesgo de presentar
actividad severa (SLEDAI > 8), considerando MCP-1, hematuria, leucocituria y proteinuria
como variables de ajuste. También se construyeron otros dos modelos considerando por una
parte MCP-1 y proteinuria y por otra IP-10 y proteinuria. Observamos que ni la hematuria, ni
la leucocituria se asocian de forma significativa a la actividad de la enfermedad a nivel renal.
Por su parte, los niveles de MCP-1 elevados en orina son un factor asociado a la presencia de
LES severo, independientemente de la presencia de proteinuria, leucocituria y/o hematuria.
Por el contra, los niveles elevados de IP-10 en orina no son un factor asociado a la presencia

de LES severo.

Por ultimo, se hallaron los puntos de corte para las curvas ROC, de acuerdo con la
méaxima sensibilidad y especificidad, con el objetivo de fijar el valor urinario de MCP-1 por el
encima del cual es capaz de detectar la presencia de actividad de la enfermedad. Un resultado
de MCP-1 > 42.5 pg/ml permite detectar actividad severa de la enfermedad en pacientes con
proteinuria menor de 0.5 gr/24 horas, con una sensibilidad del 100% y una especificidad del
82%. Un resultado de MCP-1 > 65.82 pg/ml permite detectar actividad severa de la
enfermedad en pacientes con proteinuria mayor o igual de 0.5 gr/24 horas, con una
sensibilidad del 70% y una especificidad del 87%. Estos datos nos confirman la teoria de que

las quimiocinas que poseen pequefio peso molecular pueden atravesar la membrana de

201



filtracion, pero que ademas se precisa un concentracion elevada para que posean capacidad
diagndstica de LES severo y que los niveles de dicha quimiocina deben ser superiores cuando
se estudia afectacion renal.

A continuacion, describiremos las caracteristicas de la barrera de filtracion a nivel

renal y como pueden influir en nuestro estudio.

En el ser humano, cada rifion estd formado por un millon de nefronas,
aproximadamente. La nefrona es la unidad estructural y funcional bésica del rifion,
responsable de filtrar la sangre para regular el agua y las sustancias solubles, reabsorbiendo lo
que es necesario y excretando el resto como orina [107,108]. La nefrona se caracteriza por ser
una estructura compleja constituida por dos partes principales: el corpusculo renal de
Malpighi (formado por el glomérulo y la capsula de Bowman), y el tubulo renal (formado por
tabulo contorneado proximal, el Asa de Henle, el tabulo contorneado distal y el tubulo

colector), estando situada principalmente en la corteza renal.

El glomérulo es la unidad anatémica funcional del rifién, donde tienen lugar la
depuracién y la filtracion del plasma sanguineo como primera etapa en el proceso de
formacion de la orina. Es una red de capilares rodeada por una envoltura externa en forma de
copa llamada capsula de Bowman. EIl plasma se filtra en el interior de la capsula, a través de
los capilares glomerulares, y el material filtrado se vierte en el tabulo proximal. EI glomérulo
recibe su irrigacion de una arteriola aferente de la circulacion renal. A diferencia de la mayor
parte de los lechos capilares, el glomérulo desemboca en una arteriola eferente en lugar de
una vénula. La resistencia de estas arteriolas produce una presion intraglomerular elevada que
contribuye al proceso de ultrafiltracion por el que los liquidos y los materiales solubles en la

sangre son forzados fuera de los capilares hacia la capsula de Bowman. EI glomérulo y la
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capsula de Bowman que lo circunda constituyen el corpusculo renal, la unidad de filtracion
béasica del rifidn (Figura 39).

Los capilares glomerulares son capilares fenestrados. Las fenestras son més grandes
(70-90 nm de diametro), mas abundantes y de contorno més irregular que el de los capilares
fenestrados de otras localizaciones. En las fenestras de los capilares glomerulares no hay
diafragma. La membrana de las células endoteliales contiene gran cantidad de canales
acuosos de acuaporina, una proteina transmembrana encargada de transportar el agua a través
de los compartimientos celulares. Los capilares tienen una lamina basal que se fusiona con la
de los podocitos que los rodean. La pared del capilar glomerular es una barrera molecular
capaz de impedir el paso de la mayor parte de las proteinas plasmaticas y permitir el paso del

agua, de moléculas de soluto pequefias y de iones.

Figura 39.- Esquema del glomérulo y localizacion de la barrera de filtracion glomerular
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Guyton AC, Hall JE. Formacion de la orina en los rifiones: Filtracion glomerular, riego sanguineo renal y su regulacion In
Tratado de Fisiologia Médica.
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El endotelio esta perforado por poros o fenestraciones de entre 70 y 100 nm de
didmetro que permiten la separacién mecanica de los elementos de la sangre y el plasma. La
superficie de la célula endotelial tiene carga negativa por la presencia de una glucoproteina
polianionica, la podocalixina, que es la principal sialoproteina glomerular. La concentracion
de moléculas superficiales anidnicas y fenestraciones, determina que el endotelio glomerular
se diferencie de otras membranas plasmaticas endoteliales y permita el paso de particulas de

bajo peso molecular.

Los podocitos son células estrelladas de gran tamafio con prolongaciones similares a

tentaculos que rodean los capilares glomerulares.

La capsula de Bowman es la parte mas externa del corpusculo renal y esta formada por
una pared doble (con una capa parietal y otra visceral) que delimita un espacio Ilamado
espacio urinario o espacio capsular de Bowman. En el polo urinario del corplsculo esta el

espacio urinario que se continta con la luz del tdbulo contorneado proximal.

La membrana basal glomerular [109] impide el paso de macromoléculas de forma
mecénica y eléctrica, esta Ultima debida a la presencia de moléculas de carga negativa,
proteoglicanos ricos en heparan sulfato. Esta membrana estd compuesta por dos capas finas,
la lamina rara interna y la ldmina rara externa, y una capa central gruesa, la lamina densa. Las
células endoteliales y epiteliales adyacentes secretan moléculas de colageno de tipo IV,
laminina, fibronectina, niddgeno/entactina y proteoglicanos de heparan sulfato que forman
una estructura similar a un enrejado. Entre los pedicelos que cubren la superficie externa de la

membrana basal glomerular existen hendiduras de 25 a 60 nm que estan cruzadas por una
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membrana delgada llamada diafragma de hendidura o diafragma de filtracion. Esta fina

estructura es la responsable principal de impedir el paso de moléculas como la albumina.

La estructura que realiza el ultrafiltrado es la barrera de filtracion glomerular, que
separa la luz de los capilares glomerulares de la luz del espacio urinario de la capsula de
Bowman y esta formada por diversos elementos entre los que figuran:

1) el endotelio fenestrado de los capilares (las fenestras grandes y sin diafragma permiten el
paso de todos los elementos no celulares de la sangre, aunque las proteinas anionicas de gran
tamafio se filtran con lentitud por la cubierta de heparan sulfato que poseen las células
endoteliales), 2) la membrana basal glomerular y 3) la membrana de la ranura de filtracion
que hay entre los pedicelos de los podocitos. La capacidad de los solutos para filtrarse esta
determinada por su tamafio (los poros de la membrana glomerular se cree que tienen ocho
nandmetros y por ejemplo el didmetro molecular de la albimina del plasma es de seis nm) y
su carga eléctrica (los compuestos con carga eléctrica negativa se filtran con menos facilidad

que las moléculas de igual tamafio cargadas positivamente). (Figura 40).

Figura 40.- Esquema de la barrera de filtracion glomerular

A

A. Células endoteliales del glomérulo. 1. Poro (fenestra). B. Membrana basal glomerular: 1. Lamina rara interna. 2. Lamina
densa. 3. Lamina rara externa. C. Podocitos: 1. Proteina enzimatica y estructural. 2. Hendidura de filtracion. 3. Diafragma.
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Una capacidad de filtracion de 1.0 indica que esa sustancia se filtra con la misma
facilidad que el agua; una capacidad de filtracion de 0.75 equivale a una velocidad de
filtracion del 75% con respecto al agua. Cuando el PM de una sustancia se aproxima a la
albumina, la capacidad de filtracién disminuye rapidamente a niveles bajos, y se acerca a cero

(Tabla 24).

Tabla 24.- Capacidad de filtracién de distintas sustancias en los capilares glomerulares en
relacion con su peso molecular (modificada de Guyton AC, Hall JE)

Sustancia Peso molecular (daltons) Capacidad de filtracion
Agua 18 1.0
Sodio 23 1.0
Glucosa 180 1.0
Inulina 5500 1.0
MIP-1p 8000
IP-10 8500
MCP-1 8600
IL-8 8000-9000
Mioglobina 17000 0.75
IL-7 17400
VEGF 38200
IL-1RA 65000
AlbUmina 69000 0.005
IL-12 70000

Las citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento son proteinas de pequefio
tamario (Tabla 13). Al integrar los datos de nuestro estudio en la tabla extraida de Guy AC,
Hall JE, de peso molecular y capacidad de filtracion de determinadas moléculas (Tabla 24),
podemos decir, por una parte, que aquellas citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento

con peso molecular alto, no pueden ser filtradas en condiciones normales, por tanto la orina
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no seria la muestra mas adecuada para su estudio. Por otra parte, algunas de las citoquinas que
no se detectaron en orina tenian peso molecular bajo y sin embargo no estaban presentes, lo
que confirma que estads citoquinas no son secretadas en presencia de actividad de la
enfermedad. Ademas, existen citoquinas detectadas en el limite bajo y otras en los limites
establecidos de deteccion, que al someterse al analisis estadistico no presentan capacidad
diagndstica ni capacidad de prediccion de actividad y/o brote de la enfermedad, por lo que se
puede decir que no solo se requiere la presencia de dichas citoquinas, sino ademas se necesita
de una determinada concentracion. De las citoquinas presentes en orina para detectar
actividad severa de la enfermedad sélo MCP-1, tras someterse al analisis estadistico, muestra
capacidad diagnostica y predictiva de LES, tanto de actividad global como renal. La presencia
de niveles altos de MCP-1 en orina no se explican por tanto solamente por ser una molécula
con peso molecular bajo y poder atravesar la barrera de filtracion glomerular, sino que
también son debidos a la respuesta sistémica del estado inflamatorio en la situacién de

actividad de LES.

Por regresion logistica, la presencia de MPC-1 se define como factor de riesgo para
presentar actividad de la enfermedad independientemente de la presencia de sedimento
alterado y/o la presencia de proteinuria mayor o igual a 0.5 gr/24 horas. Al hallar un punto de
corte y determinar a partir de que niveles en orina MCP-1 puede ser de utilidad en la practica
clinica diaria, se observo que para detectar actividad global de la enfermedad se requieren de
unos niveles > 42.5 pg/ml y para la deteccion de actividad renal los niveles deben ser
superiores, > 65.82 pg/ml, lo cual indica que la presencia de dafio renal implica una mayor

eliminacion de MCP-1 en orina.
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MCP-1 cumple con la mayor parte de los requisitos de un biomarcador [38]. Nuestros
resultados muestran que los niveles de esta quimiocina aumentan durante la actividad de la
enfermedad. Determinar los niveles en orina de MCP-1 no suponen ningln gesto invasivo
para el paciente. El empleo de la tecnologia Luminex permite una medicion precisa, fiable y
reproducible de esta quimiocina en orina. MCP-1 se pudo determinar desde muy temprano en
nuestros pacientes, coincidiendo con las manifestaciones y datos de laboratorio testigos de
actividad, encontrdndose disponible con la analitica de rutina de la consulta, y bastante antes
de poder disponer del resultado de la biopsia para los casos de afectacion renal. Por tanto

MCP-1 puede servir como biomarcador de actividad de LES.

