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I. TiTUuLO

Caracterizacion del perfil de citocinas en pacientes con lupus eritematoso sistémico y

artritis con patron erosivo (Rupus).



Il.  ANTECEDENTES

La coexistencia de diferentes enfermedades autoinmunes sistémicas en un mismo individuo
es poco frecuente y una de las asociaciones mas raras es la concurrencia de lupus
eritematoso sistémico (LES) con artritis reumatoide (AR); esta imbricacion también es
denominada “rupus”, término acufiado por Schur en 1971.' Si bien es cierto que ambas
enfermedades tienen como manifestacion cardinal a la artritis y esta tiene distribucion
similar, afectando principalmente las pequefias articulaciones de las manos, mufiecas, y

rodillas, la afectacion articular en LES es claramente no erosiva.

El estudio de la superposicién de las manifestaciones clinicas entre AR y LES no es
reciente, aunque apenas ahora se estan discriminando las caracteristicas seroldgicas y
patogénicas de manera exhaustiva. En 1960, Toone y colaboradores describieron la
presencia de células LE (hasta entonces consideradas exclusivas de LES) en el suero de 15
pacientes con AR, de los cuales 8 presentaban manifestaciones sistémicas.> En 1969,
Kantor reportd el caso de una mujer de 49 afios con artritis erosiva, deformante, nddulos
subcutaneos, titulos altos de factor reumatoide (FR), anticuerpos antinucleares (ANA),
anticuerpos anti-ADN de doble cadena (anti-dsSDNA), y nefropatia ltpica.®> En 1987, Cohen
y colaboradores reportaron que el 3.6% (11 de 309) de los pacientes con LES cumplian los
criterios de clasificacion para AR, sugiriendo que ambas enfermedades estan asociadas méas
frecuentemente a lo esperado por el azar.* En contraste, en el estudio realizado por Panush y
colaboradores en aproximadamente 7000 pacientes estudiados durante 11 afios, so6lo
pudieron identificar a 6 individuos con rupus; concluyendo que la coexistencia de LES y AR
no es frecuente, observando una prevalencia de 0.09%, méas de diez veces inferior al 1.2%
esperado por el azar.” Recientemente, Icen y colaboradores exploraron la presencia de los
criterios de clasificacion de LES y su influencia en la mortalidad en una cohorte de 603
pacientes con AR seguidos a través del tiempo. Los autores encontraron que el 15.5 % de los
pacientes con AR presentaban 4 o més criterios de clasificacion de LES en un seguimiento
de 25 afios, y que su presencia se asocia a un riesgo de muerte 2 veces mayor que los

individuos que no presentan estas manifestaciones.’

En México también ha existido interés por la discriminacion de pacientes con rupus. Simon
y colaboradores encontraron que pacientes mexicanos con rupus mostraron un inicio
caracteristico de AR, pero en un promedio de cuatro afios presentaron signos y sintomas que

permitieron el diagndstico de LES, incluyendo alteraciones de laboratorio que sugerian la



coexistencia de ambas enfermedades en un mismo individuo.” EI mismo grupo
posteriormente describié que la edad media al diagnostico fue de 29 afios y el tiempo
promedio de aparicion de LES desde la aparicién de AR fue de 9.1 afios, con unrango de 1 a

23 afos.®

Ademas del estudio de las caracteristicas clinicas, se han tratado de identificar diferentes
biomarcadores que diferencien a los pacientes con LES de aquellos que ademés desarrollan
artritis erosiva. Actualmente, hay evidencia que apoya la existencia del rupus como un
verdadero sindrome de superposicion. En 2001, Mediwake y colaboradores reportaron el
seguimiento de 231 pacientes con LES evaluados por artritis; 10 pacientes presentaron
enfermedad erosiva, seis de los cuales fueron positivos para FR, y seis fueron positivos para
anticuerpos anti-RA33 (un anticuerpo de baja sensibilidad pero alta especificidad para AR),
mientras que sélo dos fueron positivos para anticuerpos contra péptidos ciclicos citrulinados
(anti-CCP, el anticuerpo con mayor sensibilidad y especificidad que existe actualmente para
AR).® Nuestro grupo fue el primero en realizar, de manera dirigida, la identificacién de los
anticuerpos anti-CCP en pacientes con rupus. En un analisis serolégico que incluy6
pacientes con diagndstico ineludible de rupus, la frecuencia de positividad para anticuerpos
anti-CCP fue similar en pacientes con rupus y en pacientes con AR agresiva de larga
evolucion (57% vs. 86%, p=ns), mientras que ambos fueron significativamente mayores a lo
encontrado en pacientes con LES vy artritis no erosiva (0%, p<0.05 en ambas
comparaciones).’’ Esta asociacién entre anticuerpos anti-CCP y rupus ha sido
posteriormente confirmada por otros grupos.***? Mas recientemente, demostramos que la
presencia de anticuerpos anti-CCP en pacientes con LES confiere una razén de momios de
18.2 (IC95%, 0.66-495) para el desarrollo de artritis erosiva, mientras que las
concentraciones elevadas de proteina C reactiva son buenos marcadores serolégicos para un
patrén erosivo en pacientes con LES." Esta expresion diferencial de anticuerpos anti-CCP y
de proteina C reactiva en pacientes con LES vy artritis erosiva ha sentado las primeras bases
para sustentar un papel patogénico de ambos biomarcadores en rupus, apoyando que este

