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. Resumen

Titulo: Evaluacion de los niveles urinarios de TWEAK como biomarcador de la

actividad lupica renal en pacientes sometidos a biopsia renal.

Introduccién: La prevalencia de enfermedad renal crénica en pacientes con lupus
eritematoso sistémico es elevada. Actualmente no existen biomarcadores especificos no
invasivos que evallen el grado de actividad 6 cronicidad lupica renal, por lo tanto, la
biopsia renal se considera todavia el estandar de oro que evalua el grado de afeccion
renal por lupus. EI TWEAK (por sus siglas en inglés, tumour necrosis factor-like weak
inducer of apoptosis) es una citocina miembro del receptor de la superfamilia de TNF,
involucrada en diferentes procesos fisiolégicos como proliferacion, migracion
diferenciacion y apoptosis celular. Se ha reportado que niveles urinarios elevados en
pacientes con nefritis lUpica podrian correlacionar de manera significativa con la actividad

de la enfermedad renal de esta enfermedad.

Objetivos: Determinar si existen diferencias en las concentraciones urinarias de TWEAK
en pacientes con nefritis lUpica (NL) activa demostrada por biopsia renal versus pacientes
con lupus eritematoso sistémico (LES) sin actividad renal, versus pacientes con otros

tipos de glomerulopatias y versus sujetos sanos.

Metodologia: Se realizé un estudio transversal, observacional y comparativo, en el que
se evaluaron y correlacionaron los niveles urinarios de TWEAK con el grado de actividad y
cronicidad renal de pacientes con NL, con el grado de actividad clinica (SLEDAI) de
pacientes con LES sin actividad renal, con pacientes con diagndstico de otros tipos de
glomerulopatias y con pacientes sanos sanos. Determinamos la correlacion de los niveles
urinarios de TWEAK con los hallazgos histolégicos y marcadores bioquimicos

convencionales de actividad lupica renal.

Resultados: La comparacion de los niveles urinarios de TWEAK de los pacientes con NL
son significativamente mayores versus controles sanos (p=0.007); los niveles urinarios de
TWEAK de los pacientes con otras glomerulopatias en comparacién con controles sanos
tambien son mayores (p= 0.012); y los nieveles urinarios de TWEAK pacientes con LES
pero sin actividad renal versus pacientes sanos tambien mostroé cifras significativamente
mas altas (p=0.030); sin embargo, la comparacion de los niveles urinarios de TWEAK en

el grupo de pacientes con NL siempre fue significativamente mayores respecto a todos los



grupos (p< 0.05). La capacidad de los niveles urinarios de TWEAK como biomarcador de
nefritis lupica se evalué mediante una curva ROC obteniendo sensibilidad de 72 % y
especificidad de 90%, con un area bajo la curva de 0.81 (IC 0.6539 - 0.982). Se observé

una correlacién negativa débil con los hallazgos histolégicos en pacientes con NL.

Conclusiones: En nuestro estudio se observa que los niveles urinarios de TWEAK
pueden distinguir adecuadamente entre pacientes con LES la presencia de nefritis
lupica, con sensibilidad del 72 % y especificidad del 90 % superior al desempeno de los

marcadores convencionales.

La via de sefalizacion de TWEAK representa un reto diagnostico y terapéutico actual en
la evaluacion de pacientes con LES.

Palabras clave: Nefritis lUpica, TWEAK, glomerulopatias.



II. Antecedentes

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad crénica autoinmune
caracterizada por perdida de la tolerancia dirigida contra antigenos del ndcleo,
linfoproliferacién, produccion policlonal de auto anticuerpos, formacion de complejos

inmunes e inflamacion multiorganica de tejidos. (1)

En Estados Unidos aproximadamente el 35% de los pacientes con LES tienen evidencia
clinica de nefritis en alguin momento del diagnéstico. Se estima que entre el 50-60% de
pacientes pueden desarrollar nefritis durante los primeros diez afios a partir del
diagndstico; siendo mayor la prevalencia en afroamericanos (40-69%), hispanos (36-61%)

y en mujeres (91.3%). (2)

