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TITULO DEL PROYECTO:

NIVELES DE CITOCINAS PRO TH1 EN ORINA DE PACIENTES CON LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO.

INTRODUCCION:

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de enfermedad autoinmune, pues puede
tener un gran abanico de manifestaciones. Puede afectar cualquier 6rgano del cuerpo humano
pero el compromiso renal (nefritis lipica) puede asociarse a una alta morbilidad y progresion a
enfermedad renal terminal (1).

La incidencia del LES oscila entre 1.8 a 7.6 casos por 100.000 habitantes, con una prevalencia
de 4 a 250 casos por 100.000 (1). La incidencia del compromiso renal es mas variable y oscila
entre 25y 75% dependiendo de la poblacion estudiada y los criterios diagnosticos utilizados
para identificar el compromiso renal (clinica versus biopsia) (2-5). En general, el 60% de los
pacientes con LES desarrollaran nefritis de relevancia clinica durante el curso de su
enfermedad (1). La presencia de nefritis lupica tiende a presentarse en forma temprana aunque
puede aparecer en cualquier etapa de la enfermedad y en la mayorfa de los casos aparece en los
primeros tres afios del inicio de la enfermedad (6, 7). Por otra parte, las poblaciones
afroamericanas e hispanas parecen desarrollar nefritis mas frecuentemente y en forma mas
temprana y severa (6, 8) La glomérulo nefritis que lleva a proteinuria severa persistente, falla
renal y enfermedad renal terminal sigue siendo una de las complicaciones mas severas del LES
con una morbilidad y mortalidad significativa (9).

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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MARCO TEORICO:

El LES es una enfermedad autoinmune caracterizada por un ambiente de citocinas aberrantes
y compromiso multiorganico (10, 11). Muchas citocinas han sido implicadas en la regulacion de
la actividad de la enfermedad (12). La produccién de citocinas en pacientes con LES difiere de
los controles sanos y de los pacientes con otras enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoidea (12). Inclusive, la produccion de citocinas cambia con diferentes fenotipos de la
enfermedad (12). Por ejemplo, la interleuquina 6 (IL6) parece estar aumentada en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con compromiso del sistema nervioso central por LES pero no en
pacientes con LES sin sintomas neurolégicos (13). De igual forma, como en otras
enfermedades inflamatorias, el balance entre las citocinas es mas importante en el momento de
determinar el fenotipo o la severidad, que en determinar la susceptibilidad a la enfermedad
(12). El desequilibrio entre la produccién de citocinas producidas por dos subtipos de células
T-ayudadoras (Th), Thl y Th2, juega un papel importante en la patogénesis del LES (14). La
naturaleza del estimulo, asi como el tipo de célula presentadora de antigeno (CPA) y las
citocinas, determina la via de respuesta por parte de los linfocitos T. Los linfocitos pre-Th que
son estimulados por células dendriticas, interleuquina 12 (IL12) e interleuquina 18 (IL18) se
transformaran en linfocitos secretores de citocinas Th1 (15). A su vez los linfocitos pre-Th que
son estimulados por basofilos, la molécula co-estimuladora B7 e interleuquina-4 (IL4) se
transformaran en linfocitos secretores de citocinas Th2 (15). La respuesta que se genera frente
a un antigeno y el balance de las citocinas secretadas en respuesta al mismo, permite que los
linfocitos pre-Th se polaricen generando una respuesta u otra (Thl o Th2) (15). De esta
manera, una respuesta Th1 inhibe la formacién de linfocitos Th2 via IL12 e interferén gamma
(IFN-y), mientras que una respuesta Th2 inhibe la formacién de linfocitos Thl via 14 (15).
Chan y colaboradores mostraron en sus estudios de expresion génica en nefritis lupica como
algunas citocinas tienen relaciéon con lesiones segmentarias a nivel renal (IFN-y, interleuquina
10 (IL 10), IL12 e IL18 (16). Pero estas no tienen correlaciéon con la cronicidad de las mismas
(16). De Igual manera es importante resaltar como este estudio demostréd que la expresion
génica a nivel renal no es afectada por la actividad sistémica del lupus o la dosis de corticoides
(10).

Aunque el LES es generalmente considerado un prototipo de enfermedad dominado por
citocinas pro-Th2, reportes recientes de trabajos en modelos animales y en humanos han
demostrado la importancia del papel de las citocinas pro-Thl. Mas aun, modelos de nefritis
lapica han demostrado el papel principal patogénico de las citocinas pro-Thl en su desarrollo y
severidad (17). La nefritis lupica es una enfermedad inflamatoria mediada inmunolégicamente
caracterizada por un gran depésito de complejos inmunes que se acumulan en el rifién y
reclutan células inflamatorias incluyendo macréfagos, células dendriticas y linfocitos T (LT)
7).

Estudios previos en modelos animales han demostrado que existe una gran produccién de
citocinas y quimioquinas en la nefritis lupica temprana que es seguida por una infiltracién
celular progresiva, proteinuria y dafio en la funciéon renal (17). La producciéon a nivel
glomerular de ILL12 e IL18 favorecen la quimio atraccién de células dendriticas que favorecen y
perpetuan la respuesta de tipo Thl (17). De esta manera se postula que el desequilibrio de la
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homeostasis de citocinas hacia un fenotipo Th1 contribuye sustancialmente a la propagacion
de inflamacién renal y dafio en el LES (17).

Las citocinas urinarias parecen jugar un papel importante en la modulacién de la respuesta
inmune de la nefritis lupica. La evidencia actual sugiere que las citocinas pro-Thl tienen un
papel patogénico de mayor preponderancia que las citocinas pro-Th2 en nefritis lipica aguda
(18). Estudios han demostrado que la respuesta Thl se relaciona mas con el subtipo de
glomérulo nefritis difusa proliferativa tipos III y IV, al igual que empeoran la enfermedad
cuando se correlacionan con los indices de actividad histologica (19, 20). Por el contrario
formas inactivas de LES no muestran desequilibrio en el patrén de liberacion Th1/Th2, al
menos en cultivos celulares (21). El reconocimiento reciente del papel de otras citocinas pro-
Th1l como la interleuquina 23 (IL23), y la intetleuquina 27 (IL27) hacen que estas deban ser
consideradas en la regulacién de estas respuestas (22). Igualmente parece importante el papel
de las células denominadas Th17 cuya actividad es regulada por acciéon de la 1L6, 1123 y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-p), las cuales sintetizan la citocina pro-
infamatoria interleuquina 17 (IL17) (23). El papel de la 1127 parece clave pues en el modelo
murino MRL/Ipr, la deficiencia del componente WSX-1 del receptor de I11.27 induce el cambio
de fenotipo de glomérulonefritis proliferativo al membranoso (24).

Por otra parte la expresion de genes tipo t-bet en rifén sugiere fuertemente la presencia de
linfocitos Th1, aunque también hay sobreexpresion del gen GATA 3 asociado con Th2 en los
glomérulos (16). La sobreexpresion génica de t-bet, IFN-y, interleuquina 2 (IL.2), 112, 1118,
proteina quimiotrayente de monocitos 1 (MCP-1) e IL10 tienen mejor correlaciéon con la
actividad lapica, por lo que la mediciéon de citocinas pro-Thl en orina podria ser un gran
marcador de actividad renal (16). Hasta la actualidad se ha encontrado que el MCP-1 es un
biomarcador sensible y especifico en el dafio renal y ha sido asociado con el grado de severidad
del LES (25, 26). De igual manera el MCP-1 aumenta significativamente en el dafio renal a
pesar de la inmunosupresion moderada o severa (prednisolona, mycofenolato mofetil,
azatioprina o ciclofosfamida), lo que sugiere que el MCP-1 es un marcador fuerte en la
actividad del LES, que es valido en pacientes quienes tienen enfermedad crénica y estan en
terapia de larga data y no desciende en paciente que no responden al tratamiento (25, 26). En
otros estudios encontraron niveles altos de 110 tanto en orina como en suero de pacientes
con LES, de igual manera se encontraron niveles significativamente altos en pacientes con
nefritis lipica en comparaciéon con aquellos sin nefritis Iupica (25, 26). Sin embargo este
hallazgo no ha sido correlacionado con los niveles de IL10 y proteinuria (25, 26).

En la orina de pacientes con LES activo, también se ha reportado la presencia de quimioquinas
pro inflamatorias como la MCP-1, la cual parece ser un biomarcador sensible y especifico de
SLE renal, que se han visto elevadas en pacientes con LES activo que reciben terapia
inmunosupresora. (25, 26). Adicionalmente, también se ha observado la expresion de IFN-y ,
en el sedimento urinario que a su vez ha correlacionado significativamente con lesiones
glomerulares y no con lesiones tubulo-intersticiales (16).

En publicaciones realizados por Chan y colaboradores mostraron que la expresion de IFN-y en
el sedimento urinario se encontraba marcadamente alto en pacientes con nefritis lupica activa,
mientras que la expresion citocinas como (IL2, IL4) no se encontraron elevadas (27). Esto
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sugiere la predominancia de la respuesta Thl en las células renales inflamatorias. Es por esto
que se postula que las mediciones de citocinas pro-Thl, podrian ser una excelente
herramientas para medir la actividad lapica a nivel renal (27).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, creemos que la determinacioén seriada de citocinas
urinarias que participan de la regulacion de la respuesta pro-Th1 en el linfocito T (IL12 e ILL18)
podrian constituirse como un marcador mas sensible y especifico de actividad y de prondstico
de los pacientes, con la ventaja de no ser invasivas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:
Pregunta:

¢Cuales son los niveles en orina de las citocinas pro-Thl (IL12 e 1LL18) en pacientes con o sin
actividad lapica y en controles sanos?