Muchos han sido los intentos de descubrir un biomarcardor de actividad de LES, tanto
en sangre como en orina. A este respecto, podemos nombrar algunos de los estudios mas
relevantes que hemos revisado. Lo primero, destacar que las determinaciones siempre se han
hecho con ELISA, en contraste con nuestro estudio que se realiz6 con Luminex. La mayoria
de los estudios encontrados han sido realizados en orina, ya que se trata de un medio menos

invasivo y ademas el objetivo era el estudio de deteccion de actividad y/o brote a nivel renal.

Marie MA, et al. [110] compararon los niveles de IP-10 en orina entre dos grupos de
pacientes diagnosticos de LES, un grupo con afectacién renal y el otro sin ella. Detectaron
que los niveles de IP-10 eran significativamente mayores en pacientes con nefritis lUpica
activa. IP-10 se correlaciond con actividad renal medida por la presencia de proteinuria y el
grado de dafio renal (realizada biopsia renal) y existe una correlacion inversa con los niveles
de complemento C3 en sangre. De igual modo Abujam B, et al. [111] detectaron que tanto IP-
10 como MCP-1 en orina podrian, en un futuro, predecir la presencia de brote renal en

paciente con LES. En nuestro estudio, IP-10 se detect0 en pacientes con actividad severa de la
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enfermedad, y en el calculo de area bajo la curva mostré una capacidad diagnostica regular,
pero al someterse a un analisis de regresion logistica en un modelo con IP-10 y proteinuria, se
observo que los niveles elevados de IP-10 en orina no son un factor asociado a la presencia de
LES severo. Walson L, et al. concluyeron, al igual que nosotros, que IP-10 no es un buen

biomarcador de actividad renal de LES [112].

La mayoria de los estudios realizados, investigan acerca de una citoquina o quimiocina
o factor de crecimiento, como mucho, acerca de dos de estas moléculas. Su objetivo es el
estudio en orina de la presencia de estas moléculas para el diagndstico de brote lGpico a nivel
renal. Se estudian sustancias como la glicoproteina acida al en orina [112] concluyendo que
estd méas elevada en pacientes con nefritis lUpica que en aquellos que no tienen actividad
renal. Otra molécula estudiada es la hepcidina [104], que se considera puede estar asociada a

nefritis lUpica, aunque se necesitan mas estudios con una muestra mas amplia.

Por el contrario, Vega L y colaboradores [47], estudiaron 17 mediadores
inmunoldgicos en orina y detectaron que solo MCP-1 puede comportarse como un

biomarcador de actividad renal del LES.

La molécula méas estudiada es MCP-1 [104,105,111-114], y sus niveles urinarios se

asocian con actividad renal.

Estos biomarcadores no solo se les intentan buscar utilidad en pacientes adultos, sino
también los pediatras [105] han intentado buscar una alternativa a la biopsia, estudiando
biomarcadores urinarios con capacidad diagnostica de actividad de LES a nivel renal. Se

observo que los niveles de MCP-1 y de lipocalina asociada a gelatinasa del neutréfilo pueden
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ser utilizados para monitorizar la actividad de la nefritis lUpica en pacientes jovenes. De igual
manera Waltson L, et al. [112] estudian la capacidad de IP-10, MCP-1 y glicoproteina cida

al para el diagndstico precoz de brote renal.

Nosotros hemos realizado el presente estudio analizando 27 citoquinas, quimiocinas y
factores de crecimiento, con el objetivo de tener una vision amplia de la respuesta innata y
adaptativa (humoral y celular), que pudieran influir en la fisiopatogenia del LES y en detectar

actividad tanto a nivel renal como a nivel global de la enfermedad.

Por otra parte, también se ha intentado valorar la relacion entre MCP-1 en orina y la
respuesta al tratamiento instaurado para la nefritis lipica. Rovin, et al. [114] no detectaron
relacion entre los niveles urinarios de MCP-1 en los treinta primeros dias tras la
administracion de corticoides u otros inmunosupresores y tampoco si el paciente esta siendo
tratado con farmacos inhibidores del SRAA. Por otra parte, Ble A, et al. [115] detectaron que
al administrar tratamiento con bindarit (terapia que actta inhibiendo a MCP-1) a pacientes
con nefritis lUpica activa, se reducen significativamente los niveles de albimina y MCP-1 en

orina.

Algunos grupos [104, 112-114] se han aventurado a establecer una asociacion entre
los niveles de MCP-1 en orina y la clase de nefritis lUpica, asi como el grado de severidad de
la misma. Describen como la NL clase IV es la que presenta niveles urinarios mas elevados
de MCP-1, seguido de NL clase Il y por ultimo NL clase Il. Nosotros no hemos observado

estas asociaciones.

En las determinaciones realizadas en plasma, destaca el trabajo de nuestro grupo [43],

en el que analizamos 18 mediadores inmunologicos en plasma de pacientes diagnosticados de
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LES, con diferente grado de actividad de la enfermedad. Concluyendo que en los pacientes
con LES existe un estado basal pro-inflamatorio, incluso en ausencia de sintomas y a pesar de
estar recibiendo tratamiento de la enfermedad. Se detectaron niveles plasmaticos elevados de
MCP-1, MIP-18 e IL-8 en pacientes diagnosticados de LES en comparacion con los controles.
Los niveles plasmaticos de citoquinas Thl, Th2 y Th17 fueron similares al comparar
controles con enfermos. Las siguientes moléculas fueron indetectables en estse estudio: IFN-

a, IL-1p, IL-6, IL-7 e IL-13.

Wu Q, et al. [106] detectaron niveles de mMRNA de IFN-X en células mononucleares de
sangre periférica. y niveles de proteinas inducidas por éste (IP-10, MIG e IL-8) por medio de
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y técnica de ELISA, respectivamente.
Concluyeron que IFN-A estd probablemente relacionado con enfermedades renales, la
progresion de la artritis y quizd juegue un papel importante en la patogénesis del LES
estimulando la secrecion de las quimicionas detectadas. Este hallazgo puede ser un punto

estratégico para dirigir el tratamiento.

En 2005, Li Y, et al. realizaron una revision [116], acerca del estudio de citoquinas y
quimiocinas (IL-6, IL-10, IL-8, MCP-1 y MIP-1a) en sangre y orina para la deteccion de
nefritis lUpica activa. En presencia de actividad de lupus estaban elevados en sangre IL-6, IL-
10, IL-8 y MIP-1a y MCP-1, en comparacion con pacientes sanos. En orina IL-6 e IL-10 no
se detectaron e IL-8 y MIP-1la presentaron niveles urinarios elevados pero no fueron
significativos. Solo los niveles urinarios de MCP-1 se correlacionaron con actividad de la
enfermedad a nivel renal y no existia relacion entre los niveles urinarios y los plasmaticos de

esta sustancia.
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Alzawawy A, et al. [117] en un estudio de casos y controles determinaron niveles de
MCP-1 en sangre y orina. Detectaron que los niveles plasmaticos de MCP-1 estaban mas
elevados en pacientes con LES y NL comparado con los controles, pero no fue significativo al
compararlo con los pacientes con LES pero sin NL. Por otra parte, estos niveles no tenian
ningun tipo de relacion con determinados pardmetros de laboratorio: creatinina, anticuerpos
anti-DNA, proteinuria,... atribuyendo sus hallazgos a que la vida media de MCP-1 en sangre
es corta. Por otra parte, los niveles urinarios de MCP-1 se correlacionaron con actividad renal

de la enfermedad, grado de severidad de la NL y pardmetros de laboratorio como proteinuria.

Por ultimo, en el estudio de Tesar V, et al. [118] se estudiaron moléculas como TNF-
a, IL-6, IL-8, sSICAM-1 y sVCAM-1 en plasma y orina, por ELISA, para la deteccion de NL.
Obtuvieron que los niveles plasmaticos y urinarios de IL-6 no son significativos. Solo fueron
significativos para el diagnostico de actividad a nivel renal de LES, los niveles de TNF-a

plasmaticos, niveles urinarios de IL-8, siendo sVCAM-1 en plasma el mejor biomarcador.
Nuestro estudio es el primero en analizar hasta 27 mediadores inmunoldgicos, en

orina, por tecnologia Luminex y en demostrar que MCP-1 posee capacidad diagnostica de

lupus activo no necesariamente renal.

6.3.- Medicina personalizada y Medicina de precision

Ante nuestros hallazgos, no podemos dejar de nombrar a la Medicina personalizada y

la Medicina de precision, y como nuestro estudio influye en ellas.
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La Medicina personalizada puede ser definida como aquella en la que a través de la
utilizacion de tecnologia de perfil molecular se intenta obtener una estrategia terapeutica
adecuada, para una persona concreta, en un determinado momento. Su objetivo es determinar
la predisposicion a padecer una enfermedad concreta y aportar las medidas preventivas

adecuadas y estratificadas.

En 2010 se reunid en Bruselas la "European Commission DG Research Directorate™
con el objetivo de clarificar el alcance de los biomarcadores, permitir la estratificacion de las
enfermedades, e identificar las limitaciones en el proceso de descubrimiento de los mismos,
para su uso en ensayos clinicos y en la practica médica diaria. Su objetivo era la construccién
de una vision para 2020, intentando identificar los puntos mas débiles para llegar a la meta

[119].

A pesar de los avances por parte de la industria farmacedtica, no todos los pacientes
presentan una respuesta favorable a los medicamentos. Por tanto, el progreso en el
conocimiento de los mecanismos implicados en la etiopatogenia de las enfermedades y en la
forma de actuacién de los farmacos, abre un nuevo campo de oportunidades para ofrecer a los
pacientes una terapia exclusiva para las caracteristicas concretas de una enfermedad en un

determinado individuo.

El uso de biomarcadores nos puede ayudar en la identificacion de los pacientes que

pueden tener una respuesta favorable a la instauracion precoz de un determinado tratamiento.

Los biomarcadores permiten, por tanto, facilitar la prevencion de las enfermedades y

el desarrollo de nuevos tratamientos. Sera necesario un mejor conocimiento de los
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mecanismos fisiopatogénicos de la enfermedad y el conocimiento de los mecanismos de

accion de los farmacos.

Antes de aplicar la Medicina personalizada de forma rutinaria en la préctica clinica, se
necesita contar con las herramientas de investigacion adecuadas, lo que en su conjunto se
denomina Medicina de precision. De esta forma se podra diagnosticar y tratar cada patologia

de forma individual.