La sobrevida en pacientes con LES es de aproximadamente 95% a 5 afios del diagndstico
y de 92% a los 10 afios del diagndstico; sin embargo, la presencia de Nefritis Lupica (NL)
reduce de manera significativa la sobrevida hasta 88% a 10 afios (3); éste peor prondstico
se explica por el riesgo inherente asociado con el desarrollo de enfermedad renal y
Enfermedad Renal Crénica Terminal (ERCT). (4)De acuerdo a los registros de United
States Renal Data Service, entre 1996 y 2004 la incidencia en adultos de ERCT
secundaria a NL fue 4.5 casos por cada millén de habitante en la poblacién general, de
17-20 casos /millén de habitantes en raza negra y de 6 casos /millén de habitantes en
hispanos. (5) Mientras que un estudio de cohorte retrospectiva realizado en el Reino
Unido, reporté que el 19% de los caucasicos y el 62% de los negros con nefropatia lupica

progresaron a ERCT. (6)

Los estudios de cohorte GLADEL study (Latin American Group forthe Study of Lupus) y
LUMINA cohort (Lupus in minorities:nature vs. nurture) en los que se evaludé Poblacion
hispana); observaron un mayor grado de actividad de la enfermedad comparado con
caucasicos; en fases iniciales estas diferencias son determinadas por factores genéticos
(genes que confieren susceptibilidad: DR2, DR3 e ITGAM) vy en estadios avanzados los
factores socioecondémicos son el principal determinante. (7)

En este sentido se ha reportado que los pacientes hispanos tienen un incremento en el
indice de dano acumulativo, mayor prevalencia en el grado y severidad de involucro renal
comparado con caucasicos lo que confiere mayor mortalidad. (8) Aunado a que Los
hispanos desarrollan nefropatia lipica a edades mas tempranas, con prevalencia en

mujeres 10:1 (mujeres: hombres). En cuanto a la mortalidad basado en el estudio
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LUMINA la tasa de sobrevida a 5 afnos en pacientes hispanos es de 86.9% comparado
con 89.8% para poblacion afroamericana y 94% para caucasicos. (9)

La prevalencia de ERC en pacientes con LES es comun, debido a que las actuales
terapias que inducen la remisién completa logran este objetivo en tan solo el 50% de los
casos. (10) La presencia de nefropatia Iupica debe considerarse en aquellos pacientes
con alteracion en la funcion renal, proteinuria, hipertension y/o sedimento urinario activo
(hematuria con presencia de eritrocitos dismorficos, leucocituria, cilindros eritrocitarios).
Otros parametros que deben considerarse al evaluar la actividad renal por lupus son los
niveles de autoanticuerpos y niveles de complemento séricos, sin embargo, la sensibilidad
y la especificidad de estos en relacién a la actividad de nefritis lUpica es baja (sensibilidad
49-79% vy especificidad 51-74%) para ser considerados como un adecuado biomarcador
de actividad renal por lupus. (11) (ANEXO I)

Por lo tanto, ante la ausencia de un biomarcador especifico la biopsia renal a pesar de ser
un estudio invasivo aun se considera el estandar de oro para evaluar el dafio renal y la
actividad de la enfermedad. (12) (ANEXO II)

Los hallazgos histolégicos que proporcionan las bases para las recomendaciones del

tratamiento de la nefritis lUpica se divide en 5 clases (ANEXO llI)

Clase I. nefritis lupica mesangial minima
Clase Il. Nefritis lupica proliferativa mesangial
Clase llI. Nefritis lupica focal

Clase IV. Nefritis lupica difusa

Clase V. nefritis lupica membranosa

Clase V. nefritis lUpica con esclerosis

En tanto, las lesiones activas, se dividen en 2 grupos y se cuantifican en un rango de
puntaje que va del 0 a 3, con maximo de 24 puntos (ANEXO 1V) (13). Mientras que las
lesiones crénicas se califican con puntajes que van del 0 a 3 puntos con un maximo de 12
puntos y se dividen en lesiones glomerulares y tubulo-intersticiales (ANEXO V) (14).La
clase Il (nefritis lupica focal) y la clase IV (nefritis lupica difusa), se diferencian por el
porcentaje de glomérulos afectados; mientras que en la clase Il es menor del 50%, en la
clase IV su valores son mayores del 50%, con un curso clinico diferentes entre ambas ya
que la nefropatia lupica clase IV se caracteriza por presentar hematuria microscopica, con

proteinuria en rangos nefréticos y con deterioro progresivo de la funcién renal. (15)
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Respecto al tratamiento tanto en las clases Il y IV esta constituido por una fase inicial de
induccion a la remision y una fase posterior de mantenimiento. El objetivo de esta terapia
es un rapido decremento en la inflamacidén a nivel renal con la meta de producir una
remision sostenida y mejorar la tasa de funcion renal. (16) Sin embargo, El tratamiento
siempre debera ajustarse de acuerdo al indice de actividad o cronicidad previamente
descrito.