Hipétesis nula:

No hay diferencias entre los niveles de citocinas pro-Th1l (IL12 e IL18) entre los pacientes con
lupus activo, inactivo y controles sanos.

Hipotesis alterna:

Los niveles de citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) son diferentes en los pacientes con lupus activo
e inactivo frente a los controles sanos.

Los niveles de citocinas pro-Th1 (IL12 e ILL18) son diferentes en los pacientes con lupus activo
frente a los pacientes con lupus inactivo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En la fisiopatologia del LES, se evidencia como la activacion de las citocinas pro-Th1 antecede
a la respuesta Th2, lo que se conoce como el pilar inmunolégico de la respuesta de la
enfermedad, y mas en relacién con nefritis lupica que es una de las complicaciones mas
devastadoras y de alto impacto socio-econémico del LES. La deteccién temprana de actividad
lapica, permite el tratamiento precoz y asi evitar la progresion a estados terminales. Los
métodos actuales de deteccion temprana de actividad asociado a una de sus complicaciones
mas severa como lo es la nefritis lapica, carecen de predictibilidad y el “patron de oro” para
evaluar severidad es invasivo lo que no permite su medicion de manera repetida en un periodo
corto de tiempo. Debido a esto se hace necesario la identificaciones de nuevos métodos de
deteccion no invasivos de facil reproduccién, bajo costo y alta predictibilidad, que identifiquen
actividad en lupus, con o sin relacion a complicaciones renales.
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JUSTIFICACION:

Actualmente la evaluacion de los pacientes con LES incluye anticuerpos, complemento,
uroanalisis, depuraciéon de creatinina y la mediciéon de la proteinuria (28). Sin embargo, estos
parametros no son predictivos de severidad de actividad ldpica y no tienen relaciéon con la
clasificacion o severidad de la nefropatia observada en la biopsia, ni tampoco han demostrado
ser seguros en evaluar la respuesta al tratamiento (29).

Ante la falta de marcadores no invasivos predictores de actividad lapica, con buena correlacion
con las complicaciones mas severas (ejemplo: nefritis), se requiere el desarrollo de nuevas
pruebas diagnosticas y pronosticas que permitan una identificaciéon precoz para instaurar un
manejo temprano y asi lograr reducir la progresion y desenlaces catastroficos.

OBJETIVOS:

Objetivo general:

Determinar los niveles de las citocinas pro-Thl (IL12 e IL18) en la orina de los pacientes con
LES activo, inactivo y controles no enfermos.

Obijetivos especificos:
Describir las caracteristicas clinicas de la muestra estudiada.

Estimar los niveles medios de citocinas pro-Th1l (IL12 e IL18) en pacientes con LES activo,
LES inactivo y sujetos sanos.

Explorar si los niveles de citocinas en pro-Th1l (IL12 e IL18) en orina se correlacionan con los
parametros clinicos y paraclinicos de la actividad lapica.

METODOLOGIA:
Poblacion estudio:

Se realiz6 un estudio observacional analitico de corte transversal en pacientes que cumplieron
con los criterios de inclusion, los cuales se fraccionaron en dos grupos divididos asi: pacientes
con lupus activo y pacientes con lupus inactivo, los cuales fueron recolectados por medio de
un instrumento predeterminado (Anexo 1), en los servicios de consulta externa, urgencias y
hospitalizacion de los servicios de Medicina Interna e Inmuno-Reumatologia del Hospital
Universitario de la Samaritana. Para el grupo control se recolectaron mediante muestreo no
probabilistico por conveniencia, 30 sujetos sanos, sin antecedentes autoinmunes tanto
personales como familiares, pertenecientes al grupo de trabajadores, estudiantes de posgrado y
pregrado de medicina interna del Hospital Universitario de la Samaritana.
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Se consideré el diagnostico de lupus cuando el paciente cumpli6 4 de 11 criterios de
clasificacion de LES segun el Colegio Americano de Reumatologia (30) (Anexo 2). Se evalué la
actividad del lupus con el SLEDAI (Anexo 3), segun el cual se considerd sin actividad con
puntuacion entre 0 y 2, actividad leve cuando el paciente presentd una puntuacion entre 2 a 4,
moderada cuando el paciente presenté una puntuacion entre 4 y 8, y actividad severa cuando el
paciente presenté una puntuacion mayor a 8 (31-33).

El tipo de muestreo se realizé por muestreo no probabilistico por conveniencia. L.a muestra se
recolectd en un periodo de 2 afios.

Uroanalisis y deteccion de estearasa leucocitaria:

Con el fin de descartar infecciéon de tracto urinario (UTI), a todas las muestras se les realizo
uruanalisis y deteccion de estearasa leucocitaria, utilizando el lector de tiras Multistik (10S6)
Clinitek advantus.

Cuantificacion de citocinas por citometria de flujo:

La cuantificaciéon de citocinas pro-Thl en orina se estudié utilizando citometria de flujo
multiparamétrica (Beckman Coulter). Para ello, la primera orina de la manana (10ml) fue
recolectada, centrifugada a 2400 g por 10 min, alicuoatada y congelada a -70°C hasta ser
analizada. La cuantificacién de las citocinas 1112, IL18 y MCP-1, se llevé a cabo utilizando un
estuche comercial de eBiosciences, La adquisiciéon de las muestras se realizo en un citémetro
Gallios de Beckman Coulter. La determinaciéon de la concentracién de cada citocina (pg/mg)
fue calculada utilizando el sofware FlowCytomix Pro.

Deteccion de creatinina en orina:
Adicionalmente y en orden de corregir el estado de hidratacion del paciente, la concentracion
de citocinas fue normalizada y expresada como la proporciéon de citocina (pg) por miligramo

(mg) de creatinina (citocina/creatinina: pg/mg). Para ello la concentracién de creatinina fue
establecida en el equipo ADVIA 1800 de Siemens.

Discriminacion de variables:

Variable Definicion Herramienta de Escala de medicion
operacional medicién

Sexo Hombres, Mujeres Cuestionario aplicado por Dicotémica
el investigador

Erupcién malar Comienzo reciente o Cuestionario aplicado por Dicotémica
recurrente de exantema el investigador

inflamatorio

Ulceras orales Ulceras bucales o nasales de | Cuestionario aplicado por Dicotémica

comienzo reciente o el investigador
recurrente

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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Alopecia Pérdida difusa o en placas de | Cuestionario aplicado por Dicotémica
comienzo reciente o el investigador
recurrente
Artritis Mas de dos articulaciones Cuestionario aplicado por Dicotémica
dolorosas y con signos el investigador
inflamatorios
Pleuritis Dolor pleuritico con roce o | Cuestionatio aplicado por Dicotémica
derrame, o engrosamiento el investigador
pleural
Pericarditis Dolor pericardico con al Cuestionario aplicado por Dicotémica
menos uno de los siguientes: el investigador
roce, derrame, cambios
electrocardiograficos o
confirmacién
ecocardiografica
Fiebre > 38 C excluyendo infecciéon | Cuestionario aplicado por Dicotémica
el investigador
Convulsiones De comienzo reciente. Cuestionario aplicado por Dicotémica
Excluir causas infecciosas, el investigador
metabolicas y farmacos
Cefalea lupica Grave, persistente; puede ser | Cuestionario aplicado por Dicotémica
migrafiosa pero no responde el investigador
a analgésicos narcoticos
Psicosis Habilidad alterada para la Cuestionario aplicado por Dicotémica
funcién diaria debido a el investigador
alteracion grave en la
percepcién de la realidad.
Incluye alucinaciones,
incoherencia, asociaciones
ilogicas, contenido mental
escaso, pensamiento ilégico,
raro, desorganizado y
comportamiento cataténico.
Excluir I. renal y fairmacos
S. Organico Funcién mental alterada con | Cuestionario aplicado por Dicotémica

Cerebral

falta de orientacion,
memoria, u otras funciones
intelectuales, de comienzo
rapido y manifestaciones
clinicas fluctuantes. Incluye
disminucién del nivel de
conciencia con capacidad
reducida para focalizar, e
inhabilidad para mantener la
atencion en el medio, mas, al
menos dos de los siguientes:
alteracion de la percepcion,
lenguaje incoherente,
insomnio o0 mareo matutino,
o actividad psicomotora
aumentada o disminuida.
Excluir causas infecciosas,
metabolicas y firmacos

el investigador
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Alteraciones Retinopatia lapica. Incluye Cuestionario aplicado por Dicotémica
Visuales cuerpos citoides, hemorragias el investigador
retinianas, exudados serosos
y hemorragias en la coroides,
o neuritis 6ptica. Excluir
HTA, infeccion o fairmacos
Alteraciones de De reciente comienzo, motor | Cuestionario aplicado por Dicotémica
pares craneales 0 sensitivo el investigador
Vasculitis Ulceracion, gangrena, Cuestionario aplicado por Dicotémica
nédulos dolorosos sensibles, el investigador
infartos periungueales,
hemorragias en astilla o
biopsia o angiograffa que
confirme la vasculitis
Miositis Debilidad proximal/dolot Cuestionario aplicado por Dicotémica
asociado a elevacion de las el investigador
CPK/aldolasa o EMG
sugestivo o miositis
comprobada por biopsia
ECV De reciente comienzo. Cuestionario aplicado por Dicotémica
Excluir arteriosclerosis el investigador
Cilindros Cilindros hematicos o Visualizacion directa por Dicotémica
urinatios granulosos microscopia de luz
Proteinuria en > 5 g/24 h. De reciente Medicién por colorimetria Dicotémica
orina 24 horas comienzo o aumento de la
proteinuria ya conocida en
mas de 0.5 g/24 h
Leucocitaria > 5 leucocitos/c. Excluir Visualizacion directa por Dicotémica
infeccién microscopia de luz
Hematuria >5 hematies/c. Excluir Visualizacion directa por Dicotémica
litiasis, infeccion u otras microscopia de luz
causas
Leucopenia < 3.000 células/mm3. Hemograma de IV Dicotémica
Excluir farmacos generacion
Trombocitopenia <100.000 plaquetas/mm3 Hemograma de IV Dicotémica
generacion
Anti-DNA Cualquier dilucion Inmunofluorescencia Razoén.
Hipocomple- Descenso de C3 y/o C4 por Turbidimetria Dicotémica
mentemia debajo del limite inferior del
laboratorio
Anti-Clq Niveles en pg/mg Microelisa Razon
Citocinas en Niveles en pg/mg Citomettia de flujo Cuantitativa continua
orina
MCP-1 Positivo > 2 pg/mg Citometria de flujo Cuantitativa continua
SLEDAI No actividad: 0-2 Cuestionario aplicado por Ordinal

Actividad leve: >2<4
Actividad moderada: 24<8
Actividad severa: =8

el investigador

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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Analisis:
Se disefi6 una base de datos para el estudio, incluyendo las variables descritas previamente.