Con la finalizacién del Proyecto Genoma Humano, muchos anticiparon que a medio
plazo las enfermedades podrian diagnosticarse y tratarse de forma individualizada. Esto
suponia que ya no se abordarian las patologias en funcién de los sintomas, puesto que se

podria aplicar diferentes terapias de acuerdo a los genes.

La anteriormente conocida como Medicina personalizada ha saltado a los medios de
comunicacion con el anuncio de Barack Obama de invertir 125 millones de ddlares en 2016
en este campo. La Medicina de precision es una aproximacion al tratamiento y prevencion de
las enfermedades basado en la variabilidad genética, el ambiente y el estilo de vida de cada
persona. Uno de los objetivos de la iniciativa es proporcionar ensayos clinicos innovadores en
los se evalle la efectividad de farmacos dirigidos a dianas moleculares concretas. De forma
tradicional, en los ensayos clinicos se obtiene informacion sobre diferentes variables en
maltiples individuos, miles, en ocasiones. Esto ha derivado en que muchos de los farmacos
utilizados en la actualidad, basados en generalizaciones, son efectivos Unicamente en una
proporcion de la poblacion. Para el resto, pueden ser inocuos o incluso tener un efecto
negativo. Por tanto, para introducir el concepto de Medicina de precision en la préctica

clinica, el modelo clasico de ensayo clinico tiene que ser modificado. Ha llegado el momento
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de los ensayos clinicos de una persona. Se recogerian multiples datos de relevancia clinica a
partir de un Unico paciente, de forma tan frecuente como fuera posible. Posteriormente, con el
andlisis estadistico adecuado los investigadores compararian el efecto de diferentes
tratamientos en la misma persona. Schork [120] indica que habra situaciones en las que los
ensayos clinicos de una sola persona no sean adecuados o factibles, por ejemplo aquellos
estudios de salud en los que se valora una intervencion sobre la poblacion completa donde el
coste econémico sea demasiado elevado. Sin embargo, en muchos otros, como en
enfermedades "raras" o en los estadios tempranos en el desarrollo de un farmaco, la

aproximacion podria ser ideal.

La llegada del "big data" (del inglés, se define como la acumulacion masiva de datos y
los procedimientos usados para identificar patrones recurrentes dentro de esos datos) aplicado
a la medicina, la mejora en la secuenciacion genética y los avances de disciplinas como la

epigenética y la protedmica, son la base para el desarrollo de este tipo de medicina.

En Espafia, ya se aplican biomarcadores para 14 farmacos que permiten saber qué
pacientes de cancer de mama, pulmén y colon responderan a un tratamiento especifico. Hasta
ahora, la herramienta del clinico mas precisa para catalogar una lesion, su gravedad y poder
decidir un tratamiento es la biopsia del tumor. A pesar del tratamiento, la evolucion
inesperada o inexplicada del tumor nos hace dudar sobre la actitud terapeutica, pero la biopsia
no se realiza de forma repetida, dado que es un método invasivo. Aparecen nuevos conceptos
como “biopsia liquida" (transcriptomica). Se trata de obtener la informacion estudiando
alteraciones genomicas o las células tumorales circulantes en la sangre, prueba que se puede

repetir varias veces por su inocuidad.
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De esta forma se consigue hacer mas eficiente la sanidad. La accesibilidad a poder
realizar estos test permite la mejora de la supervivencia del paciente, ya que el pronostico de

una enfermedad es mejor si se estable el tratamiento en las fases precoces de la misma.

Nuestro estudio es el primero en intentar el desarrollo de una estrategia de inmuno-
vigilancia para el paciente lapico, basada en la clinica y la determinacion de biomarcadores
no invasivos. Nuestros resultados proponen a MCP-1 en orina como un potencial biomarcador

de actividad Iupica global y a nivel renal.

6.4.- Ventajas e importancia de nuestros hallazgos

En nuestro estudio, los valores elevados en orina de MCP-1 se asociaron a una peor
puntuacion con SLEDAI, y se encontrd que poseian capacidad de diagnostico y prediccion
para un LES severo. Encontramos, también, que los niveles urinarios elevados de MCP-1
tienen capacidad de diagnostico y de prediccion de actividad de la enfermedad a nivel renal.
MCP-1 relne, ademas, las caracteristicas para considerarse como biomarcador de actividad.
Por lo tanto, puede proponerse la determinacion en orina de MCP-1 para el seguimiento
clinico del paciente con LES. Puede sugerirse, ademas, el uso de MCP-1 como potencial

biomarcador de actividad renal lGpica en enfermos IUpicos severos.

Con el objetivo fundamental de realizar un diagndstico precoz e instaurar un
tratamiento eficaz para mejorar el pronostico de estos pacientes, nuestros hallazgos nos
permiten el desarrollo de una estrategia de inmunocontrol, que integre la inmunologia con la

clinica, y que esté exenta de los errores ocasionados por la subjetividad del paciente a la hora
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de explicar su sintomas y del clinico en la interpretacion. Esto marca un punto de partida a la
hora de hablar de prevencién. Segun nuestros hallazgos, niveles elevados de MCP-1 en
pacientes con un SLEDAI elevado podrian perfectamente indicar una intensificacion del
tratamiento. No obstante, actualmente, para los casos de afectacion renal la biopsia es
indispensable. Ciertamente, es necesaria la confirmacion del tipo histoldgico de la lesion
renal, pero se podria empezar a tratar mientras se espera el resultado de la biopsia. Presentar
una proteinuria elevada, con valores de MCP-1 también elevados, podrian indicar el inicio de
un tratamiento de rescate ante una puntuacion elevada con SLEDAI-2K. Debe entenderse el
aporte de MCP-1 como indirecto. No pretendemos substituir a la biopsia, ni alterar la
secuencia en el estudio para diagnosticar y tratar adecuadamente un lupus activo, o un lupus

renal activo.

6.5.- Limitaciones del estudio y Lineas futuras

Nuestros resultados deberian re-experimentarse en un mayor nimero de pacientes, con
la participacion de otros centros nacionales o extranjeros, si fuera posible. Al revisar los
hallazgos que obtuvimos con IL-8 y MIP-1B, en los que existian diferencias significativas
entre enfermos inactivos, moderados y severos, y que éstas desaparecian al comparar por
parejas enfermos inactivos con moderados y enfermos moderados con severos, revisamos la
literatura. 1L-8 y MIP-1p pueden asociarse con nefritis lUpica y la afectacion de otros érganos
por el lupus [64,70]. Respecto a IP-10, unos los describen como un biomarcador de nefritis

lupica [110,111] y otros, sin embargo, la desestiman como biomarcador [113].
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De igual manera, los resultados obtenidos por regresion logistica deberian de
analizarse de nuevo en en una poblacion mas amplia, junto con otras variables. La hematuria
y la leucocituria se encuentran lejos de presentar capacidad de prediccion de actividad. Los
amplios intervalos de confianza confirman la imprecision de estos dos clasicos signos de
actividad lupica renal, que pueden observarse vinculados a la clinica de otros procesos

inmunes y no inmunes.

Ya que no se plante6 como uno de los objetivos a la hora del disefio del estudio, no lo
deberiamos plantear como una limitacién. La idea de la realizacion de un estudio
multicéntrico, prospectivo en el que realizara un seguimiento de los pacientes diagnosticados
de LES y la toma seriada de muestras biolégicas no invasivas, en este caso orina, nos
permitiria describir mas cualidades de MCP-1 u otros mediadores inmunoldgicos, respecto a
las alteraciones existentes meses antes de la aparicion de un brote de la enfermedad y la

respuesta al tratamiento de induccién y de mantenimiento.

Creemos que nuestro estudio, aporta importantes avances en el conocimiento del LES
y nuestro interés es poder plasmar estos hallazgos en la practica clinica diaria para conseguir

un beneficio por y para el paciente. Dos son las ideas que surgen:

1.- Creemos necesario conseguir lo que se denomina "Point of care™ (pruebas en el
punto de atencion) para los pacientes con LES. La posibilidad de realizar un anélisis,
en este caso de orina, en un Centro de Salud o el paciente en su propio domicilio, a
través de una tira reactiva con la capacidad de medir la concentracion de MCP-1 en
orina y poder monitorizar la enfermedad de forma ambulatoria, con la ventaja de que

los niveles de MCP-1 son capaces de evaluar tanto actividad global de la enfermedad y
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actividad renal. A este respecto, hemos iniciado conversaciones con empresas para
conseguir implantar este test de cromatografia de forma ambulatoria. Nos permitiria
un diagnostico rapido, la toma de decisiones terapelticas de forma inmediata,

reduciria el nimero de visitas al hospital y por tanto los gastos sanitarios.

2.- Desarrollar “scores” combinados. Realizacion de estudios estadisticos para
efectuar una combinacién de biomarcadores, como puede ser el recuento de linfocitos
en sangre, junto con el valor del complemento y su asociacion con los niveles
urinarios de MCP-1. De esta forma se mejoraria la capacidad de diagndstico y
prediccion de actividad y brote de LES de cada uno de ellos de forma individual, con
una mayor precision en el diagndstico. Conseguiriamos instaurar los el tratamiento de
forma inmediata e individual para una persona concreta, en un momento determinado

del curso de su enfermedad, optimizando su supervivencia.

Como conclusioén principal de este trabajo, MCP-1 es un biomarcador no invasivo, de
utilidad para detectar actividad global de la enfermedad y cuya aplicacion en la préactica
clinica diaria seria una aportacion importante para individualizar/personalizar el tratamiento
en una persona concreta con actividad ldpica, en un momento determinado, consiguiéndose
un diagnostico precoz, optimizando y estandarizando los tratamientos para cada persona y
como el fin Gltimo de minimizar el dafio cronico y mejorar la supervivencia de los pacientes

con LES.
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/. Conclusiones






Primera

La poblacion estudiada fue similar en cuanto a sus caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas, respecto a otros estudios. Predominan las mujeres en edad fertil, siendo la
afectacion mas frecuente la muco-cutdnea y musculo-esquelética. La afectacion renal fue
caracteristicamente de mayor gravedad en los varones que en las mujeres. Los pacientes
seguian un tratamiento adecuado a su tipo de afeccion y en consonancia con lo sugerido o

recomendado en la literatura.

Segunda:

De las 27 citoquinas estudiadas en orina, solo se detectaron y analizaron

estadisticamente: IL-1RA, IP-10, VEGF, IL-8, IL-7, MCP-1, MIP-18 e IL-12.

Tercera:

MCP-1 fue la quimiocina que present6 el valor urinario mas elevado en relacion con la
mayor gravedad de la enfermedad, medido por SLEDAI-2K, respecto a pacientes sanos y

pacientes con LES en fase inactiva.

Cuarta:

MCP-1 fue la Gnica quimiocina que se asocia de forma independiente a la presencia

dario renal y enfermedad grave, como marcador de actividad global.