Las recomendaciones actuales sugieren iniciar el tratamiento con corticoesteroides
combinado con ciclofosfamida o micofenolato de mofetilo; el uso de ciclofosfamida tiene el
beneficio adicional, en estudios controlados a largo plazo, de reducir la frecuencia de
recaida a nivel renal y el desarrollo de enfermedad renal crénica terminal comparado con
la monoterapia con esteroides. (17) El uso de ciclofosfamida intravenosa asociado o no a
esteroides se usa principalmente para inducir la remision de la actividad en pacientes con
nefritis lUpica. Algunos metaanalisis han reportado que los farmacos inmunosupresores
azatioprina o ciclofosfamida combinados con esteroides son mas efectivos en el
tratamiento de la nefritis lUpica comparado con la monoterapia con esteroides (18).

Otros esquemas de tratamiento, emplean el micofenolato de mofetilo como un agente
inmunosupresor de forma alternativa a la ciclofosfamida en el tratamiento de la nefropatia
lupica. El micofenolato de mofetilo es un inhibidor selectivo no competitivo y reversible de
la inosina 5-monofosfato deshidrogenasa; inhibe la proliferacion de linfocitos T y B asi
como la produccién de inmnoglobulinas. El mofetil micofenolato (MMF) se dispone en 2
presentaciones acido micofendlico (AMF) y MMF; este ultimo es una prodroga del acido
micofendlico desarrollado para mejorar la biodisponibilidad del AMF. EI MMF se utilizd
desde 1990 para la prevencion de rechazo agudo en pacientes pos trasplantados,
actualmente se utiliza como potencial ahorrador de glucocorticoides en el tratamiento de
pacientes con enfermedades autoinmunes; incluyendo LES. (19) Algunos estudios
aleatorizados y controlados sugieren una eficacia similar a la ciclofosfamida en la remisién
y sobrevida renal en la terapia de induccién y mantenimiento pero con mejor perfil de
seguridad. (20, 21).

En un analisis de subgrupo de acuerdo a la raza y criterios geograficos, se observo
menor respuesta a ciclofosfamida IV como terapia de induccion comparado con mofetil
micofenolato en pacientes de raza negra (40% vs 53,9%), hispanos (38,8% vs 60,9%),
latinoamericanos (32% vs. 60.7%) (22)

A nivel clinico, una manera alternativa de evaluar la actividad lupica renal es mediante la

determinacion de proteinuria y creatinina sérica, sin embargo su eficacia como
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biomarcadores es cuestionable al mostrar valores predictivos negativos y positivos bajos.
A pesar de lo anterior la resolucion de la proteinuria es considerada como el predictor de
sobrevida renal mas importante (23), empleandose los siguientes criterios para definir

actividad y remision clinica:

1) Remision completa: retorno a la creatinina basal previa mas decremento en el
indice de proteinuria-creatinina urinaria a 500 mg/g o 50 mg/mmol.

2) Respuesta parcial: estabilizacion (£25%), o mejoria en la creatinina sérica pero
sin regresar a lo normal mas 50% de decremento en el indice de

proteinuria/creatinina urinaria.

De manera adicional se debe complementar la evaluacién con los otros biomarcadores
serologicos sefalados: niveles de complemento, anticuerpos anti DNA, ANA
(Antinucleares) y Anticuerpos anti—SM (anti- Smith).