Las wvariables cualitativas se presentan con su distribuciéon de frecuencias. Las variables
cuantitativas se resumen con su mediana y rango intercuartil (RIQ) en caso de no seguir una
distribuciéon normal. En todos los casos se comprob6 la distribucién de la variable frente a los
modelos tedricos a traves de las pruebas estadisticas de varianza y Kurtosis. Se evalu6 la
asociacion entre variables cualitativas con el test de %* o prueba exacta de Fisher, segtin
corresponda. La evaluaciéon de la correlacion se realizé utilizando la prueba estadistica de
coeficiente de correlaciéon de Spearman.

Se realizé6 comparacion de medianas de los niveles de citocinas en orina de individuos con LES
activo, LES no activo y sanos a través de la prueba no paramétrica o test estadistico de
Kruskal-Wallis.

Los paquetes informaticos utilizados fueron:
e Microsoft Office Excel® 2003: construccion de la base de datos a partir del fichero
inicial.
e STATA®, version 11.0 Statacorp, Collage Station, Texas (USA): analisis estadistico
descriptivo e inferencial.

CONSIDERACIONES ETICAS:

Segun la resolucion No 008430 DE 1993, (4 DE OCTUBRE DE 1993), este estudio se
encuentra en la categoria de investigaciéon de riesgos minimos, segin el articulo 11 de esta
misma resolucién. En el anexo 4 se presenta el consentimiento informado.

RESULTADOS:
Poblacion estudiada:

Se valoraron todos los 77 individuos, clasificando a los pacientes segiin cumplan los criterios
del Colegio Americano de Reumatologia (29). Los cuales 47 (61 %) fueron pacientes con LES
y 30 (39 %) fueron sanos. Dentro de los pacientes con LES, 30 (63.82%) tenfan actividad al
momento de la toma de la muestra de orina y 17 (36.17%) se encontraban inactivos, acorde
con la puntiacién del SLEDAI  De la muestra total estudiada la mediana de edad fue de 26
afios con un rango intercuartil (RIC) de 22 a 33 afios, de los cuales el 76.62% (n: 59) fueron
mujeres y el 23.38% (18) fueron hombres. En la tabla 1 se muestran la edad y sexo en el grupo
de pacientes con LES y sanos.

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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TABLA 1: Edad y sexo segun el tipo de sujetos

Parametro LES Sanos Valor de P
Edad en afios (mediana; RIC) 31 (24 a 44) 23.5 (22 2 206) 0.0002
Sexo (n; %) 0.099
-Femenino 39 (66.1) 20 (33.9)

-Masculino 8 (44.4) 10 (55.5)

Al realizar la prueba de hipotesis para la diferencia de medianas de edad entre los pacientes con
LES y los controles se encontré significancia estadistica (p=0.0002).

Las caracteristicas de los pacientes con LES se muestran en la tabla 2.

TABLA 2: Caracteristicas generales de los pacientes con LES

Parametro n Porcentaje (%)
Compromiso cutdneo 11 23.40
Compromiso articular 7 14.89
Serositis 5 10.64
Compromiso SNC 4 8.51
Compromiso renal 25 53.19
Compromiso hematoldgico 19 40.43
ANAS positivos 40 85.10
Anti-DNA positivo 31 65.95
Anti-Clq positivo 27 57.44
Hipocomplementemia 30 63.82

En cuanto a la actividad en los pacientes con LES, se encontré un en el SLEDAI una mediana

de 10 (RIC: 4 a 20).
Interleucina 12 (IL12):

En la totalidad de la poblacion estudiada se encontré una mediana de 0.15 pg/mg con un RIC
de 0 a 0.43. Al analizar entre pacientes con LES y sanos se evidencié una mediana de 0.02
pg/mg (RIC: 0 a 0.5) y de 0.24 pg/mg (RIC: 0.11 a 0.37) respectivamente. Cuando se
analizaron los niveles de I1.-12 entre pacientes con LES activo y LES no activo se encontrd
una mediana de 0.12 pg/mg (RIC: 0 a 0.65), y de 0 pg/mg (RIC: 0 a 0.41) respectivamente
(p=0.138).

Interleucina 18 (IL18):

En la totalidad de la poblacion estudiada se encontré una mediana de 6.62 pg/mg con un RIC
Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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de 0 a 20.48. Al analizar entre pacientes con LES y sanos se evidencié una mediana de 0.01
pg/mg (RIC: 0 a 22.28) y de 8.5 pg/mg (RIC: 2.65 a 19.49) respectivamente. Cuando se
analizaron los niveles de I1.-18 entre pacientes con LES activo y LES no activo se encontrd
una mediana de 4.86 pg/mg (RIC: 0 a 22.28), y de 0 pg/mg (RIC: 0 a 14.74) respectivamente
(p=0.053).

Proteina quimiotactica del monocito-1 (MCP-1):

En la totalidad de la poblacion estudiada se encontré una mediana de 1.16 pg/mg con un RIC
de 0.36 a 5.88. Al analizar entre pacientes con LES y sanos se evidencié una mediana de 4.63
pg/mg (RIC: 0.72 a 14.71) y de 0.40 pg/mg (RIC: 0.09 a 0.88) respectivamente. Cuando se
analizaron los niveles de MCP-1 entre pacientes con LES activo y LES no activo se encontrd
una mediana de 11.42 pg/mg (RIC: 4.05 a 22.56), y de 0.72 pg/mg (RIC: 0.54 a 1.23)
respectivamente (p=0.0001).

En la tabla 3 y 4 se resume los hallazgos de interleucinas en la poblacién estudiada.

TABLA 3: Valores de interleucinas entre pacientes con LES y controles

Parametro LES Sanos Total Valor de P
Mediana (RIC) Mediana (RIC) Mediana (RIC)

IL12 (pg/mg) 0.02 (02 0.5) 2.24 (0.11 2 0.37) 0.15 (0 2 0.43) 0.108

1L18 (pg/mg) 0.01 (0 a 22.28) 8.5 (2.65 a 19.49) 6.62 (0 2 20.48) 0.043

MCP-1 (pg/mg) | 4.63 (0.72a14.71) | 040 (0.0920.88) | 1.16 (0.36a 5.88) 0.0001

TABLA 4: Valores de interleucinas segun actividad lipica y controles

Parametro LES activo LES inactivo Sanos Valor de P
Mediana (RIC) Mediana (RIC) Mediana (RIC)

IL12 (pg/mg) 0.12 (0 a 0.65) 0 (0a0.41) 2.24 (0.11 2 0.37) 0.138

IL18 (pg/mg) 4.86 (0 a 22.28) 0 (0a14.74) 8.5 (2.65 a 19.49) 0.053

MCP-1 (pg/mg) 11.42 (4.05 a 22.56) 0.72 (0,54 a 1.23) 0.40 (0.09 a 0.88) 0.0001

Correlacion entre interleucinas y SLEDALI:

Se encontr6 una correlacion positiva débil entre el SLEDAT y las interleucinas 1112 (r=0.29;
p=0.042), positiva moderada entre SLEDAI e I1L18 (t=0.35; p=0.014) y positiva fuerte entre
SLEDAI y MCP-1 (r=0.57; p=0.0001). Figuras 1, 2y 3.

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.




Departamento de Medicina Interna - HUS

FIGURA 1: Correlacion entre SLEDAI e 11L12
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FIGURA 2: Correlacion entre SLEDAI e I1.18:
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FIGURA 3: Correlacion entre SLEDAI y MCP-1:
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DISCUSION:

El LES es una enfermedad autoinmune caracterizada por un ambiente de citocinas aberrantes
y compromiso multiorganico (10, 11). Aunque el LES es generalmente considerado un
prototipo de enfermedad dominado por citocinas pro-Th2, reportes recientes de trabajos en
modelos animales y en humanos han demostrado la importancia del papel de las citocinas pro-
Thl.

Nuestro estudio es el primero en evaluar al mismo tiempo los niveles de dos citocinas pro-Thl
(IL12 e IL18) en orina de pacientes con LES y controles sanos, comparandolo con la MCP-1,
marcador urinario ya demostrado en LES.

Los resultados mostraron una elevaciéon en los niveles de I1L-18 (p=0.053), y como era de
esperarse de MCP-1 (p=0.0001), en la orina de pacientes con LES con significancia estadistica,
inclusive con mayor expresion en pacientes con LES activo.