padecimiento es un verdadero sindrome de superposicién entre AR y LES.*



JUSTIFICACION

Actualmente no existe ningln trabajo publicado informando sobre el perfil de citocinas
en pacientes con LES ' artritis erosiva. Es probable que el perfil de citocinas subyacente
modifique la respuesta inflamatoria, dirigiéndola para facilitar el desarrollo de un patron
erosivo. Esto no es fatil por al menos dos razones: (A) el tratamiento de la artritis erosiva
en lupus ha sido extrapolado de pacientes con artritis reumatoide, sin conocer siquiera si
el sustrato inflamatorio subyacente es similar entre ambos padecimientos; (B) el grave
dafio y destruccion articular presente en pacientes con rupus puede impactar de manera
profunda sobre su calidad de vida, en particular sobre los indices de discapacidad.



V. OBJETIVO

Caracterizar el perfil de citocinas en suero (como un marcador sustituto del fenotipo
linfocitario) en pacientes con lupus eritematoso sistémico, de acuerdo a la presencia o

ausencia de artritis erosiva.



V. MARcO TEORICO

Las citocinas y otros mediadores de inflamacion han sido involucrados en la patogénesis de
diversas enfermedades inflamatorias reumatolédgicas. En LES, se han propuesto a diversas
citocinas involucradas en la sefializacion celular responsable de la depuracién anormal de las
células que sufren apoptosis; por ejemplo, la depuracion fisiologica del material apoptético
esta asociada a liberacion de citocinas anti-inflamatorias como el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), el cual puede estar alterado bajo condiciones de fagocitosis tardia
en LES.®® Una citocina que cumple una funcién central en la patogénesis del LES es el
factor de necrosis tumoral (TNF), al estimular la cascada proinflamatoria que favorece la
produccion de otras citocinas y mediadores; aunque su papel como orquestador central en la
inflamacién de muchas de las enfermedades autoinmunes ha sido bien establecido, su
relevancia en lupus aun sigue siendo discutida.’® Se ha demostrado que en los pacientes con
LES los niveles de TNF estan elevados (asi como los del receptor soluble de TNF) en las
muestras de biopsias renales de dichos pacientes. Estos hallazgos sugieren que el blogueo de

TNF podria ser (til en estos pacientes.™

En afios recientes se ha puesto de manifiesto el papel de los interferones de tipo | en la
patogénesis de la enfermedad. Los miembros de la familia de interferon (INF) tipo I,
incluyen a IFNa, INFB, INFo, INFk e INFe. La via de sefializacion es por medio del mismo

receptor para interferones de tipo 1.

El interferon de tipo | es producido principalmente por
las células dendriticas plasmocitoides (pDC) y, en menor medida, por otras células como
monocitos y linfocitos T, principalmente en respuesta a infecciones virales, radiacién
ultravioleta, DNA de doble cadena rico en motivos CpG no metilados y varias formas de
RNA por via de receptores de tipo Toll (TLRs), principalmente TLR7, TLR8 y TLR9. Los
complejos inmunes en LES son ricos en DNA o RNA 'y puede inducir la produccion de INF
tipo 1 en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) o pDC normales.’* El
principal efecto del INF tipo | es la regulacion a la baja de la actividad antiviral, la
diferenciacion y maduracion de las células dendriticas, la promocion de las células
cooperadoras tipo | y ayuda en el cambio de isotipo de la inmunoglobulina en los
anticuerpos maduros. Los casos de agudizacion de la actividad en LES pueden ser
secundarios a la presencia de factores ambientales como infecciones virales; la infeccion
puede desencadenar la produccion constante de IFNa y por eso estos pacientes muestran
titulos altos. Se induce y mantiene la generacion de células dendriticas maduras que

favorecen la presencia de linfocitos T autorreactivos que escaparon de la delecion de la
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tolerancia central. Estas células dendriticas (DC) maduras activan células T CD8 citotdxicas
gue generan nucleosomas, que pueden ser capturados y presentados por las DC en presencia
de IFN. "8 20 E] INFy la interleucina 6 (IL-6) promueven la diferenciacion de las células
B maduras a células plasmaticas. De esta manera, el efecto de INFa en la DC, células B y
células T podria explicar la ruptura de la tolerancia a los antigenos nucleares, la secrecién de
autoanticuerpos y la formacién de complejos inmunes caracteristicos del LES.?' Se ha
descubierto una alta expresion de genes inducibles de INF (IFIG) en PBMC en un grupo de
pacientes con esta enfermedad. EI INFa expresado por pDC es bajo en la sangre periférica
de pacientes con LES, quizas porgue es recluido en sitios de tejidos periféricos como la
piel. La alta expresion de IFIG ha sido documentada en el rifién de pacientes con LES. ‘¢ Se
ha publicado que los fragmentos pequeiios de RNA de cadena sencilla denominados
microRNA (miRNA) regulan la expresion via RNA mensajero (MRNA), la represion
transcripcional y su degradacion. El miRNA miR-146a es un regulador negativo de la via de
INF. La baja expresion de miR-146a contribuye a las alteraciones de la via del INF tipo | en
pacientes con LES. Este nuevo hallazgo propone nuevas estrategias de intervencion
terapéutica. > El INFy es el Gnico INF de tipo Il, se encuentra involucrado principalmente
en las respuestas adaptativas. Es posible que esta citocina sea expresada en tejidos
periféricos y o6rganos que son blanco de la respuesta autoinmune y ayude a mediar la