Por todo lo anterior, recientemente ha surgido el interés de definir nuevos biomarcadores
para evaluar la actividad de la enfermedad. En los ultimos anos la evidencia muestra que
el inductor débil de apoptosis similar al factor de necrosis tumoral (TWEAK) se expresa en

altos niveles en modelos animales de nefritis lUpica. (24)

El TWEAK, es una citocina que se identifica de manera inicial en 1997. El TWEAK y su
receptor de afinidad el Fn14, son miembros de la super familia de receptores TNF-TNF,
los cuales se han identificado en multiples procesos fisioldgicos tales como proliferacion
celular, migracion, sobrevida, diferenciacion e inducciéon de apoptosis. Las interacciones
TWEAK-Fn14 pueden inducir inflamacién asi como regulaciéon a la alza de un numero de
citosinas, quimiocinas y moléculas de adhesion en diversos tejidos. Mientras que los
genes de TWEAK y de Fn14 estan ampliamente expresados, su nivel de expresion es
bajo en tejidos normales pero dramaticamente elevados en el contexto de dano y
enfermedad. (25)

Actualmente se ha propuesto que el TWEAK facilita la reparacion fisioldgica de los tejidos
y su regeneracion después de una lesion aguda, pero en el contexto de enfermedades
inflamatorias cronicas la expresion desregulada de TWEAK es patogénica, por lo que
también podria considerarse como factor prondstico de respuesta al tratamiento médico.
(26)
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En un estudio realizado en poblacion China, en el que se evalud los niveles urinarios de
TWEAK como marcador de actividad en nefritis lupica en 46 pacientes con LES (12 sin
actividad renal y 34 con actividad renal); se observd que los niveles urinarios de inductor
deébil de apoptosis similar al factor de necrosis tumoral se encontraban significativamente
mas elevados en pacientes con nefritis lUpica activa, en este sentido, al correlacionar con
el indice de actividad de la biopsia renal se observd una correlacion significativamente

positiva con el indice de actividad glomerular en intersticial (r=.825 p<0.01). (27)

Mientras que un estudio transversal realizado por Gladman et al en el centro de
investigacion en LES en Ohio, Estados Unidos, se observé que los pacientes con nefritis
lupica tienen niveles urinarios de TWEAK significativamente mas elevados que aquellos

pacientes sin dafio renal. (28)

Un estudio multicéntrico evalud los niveles urinarios de TWEAK como biomarcador de
nefritis lUpica, observando que sus niveles se encuentran significativamente mas elevados
en pacientes con nefritis lUpica respecto a pacientes con otras enfermedades
autoinmunes y pacientes sanos (p=0.039). Concluyendo que los niveles urinarios de
TWEAK constituyen un mejor marcador para distinguir la actividad renal en pacientes con
LES que los anticuerpos anti DNA y niveles de complemento, al encontrar que los niveles
urinarios elevados de TWEAK predicen actividad renal en pacientes con LES con RR 7.36
(IC 95%= 2.25-24.7, p=0.001). (29)

Sin embargo se desconoce aun la posible participacion de TWEAK como biomarcador
urinario en otras glomerulopatias y los resultados hasta ahora se limitan a pacientes con
nefropatia lupica. Con base en lo anterior, proponemos evaluar los niveles urinarios de
TWEAK en una cohorte de pacientes con glomerulopatias que se someten a biopsia
renal; asi mismo se evaluaran los niveles urinarios de TWEAK en pacientes con
nefropatia lupica que se someten a biopsia renal, se correlacionaran sus niveles con el
indice de actividad histoldgico y finalmente se establecera la sensibilidad, especificidad y

valores predictivos de TWEAK urinario.
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lll. Planteamiento del problema

La afeccion renal del lupus eritematoso sistémico es una complicacion grave y comun con
impacto directo en las sobrevida del paciente. La nefritis lupica se caracteriza por
presentar un curso variable con presencia de remision y recaidas por lo que se requiere
un seguimiento constante con implicaciones en la sobrevida y modificaciones constantes
del tratamiento. La evaluacion de la actividad de lupus eritematoso sistémico esta basada

en aspectos clinicos, parametros bioquimicos y marcadores inmunolégicos.

En la actualidad no existe un biomarcador especifico no invasivo para definir la actividad
renal por lupus. Por este motivo la biopsia renal se considera el estandar de oro para
evaluar el dafo renal y la actividad de la enfermedad; sin embargo es un procedimiento
invasivo con potenciales complicaciones tales como hematuria, hematoma, descenso en
la hemoglobina con necesidad de hemotransfusion, hemorragia no controlada que amerite
tratamiento quirargico.