Otros estudios han demostrado la presencia de IL18 en orina de pacientes con LES. Migliorini
y colaboradores, encontraron que los niveles de IL18 en sangre y orina fueron mas altos en
pacientes con LES que en los controles sanos, sin embargo solamente se evidencié correlacion
con la actividad lupica en los niveles en sangre mas no en orina (34). En dicho estudio, la
mayortia de pacientes con LES activo (16 de 22) presentaban nefritis lapica, lo que genera sesgo
al comparar los niveles entre subgrupos de actividad. En contraste, otros estudios han
demostrado la elevacion de IL18 en orina como marcador de dafio renal agudo al igual que
predictor de severidad en enfermedad renal aguda en nifios criticamente enfermos (35).

La controversia continua, pues nuestro estudio si muestra diferencias entre los niveles de 1L18
de pacientes con LES activo y no activo. A diferencia del estudio de Migliorini y
colaboradores, nuestro estudio no diferencié entre subgrupos de actividad lapica, lo que seria
interesante estudiar con una muestra mas amplia y con un mayor nimero de pacientes con
compromiso renal, al igual que mdltiples mediciones a lo largo de la evoluciéon de la
enfermedad.

No asf ocurrié con la IL12, la cual, aunque fue mas alta en pacientes con LES activo en
comparacién con los pacientes con LES no activo (p=0.138), no fue posible establecer
significancia estadistica. Estudios previos han demostrado la correlacion entre los niveles de
IL12 en orina y sangre y la actividad ldpica, en especial nefritis (36). Tucci y colaboradores
encontraron mayor expresion de IL12 en la orina de pacientes con nefritis lapica en
comparacioén con pacientes con otra actividad. La falta de diferenciacion en los subgrupos de
los pacientes con actividad lipica estudiados en nuestra muestra podria dar una posible
explicacién a la diferencia entre nuestros hallazgos y los de Tucci y colaboradores.

Los datos obtenidos suman evidencia en cuanto a la medicién de MCP-1 en orina de pacientes
con LES y confirman su efectividad como marcador de actividad lapica, pues fue esta la de
mayor expresion con clara significancia estadistica (p=0.0001).

En cuanto a la relacién entre la actividad lapica expresada en el SLEDAI y los niveles de las
citocinas urinarias, nuestro estudio fue insuficiente en demostrar una correlacion fuerte
estadisticamente significativa. Otros estudios como los de Migliorini y colaboradores
demostraron correlacion entre al actividad de la enfermedad y niveles séricos de 1118, usando
otra escala de actividad lupica (ECLAM). Sin embargo al comparar los pacientes con actividad
renal entre los pacientes sin actividad renal no encontraron diferencia significativa (34).

Hasta el momento este es el primer estudio donde se evalda la correlacion entre los niveles
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urinarios de IL12 y 18 y la actividad lipica con SLEDAL

Nuestro estudio presenta importantes limitaciones. Se requiere de un estudio con mayor
numero de pacientes con LES,; asi como mayor nimero de pacientes con nefritis lipica para
confirmar los hallazgos presentados anteriormente. Este sesgo es comuin en la mayoria de los
estudios realizados para la medicién de citocinas en orina. Tal vez sea por esto que existen
discrepancias entre los resultados de dichos estudios.

De la misma manera se requiere realizar un estudio de caricter prospectivo para analizar el
comportamiento de las citocinas estudiadas evaluando sus concentraciones en momentos
claves de la enfermedad (diagnostico, exacerbaciones, post-tratamiento).

ESTRATEGIAS DE COMUNICACION

Los resultados de la investigacion seran presentados a la comunidad cientifica y al publico en
general a través de presentacion de posters y presentaciones orales en congresos nacionales e
internacionales de reumatologia (EULAR, ACR, Lupus congress, Autoimmunity International
Congress, PANLAR, congreso Colombiano de reumatologia) y por medio de revistas
internacionales indexadas relacionas con reumatologia e inmunologia (Annals of Rheumatic
Diseases, Rheumatology, Arthritis and Rheumatism, Autoimmunity Reviews, Clinical Reviews
in Allergy and Immunology, Journal of Rheumatology, entre otras).

CRONOGRAMA:

El siguiente cronograma presenta fechas durante las cuales se realizaron las diferentes tareas..

Tarea Fecha Tarea Fecha
Revision de la Abril a Junio 2010 Presentacién a comité Octubre 2010
literatura de investigacion HUS
Revision de base Abril a Junio 2010 Presentacion al comité Octubre de 2010
de datos de ética de HUS
Creacién de Junio 2010 Presentacién sabana Noviembre 2010, Septiembre
instrumento 2011, Agosto 2012
Creacién de Julio 2010 Recoleccion de Octubre 2010 a Septiembre de
presupuesto muestras 2012
Creacién de Junio a Septiembre Prueba piloto Octubre de 2011
protocolo 2010
Revisién protocolo Septiembre 2010 Presentacién comision Febrero 2013
con epidemidlogo de investigacion Sabana
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PRESUPUESTO:

CATEGORIA COSTO PRESUPUESTO PRESUPUESTO PRESUPUESTO
UNITARIO REQUERIDO POR FINANCIAR | POR FINANCIAR
HUS Sabana
Tiempo Horas | Cantidad $ 0,00 $ 11.880.000,00 JUSTIFICACION DEL
PERSONAL Dedicado | / afio PRESUPUESTO
/ sem
1. Investigadores principales 2.5 120 1 50.000 6.000.000 6.000.000
2. Investigador secundario 2.5 60 1 50.000 3.000.000 3.000.000
3. Bacteridlogo (procesamiento) 16* 64 1 45.000 2.880.000 2.880.000 *16 h/sem por 4 semanas
Total 145.000 11.880.000 11.880.000
SUMINISTROS : ¥ 227.000,00 $0,00
1. Papeleria 3 50.000 150.000 150.000
2. Laboratorio
a) Uroandlisis 85 3.850 327.250 77.000 20 MUESTRAS
3. Laboratorios Inmunologfa
a) Anti-Clq 65 17.687 1.149.655* *examen NO POS cobro por formato
b) Anti-DNA 65 44.000 2.860.000
¢) Complemento C3 y C4 65 106.000 6.994.000
Total 221.537 11.480.905* 227.000 *COBRO A EPS
EQUIPO: F§ 9.100.000,00 ¥ 8.600.000,00 50,00
1. Computador 1 1.500.00 1.500.000 0
2. Kit de citocinas 1 8.000.000 8.000.000 8.000.000
3. Equipo o Materiales 1 600.000 600.000 600.000
GASTOS DE DIVULGACION ¥ 500.000,00 50,00
1. IMPRESIONES 500.000 500.000 500.000
Imprevistos (10%) £ 996.653,00 ¥ 3.296.000,00 ¥ 932. 700,00 ¥ 1.188.000,00
GRAN TOTAL F$ 9.966.537,00 § 36.256.000,00 § 10.259. 700,00 § 13.068.000,00 INGRESOS GENERADOS PARA

EL HUS § 11.253.905
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ANEXOS:
ANEXO 1: Instrumento:

INSTRUMENTO ESTUDIO “NIVELES DE CITOCINAS PRO-TH1 EN LA
ACTIVIDAD DE LA NEFRITIS LUPICA”

IDENTIFICACION:
Nombre: Edad: Sexo: H [IM [ Consecutivo:
Identificacion: Teléfono: Peso: Talla:

MANIFESTACIONES CLINICAS:

1. Rash malar: SCINL] 2. Rash discoide: S [IN[B. Fotosensibilidad: SCNL]

4. Ulceras orales: SLN[] 5. Alopecia: SLIN[J 6. Artritis: SLNT]

7. Pleuritis: SLNL] 8. Pericarditis: SLINL] 9. Fiebre: SLNLI

10. Convulsiones: SLN[1 1. Cefalea ltipica: SCINL] 12. Psicosis: SLINLJ

13. S. organico cerebral: SLNL] 14. Alt. visuales: SLNLI 1 5. Alt. pares craneales: SLINLJ

16. Vasculitis: SEN I 17. Miositis: SCNL 18. Pérdida de peso: SLINLI

19. PAS: mmHg 20. PAD: mmHg 21. Hipertension acelerada: SLNLI
22. ACV: SINOJ

PARACLINICOS:

Renal:

23. Cilindros urinarios: SCINLJ Cuales:
24. Proteinuria en orina 24 horas: SLNL] Valor (g):
25. Leucocituria: SENL] Valor (# por campo):

26. Relacion albuminuria/creatinuria:

27. Relacién proteinutia/ creatinutia:

28. Sindrome nefrético: SCINT]

29. Tasa de filtracién glomerular (MDRD):
30. Sedimento urinario activo: SLINL]

31. Evidencia histologica de neftitis activa (en los ultimos 3 meses): SLNLJ Cual:
33. Hematuria: SCINC] Valor:

Hematolégico:
34. Leucopenia: SLINLJ Valor:

35. Linfopenia: SLN L Valor:

36. Anemia: SLINLJ Valor:

37. Recuento reticulocitos:

38. Trombocitopenia: SLINL] Valor:

39. Coombs positivo: SCINL]
Inmunolégico:
40. Anticuerpos antinucleares: SLNLJ Valor y patron:

41. Anticuerpos anti-DNA: SLNLJ Valor:

42. Anti-SM: SCNLJ Valor:

43. Hipocomplementemia: SLINLJ Valor: C3: C4:

44. Serologia positiva: SCINLJ
45. Anti-Clq: SLNLJ Valor:

46. Otro: Anticardiolipinas, anti-beta 2 glicoproteina 1, anti-Ro, anti-La, anti-RNP:
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Citocinas en orina:
47. Intetleuquina 12:
48. Interleuquina 18:
49. Intetleuquina 23:
50. Interleuquina 27:
51. MCP-1:
Tratamiento (en los ultimos 3 meses):
52. Inmunosupresor: SLINLJ Cuales (dosis):
53. Cortticoide: SEINL Dosis:

ANEXO 2: Criterios para la clasificacion del LES, segun el colegio Americano de

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.