Quinta:
MCP-1 presenta una asociacion inversa con los niveles de complemento en suero,
tanto C3 como C4 y con el contaje de linfocitos en sangre, lo que refuerza su papel como

biomarcador de enfermedad severa.
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Sexta:

Niveles urinarios de MCP-1 > 42,65 pg/ml sirven para la deteccién de actividad grave

de la enfermedad, con alta sensibilidad y especificidad.

Séptima:
Por tanto, nuestros resultados indican que MCP-1 puede ser Gtil como biomarcador de
actividad de la enfermedad tanto global como renal y puede aplicarse en la practica clinica

diaria, de una forma no invasiva y ambulatoria.
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8. Rendimiento

cientifico






En julio-2012 fue aceptado el articulo "MCP-1 in urine as biomarker of disease
activity in systemic lupus erythematosus™ en la revista Cytokine, publicandose en agosto-

2012. El factor de impacto de esta revista fué de 3.019 ese afio.
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Conventional clinical parameters are not sensitive or specific enough for detecting ongoing disease activ-
ity in the Systemic Lupus Erythematosus (SLE). Measurement of cytokines in urine is an encouraging
approach to detection of early flares in this disease. Here we have profiled 27 different cytokines, chemo-
kines and celular growth factors in the urine of 48 patients previously diagnosed of SLE as potential bio-
markers of disease activity. Correlation analysis with Bonferroni correction showed that MCP-1 was the
only immune mediator which levels in urine correlated directly with the SLE Disease Activity Index 2000

'I\(;é'[‘;‘iqrds" (SLEDAI-2 K) score (correlation coefficient, p): MCP-1 (0.45, 0.003). MCP-1 correlated inversely with lev-
Urine els of C3 complement protein in serum (—0.50, 0.001). MCP-1 showed significant higher levels in patients

SLE with severe disease activity in comparison with those exhibiting mild activity. Levels of this chemokine
Activity were also higher in patients with severe disease activity in comparison with patients with inactive dis-
ease and healthy controls. Areas under receiver operating characteristic curves (AUROC) for detection of
severe disease (SLEDAI = 8) was as follows for MCP-1: [AUROC, (IC95%), p]: [0.81 (0.65-0.96) 0.003]. In
addition, MCP-1 showed a good result in the AUROC analysis for detecting renal involvement [0.70
(0.52-0.87) 0.050]. When correlation analysis were repeated excluding those patients with active renal
disease (n =14), levels of MCP-1 in urine kept on showing a significant positive association with SLE-
DAI-2 K score. In conclusion, multiplex-based cytokine profiling in urine demonstrated the superiority
of MCP-1 over a wide range of cytokines as biomarker of disease activity in SLE.
© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction In this context, there is an urgent need to identify biomarkers to

predict lupus flares [6].

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a prototypical, autoim-
mune, multisystem disease characterized by chronic inflammation
in multiple organs. In the UK, the prevalence has been estimated as
25 per 100,000, and the annual incidence as 5.3 for females and 0.7
for males per 100,000 [1]. In Asia, crude incidence rates (per
100,000 per year) range from 0.9 to 3.1, while crude prevalence
rates range from 4.3 to 45.3 (per 100,000) [2]. There is a trend
towards higher incidence and prevalence of SLE in Europe and
Australia compared to the USA. In Europe, the highest prevalence
is reported in Sweden, Iceland and Spain [3]. SLE has a negative im-
pact on quality of life and is associated with high health-care costs
and significant productivity loss. In the US, mean annual direct
costs of SLE patients range from $13,735 to $20,926 [4]. In conse-
quence, SLE incurs a great burden on both the patient and society
5]
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Conventional clinical parameters are not sensitive or specific
enough for detecting ongoing disease activity in the Systemic Lu-
pus Erythematosus (SLE). Cytokines, chemokines and the immuno-
regulatory networks in which they participate play a principal role
in the pathogenesis of this chronic disease [7]. Measurement of
cytokines in urine is an encouraging approach with increasing clin-
ical applications in SLE [8]. Recently, multiplex based technologies
allows to profile a large number of cytokines, chemokines and cel-
lular growth factors in a wide range of human samples while con-
suming a very limited amount of sample [9-11]. This work was
designed to identify those cytokines secreted in urine which could
work as potential biomarkers of disease activity in patients with
SLE. Early detection of disease activity in SLE could translate into
earlier instauration of the treatment, potentially limiting the flare
consequences.

2. Materials and methods

SLE patients (n = 48) were recruited at the Unit of Autvimmune
Diseases of our Hospital. Informed consent was obtained directly
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from each patient before enrolment. Patient identification re-
mained anonymous. Approval of the study protocol in both the sci-
entific and the ethical aspects was obtained from the Scientific
Committee for Clinical Research of our Hospital. The SLE patients
fulfilled the classification criteria of the American College of Rheu-
matology for SLE [12]. Patients with clinical signs of infection at the
moment of sample collection were excluded. For each patient, dis-
ease activity was assessed at the time of sampling, using the SLE
Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2 K) [13] One freshly voided
urine specimen was collected from each patient. Urine samples
were placed at 4°C and transported directly to the laboratory,
where they were centrifuged to remove sediment and frozen in ali-
quots at —80 °C for later cytokine analysis. Serum and EDTA tubes
were collected in parallel for biochemistry and hemogram analysis
following the standard procedures employed in the Clinical Analy-
sis Laboratory of our Hospital. Immunoglogulins and complement
factors were measured using a Dade Behring BN II System nephe-
lometer (Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, USA).
Detection of auto-antibodies was done by indirect immunoflures-
cence using Hep-2 cells and Crithidia luciliae preparations as sub-
strates, respectively, for detection od antinuclear/anti-DNA
antibodies (Euroimmune, Liibeck, Germany), INNO-LIA device for
detecting anti-extractable nuclear antigens antibodies (anti-ENA)
and ELISA for detection of anticardiolipin antibodies (IgM and
IgG). Immune mediators were analyzed in the urine samples using
the 27-plex Biorad assay (Hercules, CA, USA) on a Luminex plat-
form (Austin, TX, USA). Cytokines measured and limits of detection
(lower and upper) were as follows (pg/ml): IL-1 receptor antago-
nist (IL-1RA): (2.06,51837.3); IL-9: (1.58,26447.2); IL-15:
(1.96, 11900.8); Eotaxin: (1.51, 25057.0); human fibroblast growth
factor-basic (FGF-b): (0.66, 8839.7); IFN-inducible protein 10 (IP-
10): (2.51, 41274.8); macrophage inflammatory protein 1a (MIP-
1a): (0.99,4207.0); platelet-derived growth factor (PDGF-BB):
(1.33,21802.4); Regulated upon Activation, Normal T-cell Ex-
pressed, and Secreted protein (RANTES): (1.27,2502.0); vascular
endothelial growth factor (VEGF): (4.77,31623.9): IL1p:
(1.8,4219.5); IL-6: (1.96,25069.5); IL-8: (1.4,25130); IL-7:
(1.68,27537.1); 1L-17: (0.54, 22242.5); granulocyte colony-stimu-
lating factor (G-CSF): (2.18, 12648.4); monocyte chemoattractant
protein 1 (MCP-1): (1.16, 2881.7); macrophage inflammatory pro-
tein 1b (MIP-1p): (1.26,1637.4); IL-2: (1.46,7645.8); IL-4:
(0.14,3415.7); IL-5: (1.83,19532.1); IL-10: (1.71,24304); IL-12:
(3.83,36459.8); IL-13: (2.34,11943.7); Granulocyte macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF): (0.84,13823.7); IFN-y:
(1.44,24564.7); Tumour Necrosis Factor alpha (TNF-a):
(4.75, 77755). Those values less than the level of detection were re-
ported as being equal to the level of detection.

Differences in cytokine levels between groups were assessed by
using the Mann Whitney U test. Chi squared test or Fisher's exact
test were employed to compare proportions where appropriated.
Correlations showed in this work were performed by using the
Spearman correlation test, with further application of Bonferroni‘s
correction (p = 0.006). The accuracy and the predictive values of
the cytokines analyzed for detection of SLEDAI score > 8 was stud-
ied by calculating areas under the receiver operating characteristic
(AUROC) curves, as an appropriate cutoff to define severe disease
[14]. 10 voluntary healthy controls of similar age, with no concom-
itant comorbidities and no signs of active inflammatory or infec-
tious diseases, were recruited between workers at the University
of Valladolid.

3. Results

Patients were split into three groups: those with no active dis-
ease (SLEDAI index = 0), those with mild disease activity (SLEDAI

index: 1-7) and those with severe disease activity (SLEDAI in-
dex = 8) (Table 1). Groups showed no differences in terms of age
or sex composition, predominating middle-aged women. Regard-
ing personal antecedents, two men with no active SLE disease,
two men and one woman with mild SLE disease and one woman
with severe disease had concomitant antiphospholipid antibodies
syndrome. A woman in the mild group had overcomed a breast
cancer, being free of disease at the moment of sample collection.
A woman with no active lupus had suffered in the past a secondary
syphilis, which was appropriately treated. She showed no symp-
toms when she was recruited for the study. Another woman with
inactive disease had a mild Chronic Obstructive Pulmonary Dis-
ease. Positive serology for Chagas disease in absence of symtomps
was detected in one woman with no active lupus. A woman with
severe lupic disease had ischemic cardiomyopathy + heart valvular
insufficiency as personal antecedents. Another woman with inac-
tive disease had a concomitant Rosacea. A woman with mild dis-
ease had overcomed a renal tuberculosis, showing no signs of
renal disfunction at the moment of the study. Finally, a woman
in the severe group had type [ diabetes mellitus + hypothyroidism.
The remaining patients included in this study had no other rele-
vant clinical antecedents.

Patients in the severe group had significant lower lymphocyte
counts in blood than patients with inactive or mild disease. Severe
patients showed in addition significant lower levels of the comple-
ment proteins C3 and C4 in serum than patients with inactive dis-
ease. Patients with mild disease showed lower levels of C4 in
serum than patients with no active disease. Renal involvement, de-
fined by the presence of 24-h proteinuria exceeding 1 g or serum
creatinine (>1.1 mg/dl for women; >1.3 for men), or urine sediment
with >5 red blood cells or >6 leukocytes per high-power field or
presence of casts, was more frequent in the severe group compared
to the group with no active disease. Autoantibodies profiles were
similar in the compared groups, except in the case of anti-Ro/SS-
A antibodies, more frequently found in patients with inactive dis-
ease compared with those patients with severe disease (Table 1).

IL-9, IL-15, FGF-b, MIP-1a, IL-1B, IL-17, G-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
13, GM-CSF, IFN-v, TNF-o. were below of the limit of detection of
the employed quantification method. A group of immune media-
tors was detected in a limited number of patients with inactive,
mild or severe disease respectively: eotaxin (number of patients
in each cathegory) (1, 3,3); PDGF and RANTES (1,2,1); IL-6
(1,4,2); IL-10 (6,4, 5). Correlation analysis with Bonferroni corr-
rection were performed between each one of the 8 remaining cyto-
kines and SLEDAI score. MCP-1 levels correlated directly with
SLEDAI score (correlation coefficient, p): MCP-1 (0.45,0.003)
(Fig. 1). MCP-1 correlated inversely with C3 levels in serum
(~0.50, 0.001). MCP-1 correlated inversely with neutrophil counts
in peripheral blood (—0.46, 0.002). Correlation analysis with Bon-
ferroni correction revealed no other significant association be-
tween levels of cytokines, chemokines and SLEDAI score. In
consequence, further statistical analysis were focused in MCP-1.