El TWEAK es una citocina miembro del receptor de la superfamilia de TNF involucrada en
diferentes procesos fisioldgicos como proliferacion, migracién diferenciacién y apoptosis
celular, la literatura ha presentado evidencia de que los niveles marcadamente
incrementados a nivel urinario en pacientes con nefritis lUpica activa podrian

correlacionarse de manera significativa con la actividad de la enfermedad renal.
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IV. Justificacion

La prevalencia de ERC en pacientes con LES es comin, debido a que las actuales
terapias que inducen la remision completa logran este objetivo en tan solo el 50% de los
casos. (10) La presencia de nefropatia lupica debe considerarse en aquellos pacientes
con alteracion en la funcion renal, proteinuria, hipertension y/o sedimento urinario activo
(hematuria con presencia de eritrocitos dismorficos, leucocituria, cilindros eritrocitarios).
Otros parametros que deben considerarse al evaluar la actividad renal por lupus son los
niveles de auto anticuerpos y niveles de complemento séricos, sin embargo, la
sensibilidad y la especificidad de estos en relacién a la actividad de nefritis lUpica es baja
(sensibilidad 49-79% y especificidad 51-74%) para ser considerados como un adecuado

biomarcador de actividad renal por lupus.

De tal manera que actualmente Los hallazgos histolégicos proporcionan las bases para
las recomendaciones terapéuticas y pronosticas de nefritis lUpica; considerando los
riesgos inherentes a la biopsia se han planteado evaluar el desempeio de biomarcadores
que pudieran constituirse como auxiliares en el diagnéstico y seguimiento de pacientes
con nefritis lUpica; sin embargo actualmente no existe biomarcador especifico no invasivo
para evaluacion de la actividad renal. Recientemente se publicé un estudio que demostré
una correlacion significativa entre los niveles urinarios de TWEAK y el indice de actividad
lupica de la biopsia renal, por lo que TWEAK podria constituir un biomarcador no invasivo,
de facil determinacion, adecuado desempefio y con posibilidades de reducir costos en el

abordaje diagnostico pacientes con nefritis lupica.
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V. Hipoétesis

Si los niveles urinarios de TWEAK son un marcador de actividad renal por lupus entonces
los pacientes con nefritis lupica activa diagnosticada por biopsia presentaran una
sobreexpresion del 50% de este marcador a nivel urinario en comparacién con pacientes

con lupus eritematoso sistémico sin actividad renal, otras glomerulopatias y sujetos sanos.
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VL.

Objetivos

Objetivo principal

Determinar si existen diferencias en las concentraciones urinarias de TWEAK en
pacientes con nefritis lUpica  activa reportada por biopsia, lupus eritematoso
sistémico sin actividad renal, pacientes con otras glomerulopatias primarias

reportadas por biopsia y sujetos sanos.

Objetivos especificos

Determinar los niveles urinarios de TWEAK de pacientes con LES con nefritis
activa reportada por biopsia renal; sin antecedente de tratamiento farmacolégico
previo de induccién a la remision.

Conocer los valores urinarios de TWEAK en pacientes con otras glomerulopatias
primarias reportadas por biopsia renal que no han recibido tratamiento
farmacoldgico previo.

Conocer los niveles urinarios de TWEAK en pacientes con lupus eritematoso
sistémico sin actividad renal.

Determinar los niveles urinarios de TWEAK en poblacion mexicana sin patologias
asociadas.

Cuantificar los parametros bioquimicos indicadores de afeccion renal: proteinuria,
creatinina sérica, creatinina urinaria, niveles de complemento sérico en los cuatro
grupos de estudio.

Correlacionar los parametros bioquimicos con los niveles urinarios de TWEAK en
los cuatro grupos de estudio.

Determinar la correlacion de los niveles urinarios de TWEAK con el indice de
actividad de la biopsia renal de pacientes con nefritis lUpica.