Reumatologia

Departamento de Medicina Interna - HUS 22

Criterio

Definicion

Erupcion malar

Eritema fijo, plano o alto, sobre las eminencias malares, que no suele afectar los
surcos nasogenianos

Erupcién discoide:

Placas eritematosas altas, con descamacion queratésica adherente y tapones
foliculares; puede haber cicatrices atréficas en las lesiones mds antiguas

Fotosensibilidad

Erupcién cutdnea a causa de una reaccion insolita a la luz solar, referida por el
paciente u observada por el médico.

Ulceras bucales

Ulceracion nasofaringea, por lo comun indolora, observada por un médico

Artritis Artritis no erosiva que afecta dos o mas articulaciones periféricas, caracterizada
por dolor a la palpacién, tumefaccién o derrame
Serositis Pleuritis o pericarditis documentada por electrocardiograma o frote o evidencia

de derrame pericardico

Enfermedad renal

Proteinutia persistente mayor a 0,5g/dia o 3+ o cilindros celulares

Trastorno neurolégico

Convulsiones o psicosis en ausencia de otra causa conocida.

Trastorno hematolégico

Anemia hemolitica o leucopenia (< 4.000/mm3) o linfopenia: (< 1.500/mm?3)
o trombocitopenia (< 100.000/mm3) en ausencia de fairmacos que produzcan
esta alteraciéon.

Trastorno inmunolégico

Anti-DNA, anti-Sm, y/o Anticuerpos antifosfolipidicos (AFL).

Anticuerpo antinuclear:

Un titulo anormal de ANA por inmunofluorescencia o analisis equivalente en
cualquier momento y en ausencia de medicamentos relacionados con el
sindrome de lupus de origen farmacologico.

ANEXO 3: Indice de actividad del Lupus Eritematoso Sistémico

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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Puntuacién Descriptor Definicion
8 Convulsiones De comienzo reciente. Excluir causas infecciosas, metabdlicas y firmacos.
8 Psicosis Habilidad alterada para la funcién diaria debido a alteracién grave en la

percepcion de la realidad. Incluye alucinaciones, incoherencia, asociaciones
ilégicas, contenido mental escaso, pensamiento ilégico, raro, desorganizado y
comportamiento catatonico. Excluir I. renal y farmacos

8 Sindrome Funcién mental alterada con falta de orientaciéon, memoria, u otras funciones
organico- intelectuales, de comienzo rapido y manifestaciones clinicas fluctuantes. Incluye
cerebral disminucién del nivel de conciencia con capacidad reducida para focalizar, e

inhabilidad para mantener la atencién en el medio, mas, al menos dos de los
siguientes: alteracién de la percepcion, lenguaje incoherente, insomnio o mareo
matutino, o actividad psicomotora aumentada o disminuida. Excluir causas
infecciosas, metabolicas y firmacos.

8 Alteraciones Retinopatia lpica. Incluye cuerpos citoides, hemorragias retinianas, exudados
visuales serosos y hemorragias en la coroides, o neuritis optica. Excluir HTA, infeccién
o firmacos.
8 Alteracion de De comienzo reciente, motor o sensitivo.
pares craneales
8 Cefalea lupica Grave, persistente; puede ser migrafiosa pero no responde a analgésicos
narcoticos.
AVC De reciente comienzo. Excluir arteriosclerosis.
Vasculitis Ulceracién, gangrena, nédulos dolorosos sensibles, infartos periungueales,
hemorragias en astilla o biopsia o angiografia que confirme la vasculitis.
4 Miositis Debilidad proximal/dolor asociado a elevacion de las CPK/aldolasa o EMG
sugestivo o miositis comprobada por biopsia.
4 Artritis Mis de dos articulaciones dolorosas y con signos inflamatorios.
Cilindros Cilindros hematicos o granulosos.
urinarios
Hematuria >5 hematies/c. Excluir litiasis, infeccién u otras causas.
4 Proteinutia > 5 g/24 h. De reciente comienzo o aumento de la proteinutia ya conocida en
mas de 0.5 g/24 h.
4 Piuria > 5 leucocitos/c. Excluir infeccion.

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 recutrrente. Ulceras bucales o nasales.

2 Pleuritis Dolor pleuritico con roce o derrame, o engrosamiento pleural.

2 Pericarditis Dolor pericardico con al menos uno de los siguientes: roce, derrame, cambios

electrocardiograficos o confirmacion ecocardiografica.

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 infeccion.

1 Trombopenia | < 100.000 plaquetas/mm3.

1 Leucopenia < 3.000 células/mm3. Excluir farmacos.

ANEXO 4: Consentimiento informado:

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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TITULO: Niveles de Citocinas pro-Thl en orina de pacientes con lupus eritematoso
sistémico.

Tipo de Consentimiento: Determinacion niveles de citocinas en otina.

Grupo de Investigacion: Grupo de investigacion en Inmunologia clinica Hospital
Universitario de la Samaritana.

CONSENTIMIENTO Y AUTORIZACION.

El Grupo de investigaciéon en inmunologia clinica del Hospital Universitario de la Samaritana,
lo invitan a participar en el proyecto de investigacion titulado "Niveles de Citocinas pro-Thl
en orina de pacientes con lupus eritematoso sistémico". El propésito del mismo es determinar
la presencia de citocinas pro-Thl en orina en pacientes con nefritis lapica y su utilidad como
marcador temprano diagnostico de la enfermedad.

La ejecucion del presente proyecto permitira al grupo proponente abordar el estudio del patrén
de comportamiento de las citocinas secretadas en orina, en los pacientes con diferentes
estadios de activacion de la nefritis lupica.

Su participacién en el proyecto es completamente voluntaria. Si usted decide hacer parte del
mismo, se procedera a diligenciar un consentimiento informado. Usted sera sometido a una
toma de muestra de orina que corresponde a la primera de la mafiana, y esta muestra sera
utilizada para la determinacién de citocinas en orina.

Este formato de consentimiento cuenta con informacién que lo ayudara a decidir si desea
participar. Tome el tiempo que requiera, lea cuidadosamente este formato, y formule las
preguntas que tenga al personal del estudio.

¢En qué consiste la determinacion de citocinas en orina en pacientes con nefritis
lapica?

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad caracterizada por un ambiente en el
que las células del sistema inmune liberan diferentes sustancias, una de ellas, las citocinas han
sido asociadas fuertemente con el desarrollo de enfermedad renal conocida como nefritis
lapica. Diferentes citocinas, han sido implicadas en la regulaciéon de la actividad de esta
enfermedad y aunque el LES ha sido generalmente considerado un prototipo de enfermedad,
dominado por citocinas que inducen la produccién de sustancias como anticuerpos (Respuesta
Th2), recientemente se ha demostrado que el perfil de respuesta mediado por citocinas, que
promueven la diferenciacién y activacion de las células del sistema inmune (Respuesta Thl),
esta correlacionado con el desarrollo y la severidad del dafio del rifion. Basados en esta
evidencia, es posible que la determinacion de las citocinas que regulan la respuesta Thl como
(IL12 e I1L.18) pueda ser asociadas y utilizadas como marcador pronostico del desarrollo de esta
enfermedad.

¢Por qué se me esta pidiendo que autorice la toma de una muestra de sangre y de orina
para estos analisis?

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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Se le esta solicitando que autorice el uso de una muestra de sangre para realizar diferentes
examenes de laboratorio que contribuiran a su diagnostico y una muestra de su orina, debido a
que en este tipo de muestra se puede determinar y cuantificar diferentes sustancias liberadas
por las células del sistema inmune como citocinas.

Su aceptaciéon para proporcionar esta muestra de orina es opcional y depende totalmente de
usted, de contar con ella dependera que podamos incluirlo en el proyecto.

¢Qué efectos adversos (negativos) puedo sufrir al donar una muestra de sangre y orina?

Se extraera una cantidad de sangre de 7 mL para los analisis de laboratorio, este tipo de
muestra es similar a 1. que usualmente se toma para realizar examenes de rutina del laboratorio
clinico; este procedimiento es considerado como de riesgo minimo, puede sentirse ademas del
dolor natural de la puncién una leve molestia o la presencia de equimosis o un pequefo
hematoma en el sitio de puncién, procedimiento que no pondra en peligro la vida.

Para la toma de muestra de orina, se le pedira a usted como paciente que recoja la primera
orina de la mafana, la toma de este tipo de muestra no tiene un riesgo conocido y no
representa un peligro para la vida.

Si la muestra no presenta la condicién necesaria para' su analisis se le pedira la toma de una
nueva muestra.

¢Coémo se guardara la muestra de sangre y orina y quién podra utilizar la informacién
que se obtenga de los resultados?

Las muestra de sangre sera utilizada inmediatamente después de realizada su toma, L.a muestra
de orina por el contrario, sera congelada en el laboratorio de Inmunologia del HUS en forma
segura y se etiquetara con un numero unico, esta muestra sera empleada para cuantificar
citocinas pro-Thl. La informacién que lo identifica directamente, es decir, su nombre, iniciales,
direcciéon y numero de teléfono se archivaran en una base de datos; los cuales seran
exclusivamente utilizados por los investigadores. Adicionalmente, toda la informacién que
usted suministre y aquella obtenida en la investigacién serda manejada confidencialmente, y no
sera utilizada para fines distintos a los cientificos. Adicionalmente, usted puede contar con la
libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el estudio si
asf lo desea.