MCP-1 showed significant higher levels in patients with severe
disease activity in comparison with those exhibiting mild activity.
Levels of this chemokine were also higher in patients with severe
disease activity in comparison with patients with inactive disease
and healthy controls. Areas under receiver operating characteristic
curves (AURQC) for detection of severe disease (SLEDAI = 8) was
as follows for MCP-1: [AUROC, (IC95%), p]: [0.81 (0.65-0.96)
0.003]. In addition, MCP-1 showed a good result in the AUROC
analysis for detecting renal disease [0.70 (0.52-0.87) 0.050]. This
way, when we compared cytokine levels between patients with
and without renal involvement, MCP-1 levels were higher in the
former (p<0.05) [(median, interquartile rank in each group)]:
MCP-1 [(43.5,103.6); (27.3, 43.9)]. Nonetheless, when correlations
were repeated exluding from the analysis those patients with ac-
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Fig. 1. Left: Correlation analysis between MCP-1 levels in urine and SLEDAL score, Right: MCP-1 levels In urine in patkents with inactive, mild and severe SLE disease

tive renal disease (n = 14), levels of MCP-1 in urine kept on show-
ing a positive asseciation with SLEDAIL score in the remaining 34
patients of our cohor (correlation coefficient, p) (0,423, 0.018)

4. Discussion

Emergence of multiplex assays for cytokine profiling has
opened a major avenue for biomarker discovery in autoimmune
diseases, Here we have evaluated a good representation of analytes
for inflammatory  eytokines, anti-inflammatory cytokines, Thi
cytokines, Th2 cytokines, Th17 cytokines and chemakines in urine
as potential hiomarkers of disease activity in SLE. Correlation, ALR-
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mokine (13 KDa) linked to the innate immunity that could easily
filter inte the urine, MCP-1 attracts monocytes, T cells, NK cells,
and basophils in acute inflammatory conditions, and also can act
as an important mediator in chronic inflammation [7,15.16], The
inverse associations found between levels of this chemokine in ur-
ine, neutrophil counts and levels of C3 in serum supports the par-
ticipation of MCP-1 in the inflimmatory events leading to
complement consumption eccurring during intense disease activ-
ity. An increase of serum MCP-1 had already been reporied 1o oc-
cur with the progression of disease activity in SLE patlents
compared to healthy controls [17]. Mereover, we have previously
reported that SLE patients, even in absence of symptoms, have
higher MCP-1 levels in plasma than healthy controls [10].
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cule has been described to play a main role in progression of
inflammatory processes in kidney disease linked to SLE
[18,15,19-21]. In fact, in our cohort, MCP-1 behaved as a good
diagnostic test for detection of renal failure. Remarkably, our work
demonstrates, in addition to the detection of renal damage, the po-
tential use of urinary levels MCP-1 for monitoring extra-renal dis-
ease activity in SLE. Nonetheless, a limitation of our study was that
subclinical forms of renal disease could not be assessed since we
did not perform renal biopsies in the patients of our cohort.

In conclusion, multiplex-based cytokine profiling in urine dem-
onstrated the superiority of MCP-1 over a wide range of cytokines
as biomarker of disease activity in SLE. Using non-invasive bio-
markers for monitoring renal or systemic involvement in SLE could
translate into great benefits for the patients, since it could avoid
using more aggressive alternatives such as blood sampling or tis-
sue biopsies.
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9. Anexos






Anexo 1: SLEDAI-2K (Systemic Lupus Erythematosus Desease Activity Index 2000)

Fecha: _ [ [ NOMBRE:
Puntuacién SLEDAI |Descriptor Definicién

8 Convulsiones Ee comienzo reciente. Excluir causas infecciosas, metabdlicas y
armacos.

Habilidad alterada para la funcién diaria debido a alteracién grave en la
percepcion de la realidad. Incluye alucinaciones, incoherencia,

8 Psicosis asociaciones ilogicas, contenido mental escaso, pensamiento ilégico,
raro, desorganizado y comportamiento cataténico. Excluir I. renal y
farmacos
Funcién mental alterada con falta de orientacién, memoria, u otras
funciones intelectuales, de comienzo rapido y manifestaciones clinicas
fluctuantes. Incluye disminucién del nivel de conciencia con capacidad

8 Sdme organico- |reducida para focalizar, e inhabilidad para mantener la atencién en el

cerebral medio, mas, al menos dos de los siguientes: alteracion de la percepcion,
lenguaje incoherente, insomnio o mareo matutino, o actividad
psicomotora aumentada o disminuida. Excluir causas infecciosas,
metabdlicas y farmacos..
; Retinopatia lupica. Incluye cuerpos citoides, hemorragias retinianas,
Alteraciones . : S
8 : exudados serosos y hemorragias en la coroides, o neuritis optica.
visuales : ; = .
Excluir HTA, infeccidn o farmacos.
8 Alt. Pares De reciente comienzo, motor o sensitivo.
craneales

8 Cefalea ltpica Grave,, pemlstent?;. puede ser migrafiosa pero no responde a
analgésicos narcoticos.

8 AVC De reciente comienzo. Excluir arteriosclerosis.

Ulceracion, gangrena, nédulos dolorosos sensibles, infartos

8 Vasculitis periungueales, hemorragias en astilla o biopsia o angiografia que
confirme la vasculitis.

§ e Debilidad proximal/dolor asociado a elevacion de las CPK/aldolasa o

4 Miositis - e o
EMG sugestivo o miositis comprobada por biopsia.

Avrtritis Mas de dos articulaciones dolorosas y con signos inflamatorios.
Cilindros urinarios | Cilindros hematicos o granulosos.
Hematuria >5 hematies/c. Excluir litiasis, infeccién u otras causas.

4 Brotalinini > 0,5 g/24 h. De reciente comienzo o aumento de la proteinuria ya
conocida en mas de 0,5 g/24 h.

4 Piuria > 5 leucocitos/c. Excluir infeccion.

2 Exantema nuevo | Comienzo reciente o recurrente. Exantema inflamatorio.

2 Alopecia De comienzo reciente o recurrente. Pérdida difusa o en placas.

2 Ulceras bucales |De comienzo reciente o recurrente. Ulceras bucales o nasales.

2 Pleuritis Dolor pleuritico con roce o derrame, o engrosamiento pleural.

. . Dolor pericardico con al menos uno de los siguientes: roce, derrame,

2 Pericarditis ! o : o LR
cambios electrocardiograficos o confirmacién ecocardiogréafica.

2 Complemento | Descenso de CH50, C3, C4 por debajo del limite inferior del laboratorio.

2 Anti DNA > 25%. Técnica de Farr o por encima del valor habitual del laboratorio.

1 Fiebre > 38°C. Excluir infeccidn.

1 Trombopenia |< 100.000 plaquetas/mm3.

1 Leucopenia < 3.000 células/mm3. Excluir farmacos.

PUNTUACION Nota: puntia en la escala SLEDAI si el descriptor esta presente en el dia de la
TOTAL visita o 10 dias antes.
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Anexo 2: BILAG (British Isles Lupus Assessment Group index)

INDICE BILAG

Todos los sintomas, signos y datos de laboratorio se refieren al mes previo en que se realiza el

estudio, salvo que se indique lo contrario.

(7) Fecha de 12 evaluacion: .....coeeeiieiieiiiiiieeieeneineeaceecnsensensessescnsansoncossnsansonns
(8) Tratamiento (maxima dosis del medicamento recibida en el Ultimo mes o en la Ultima

10 1) 1 )

SINTOMAS GENERALES: Mejoria (1), Igual (2), Peor (3), Nuevo (4)
1. ( ) Fiebre documentada.

() Pérdida de peso.

( ) Linfadenopatias/esplenomegalia.

( ) Fatiga/malestar/letargia.

o~ WD

() Anorexia/nauseas/vomitos.

MUCO-CUTANEOS: Mejoria (1), Igual(2), Peor(3), Nuevo (4)

) Erupcion méaculopapular con actividad severa: discoide o bullosa.

) Erupcion méaculopapular leve.

) Lesiones discoides activas (generalizadas y extensas).

) Lesiones discoides activas (localizadas indicativas de lupus profundo).
) Alopecia activa severa.

) Alopecia leve.

) Paniculitis severa.

e N e T T T T T

) Angioedema.
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) Ulceras mucosas extensas.
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) Ulceras mucosas pequefias.
11. ( ) Eritema malar.

12. ( ) Nodulos subcutaneos.
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13. ( ) Lesiones de lupus pernio.

14. () Eritema periungueal.

15. () Inflamacion de los dedos. SI/NO
16. ( ) Esclerodactilia. SI/NO

17. ( ) Calcinosis. SI/NO

18. ( ) Telangiectasias. SI/NO

NEUROLOGICO: Mejoria (1), Igual(2), Peor(3), Nuevo (4)

1. () Deterioro leve de la conciencia.

2. () Psicosis aguda o delirio o estado confusional.
3. () Ataques epilépticos tipo gran mal.

4. () Accidente cerebrovascular agudo.

5. () Meningitis aséptica.

6. ( ) Mononeuritis maltiple.

7. () Mielitis transversa.

8. () Neuropatia periférica o de pares craneales.

9. ( ) Tumefaccién localizada.

10. ( ) Corea.

11. ( ) Ataxia cerebelosa.

12. ( ) Cefalea severay continua.

13. () Enfermedad depresiva orgénica.

14. () Sindrome cerebral organica, pseudotumor cerebral.
15. () Episodios de cefalea migrafiosa.

MUSCULO-ESQULETICO: Mejoria (1), Igual(2), Peor(3), Nuevo (4)
() Miositis definida.

) Poliartritis severa.

) Artritis.

) Tendinitis.

) Miositis cronica leve.

) Artralgia.

) Mialgia.

) Contractura tendinosa y deformidad fija.
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) Necrosis aséptica.

CARDIOVASCULAR Y RESPIRATORIO: Mejoria (1), Igual(2), Peor(3), Nuevo (4)
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) Dolor pleuropericarditico.

) Disnea.

) Fallo cardiaco.

) Roce.

) Pericarditis o pleuritis.

) Dolor torécico leve o intermitente.

) Cambios progresivos en la radiografia de térax con afectacion pulmonar. SI/NO

e e e e e T

) Cambios progresivos en la radiografia de térax con afectacion cardiaca. SI/NO
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) Evidencia electrocardiografica de pericarditis o miocarditis. SI/NO
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) Arritmia cardiaca incluida la taquicardia a mas de 100 latidos por minuto sin fiebre.
11. ( ) Disminucidn de la funcion pulmonar en menos del 20%. SI/NO

12. ( ) Evidencia citohistol6gica de enfermedad inflamatoria del pulmaon.