inflamacioén local y dafio. *°

La interleucina 1 (IL-1) y su inhibidor fisiologico, el antagonista del receptor (IL-1ra), han
sido asociados con LES activo y correlacionan con los niveles de PCR. IL-1ra correlaciona
con actividad renal de la enfermedad. La IL-6 es una citocina pleiotropica que es sintetizada
principalmente por monocitos, fibroblastos y células endoteliales, pero también puede
sintetizarse por células B, células T y otras. Esta es inducida por sefiales inflamatorias
(polisacéridos) y citocinas (TNF, IL-1 e IL-2), también por anticuerpos contra DNAdc y su
produccion se puede inhibir por IL-4, IL-10 e IL-13. Uno de sus efectos es inducir la
maduracion de linfocitos B en células plasmaticas para que secreten inmunoglobulinas (Ig).
Otras acciones incluyen sobre-regulacion de IL-2, la expresion de su receptor, la
estimulacién de megacariocitos para la produccion de plaquetas, la diferenciacion de
macrofagos a osteoclastos y la produccion de reactantes de fase aguda. Aunque la IL-6 es
principalmente una citocina proinflamatoria, puede inhibir la sintesis de TNF e IL-1. En los
pacientes con lupus, los niveles de IL-6 son elevados y correlacionan con la actividad de la

enfermedad y con los niveles de anti DNAdc. En contraste a lo encontrado en individuos



sanos, los linfocitos B de los pacientes con lupus generan espontdneamente cantidades
elevadas de inmunoglobulinas. El bloqueo de IL-6 disminuye la produccién espontanea de
inmunoglobulinas. La IL-6 ha mostrado una relacion estrecha con las manifestaciones
renales del lupus eritematoso sistémico. Varios estudios han demostrado una excrecion
elevada de IL-6 en la orina de pacientes con nefritis lUpica activa, quienes también tienen
altos titulos de anticuerpos contra DNAdc. Los niveles de IL-6 fueron mas altos en los
pacientes con nefritis IGpica que en los pacientes con nefritis no activa.’**Ademéas de la
afeccion renal, las manifestaciones neuropsiquiatricas del LES se han asociado a niveles
altos de IL-6 en el liquido cefalorraquideo.’® La IL-6 y sus receptores pueden ser
biomarcadores utiles para monitorizar la actividad de la enfermedad y la respuesta al
tratamiento. El éxito del antagonismo de esta citocina en modelos murinos ha propuesto el

inicio de la terapéutica en humanos.?

En contraste con el TNF, existe un mayor consenso sobre el papel de la interleucina 10 (IL-
10) en lupus eritematoso sistémico.'® La IL-10 es producida por monocitos y linfocitos, es
considerada una citocina anti-inflamatoria porque inhibe la activacion de los macréfagos y
la capacidad de las células para presentar antigenos que puedan activar a las células T y
producir la secrecion de TNF; sin embargo, en presencia de TNF puede adquirir actividad
pro-inflamatoria.’® Por lo tanto, las propiedades de activacion de las células B podrian
promover la enfermedad en LES. La produccion de IL-10 es inducida por complejos
inmunes por via del ligando del receptor FcyRIl o CD32 y anticuerpos contra DNA dc. Se
ha detectado 1L-10 en tinciones de las células renales de los pacientes con lupus.’® La tasa
INF o/IL-10 es elevada en nefritis lGpica clase IV mientras que en la nefritis clase V puede
estar disminuida esta relacion.?® Datos preliminares han mostrado que el uso de un
anticuerpo monoclonal dirigido contra IL-10 mejora las lesiones cutaneas, articulares 'y el
indice SLEDAI en estos pacientes.?” Al parecer es importante el equilibrio entre la IL-10 y
la IL-12. Los niveles de la forma bioldgica activa de IL-12 estan disminuidos en el suero de
pacientes con LES posiblemente por la produccién de anticuerpos inhibidores de I1L-12.2
Sin embargo también se han reportado niveles altos de 1L-12,18 y 16 en el suero de

pacientes con LES activo.'®

La interleucina 17 ( IL-17) es una proteina transmembrana aislada inicialmente en células T
CD4+ de roedores. Esta es una potente citocina pro-inflamatoria producida por varios tipos
celulares incluyendo subtipos de T (CD4+ CD8+, TCR- aff CD4- CD8- y TCR-y3), células

NK y neutréfilos.? La IL-17 juega un papel importante en la respuesta inmune contra
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bacterias y hongos. Tiene una gran potencia para reclutar monocitos y neutréfilos, facilita la
infiltracion de las células T, regula la expresion de las moléculas de adherencia (ICAM-1) y
amplifica la respuesta inmune al inducir la produccién de IL-6, prostangladina E2 y factor
estimulante de colonias de macr6fagos (GM-CSF). La IL-17 actla sinérgicamente con otras
citocinas como IL-1f, TNF e IFNa. Se han encontrado niveles elevados de IL-17 e IL-23 en
pacientes con enfermedad activa por LES, por lo tanto se asumi6 que el LES favorece la
generacion de celulas Th17. Recientes descubrimientos han sugerido una proporcion
significativa de IL-17 de linfocitos TCR- af "CD4 CD8". Estas células TCR- af CD4
CD8 vy las células Th17 también se han encontrado en biopsias renales de pacientes con
nefritis lapica, sugiriendo su papel patogénico a nivel renal. La IL-17 puede participar en la
activacion de las células B en los pacientes con LES.”*° Los factores ambientales son los
principales generadores de IL-17 en pacientes con LES, lo que contribuye a la activacion y
reclutamiento de células inmunes (neutréfilos y células T) hacia los 6rganos blanco,