¢Se me permitira tener acceso a la informacién que se recopile de estos estudios?
Usted puede tener acceso a la informacién que se recopile como parte del estudio solicitandola
al grupo de investigacion. Es posible que el director del proyecto le solicite durante el curso del

estudio informacion adicional sobre usted o informacion familiar.

¢ Tendré algtin beneficio inmediato del resultado de estos analisis?

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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No, estos analisis se llevan a cabo como parte de una investigacién y no proporcionan ningun
beneficio econémico; sin embargo, su participaciéon servira de ayuda para alcanzar nuevo
conocimiento, ya que los resultados obtenidos de este estudio permitiran establecer el papel de
las citocinas pro-Thl en orina en la severidad de la nefritis lapica. Adicionalmente, estos
resultados podran ser utilizados para una posible publicacion cientifica guardando estricta
confidencialidad.

¢Conoceré los resultados del estudio?

Si, los estudios seran dados a conocer a usted personalmente por el director del proyecto una
vez estén disponibles.

¢Podra utilizarse la muestra almacenada por el grupo de investigaciéon de inmunologia
clinica del Hospital Universitario de la Samaritana para otros estudios?

Si, es muy posible que la informacién que se logre obtener en éste estudio permita realizar
nuevas investigaciones (Moleculares y Genéticos) sobre el material preservado en el Hospital
Universitario de la Samaritana, y por lo tanto, este consentimiento y su aprobaciéon nos
permitira usarla en otros proyectos.

Este proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario de la
Samaritana, todos sus protocolos se ajustan a las leyes internacionales y a las disposiciones
vigentes en Colombia segun la Resolucion No, 008430 de 1993, que establecen las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud.

He leido la informacién que contiene este formulario de consentimiento. He preguntado al
personal todas las dudas que he tenido en este momento sobre mi participaciéon en la
investigacion en la recoleccion de la muestra.

DILIGENCIAR EN EL. ORDEN QUE APARECE

NOTA: ESTA SECCION DEBE SER DILIGENCIADA SOLO POR EL VOLUNTARIO/
A O POR EL TUTOR.

Nombre del Voluntario/a Firma del Voluntario/a
Fecha
Ditreccion: Ciudad:

Teléfono (fijo y Celular)

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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NOTA: ESTA SECCION DEBE SER DILIGENCIADA SOLO POR EL TESTIGO.

Con mi firma certifico que estuve presente durante la discusiéon del Formato de
Consentimiento, todas las dudas fueron resueltas satisfactoriamente y la participacién de este
voluntario(a) es voluntaria.

Nombre del Testigo Firma del testigo
Fecha:
Direccion: Ciudad:

Teléfono (fijo y/o celular):
Relacién con el voluntario/a:

Niveles de citocinas pro TH 1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
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 Enfermedad autoinmune
e Compromiso multiorganico

e Ambiente de citocinas aberrantes

* Difiere de controles sanos, otras enfermedades
autoinmunes y diferentes fenotipos del LES

Singh S., Saxena R. Am J Med Sci 2009; 337: 451-460
Horwitz DA., Jacob CO. Springer Semin Immunopathol 1994; 16: 181-200
Dean SG., Tyrrell-Price J., et al. Ann Rheum Dis 2000; 59: 243-251
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e Balance entre las citocinas determina:
— Fenotipo
— Severidad
— Susceptibilidad a la enfermedad

e Patogénesis del LES:

— Desequilibrio entre citocinas producidas por
linfocitos Thly Th2

Dean SG., Tyrrell-Price J., et al. Ann Rheum Dis 2000; 59: 243-251
Foster MH., Kelley VR. Semin Nephrol 1999; 19: 173-181
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e Los linfocitos pre-Th +1L12 e IL18 = linfocitos
secretores de citocinas Thl

* Trabajos en modelos animales y en humanos
han demostrado la importancia del papel de
las citocinas pro-Thl

Abbas AK., Lichtman AH., et al. Inmunologia celular y molecular. 6ta ed. Barcelona: Elsevier Saunders, 2008
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* Ante la falta de marcadores no invasivos
predictores de actividad lupica, decidimos
estudiar los niveles de 2 citocinas pro-Thl en
pacientes con LES, con el fin de poderlas
utilizar en un futuro como pruebas
diagnosticas y pronosticas que permitan una
identificacion precoz para instaurar un manejo
temprano y asi lograr reducir la progresion y
desenlaces catastroficos
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 Se realizd un estudio observacional analitico de corte
transversal en pacientes con diagnostico de LES segun
los criterios del ACR

* Los pacientes fueron recolectados en los servicios de
consulta externa, urgencias y hospitalizacion de los
servicios de Medicina Interna e Inmuno-Reumatologia
del Hospital Universitario de la Samaritana

e Se dividieron los pacientes en los siguientes grupos:

— LES activo
— LES inactivo

Hochberg MC. Arthritis Rheum. 1997; 40: 1725
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* Serecolectaron de manera aleatoria 30 sujetos
sanos, sin antecedentes autoinmunes tanto
personales como familiares, los cuales fueron
asignados al grupo control

e Se evaluo la actividad del lupus con el SLEDAI
— Inactividad (0 a 4)
— Actividad moderada (5 a 8)
— Actividad severa o grave (mayor a 8)

e E|tipo de muestreo se realizdé por muestreo no

probabilistico por conveniencia durante un
periodo de 2 anos

Bombardier C., Gladman DD., et al. Arthritis Rheum. 1992; 35: 630-640
Gladman DD., Urowitz MB., et al. ] Rheumatol 2000; 27: 377-379
Ibanez D., Gladman DD., Urowitz M. J. Rheumatol 2007; 34: 336-40
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E———— ESTEARASA LEUCOCITARIA

e Con el fin de descartar infeccion de tracto
urinario (UTI)

e A todas las muestras se les realizo uroanalisis
y deteccion de estearasa leucocitaria,
utilizando el lector de tiras Multistik (10S6)
Clinitek advantus.
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DE CITOCINAS

e La cuantificacion de citocinas pro-Thl en orina se
estudio utilizando citometria de flujo
multiparamétrica (Beckman Coulter) con un
estuche comercial de eBiosciences (IL-12, IL-18 y
MCP-1)

e Con el fin de corregir el estado de hidratacion del
paciente, la concentracion de citocinas fue
normalizada y expresada como la proporcion de
picogramo (pg) de citocina por miligramo (mg) de
creatinina (citocina/creatinina: pg/mg)
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e Las variables cualitativas se presentaron con su distribucion
de frecuencias

e Las variables cuantitativas se resumieron con su medianay
rango intercuartil (RIQ)

e Serealizo comparacion de medianas de los niveles de
citocinas en orina de individuos con LES activo, LES no
activo y sanos a través de la prueba no paramétrica o test
estadistico de Kruskal-Wallis

* Los paquetes informaticos utilizados fueron:
— Microsoft Office Excel® 2003: construccidon de la base de datos a
partir del fichero inicial.

— STATA®, version 11.0 Statacorp, Collage Station, Texas (USA):
analisis estadistico descriptivo e inferencial

‘4 SABANA
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RESULTADOS
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e Se valoraron 77 individuos:

— 61% (n: 47) fueron pacientes con LES y 39% (n: 30)
fueron sanos

— Mediana de edad: 26 afios (RIC: 22 a 33)

— Sexo:
 Mujeres: 76.62% (n: 59)
e Hombres: 23.38% (n: 18)
 Dentro de los pacientes con LES:

— 63.82% (n: 30) tenian actividad al momento de |la
toma de la muestra de orina

— 36.17% (n: 17) se encontraban inactivos
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Epgyesa Social def Estade

 Edad y sexo segun el tipo de sujetos

Edad en afios (mediana; RIC) 31 (24 a 44) 23.5 (22 a 26) 0.0002
Sexo (n; %) 0.099
-Femenino 39 (66.1) 20 (33.9)
-Masculino 8 (44.4) 10 (55.5)
 SLEDAI

— Mediana: 10

— RIC: 4 a 20
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e Caracteristicas generales de los pacientes con LES

Parimero | n | Pocentaie(

Compromiso cutaneo 11 23.40
Compromiso articular 7 14.89
Serositis 5 10.64
Compromiso SNC 4 8.51
Compromiso renal 25 53.19
Compromiso hematolodgico 19 40.43
ANAs positivos 40 85.10
Anti-DNA positivo 31 65.95
Anti-Clq positivo 27 57.44

Hipocomplementemia 30 63.82
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Epgyesa Social def Estade

* Valores de interleucinas entre pacientes con LES y controles

Parametro LES Sanos Total Valor de P
Mediana (RIC) | Mediana (RIC) | Mediana (RIC)

IL12 (pg/mg) 0.02(0a0.5)  224(0.11a0.37) 0.15(0a 0.43) 0.108
IL18 (pg/mg) 0.01(0a22.28) 8.5(2.65a19.49) 6.62 (0 a 20.48) 0.043
MCP-1 (pg/mg) 4.63(0.72a  0.40(0.09a0.88) 1.16(0.36 a 5.88) 0.0001

14.71)
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Epgyesa Social def Estade

* Valores de interleucinas entre pacientes con LES y controles

Parametro LES activo LES inactivo Sanos Valor de P
Mediana (RIC) Mediana (RIC) | Mediana (RIC)

IL12 (pg/mg) 0.12 (0 a 0.65) 0(0a0.41) 2.24 (0.11 a2 0.37) 0.138
IL18 (pg/mg) 4.86 (0 a 22.28) 0(0a14.74) 8.5 (2.65 a 19.49) 0.053
MCP-1 (pg/mg) 11.42(4.05a22.56) 0.72(0,54a1.23) 0.40(0.09 a 0.88) 0.0001
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 Correlacion entre SLEDAIl e IL-12