VASCULITIS: Mejoria (1), Igual(2), Peor(3), Nuevo (4)
() Vasculitis cutanea importante incluidas las Glcera.
) Dolor abdominal debido a vasculitis.

) Tromboembolismo recurrente (excluido el ACV).
) Sindrome de Raynaud.

) Livedo reticularis.

) Flebitis superficial.

) Vasculitis cutanea menor (ufia, digital, plrpura,ulceras).

© N o a bk~ w DN E
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) Primer episodio de tromboembolismo (excluido el ACV)

RENAL: Mejoria (1), Igual(2), Peor(3), Nuevo (4)

() Aumento de la tension arterial sistolica (mmHg).
) Aumento de la tension arterial diastélica.

) Hipertension acelerada. SI/NO

) Tira reactiva (+=1, ++=2, +++=3)

) Proteinuria de 24 horas (gr).

) Proteinuria de reciente aparicion de >1gr/24h.

) Sindrome nefrético. SI/NO

) Creatinina.
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) Aclaramiento de creatinina (ml/min).
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) Sedimento urinario activo. SI/NO

11. ( ) Evidencia histologica de nefritis activa (dentro de los tres meses Gltimos).

HEMATOLOGICO: Mejoria (1), Igual(2), Peor(3), Nuevo (4)
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) Hemoglobina (g/dl).

) Leucocitos totales

) Neutrofilos.

) Linfocitos.

) Plaquetas.

) Evidencia de hemodlisis activa.
) Test de Coombs +.

O N ok~ wbdh e
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) Evidencia de anticoagulante lGpico.

SISTEMA DE PUNTUACION DEL INDICE BILAG.

Categoria A. Enfermedad lo suficientemente activa como para cambiar el tratamiento: Prednisolona >

20 mg/dia y/o inmunosupresores.

Categoria B. Enfermedad con menor actividad que en la categoria A; sintomas o signos reversibles
con tratamiento sintomatico como antimalaricos, antiinflamatorios no esteroideos o Prednisolona < 20
mg/dia.

Categoria C. Enfermedad estable o con baja actividad.

Categoria D. Sistema previamente afectado pero en la actualidad inactivo.

Categoria E. Sistema nunca afectado.

CRITERIOS DE RESPUESTA

Brote mayor: nuevo score A.

Brote moderado: pasode un C, D o Eaun B.

Respuesta completa: desaparicion (sin reaparicion) de todos los Ay B.

Respuesta parcial: desaparicion de los A pero persistencia de por lo menos un nuevo B.

SINTOMAS GENERALES
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CATEGORIA A

Fiebre més otras dos manifestaciones.

CATEGORIA B

Fiebre u otras dos manifestaciones.

CATEGORIAC
Algun otro criterio.

CATEGORIAD

Implicacion previa.

CATEGORIAE

No implicacién.

MUCO-CUTANEAS
CATEGORIA A

Algunas de las manifestaciones siguiente:

1. Erupcion méculopapular con actividad severa: discoide o bullosa.
2. Lesiones discoides activas (generalizadas y extensas).
3. Angioedema.

4. Ulceras mucosas extensas.

CATEGORIA B.

Algunas de las manifestaciones siguientes:

1. Erupcion maculopapular leve.

2. Eritema malar.

3. Lesiones discoides activas (localizadas indicativas de lupus profundo).
Paniculitis severa.

4
5. Alopecia activa severa.
6. Nodulos subcuténeos.

7

Lesiones de lupus pernio.
CATEGORIAC.

Algunas de las manifestaciones siguientes:

1. Eritema periungueal.

241



Inflamacién de los dedos.
Esclerodactilia.
Calcinosis.
Telangiectasias.
Alopecia leve.

N o ok~ DN

Ulceras mucosas pequefias.

CATEGORIA D.

Implicacion previa.

CATEGORIAE

No implicacién previa.

SISTEMA NERVIOSO (PRIMER EPISODIO)
CATEGORIA A.

Uno de los siguientes:

1. Deterioro leve de la conciencia.

2. Psicosis aguda o delirio o estado confusional.
Ataques epilépticos tipo gran mal.

Accidente cerebrovascular agudo.

Meningitis aséptica.

Mononeuritis maltiple.

Mielitis transversa.

Neuropatia periférica o de pares craneales.
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Corea.

10. Ataxia cerebelosa.

CATEGORIA B

Alguno de los siguientes:

1. Cefalea severay continua.

2. Enfermedad depresiva organica.

3. Sindrome cerebral organico, pseudotumor cerebral.
4

Tumefaccién localizada.

CATEGORIAC

Episodios de cefalea migrafiosa.
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CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LOS ANTERIORES.

SISTEMA NERVIOSO (EPISODIOS SIGUIENTES)
CATEGORIA A
Cuando alguno de los sintomas ha empeorado o se manifiesta de nuevo:

Deterioro leve de la conciencia.

Psicosis aguda o delirio o estado confusional.
Ataques epilépticos tipo gran mal.

Accidente cerebrovascular agudo.

Meningitis aséptica.

Mononeuritis maltiple.

Mielitis transversa.

Neuropatia periférica o de pares craneales.
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Corea.

10. Ataxia cerebelosa.

CATEGORIA B

Cuando alguno de los sintomas ha empeorado o se manifiesta de nuevo:
1. Cefalea severay continua.

2. Enfermedad depresiva organica.

3. Sindrome cerebral organico, pseudotumor cerebral.

4. Tumefaccion localizada.

O alguno de los siguientes esté igual o haya mejorado:
1. Deterioro leve de la conciencia.
2. Psicosis aguda o delirio o estado confusional.

3. Ataques epilépticos tipo gran mal.

CATEGORIAC
1. Episodio de cefalea migrafiosa
2. Sintomas recogidos en la categoria A de 4-10 que estén igual o hayan mejorado.

3. Sintomas recogidos en la categoria B de 1-4 que estén igual o hayan mejorado.

CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LOS ANTERIORES.
MUSCULO-ESQUELETICO
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CATEGORIA A

Uno o mas de los siguientes:

1. Miositis.

2. Poliartritis severa con pérdida de funcion (no responde a antipaltdicos, esteroides 20 mg/dia y

antiinflamatorios no esteroideos).

CATEGORIA B

Uno o mas de los siguientes:
1. Artritis.

2. Tendinitis.

CATEGORIAC

1. Artralgias.

2. Mialgias.

3. Contracturas tendinosas y deformidades.
4. Necrosis aséptica.
5

Miositis cronica leve

CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LAS ANTERIORES.

CARDIOVASCULAR/RESPIRATORIO
CATEGORIA A

Fallo cardiaco mas dos de los siguientes criterios:

Dolor pleuro-pericarditico.

Disnea.

Roce.

Cambios progresivos en la radiografia de térax con afectacion pulmonar.

Cambios progresivos en la radiografia de térax con afectacion cardiaca.

Evidencia electrocardiogréfica de pericarditis o miocarditis.

Arritmia cardiaca incluida la taquicardia a mas de 100 latidos por minuto sin fiebre.

Disminucidn de la funcion pulmonar en menos del 20%.
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Evidencia citohistoldgica de enfermedad inflamatoria del pulmon.

CATEGORIA B

Sin fallo cardiaco mas dos criterios de la lista anterior.
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CATEGORIAC

Dolor toréacico intermitente y leve o uno de los criterios de la lista anterior.

CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LOS ANTERIORES.

VASCULITIS

CATEGORIA A

Uno de los siguientes:

1. Vasculitis cutanea importante incluidas las Glcera.
2. Dolor abdominal debido a vasculitis.

3. Tromboembolismo recurrente (excluido el ACV).

CATEGORIA B

Uno de los siguientes:

1. Flebitis superficial.

2. Vasculitis cutanea menor (ufa, digital, purpura,urticaria).

3. Primer episodio de tromboembolismo (excluido el ACV).

CATEGORIA C
Uno de los siguientes:
1. Raynaud.

2. Livedo reticularis.

CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LAS ANTERIORES.

AFECTACION RENAL (PRIMER EPISODIO)
CATEGORIA A

Dos 0 més de los siguientes incluidos siempre el 1, 4y 5:

1. Proteinuria >1gr/24 horas.

2. Hipertension arterial acelerada.

3. Aclaramiento de creatinina < 50 ml/minuto.

4. Sedimento: piuria (>5leucocitos/campo, hematuria>5/campo) o cilindros hematicos en ausencia
de infeccion.

5. Evidencia histolégica de nefritis activa en los Gltimos tres meses o desde la evaluacion previa si

fue visto en menos de tres meses.
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CATEGORIA B.

Uno de los siguientes:

1. Uno de la categoria A.

2. Proteinuria en tira reactiva de 2+ 0 mas.

3. Proteinuria de 24 horas >0.5gr y menor de 1 gr.

CATEGORIAC

Uno de los siguientes:

1. Proteinuria en tira reactiva 1+.

2. Presion arterial >140/90 (tomada en 5 ocasiones).

3. Creatinina >130 mmol/I.

CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LAS ANTERIORES.

AFECTACION RENAL (EPISODIOS SIGUIENTES)

CATEGORIA A

Dos 0 més de los siguientes y se incluye siempre 1, 4 0 5:

1. Proteinuria definida como: A. Aumento de 2+ 0 més en la tira reactiva; o B. Aumento de la
proteinuria de 24 horas desde >0.20gr a >1gr; o C. Aumento de la proteinuria de > 1g por
100%; o D. Nuevo dato de proteinuria >1g.

2. Hipertension acelerada.

3. Deterioro de la funcion renal definida como: A. Creatinina en plasma >130 micromoles por litro 'y
aumento de >130% del valor previo; o B. Aclaramiento de creatinina menor del 67% del valor
previo; o C. Aclaramiento de creatinina < 50 ml/minuto, y el Gltimo aclaramiento medido fue
> 50 ml/minuto o no se midio.

4. Sedimento urinario activo.

5. Evidencia histolégica de nefritis activa en los Gltimos tres meses o desde la evaluacion previa si

fue visto en menos de tres meses.

CATEGORIA B
1. Uno de los siguientes: Uno de los criterios de la categoria A.

2. Proteinuria de: A. 2+ 0 més en la tira reactiva; o B. Aumento de la proteinuria de 24 horas de >1
gr por >50% pero < 100%.

3. Creatinina plasmastica >130 micromoles por litro o incrimento de 115% del valor previo.
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CATEGORIA C.

Uno de los siguientes:

1. Proteinuria en orina de 24 horas >0.25 gr.

2. Proteinuria en tira reactiva 1+ 0 mas.

3. Aumento de la tension arterial definida como aumento de la sistdlica mayor o igual de 30 mm o
aumento de la diastélica mayor o igual de 15 (siempre que los valores anotados sean mayores
de 140/90).

CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LOS ANTERIORES.