amplificando la respuesta inmune.*

Por otro lado, en la artritis reumatoide se ha demostrado que la actividad inflamatoria se
puede transformar en destructiva por acciones que incluyen al sistema inmune innato y, en
particular, a una pérdida del balance en la regulacion de citocinas y de otros mediadores
inflamatorios. En la red de citocinas es crucial el papel del TNF en la inflamacion de la
articulacion como también IL-6 e IL1.%2 EI TNF es un potente inductor paracrino de otras
citocinas inflamatorias, incluyendo IL-1, IL-6, IL-8 y GM-CSF. También estimula a los
fibroblastos para expresar moléculas de adhesion, ICAM-1. Estas moléculas de adhesion
interactian con sus respectivos ligandos en la superficie de los leucocitos, produciendo un
incremento del transporte de leucocitos a los sitios de inflamacion, incluyendo a las
articulaciones de los pacientes con artritis reumatoide. El bloqueo con anticuerpos anti-
TNF  reduce significativamente la produccion de IL-1, IL-6, IL-8 y factores de

crecimiento.®

La IL-1 puede causar dafio al estimular la liberacion de metaloproteinasas por los
fibroblastos y condrocitos. Las concentraciones del antagonista del receptor de IL-1 son
elevadas en el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide pero no es
suficientemente alta para suprimir la inflamacion.>* * La IL-6 se relaciona con diversos
procesos biol6gicos como activacion de las células T, la induccién de reactantes de fase
aguda, la estimulacién para la diferenciacion y crecimiento de células precursoras

hematopoyéticas, y la proliferacion de fibroblastos sinoviales.®
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Las dos principales citocinas antinflamatorias son IL-10 e IL-4. La IL-10 es capaz de
inhibir la produccién de IL-1 y TNF. IL-10 puede ser capaz de revertir la degradacién de
cartilago mediada por antigenos estimulantes de células mononucleares en los pacientes
con artritis reumatoide. Aunque la IL-10 se encontré en el liquido sinovial de pacientes
con AR, es insuficiente para suprimir la inflamacion. La interleucina 4 (IL-4) es producida
por células T cooperadoras CD4+ Th2 y participa en la diferenciacion y crecimiento de las
células B. In vitro, la IL-4 inhibe la activacion de las células T cooperadoras tipo 1, con esto
disminuye la produccion de IL-1 y TNF e inhibe el dafio articular. La IL-4 también inhibe
la produccion de IL-6 e IL-8. En muestras de cultivo de liquido sinovial de pacientes con
AR, la IL-4 inhibe la produccion de IL-1 e incrementa la expresion del receptor antagonista
de IL-1, ambas acciones favorecen la disminucién de la inflamacion.*** En la interfaz
entre pannus y el cartilago, se pueden observar macrdfagos activos y fibroblastos sinoviales

que expresan metaloproteinasas y catepsinas de matriz.

La IL-1 y el TNF estimulan la expresion de moléculas de adhesion sobre el endotelio y
elevan el reclutamiento de neutrofilos en las articulaciones. Los neutrofilos liberan elastasas
y proteasa, que degradan los proteoglucanos en la capa superficial del cartilago. La
deplecién de proteoglucanos favorece que los complejos inmunes se precipiten en la capa
superficial del colageno y condrocitos expuestos. Los condrocitos y los fibroblastos
sinoviales liberan metaloproteinasas de matriz cuando son estimulados por la IL-1, TNF
0 células T CD4+ activadas. Las metaloproteinasas de matriz, en particular la estromelisina
y colagenasa, son enzimas que degradan la matriz del tejido conectivo y estos son los

principales mediadores de dafio articular en la artritis reumatoide.

En animales, las células T CD4+ activas estimulan la osteoclastogénesis; son la principal
causa de dafio articular independientemente de la produccién de IL1 y TNF en pacientes

con AR.*

La informacion de la produccion de citocinas relacionadas a Rupus es minima. Al momento
actual, solo existe un trabajo realizado en nuestro Instituto en el que se reportaron
concentraciones similares de INFy, IL-6, IL-4 e IL-10 a los pacientes con LES. En este
estudio se encontrd una correlacion negativa de IL-6 con niveles de PCR entre los pacientes

con LES vy artritis no erosiva, en donde se ha reportado que si existe dicha correlacion.*?
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VI

TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional, descriptivo y de corte transversal.
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VIl.  MATERIALY METODOS
Poblacidn objetivo:

Pacientes consecutivos a la consulta externa de Reumatologia de nuestro Instituto, que
satisfagan los criterios revisados de clasificacion para lupus eritematoso sistémico del
Colegio Americano de Reumatologia'. Para ser considerados como portadores de rupus, los
pacientes ademas tendran que cumplir con los siguientes criterios: (1) erosiones marginales
en las pequefias 0 medianas articulaciones de manos o pies, evidenciadas por radiologia
convencional; (2) presencia en suero de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia
indirecta; (3) seropositividad para factor reumatoide, anticuerpos contra péptidos ciclicos
citrulinados, o ambos; y (4) cumplir los criterios de clasificacion de la artritis reumatoide del

Colegio Americano de Reumatologia (previamente Asociacion Americana del Reumatismo).