25 |*

. r=0.29
c;x 15 p =0.042
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 Correlacion entre SLEDAI e IL-18
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e Correlacidon entre SLEDAI y MCP-1
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E-J p =0.0001
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CONCLUSIONES
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e La distribucion de la muestra estudiada es similar
a la de la poblacion general con LES, en cuanto a
sexo y edad

e La mayoria de los pacientes estudiados
presentaban actividad lupica, lo cual se ve
reflejado tanto en la mediana de SLEDAI como en
los parametros serologicos

 Aunque el compromiso renal fue el parametro de
mayor presentacion, no se diferencio entre
nefritis activa y no activa
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e No se encontro relacidon entre niveles elevados
de IL-12 y los pacientes con LES tanto activos
cCOMmo no activos

 Tampoco se evidencio correlacion fuerte entre
el SLEDAI y los niveles elevados de [L-12
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e Se encontro que en comparacion con la IL-12,
la IL-18 presenta niveles mas altos, sin
embargo con RICs muy amplios

 Se evidencio niveles mas altos de IL-18 en
pacientes con LES activo que en pacientes con
LES inactivo

 Hubo correlacion positiva moderada entre los
niveles de SLEDAI y de IL-18
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* Fue la citocina con la distribucion mas
predecible

e Se encontraron niveles mas altos en pacientes
con LES que en sanos

e Se evidencio niveles mas altos en pacientes
con LES activo en comparacion con pacientes
con LES inactivo

 Hubo correlacion positiva fuerte entre los
niveles de SLEDAI y los niveles de MCP-1
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* Tucci M,, et al:
— n: 150 pacientes con LES; 69 controles
— 3 grupos:
e A: nefritis; n: 52 (dx confirmado por Bx)
e B:sin nefritis; n: 98
e C: controles; n: 69
— ELISA:
* |[L-12p70/p40 e IL-4 (sangre y orina)
e |L-23p19 e IFN-y (sangre)
— Inmunohistoquimica:
e Acumulacion glomerular de 1L-12

Tucci M., et al. Clin Exp Inmunol 2008; 154: 247-254
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* Tucci M,, et al:
— Mayores niveles de IL-12 en sangre (ptes con NL)
— No se relaciono IL-4 con daio renal

— Relacidn directa entre IFN-y y severidad de dano
renal

— Acumulacion de IL-12 en células mononucleares
glomerulares, correlacionado con niveles urinarios

Tucci M., et al. Clin Exp Inmunol 2008; 154: 247-254
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* Migliorini P, et al:
— n: 50 ptes con LES; 32 controles

— ELISA sangre y orina:

e |[L-18

* |L-18BP (proteina de unién de la IL-18)
— Calculo matematico: IL-18 libre

— Seguimiento de 8 pacientes con LES activo

Migliorini P., et al. Eur Cytokine Netw 2010; 21: 264-271
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* Migliorini P, et al:
— Niveles séricos mas altos de IL-18, [L-18BP e IL-18
libre en pacientes con LES que en controles

— Niveles urinarios mas altos de IL-18 en pacientes
con LES que en controles

— No correlacion entre los niveles urinarios de IL-18
y proteinuria

— Niveles séricos mas altos de IL-18 e IL-18 libre en
pacientes con LES activo que en LES inactivo

Migliorini P., et al. Eur Cytokine Netw 2010; 21: 264-271
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* Migliorini P, et al:
— Correlacion entre ECLAM vy niveles séricos de IL-18
e IL-18 libre

— Niveles séricos mas altos de IL-18 e IL-18 libre en
LES activo sin nefritis que en LES activo con nefritis

— No encontraron diferencias en los niveles
urinarios de IL-18 e IL-18 libre entre LES activo sin

nefritis y LES activo con nefritis

Migliorini P., et al. Eur Cytokine Netw 2010; 21: 264-271
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DESCRIPCION O ABSTRACT

Los estudios han sugerido que hay un imbalance en la produccion de células T helper, (Th1y Th2)
que juega un papel importante en la patogénesis del LES. Ademas, se ha demostrado el predominio
de genes de expresion de las citocinas Th1y MCP-1 en el sedimento urinario de pacientes con
nefritis lupica activa. Se realiz6 un analisis cuantitativo de las citocinas pro Th-1 (IL-18) y MCP-1 en
sedimento urinario de pacientes con LES. Nuestros resultados confirman observaciones
previamente mencionadas, donde hubo elevacién de los niveles de MCP-1 en sedimento urinario
en pacientes con nefritis lupica, ademas esta es la primera vez que se medi6 las citocinas pro Th1
(IL-18) en orina, encontrando elevacion en este mismo grupo de pacientes. < Studies have
suggested that an imbalance in the cytokines produced by T-helper cells (Th-1 and Th-2) plays an
important role in the pathogenesis of SLE. Furthermore, it has been demonstrated the
predominance of Th-1 cytokine gene expression and MCP-1 in the urinary sediment of patients with
active lupus nephritis. We performed a quantitative analysis of a pro Th-1 cytokine (Il-18) and MCP-1
in the urinary sediment of patients with SLE. Our results confirm previous observations of elevated
levels of MCP-1 in urinary sediment of patients with lupus nephritis, however this is the first time that
a pro-Th1 cytokine (I1-18) measured in urine is found elevated with in patients with lupus nephritis,
proving the role of pro-Th1 cytokines in lupus nephritis. Further analyses with a larger sample and
more pro-Th1 cytokines (I1-12, 1I-23, II-27) are needed to confirm these observations <

PALABRAS CLAVES

Lupus, citocinas, nefritis, actividad.

SECTOR ECONOMICO AL QUE PERTENECE EL
PROYECTO

no aplica.

TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional analitico de corte transversal

10

OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de las citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en la orina de los pacientes con LES
activo, inactivo y controles no enfermos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las caracteristicas clinicas de la muestra estudiada.

Estimar los niveles medios de citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en pacientes con LES activo, LES
inactivo y sujetos sanos.

Explorar si los niveles de citocinas en pro-Th1 (IL12 e IL18) en orina se correlacionan con los
parametros clinicos y paraclinicos de la actividad lupica.
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RESUMEN GENERAL

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de enfermedad autoinmune, pues puede tener
un gran abanico de manifestaciones. Puede afectar cualquier 6rgano del cuerpo humano pero el
compromiso renal (nefritis lUpica) puede asociarse a una alta morbilidad y progresién a enfermedad
renal terminal (1). La incidencia del compromiso renal es mas variable y oscila entre 25 y 75%
dependiendo de la poblacién estudiada y los criterios diagnésticos utilizados para identificar el
compromiso renal (2-5). En general, el 60% de los pacientes con LES desarrollaran nefritis de
relevancia clinica durante el curso de su enfermedad (1). Las poblaciones afroamericanas e
hispanas parecen desarrollar nefritis mas frecuentemente y en forma mas temprana y severa (6, 8).
La glomérulo nefritis que lleva a proteinuria severa persistente, falla renal y enfermedad renal
terminal sigue siendo una de las complicaciones mas severas del LES con una morbilidad y
mortalidad significativa (9).

Actualmente la evaluacion de los pacientes con LES incluye anticuerpos, complemento, uroanalisis,
depuracion de creatinina y la medicion de la proteinuria (28). Sin embargo, estos parametros no son
predictivos de severidad de actividad Iipica y no tienen relacién con la clasificacién o severidad de
la nefropatia observada en la biopsia, ni tampoco han demostrado ser seguros en evaluar la
respuesta al tratamiento (29).

Ante la falta de marcadores no invasivos predictores de actividad Itpica, con buena correlacion con
las complicaciones mas severas, se requiere el desarrollo de nuevas pruebas diagnosticas y
pronosticas que permitan una identificacién precoz para instaurar un manejo temprano y asi lograr
reducir la progresion y desenlaces catastroficos.

Los objetivos son, determinar los niveles de las citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en la orina de los
pacientes con LES activo, inactivo y controles no enfermos. Describir las caracteristicas clinicas de
la muestra estudiada. Estimar los niveles medios de citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en pacientes
con LES activo, LES inactivo y sujetos sanos. Explorar si los niveles de citocinas en pro-Th1 (IL12 e
IL18) en orina se correlacionan con los parametros clinicos y paraclinicos de la actividad lupica.
Para esto se realizd un estudio observacional analitico de corte transversal en pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion, los cuales se fraccionaron en dos grupos divididos asi:
pacientes con lupus activo y pacientes con lupus inactivo, los cuales fueron recolectados por medio
de un instrumento predeterminado, en los diferentes servicios de Medicina Interna e Inmunologia
del Hospital Universitario de la Samaritana. Para el grupo control se recolectaron mediante
muestreo no probabilistico por conveniencia. Se consider6 el diagnostico de lupus activo segun la
clasificacion de LES del Colegio Americano de Reumatologia (30). Se evaluo la actividad del lupus
con el SLEDAI. El tipo de muestreo se realizo por muestreo no probabilistico por conveniencia. La
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CONCLUSIONES.

EI LES es una enfermedad autoinmune caracterizada por un ambiente de citocinas aberrantes y
compromiso multiorganico (10, 11). Aunque el LES es generalmente considerado un prototipo de
enfermedad dominado por citocinas pro-Th2, reportes recientes de trabajos en modelos animales y
en humanos han demostrado la importancia del papel de las citocinas pro-Th1.

Nuestro estudio es el primero en evaluar al mismo tiempo los niveles de dos citocinas pro-Th1 (IL12
e IL18) en orina de pacientes con LES y controles sanos, comparandolo con la MCP-1, marcador
urinario ya demostrado en LES.