HEMATOLOGICO

CATEGORIA A

Uno de los siguientes:

1. Leucocitos <1000/mm?,
2. Plaquetas<25.000/mm®.
3. Hemoglobina<8gr/dl.

CATEGORIA B

Uno de los siguientes:

1. Leucocitos <2.500/mm?>.
2. Plaquetas<100.000/mm?,
3. Hemoglobina< 11 gr/dl.

4. Evidencia de hemolisis activa (aumento de bilirrubina, reticulocitos y test de Coombs positivo.

CATEGORIA C

Uno de los siguientes:

1. Leucocitos<4.000/mm?.

2. Linfocitos <1.500/mm?®,

3. Plaquetas<150.000 /mm®.

4. Test de Coombs positivo pero sin evidencia de hemolisis activa.

5. Evidencia de anticoagulante lupico.

CATEGORIA D Y E IGUAL QUE LOS ANTERIORES.
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Anexo 3: Consentimiento informado para la recogida de muestra de orina y datos

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

ESTUDIO Biomarca-LUPUS

Yo, (nombres y apellidos):

He sido propuesto a participar del estudio ""Biomarcadores no invasivos de actividad en Lupus Eritematoso
Sistémico"'. He podido hacer todas las preguntas que me han surgido sobre el mismo y recibido la informacion
suficiente.

La informacion la he recibido del Dr(a):

Comprendo que mi participacion es voluntaria y puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar
explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Entiendo que al acceder a participar de este estudio, consiento la recogida, tratamiento, cesion y transferencia (i
procede) de los datos relacionados con el estudio, con respeto del anonimato.

Entiendo también que es necesario que aporte una muestra de orina para la determinacion objetivo.

Presto libremente mi conformidad a participar en el estudio.

En Valladolid, a de de 2010.

Firma del paciente o representante legal: Firma del investigador principal:

Tal y como se establece en la LOPD 15/1999 y Real Decreto 1720/2007 el consentimiento para el tratamiento de sus datos
personales es revocable. Usted puede ejercer el derecho de acceso, rectificacion y cancelacion dirigiéndose al investigador.
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Anexo 4: Algoritmo de actuacion diagnostica y terapéutica de la Unidad de
Enfermedades Autoinmunes del HCUV

Basado en el Documento consenso del Grupo de Enfermedades Autoinmunes
Sistémicas (GEAS) de la Sociedad Espafiola de Medicina Interna (SEMI) y de la Sociedad
Espafiola de Nefrologia (S.E.N.). (2012). Nefrologia 2012;32(Suppl.1):1-35.

Ruiz Irastorza G, Espinosa G, Frutos MA, Jiménez Alonso J, Praga M, Pallarés L, Rivera F,
Robles Marhuenda A, Segarra A, Quereda C. [84]

1.- VValoracion de ingreso si:

1.- Afectacién del estado general.
2.- Necesidad de medicacion intravenosa.

3.- Necesidad de realizacion de biopsia.

2.- Realizacion de biopsia renal: si presenta datos determinantes de nefritis lUpica:

o Aumento o no de creatinina plasmatica. Disminucion o no del filtrado glomerular.

o Proteinuria confirmada: > 0.5 gr/24 horas de reciente comienzo o aumento de la proteinuria ya
conocida en mas de 0.5 gr/24 horas o cociente proteinas/creatinina en muestra matutina >0.5
calculado en orina de 24 horas o sedimento activo.

o Sedimento urinario activo:

e Cilindros urinarios: Cilindros hematicos o granulosos.
e Hematuria: > 5 hematies/campo. Excluir litiasis, infeccién u otras causas.
e Piuria: > 5 leucocitos/campo. Excluir infeccion.

o Presencia de actividad inmunoldgica: Ac anti-ADNn, C3y C4.

Indicaciones para repetir la biopsia renal:

1) Aumento o reaparicion de proteinuria, sindrome nefrético o sedimento activo, especialmente
si la primera biopsia es una clase no proliferativa.

2) Aumento de creatinina sérica o evolucion inexplicada hacia la insuficiencia renal.

3) Refractariedad para tratamientos inmunosupresores.

4) Incertidumbre respecto al grado de actividad/cronicidad de lesiones renales, para decidir
tratamiento.

5) Sospecha de nefropatia no relacionada con lupus.

3.- Actitud terapedtica:

El tratamiento inmunosupresor esta categorizado segun la clase histoldgica de la biopsia renal.
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Clase I. Nefritis lupica mesangial minima:

Es un diagndstico de nefritis lupica Unicamente histologico y no se acompafa de alteraciones
clinicas ni analiticas, no administramos tratamiento inmunosupresor.

El tratamiento de este grupo es guiado por sus manifestaciones extrarrenales.

Si aparece de novo, proteinuria significativa, sindrome nefrético o hematuria macroscopica en
pacientes diagnosticados de nefritis lGpica clase I, obligaria a descartar con una nueva biopsia renal
procesos glomerulares asociados o evolucion histolégica a otras clases de nefritis lUpica.

Clase Il. Nefritis lupica proliferativa mesangial:

El tratamiento de este grupo es guiado por sus manifestaciones extrarrenales.

Si proteinuria significativa (>1-2 g/dia a pesar de tratamiento renoprotector) y/o deterioro de
funcion renal no atribuible a factores funcionales, iniciamos tratamiento esteroideo (hasta 0.5
mg/kg/dia) acompafiado o no de inmunosupresores (azatioprina, micofenolato) como ahorradores de

corticoides, de seis a 12 meses de duracion.

El tratamiento de las clases histoldgicas mas graves de nefritis lUpicas (clases 111 y 1V) y de la
clase V se divide en dos fases:

La primera, o de induccion de la respuesta, tiene como objetivo la remision precoz del brote
renal y evitar la evolucion a la cronicidad. Ello se consigue con un tratamiento inmunosupresor
intensivo. Su duracion puede variar pero, en general, sera de tres a seis meses, 0 incluso mas, si el
paciente presenta todavia signos de actividad de la enfermedad en el rifion.

La segunda, o de mantenimiento de la respuesta, tienen como objetivo evitar el desarrollo de
brotes renales durante la evolucién o mantener la mejoria conseguida en la fase de induccion. Se lleva
a cabo con un nivel de inmunosupresion menos intenso. En general se mantiene el tratamiento al

menos hasta dos afios después de establecida la remision.

Clase Il (Ay AIC)y IV (Ay AIC):

Tratamiento de induccion:

Tratamiento con glucocorticoides. se inician con una dosis de prednisona de hasta 1 mg/Kg/dia,
con una dosis méxima de 60 mg/dia.

Pulsos intravenosos (i.v.) de metilprednisolona (250-1000 mg/dia durante 3 dias
consensecutivos) ante la presencia en la biopsia de proliferacion extracapilar o en pacientes con
deterioro agudo de la funcioén renal.

Para disminuir la dosis acumulada y evitar su conocida toxicidad, administramos ciclofosfamida
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en forma de pulsos i.v., mediante uno de siguientes esquemas:
a) Pulsos i.v. mensuales, de 750 mg/m? de superficie corporal, durante seis meses consecutivos.
b) Pulsos i.v. quincenales, con una dosis fija de 500 mg, durante tres meses (6 pulsos en total). Si
se usa esta pauta debe ir precedida de la administracion de pulsos de metilprednisolona (750
mg/dia durante 3 dias) seguida de prednisona a dosis de 0.5 mg/kg/dia.

En los casos con deterioro grave de funcion renal (creatinina sérica > 3 mg/dl) o que se
muestren lesiones de necrosis fibrinoide o semilunas en la biopsia, se utizara siempre una pauta
terapeutica que incluye la ciclofosfamida i.v.

En las otras ocasiones, se puede optar por el micofenolato sédico con cubierta entérica, como
tratamiento de induccidn. Lo iniciamos a dosis de 720 mg por via oral (repartido en dos dosis). Esta
dosis se ird incrementando progresivamente, en dos semanas, para alcanzar la dosis de 1.440-1800 mg,

repartidos en dos-tres tomas diarias.

Tratamiento de mantenimiento:

Una vez completado el tratamiento de induccién y habiendo alcanzado la respuesta al menos
parcial, el tratamiento de mantenimiento consiste en dosis bajas de esteroides y micofenolato sédico.

La dosis de micofenolato sodico oscilara entre 1.080-1.440 mg/dia, repartidos en dos dosis.

La duracién del tratamiento con el micofenolato sodico serd de, al menos, dos afios una vez
alcanzada la remision. La dosis de micofenolato se disminuird progresivamente antes de la suspension
definitiva.

Si se tiene intolerancia al micofenolato sddico, se cambiara la medicacion por azatioprina. La
dosis de azatioprina oscilara entre 1.5-2 mg/kg/dia. La duracion del tratamiento, asi como la reduccion
paulatina de la dosis, seguira la misma pauta que en el caso del micofenolato sodico.

Al inicio del tratamiento de mantenimiento, si ha habido respuesta, la dosis de prednisona se
situard como maximo en 10 mg/dia. A partir de este momento, la pauta de descenso es progresiva y la
mas baja posible (< 5 mg/dia). Esta dosis, la mas baja posible, se mantendra mientras se tenga el
tratamiento con micofenolato o azatioprina.

Tras la suspension del micofenolato o de la azatioprina se mantendra la prednisona durante un
periodo variable en funcion de las caracteristicas del paciente. En caso de ausencia de actividad
clinica/analitica y en pacientes que no hayan presentado recaidas previas, se reduce lenta y

gradualmente hasta su retirada.

Clase V. Nefritis lupica membranosa:

Tratamiento inicial con prednisona hasta 1 mg/kg/dia (con una dosis méxima de 60 mg/dia y

posteriormente reduccion de dosis de manera similar a las clase Il y 1V), acompafiado de una de las
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siguientes opciones terapeuticas: ciclofosfamida, anticalcineurinicos: ciclosporina o tacrolimus,
micofenolato mofetilo o micofenolato sédico con cubierta entérica o azatioprina.

Si se opta por ciclofosfamida o micofenolato, se usaran las misma dosis que en las clases Il y
IV. Si se opta por azatioprina, la dosis inicial seria de 1.5-2 mg/kg/dia, y en caso de
anticalceineurinicos, de 2 a 5 mg/kg/dia para la ciclosporina y de 0.1 a 0.2 mg/kg/dia para el
tacrolimus.

Los pacientes con nefritis lUpica clase V que presenten en la biopsia criterios de nefritis lupica
clases 111 6 IV coexistentes, seguiran el mismo esquema de tratamiento que éstos.

Una vez completado el tratamiento de induccién y habiendo alcanzado respuesta al menos
parcial del proceso, el tratamiento de mantenimiento se hara con dosis bajas de esteroides y una de las
siguientes opciones: micofenolato, anticalcineurinicos o azatioprina.

La duracion del tratamiento de mantenimiento y las dosis de los farmacos sera similar a lo
descrito para las clases Ill y IV en lo que respecta a esteroides, micofenolato, azatioprina y

anticalcineurinicos.

Clase VI. Nefritis lapica esclerosada:

El diagndstico es fundamentalmente clinico y la realizacion de una biopsia renal no esta
indicada de forma habitual.