Adicionalmente, se incluird un grupo de pacientes que también satisfagan los criterios de
clasificacion para lupus eritematoso sistémico sin artritis erosiva mediante radiografia
convencional. Finalmente, se incluira otro grupo de pacientes con artritis reumatoide, sin

datos clinicos que sugieran LES.

Criterios de inclusion:

a) Pacientes mayores de 18 afios

b) Diagnostico establecido de lupus eritematoso sistémico y/o artritis reumatoide.
c) Aceptar participar en el estudio

Criterios de exclusion:

a) Presencia de un proceso infeccioso activo
b) Diagnostico previo o actual de neoplasia, independientemente de estirpe histoldgica

Criterios de eliminacion:

a) Retiro de consentimiento
b) Pérdida signifcativa de muestras o de datos

TAMANO MUESTRAL.
No aplica. El presente es un estudio exploratorio, sobre un padecimiento del que hay

descritos en la literatura internacional unos doscientos casos. Se utilizaran dos grupos de
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comparacion; un grupo de pacientes con LES y otro grupo de pacientes con artritis

reumatoide.

Las variables clinicas y de laboratorio que se tomaron en cuenta para el estudio fueron:
namero de registro, edad, género, tiempo de evolucién de la enfermedad, determinacion de
anticuerpos antinucleares  (inmunofluorescencia indirecta sobre células HEp-2),
especificidad para anticuerpos extraibles del nucleo (anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-RNP y
anti-Sm) determinados por inmunoensayo enzimatico (ELISA), anticuerpos contra ADN de
doble cadena (inmunofluorescencia indirecta sobre Crithidia luciliae), cuantificacion de
factor reumatoide y proteina C reactiva por nefelometria, velocidad de sedimentacion

globular, quimica sanguinea, biometria hematica completa.

Se obtuvieron 10 cc de sangre venosa por puncion periférica en vena basilica y 4 ml de
orina; las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El suero y la

orina se almacend en alicuotas y se mantuvo en congelacion a -70°C hasta su utilizacion.

La cuantificacion de las citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, TNF, TNF-RI se realiz6 mediante

inmunoensayo enzimatico (R&D Systems).
Estadistica:

Las variables dicotomicas se describieron mediante porcentajes y el contraste entre grupos
se realiz6 mediante la prueba chi cuadrada. Las variables ordinales y dimensionales se
describen mediante mediana e intervalos minimo y maximo, mientras que los contrastes
entre grupos se realizaron mediante prueba de Kruskal-Wallis (anlisis post hoc con prueba
de Mann-Whitney).

Todos los analisis se realizaron a dos colas y se asign6 un valor de significancia estadistica
con p<0.05. Todos los anélisis se procesaron mediante el programa estadistico GraphPad

Prism version 4.02
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VIIl. RESULTADOS

Se incluyeron un total de 36 pacientes; 7 pacientes con diagnostico de Rupus, 14 pacientes

con artritis reumatoide, 15 pacientes con lupus eritematoso sistémico.
Las caracteristicas generales de los pacientes se presentan en la Tabla 1.

El 94% de los pacientes que se incluyeron pertenecian al género femenino, en el grupo de
AR hubo una frecuencia de 13 de 14, en el grupo de Rupus 7 de 7 y en el grupo de LES
14 de 15 pacientes.

El grupo de edad de 41 a 60 afios fue el que predomind en los grupos de AR y Rhupus, no
siendo asi para el grupo de LES en quienes predominé el grupo de edad de 18 a 40 afios. La
mediana de edad en los pacientes con AR fue de 56.5 afios (minima de 29 afios y maxima
de 75 afios), en Rupus la mediana de edad fue de 45 afios (38- 63 afios) y en LES la
mediana de edad fue de 33 afios (20- 49 afios). Se encontrd significancia estadistica con p=

0.001 al realizar el andlisis entre el grupo de AR vs LES y Rupus vs LES.

En cuanto al tiempo de evolucion de las enfermedades la mediana para AR fue de 15
afios (5-38 afios), en Rupus, las manifestaciones tipo artritis reumatoide fueron de 20 afios
(2- 40 afos), para las manifestaciones tipo lupus eritematoso la mediana fue de 7 afios ( 3-

27 ahos). La mediana en LES fue de 7 afios (5-18 afios).

Dentro del esquema de tratamiento con Farmacos Modificadores de Enfermedad (FARME)
utilizados, en AR la mediana fue doble terapia (2- 3), en Rupus la mediana fue doble
terapia (1- 3), en LES la mediana fue de 1.5 (1- 3). Se present6 significancia estadistica
(p= 0.02) cuando se comparé el grupo de AR con LES. Es importante mencionar que la
terapia de FARME mas usada en el grupo de AR y Rupus fue la combinacion de
Metotrexato e hidroxicloroquinay en el grupo LES la terapia de FARME mas usada fue la

monoterapia con hidroxicloroquina.