Los resultados mostraron una elevacion en los niveles de IL-18 (p=0.053), y como era de esperarse
de MCP-1 (p=0.0001), en la orina de pacientes con LES con significancia estadistica, inclusive con
mayor expresion en pacientes con LES activo.

Otros estudios han demostrado la presencia de IL18 en orina de pacientes con LES. Migliorini y
colaboradores, encontraron que los niveles de IL18 en sangre y orina fueron mas altos en pacientes
con LES que en los controles sanos, sin embargo solamente se evidencié correlacidn con la
actividad lupica en los niveles en sangre mas no en orina (34). En dicho estudio, la mayoria de
pacientes con LES activo (16 de 22) presentaban nefritis lUpica, lo que genera sesgo al comparar
los niveles entre subgrupos de actividad. En contraste, otros estudios han demostrado la elevacion
de IL18 en orina como marcador de dafio renal agudo al igual que predictor de severidad en
enfermedad renal aguda en nifios criticamente enfermos (35).

La controversia continua, pues nuestro estudio si muestra diferencias entre los niveles de IL18 de
pacientes con LES activo y no activo. A diferencia del estudio de Migliorini y colaboradores, nuestro
estudio no diferencié entre subgrupos de actividad lupica, o que seria interesante estudiar con una
muestra mas amplia y con un mayor nimero de pacientes con compromiso renal, al igual que
multiples mediciones a lo largo de la evolucion de la enfermedad.

No asi ocurrié con la IL12, la cual, aunque fue més alta en pacientes con LES activo en
comparacion con los pacientes con LES no activo (p=0.138), no fue posible establecer significancia
estadistica. Estudios previos han demostrado la correlacion entre los niveles de IL12 en orina y
sangre y la actividad Itpica, en especial nefritis (36). Tucci y colaboradores encontraron mayor
expresion de IL12 en la orina de pacientes con nefritis Ilpica en comparacién con pacientes con
otra actividad. La falta de diferenciacién en los subgrupos de los pacientes con actividad lGpica
estudiados en nuestra muestra podria dar una posible explicacion a la diferencia entre nuestros
hallazgos y los de Tucci y colaboradores.

Los datos obtenidos suman evidencia en cuanto a la medicién de MCP-1 en orina de pacientes con
LES v confirman su efectividad como marcador de actividad lupica. pues fue esta la de mavor
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que juega un papel importante en la patogénesis del LES. Ademas, se ha demostrado el predominio
de genes de expresion de las citocinas Th1y MCP-1 en el sedimento urinario de pacientes con
nefritis lupica activa. Se realiz6 un analisis cuantitativo de las citocinas pro Th-1 (IL-18) y MCP-1 en
sedimento urinario de pacientes con LES. Nuestros resultados confirman observaciones
previamente mencionadas, donde hubo elevacién de los niveles de MCP-1 en sedimento urinario
en pacientes con nefritis lupica, ademas esta es la primera vez que se medi6 las citocinas pro Th1
(IL-18) en orina, encontrando elevacion en este mismo grupo de pacientes. < Studies have
suggested that an imbalance in the cytokines produced by T-helper cells (Th-1 and Th-2) plays an
important role in the pathogenesis of SLE. Furthermore, it has been demonstrated the
predominance of Th-1 cytokine gene expression and MCP-1 in the urinary sediment of patients with
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in the urinary sediment of patients with SLE. Our results confirm previous observations of elevated
levels of MCP-1 in urinary sediment of patients with lupus nephritis, however this is the first time that
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de las citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en la orina de los pacientes con LES
activo, inactivo y controles no enfermos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las caracteristicas clinicas de la muestra estudiada.

Estimar los niveles medios de citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en pacientes con LES activo, LES
inactivo y sujetos sanos.

Explorar si los niveles de citocinas en pro-Th1 (IL12 e IL18) en orina se correlacionan con los
parametros clinicos y paraclinicos de la actividad lupica.
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RESUMEN GENERAL

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de enfermedad autoinmune, pues puede tener
un gran abanico de manifestaciones. Puede afectar cualquier 6rgano del cuerpo humano pero el
compromiso renal (nefritis lUpica) puede asociarse a una alta morbilidad y progresién a enfermedad
renal terminal (1). La incidencia del compromiso renal es mas variable y oscila entre 25 y 75%
dependiendo de la poblacién estudiada y los criterios diagnésticos utilizados para identificar el
compromiso renal (2-5). En general, el 60% de los pacientes con LES desarrollaran nefritis de
relevancia clinica durante el curso de su enfermedad (1). Las poblaciones afroamericanas e
hispanas parecen desarrollar nefritis mas frecuentemente y en forma mas temprana y severa (6, 8).
La glomérulo nefritis que lleva a proteinuria severa persistente, falla renal y enfermedad renal
terminal sigue siendo una de las complicaciones mas severas del LES con una morbilidad y
mortalidad significativa (9).

Actualmente la evaluacion de los pacientes con LES incluye anticuerpos, complemento, uroanalisis,
depuracion de creatinina y la medicion de la proteinuria (28). Sin embargo, estos parametros no son
predictivos de severidad de actividad Iipica y no tienen relacién con la clasificacién o severidad de
la nefropatia observada en la biopsia, ni tampoco han demostrado ser seguros en evaluar la
respuesta al tratamiento (29).

Ante la falta de marcadores no invasivos predictores de actividad Itpica, con buena correlacion con
las complicaciones mas severas, se requiere el desarrollo de nuevas pruebas diagnosticas y
pronosticas que permitan una identificacién precoz para instaurar un manejo temprano y asi lograr
reducir la progresion y desenlaces catastroficos.

Los objetivos son, determinar los niveles de las citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en la orina de los
pacientes con LES activo, inactivo y controles no enfermos. Describir las caracteristicas clinicas de
la muestra estudiada. Estimar los niveles medios de citocinas pro-Th1 (IL12 e IL18) en pacientes
con LES activo, LES inactivo y sujetos sanos. Explorar si los niveles de citocinas en pro-Th1 (IL12 e
IL18) en orina se correlacionan con los parametros clinicos y paraclinicos de la actividad lupica.
Para esto se realizd un estudio observacional analitico de corte transversal en pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion, los cuales se fraccionaron en dos grupos divididos asi:
pacientes con lupus activo y pacientes con lupus inactivo, los cuales fueron recolectados por medio
de un instrumento predeterminado, en los diferentes servicios de Medicina Interna e Inmunologia
del Hospital Universitario de la Samaritana. Para el grupo control se recolectaron mediante
muestreo no probabilistico por conveniencia. Se consider6 el diagnostico de lupus activo segun la
clasificacion de LES del Colegio Americano de Reumatologia (30). Se evaluo la actividad del lupus
con el SLEDAI. El tipo de muestreo se realizo por muestreo no probabilistico por conveniencia. La
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CONCLUSIONES.

EI LES es una enfermedad autoinmune caracterizada por un ambiente de citocinas aberrantes y
compromiso multiorganico (10, 11). Aunque el LES es generalmente considerado un prototipo de
enfermedad dominado por citocinas pro-Th2, reportes recientes de trabajos en modelos animales y
en humanos han demostrado la importancia del papel de las citocinas pro-Th1.

Nuestro estudio es el primero en evaluar al mismo tiempo los niveles de dos citocinas pro-Th1 (IL12
e IL18) en orina de pacientes con LES y controles sanos, comparandolo con la MCP-1, marcador
urinario ya demostrado en LES.

Los resultados mostraron una elevacion en los niveles de IL-18 (p=0.053), y como era de esperarse
de MCP-1 (p=0.0001), en la orina de pacientes con LES con significancia estadistica, inclusive con
mayor expresion en pacientes con LES activo.

Otros estudios han demostrado la presencia de IL18 en orina de pacientes con LES. Migliorini y
colaboradores, encontraron que los niveles de IL18 en sangre y orina fueron mas altos en pacientes
con LES que en los controles sanos, sin embargo solamente se evidencié correlacidn con la
actividad lupica en los niveles en sangre mas no en orina (34). En dicho estudio, la mayoria de
pacientes con LES activo (16 de 22) presentaban nefritis lUpica, lo que genera sesgo al comparar
los niveles entre subgrupos de actividad. En contraste, otros estudios han demostrado la elevacion
de IL18 en orina como marcador de dafio renal agudo al igual que predictor de severidad en
enfermedad renal aguda en nifios criticamente enfermos (35).

La controversia continua, pues nuestro estudio si muestra diferencias entre los niveles de IL18 de
pacientes con LES activo y no activo. A diferencia del estudio de Migliorini y colaboradores, nuestro
estudio no diferencié entre subgrupos de actividad lupica, o que seria interesante estudiar con una
muestra mas amplia y con un mayor nimero de pacientes con compromiso renal, al igual que
multiples mediciones a lo largo de la evolucion de la enfermedad.

No asi ocurrié con la IL12, la cual, aunque fue més alta en pacientes con LES activo en
comparacion con los pacientes con LES no activo (p=0.138), no fue posible establecer significancia
estadistica. Estudios previos han demostrado la correlacion entre los niveles de IL12 en orina y
sangre y la actividad Itpica, en especial nefritis (36). Tucci y colaboradores encontraron mayor
expresion de IL12 en la orina de pacientes con nefritis Ilpica en comparacién con pacientes con
otra actividad. La falta de diferenciacién en los subgrupos de los pacientes con actividad lGpica
estudiados en nuestra muestra podria dar una posible explicacion a la diferencia entre nuestros
hallazgos y los de Tucci y colaboradores.

Los datos obtenidos suman evidencia en cuanto a la medicién de MCP-1 en orina de pacientes con
LES v confirman su efectividad como marcador de actividad lupica. pues fue esta la de mavor
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