Estara justificada la realizacion de biopsia renal si existe un deterioro rapido del filtrado
glomerular, sin causa evidente, en paciente con antecedentes de brotes previos de nefritis lUpica.

Valorar en cada caso si se debe intensificar el tratamiento inmunosupresor.

Seréa remitido a la consulta del especialista en Nefrologia-ERCA cuando el FG estimado alcance
niveles inferiores a 30 ml/min (ERCA estadio 5), con el objetivo de iniciar la preparacion para la
terapia renal sustitutiva y el estrecho control de las alteraciones urémicas.

Mantener los farmacos blogueantes del SRAA, vigilando de forma estrecha la aparicién de
complicaciones, fundamentalmente la hiperpotasemia y el deterioro de la funcién renal.

Se iniciard un lento descenso de la inmunosupresion hasta suspenderla, salvo que fuera
necesaria por actividad lpica extrarrenal.

En los casos de nefritis lGpica que alcanzan la ERCA (estadio 5) en el contexto de un brote
agudo con insuficiencia renal rdpidamente progresiva, el tratamiento de induccion se deberia
prolongar al menos durante 4-6 meses después de iniciado el tratamiento dialitico, hasta confirmarse la

ausencia de recuperacion.
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Otras medicaciones y aspectos a considerar:

a) Corticoides:

En formas graves se realizan pulsos intravenosos de metilprednisolona (250-1000 mg) al inicio
del tratamiento.

Independientemente de la dosis de inicio, el descenso de prednisona sera rapido, hasta alcanzar
una dosis de mantenimiento no superior a 5 mg/dia, se valorara la suspension segun la actividad de la

enfermedad.

b) Hidroxicloroquina:

La recibiran a largo plazo. La presencia de nefropatia lGpica, remisién mantenida o embarazo,
no condiciona su retirada.
Es importante la monitorizacion de los efectos adversos: examen oftalmolégico, sobre todo, si

la dosis de hidroxicloroquina es >1000g.

¢) Antiproteindricos:

Los pacientes con nefritis lUpica, proteinuria y/o hipertension arterial recibiran farmacos SRAA.

Se recomienda la pérdida de peso en pacientes obesos.

d) Riesgo cardiovascular e hipertension arterial:

Controlar la hipertensién arterial y de otros factores de riesgo cardiovascular (dislipemia,
diabetes mellitus, ....) que aumenten la incidencia de eventos cardiovasculares. Introducir medidas no

farmacoldgicas y farmacolégicas.

e) Gastroproteccion:

En pacientes con enfermedad ulcerosa o hemorragia gastrointestinal previa y en los tratados de
forma concomitante con corticoides y anti-inflamatorios no esteroideos, se administraran farmacos

gastroprotectores.

f) Proteccidn dsea:

En pacientes con corticoides, recibirdn suplementos orales de calcio y vitamina D, siempre que
no esté contraindicado.

En pacientes mayores de 50 afios, 0 de menor edad si presentan una historia de fracturas, se
valora la administracion de bifosfonatos, como prevencion de osteroporosis y fracturas.

Determinar de forma regular niveles circulantes de 25(OH) Ds, y su correccion en caso de
déficit.

Prevenir el hiperparatiroidismo secundario en pacientes con NL con enfermedad renal cronica.
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g) Proteccion ovérica y anticoncepcién hormonal.

Minimizar el riesgo de toxicidad ovarica. Deacuerdo con las guias no se sobrepasara una dosis
acumulada de 10 gr de ciclofosfamida.

Se utilizaran anélogos de GnRH para preservar la funcién ovarica de mujeres menores de 35
afios, si la dosis de ciclofosfamida prevista supera los 10 gr.

En mujeres con nefropatia lUpica activa o con anticuerpos antifosfolipido, se desaconseja el

empleo de anticoncepcidn con contenido estrogénico.

h) Vacunaciones y profilaxis infecciosa:

Completar los calendarios de vacunacion acordes con la edad y evitar las vacunas con virus
vivos 0 atenuados en momentos de inmunosupresion.
Adelantar la vacunacién de pacientes que vayan a recibir agentes biol6gicos deplecionantes de

linfocitos B, antes de su uso.

SITUACIONES ESPECIALES:

1.- Embarazo/puerperio:

e No esta contraindicado en pacientes con nefritis lGpica en remision y con funcién renal
conservada.

o Evitar el embarazo en mujeres con insuficiencia renal avanzada.

e El embarazo debe ser controlado por un equipo multidisplinario, se realizarad un seguimiento
conjunto con la Unidad de Alto Riesgo Obstétrico del hospital.

e En pacientes con antecedentes de nefritis lUpica, deben de ser embarazos adecuadamente
planificados, de forma que tenga lugar tras un minimo de seis meses de remision, al menos
parcial, de la nefropatia.

e Al planificar el embarazo con una mujer con nefritis lGpica, debemos adaptar su medicacién
inmunosupresora e inmunomoduladora para mantener controlada la actividad renal y
sistémica, evitando la utilizacion de farmacos teratogénicos o con efectos negativos sobre la
gestacion.

e Se deberia llevar a cabo una deteccion activa de los brotes de nefritis lUpica con analisis
frecuentes de orina y determinaciones de otros parametros de actividad lUpica, de forma que
las recidivas sean detectadas y tratadas de forma precoz con farmacos no contraindicados en el

embarazo.
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Se debe tener un control adecuado de la tensidn arterial, suspendiendo los farmacos
blogueantes del sistema angiotensina-renina por sus efectos teratogénicos y utilizando en su
lugar alfametildopa, labetalol o nifedipino.

Se indicara aspirina a dosis bajas (100 mg/dia) antes de la semana 12 en mujeres embarazadas
con nefritis lupica activa o en remisién, para disminuir el riesgo de preeclampsia y pérdidas

fetales.

2.- Sindrome antifosfolipido:

Dado el sustrato trombotico de la NSAF, se mantendréa la anticoagulacién.

Tratar las trombosis de grandes vasos renales con anticoagulacion prolongada.

No hay actuacion especial/distinta para los pacientes en hemodidlisis y con sindrome
antifosfolipido.

En pacientes con trasplante renal y anticuerpos antifosfolipido, individualizar la indicacién de

anticoagulacion.

3.- Tratamiento de las recidivas:

En presencia de signos de recidiva renal, se debera descartar la presencia de otra enfermedad o
proceso (SAF con microangiopatia trombética, nefritis secundaria a AINES, nefropatia
isquémica ateromatosa, ...) y asegurar el adecuado cumplimiento terapeutico.

Se deberian optimizar las medidas generales: control del peso corporal, evitar la
sobreexposicion solar, antiproteindricos, hidroxicloroquina, control de los factores de riesgo
vascular,...

Si la recidiva es moderada o grave tras la respuesta completa o parcial, se debe tratar con el
mismo tratamiento de induccion y de mantenimiento que fue eficaz inicialmente. El
tratamiento debe hacerse de forma precoz para minimizar el riesgo de fibrosis residual.

Si se indic6 ciclofosfamida en el ciclo previo de induccion, y el riesgo de toxicidad es
inaceptable por dosis acumulada o aparicion de efectos adversos, se usara micofenolato.

Se considerard la realizacion de una nueva biopsia renal si se detecta un cambio en el perfil de
expresion clinica de la enfermedad, como signos indicativos de microangiopatia trombotica, si
se sospecha cambios en la clase de nefritis lpica o si el deterioro renal pudiera ser secundario
a nefropatia terminal/cicatricial, mas que actividad lupica, por discordancia entre la clinica

extrarrenal, los biomarcadores de actividad y los signos de afeccion renal.

4.- Tratamiento de los casos resistentes 0 no respondedores:

Se debe cambiar el esquema terapeltico si no hay datos de respuesta antes de completar los

seis meses de tratamiento de induccion.
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e En los enfermos con insuficiencia renal aguda o rapidamente progresiva, con elevados indices
de actividad en la biopsia y/o proliferacion extracapilar, se deberia considerar la
intensificacion de tratamiento si no hay mejoria al final de la cuarta semana.

e En pacientes no respondedores, se deberia descartar la presencia de otra enfermedad o proceso
(SAF con microangiopatia trombotica, nefritis secundaria a AINES, nefropatia isquémica
ateromatosa, etc) y asegurar el adecuado cumplimiento terapedtico.

e Asegurar el cumplimiento de las indicaciones generales: control del peso corporal, evitar la
sobreexposicion solar, antiproteindricos, hidroxicloroquina, control de los factores de riesgo
vascular,...

e Los enfermos con criterios de resistencia a la ciclofosfamida o micofenolato seran tratados con
el esquema terapeltico de induccion alternativo (micofenolato o ciclofosfamida,
respectivamente).

e En caso de resistencia a los regimenes de induccién de eficacia contrastada (ciclofosfamida y
micofenolato), se administraran tratamientos alternativos: rituximab, anticalcineurinicos,
inmunoglobulinas o utilizar estrategias terapeUticas basadas en combinacién de farmacos.

e En ausencia de respuesta al tratamiento, se deberia considerar la realizacién de una nueva
biopsia renal si la persistencia de actividad renal no se asocia con signos de actividad
extrarrenal y si los niveles de complemento y anti-ADN son normales, de cara a excluir que la

causa de resistencia sea un cambio de patrén histolégico o una glomeruloesclerosis avanzada.

Otras consideraciones:

Criterios de respuesta:

o Respuesta parcial: en pacientes con proteinuria basal >3.5 gr/24, descenso de proteinuria <3.5

gr/24h. En pacientes con proteinuria basal <3.5 gr/24h, reduccion de la proteinuria en >50%
en comparacién con la inicial. En ambas situaciones estabilizacion (x 25%) o mejoria de

filtrado glomerular respecto a valores iniciales.

o Respuesta completa: filtrado glomerular > 60ml/min/1,73m? (o descenso a valores iniciales o

+15% del valor basal en aquellos con filtrado glomerular < 60ml/min/1,73m?), proteinuria
<0.5 gr/24h, sedimento inactivo (<5 hematies, <5 leucocitos o cilindros hematicos) y albimina

sérica >3g/dia.
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Criterios de recidiva:
o Recidiva leve: Aumento de hematies/campo en sedimento de < 5 a > 15 con > 2 hematies
dismorficos en campo de gran aumento y/o aparicion de > 1 cilindro hemaético, leucocituria

(sin afectacion urinaria), 0 ambos.

o Recidiva moderada:

Si la creatinina basal es:
e < 2mg/dl que se produzca un aumento de 0,2-1 mg/dl,
e > 2 mg/dl que se produzca un aumento de 0,4-1,5 mg/dl,
y/o si el cociente de Pr/Cr es:
e <0,5, que aumente de >1.
e 0.5-1, que aumente de > 2, pero con incremento absoluto inferior a 5.

e > 1 que aumente de 2 veces con cociente Pr/cr < 5.

o Recidiva grave:
Si la creatinina basal es:

e <2 mg/dl, que exista un aumento > 1mg/dl
e > 2 mg/dl que exista un aumento > 1.5 mg/dl

y/o un cociente Pr/Cr > 5.
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