La administracion de glucocorticoides (Prednisona) durante el estudio no present6 diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo el antecedente de la administracion de
glucocorticoides se presentd con una frecuencia en el grupo de AR de 8 de 14 pacientes, en
Rupus en 6 de 7 pacientes y en el grupo de LES se administré en todos los pacientes. Se

presento significancia estadistica (p= 0.01) cuando se analiz6 el grupo de AR contra LES.
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De acuerdo a los criterios de clasificacion de AR del ACR, los pacientes del grupo de AR
los cumplieron con una mediana de 6 criterios (5-7 criterios), los pacientes con Rupus
cumplieron los criterios con una mediana de 6 (5- 6 criterios) y en los pacientes con LES
la mediana fue de 0 (0-5 criterios). Se presentd significancia estadistica (P < 0.0001) al

analizar los grupos de AR contra LES y Rupus contra LES.

En cuanto a los criterios de clasificacion para LES del ACR, en los pacientes con AR la
medina fue de O criterios (0- 2 criterios), en los pacientes con Rupus la mediana fue de 7
criterios  (6-8 criterios) y en los pacientes con LES la mediana fue de 6 criterios (4-9
criterios). Se presentd significancia estadistica (P<0.0001) al analizar los grupos de AR

contra Rupus y AR contra LES.

Se cuantificé la actividad por medio de SLEDAI, reportandose en 0 puntos en los pacientes
con AR, en los pacientes con Rupus la mediana fue de 4 puntos (0-12 puntos) Yy en los
pacientes con LES la mediana fue de 2 puntos (0-10 puntos). Se alcanz6 una significancia

estadistica (P=0.002) al analizar el grupo de AR contra el de LES.

En la escala de cronicidad SLICC/ACR, se encontr6 un puntaje de 0 para los pacientes con
AR, en los pacientes con Rupus la mediana fue de 2 puntos (0-7 puntos) y en LES Ila
mediana fue de 0 puntos (0- 5 puntos). Se reporté una P estadisticamente significativa (P=

0.01) al analizar el grupo de AR contra Rupus.

En el DAS-28 en los pacientes con AR se presentd una mediana de 4.48 puntos (0- 6.695
puntos), en los pacientes con Rupus la mediana fue de 0 (0- 0.455 puntos) y en los pacientes
con lupus la mediana fue de O (0- 4.lpuntos). Se reportdé una P estadisticamente

significativa (p < 0.0001) al analizar los grupos de AR contra Rupus y AR contra LES.

Los resultados de los examenes de laboratorio generales de los pacientes se presentan en la
Tabla 2:

En los valores de PCR, en el grupo de AR la mediana fue de 11.7 mg/L (0.38 mg/L- 26.6
mg/L), en los pacientes con Rupus la mediana fue de 5.3 mg/L (0.757- 12.9 mg/L) y en los
pacientes con LES la mediana fue de 5.38 mg/L (0.619- 28.7 mg/L). Se reportd
significancia estadistica (P= 0.02) al analizar los grupos de AR contra Rupus y AR contra
LES.
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En cuanto a los valores de leucocitos, linfocitos, neutrofilos, Hb, creatinina, BUN,
depuracion de creatinina y proteinuria en orina de 24 hrs, no se encontrd significancia
estadistica.

La mediana de las cifras de plaquetas en los pacientes con AR fue de 282, 500 (120, 000-
368,000), la mediana en los pacientes con Rupus fue de 181,000 (79,000-279,000) y en los
pacientes con LES la mediana fue de 248,000 (146,000-431,000). Se reportd una P

significativa (P= 0.03) al analizar el grupo de AR contra Rupus.
Los resultados de los estudios inmunoldgicos se reportan en la Tabla 3.

No se conto con determinaciones de C3 en los pacientes con AR, en los pacientes con
Rupus la mediana fue de 75.3 mg/dL (35.1- 85.8 mg/dL) y en los pacientes con LES la
mediana fue de 68.4 mg/dL (16-133 mg/dL).

No se contd con determinaciones de C4 en los pacientes con AR, en los pacientes con
Rupus la mediana fue de 11.6 mg/dL (3.63-27 mg/dL) y en los pacientes con LES la
mediana fue de 10.1 mg/dL (2.72- 17.5 mg/dL).

El factor reumatoide (FR) se reporto en todos los grupos estudiados, la mediana en los
pacientes con AR fue de 400 Ul (85- 2720 UI), en los pacientes con Rupus la mediana fue
de 244 Ul (0-2790 Ul) vy en los pacientes con LES la mediana fue de 28.3 UI(0-78 Ul).

Con significancia estadistica (P= 0.01) al analizar el grupo de AR contra LES.

Los anticuerpos anti-CCP positivos, se presentaron con una frecuencia en 5 de 5 pacientes
con AR, 3 de 6 en Rupusy 1de 4 con LES. Se presentd significancia estadistica al analizar
el grupo de AR vs LES (P=0.04).

Los anticuerpos antinucleares (ANA) positivos se presentaron en el 100% de los pacientes

con Rupus y LES. No se contd con ANA en los pacientes con AR.

Los anticuerpos contra Sm (anti- Sm) positivos, se presentaron con una frecuencia de 0 de 6
pacientes en el grupo de Rupus y en 8 de 14 en el grupo de LES. Se report6 una P

estadisticamente significativa (P= 0.04) al analizar el grupo de Rupus contra LES.

No se presentd significancia estadistica en los titulos de ANA, anti-DNA dc, anti-Ro, anti-
Lay anti-RNP.

Los resultados de los valores de las citocinas se encuentran en la Tabla 4.
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En los valores de IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, TNF en suero y orina, no se presenté significancia

estadistica.

En el receptor soluble de TNF en suero se reportd una mediana de 220 pg/mL (0- 390
pg/mL) en el grupo de AR, una mediana de 325 pg/mL (156- 394 pg/mL) en los pacientes
con Rupus y una mediana de 229 pg/mL (100- 483 pg/mL) en los pacientes con LES.

El receptor soluble de TNF en orina, se reporté una mediana de 295 pg/mL (79- 437
pg/mL), una mediana de 291 pg/mL(158- 366 pg/mL) en los pacientes con Rupus y una
mediana de 289 pg/mL (51-500 pg/mL) en los pacientes con LES.
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DiscusION

Nuestro estudio es uno de los primeros en los que se estudia las diferentes
concentraciones de las citocinas en rupus, ARy LES.

Como se ha reportado previamente y como se muestra en nuestro estudio, la
enfermedad llamada Rupus comparte caracteristicas clinicas y seroldgicas tanto de
AR como de LES.

El papel de los anticuerpos anti-Smith en lupus estd muy bien sustentado, incluso se
le ha relacionado con enfermedad renal tipo membranosa, en nuestro estudio no se
encontrd ningun paciente con Rupus portador de anticuerpos anti Smith.
Probablemente el Rupus no comparta todos los marcadores bioquimicos que se han
encontrado en lupus y probablemente la fisiopatologia renal en Rupus se pueda
explicar por otras causas no dependientes de este anticuerpo.

En este estudio no encontramos diferencia en las concentraciones de citocinas (IL-1,
IL-6, IL-8, IL-17 y TNF en sangre y orina) en los tres grupos estudiados; esto se
podria explicar por el nivel de actividad de la enfermedad, ya que la mayoria de los
pacientes tenia una enfermedad controlada. Por lo tanto no se encontré un perfil
especifico de citocinas para Rupus.

En nuestro estudio se report6 un hallazgo inesperado pero relevante; encontramos
niveles elevados del receptor inhibidor del factor de necrosis tumoral (TNF-RI) en
los 3 grupos tanto en sangre como en orina. Existen pocos reportes en donde se ha
relacionado este receptor como un inductor directo o indirecto de la proliferacién
celular, ademas de la expresion de moléculas de adhesion ( ICAM), que se expresan
en los queratinocitos expuestos a la radiacién solar en LES. * Esta elevacion del
TNF-RI podria representar otro biomarcador en las enfermedades reumatoldgicas;
debido a las medianas en las determinaciones séricas y la orina fueron muy
similares, para los pacientes las determinaciones en las muestras de orina podria
ser una opcion adecuada porque se evitaria el dolor de la puncion para las
determinaciones séricas y podria mostrar cambios mas representativos de lo que
sucede a nivel renal. Debido a que en nuestro estudio se incluyeron pocos pacientes
(principalmente por la escasa cantidad de pacientes con diagnostico de Rupus), se
deberadn realizar estudios con una mayor cantidad de pacientes, asi como incluir
pacientes con indices de actividad moderados a altos para determinar cambios en el
nivel de las citocinas, principalmente en TNF-RI y de acuerdo a esto se determinara

la posibilidad de que sea otro biomarcador de las enfermedades reumatolégicas.
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CONCLUSIONES

No se encontré un perfil especifico de citocinas en Rupus.
Nuestros resultados sugieren que TNF-RI puede ser un biomarcador sérico o en

orina de interés en enfermedades reumatolégicas.
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XI.  APENDICE
TABLA 1. Caracteristicas Generales de los pacientes.
AR (n=14) Rhupus (n=7) LES (n=15) P
Género
Femenino 13/14 717 14/15 NS
Edad
18 a 40 afios 3 1 10
41 60 afios 6 5 5
Mas de 61 afios 5 1 0
Mediana (min-max) 56.5 ( 29-75) 45 (38-63) 33 (20-49) 0.001°¢
Evolucion AR/LES
Menos 10 afios 6 2/5 13
De 11 a 20 afios 5 2/0 2
Mas de 21 afios 3 312 0
Mediana ( min-max) 15 (5-38) 20 (2-40) /7 (3-27) 7(0.5-18) NS
FARME
Monoterapia 0 2 7
Doble terapia 9 4 6
Triple terapia 5 1 2
Mediana ( min-max) 2(2-3) 2(1-3) 1.5(1-3) 0.02°
Glucocorticoides
durante el estudio
Si 6 4 12 NS
Glucocorticoides
previos
Si 8 6 15 0.01°
Criterios de ACR
para AR
< 4 criterios 3
5 criterios 2 3 1
6 criterios 9 4 0
> 7 criterios 3 0 0
Mediana (min-max) 6 (5-7) 6 ( 5-6) 0(0-5) <0.0001°¢
Criterios de ACR
para LES
< 2 criterios 1
De 4 a 5 criterios 0 5
De 6 a 7 criterios 0 6 7
> 8 criterios 0 1 3
Mediana (min-max) 0(0-2) 7 (6-8) 6 (4-9) <0.0001"°
SLEDAI
< 3 puntos 0 0 8
De 4 a 10 puntos 0 3 7
> 11 puntos 0 1 0
Mediana (min-max) 0 4(0-12) 2 (0-10) 0.002°
SLICC/ACR
0 0 0 9
1-2 puntos 0 3 3
3-5 puntos 0 1 3
Mas de 6 puntos 0 1 0
Mediana min-max) 0 2(0-7) 0(0-5) 0.01°
DAS-28
< 4 puntos 3 0 0
De 4.1 a 6 puntos 10 1 1
Mas > 6.1 puntos 1 0 0
Mediana (min-max) 4.48 ( 0- 6.95) 0 (0-0.455) 0(0-4.13) <0.0001*°

% AR vsRupus <0.05

® AR vs LES <0.05

“Rupus vs LES <0.05

NS= no significativo.



TABLA 2. Resultados de los exadmenes

de laboratorio generales de los pacientes.

AR (n=14) Rhupus (n=7) LES (n=15) P
PCR mg/L
<9 4 6 10
De9.1a20 6 1 4
Mas > 21 4 0 1
Mediana (min-max) 11.7 (0.38-26.6) 5.3 (0.757-12.9) 5.38 (0.619-28.7) 0.02
Leucocitos
<3000 0 1 0
De 3000 a 5000 6 2 6
> 5100 8 4 9
Mediana ( min-max) 5300 ( 4100-12700) 5500 (2200-7300) 5500 ( 3000-11300) NS
Linfocitos
<600 1 0 4
De 601 a 1500 9 6 8
> 1600 4 1 3
Mediana (min-max) 1250 ( 600-3200) 1200 ( 700-1600) 1300 ( 400-2700) NS
Neutrofilos
<1500 0 1
De 1500 a 3000 7 2 5
> 3100 7 4 10
Mediana (min-max) 3500 (2000-6000) 3400 ( 900-5000) 4000 ( 2000-10000) NS
Hemoglobina
<12 4 1 7
Del2.1al4 7 3 5
>14.1 3 3 3
Mediana (min-max) 13.2 (9.6-14.6) 13.1(10.2-15.2) 12.7 (8.6-15.7) NS
Plaquetas
< 150,000 1 3 1
De 15,000 a 350,000 10 3 11
> 351,000 3 1 3
Mediana (min-max) 282 500 (120000-368000) 181000 ( 79000-279000) 248000 (146000-431000) 0.03
Creatinina mg/dL
<0.99 13 5 10
Del a3 1 2 4
>4 0 0 1
Mediana (min-max) 0.655 (0.53-1.01) 0.74 (0.51-1.43) 0.76 (0.49-4.64) NS
BUN mg/dL
<10 2 1 4
De 10.1a20 9 4 7
>21 3 2 4
Mediana ( min-max) 16.475 (9.1-24.6) 16.47 (9.1-36.02) 11.93 (8.1-62.98) NS
Dep. creatinina
> 90 ml/min 7 1 9
De 89 a 60 6 4 4
De 59a30 1 2 1
<29 0 0 1
Mediana ( min-max) 96 (58-145) 83 (33-125) 106( 17-168) NS
Proteinuria en orina
de 24 hrs g/dia
<05 5 10
De0.51al.9 2 2
>2 0 3
Mediana ( min-max) ND 0.186 (0.054-0.586) 0.274 ( 0-130) NS

® AR vsRupus <0.05 ° AR vs LES <0.05 °Rupusvs LES <0.05 ND=No disponible. NS= no significativo.
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TABLA 3. Resultados de los estudios inmunoldgicos en los diferentes grupos de estudio.

AR (n=14) Rhupus (n=7) LES (n=15) P
C3 mg/dL ND 75.3 (35.1-85.8) 68.4 (16-133) NS
C4 mg/dL ND 11.6 (3.63-27) 10.1 (2.72-17.5) NS
FR Ul 400 (85-2720) 244 (0-2790) 28.3 (0-78) 0.01°
CCP + 5/5 3/6 lde4 0.04b
ANA + ND 717 15/15 NS
ANA titulacion ND 1280 (160-5120) 1920 (40-5120) NS
dsDNA + ND 417 12/14 NS
Ro/SSA + ND 217 3/13 NS
La/SSB + ND 2/6 1/13 NS
Sm + ND 0/6 8/14 0.04°
RNP + ND 217 10/15 NS

® AR vsRupus <0.05 ” AR vs LES <0.05 °Rupus vs LES <0.05

ND=No disponible. NS= no significativo.
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TABLA 4. Resultados de citocinas en los diversos grupos.

AR (n=14) Rhupus (n=7) LES (n=15) P
IL-1s pg/mL 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) NS
IL-6s pg/mL 0 (0-54) 0 (0-0) 0 (0-0) NS
IL-8s pg/mL 0 (0-36) 0 (0-33) 0 (0-32) NS
IL-17s pg/mL 0 (0-77) 0 (0-21) 0 (0-0) NS
TNFs pg/mL 0(0-92) 0 (0-0) 0 (0-0) NS
TNF RIs pg/mL 220 (0-390) 325 (156-394) 229 (100-483) NS
IL-lorina pg/mL 0 (0-0) 0 (0-0) 0(0-0) NS
IL-6 orina pg/mL 0(0-1) 0 (0-329) 0 (0-212) NS
IL-8 orina pg/mL 0 (0-60) 0 (0-177) 0 ( 0-603) NS
IL-170rina pg/mL 0 (0-0) 0(0-0) 0 (0-0) NS
TNF orina pg/mL 0 (0-22) 0 (0-32) 0-(0-24) NS
TNFRI orina pg/mL 295 (79-437) 291 (158-366) 289 (51-500) NS

NS= no significativo.
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