Determinar por curvas ROC el punto de corte de los niveles urinarios de TWEAK
que establezcan mejor sensibilidad y especificidad como prueba diagndstica de

nefritis lUpica
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VIl. Metodologia

a. Tipo y diseio del estudio

Estudio transversal, observacional y comparativo.

b. Poblaciéon y tamaio de la muestra
La poblacion estudiada esta constituida por pacientes con lupus eritematoso sistémico
con actividad renal corroborada por biopsia renal percutdnea sin tratamiento
farmacolodgico previo, pacientes con lupus eritematoso sistémico sin actividad renal
basado en indicadores bioquimicos, pacientes con glomerulopatias primarias de reciente
diagnodstico sometidos a biopsia renal sin tratamiento farmacoldgico previo y controles
sanos. Se calculé un tamafio de muestra para evaluaciéon de coeficientes de correlacion
de 0.66 de la capacidad de TWEAK para distinguir entre pacientes con nefritis lupica y
controles sanos (29) considerando nivel de confianza de 95% y poder de 95%, error de

.05 se obtuvo tamafio de muestra de 11 pacientes por grupo.

c. Criterios de Seleccion

Criterios de inclusién
¢ Pacientes con nefritis ltipica

o Pacientes mayores de 18 afos de edad, con diagndstico de Lupus
eritematoso sistémico con actividad renal corroborada por biopsia
(cualquier clase) que no hayan recibido tratamiento farmacoldgico
previo.

e Grupo control:

o Pacientes mayores de 18 afos de edad que cursen con sindrome
nefrético o nefritico con criterios de biopsia renal en los que se
corrobore glomerulopatias, que no hayan recibido tratamiento
farmacoldgico previo.

o Pacientes mayores de 18 afos de edad con diagnostico de lupus
eritematoso sistémico sin actividad renal basado en parametros
bioquimicos.

o Pacientes mayores de 18 afios de edad que no cursen con ninguna

patologia.
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Criterios de exclusion
o Pacientes que cursen con proceso infeccioso, enfermedad autoinmune

asociada o con neoplasias activas.

Criterios de eliminacién
o Pacientes con tejido renal inadecuado para establecer un diagnéstico y
pacientes con lupus eritematoso sistémico en los cuales no sea posible

definir en muestras de patologia el indice de actividad renal por lupus.

d. Definicion de variables

Variables independientes:
Edad

Definicion operacional: Afos cumplidos al momento de ingresar al estudio
Tipo: Cuantitativa discreta

Escala de medicion: afios de vida

Tiempo de diagnéstico de lupus eritematoso sistémico

Definicion operacional: tiempo de diagnéstico de LES al momento del estudio
Tipo: Cuantitativa discreta

Género

Definicion operacional: Género referido por el paciente
Tipo: Cualitativa dicotémica

Escala de medicidon: masculino o femenino

Glomerulopatias
Definicidon operacional: Pacientes con un sindrome nefrolégico que requieran de
biopsia renal.

Tipo: Cualitativa
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Variables dependientes (ver la tabla a continuacion):

e  Vasculitis

. Hemolisis-trombocitopenia

. Miositis

. Artritis

e  Afeccion cutanea

. Serositis

. Fiebre/fatiga

. Leucopenia/linfopenia
Estos deben estar presentes durante la visita o 10 dias
previos.

convulsiones, sindrome
organico cerebral,
mononeuritis, mielitis.

Trastorno renal (6 puntos):
sedimento urinario activo,
proteinuria mayor a .5g/l,
aumento de creatinina
mayor a 5.

Vasculitis (4 puntos):
ulceras, necrosis distal,
nodulos en pulpejos, infartos
periungueal, hemorragia en
astilla, reporte de biopsia.

Hemolisis/trombocitopenia
(3 puntos): hemoglobina
menor de 12 g con
reticulocitos corregidos
mayor de 3%, conteo
plaquetario menor a 100000.

Miositis (3 puntos):
mialgias con elevacion de
CPK.

Artritis (2 puntos): mas de
2 articulaciones dolorosas
con inflamacién o derrame
articular.

Afeccion cutanea (2
puntos): eritema malar de
inicio reciente o aumento en
la recurrencia de eritema
malar, ulceras mucosas de
inicio reciente o recurrencia
de ulceras orales o
nasofaringeas, areas difusas

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERATIVA | INDICADOR | TIPO DE PRUEBA
- VARIABLE | ESTADISTICA
TASA DE Puntuacion que evalla la depuracion de creatinina en Evaluacion de la depuracion | Mi/min Cuantitativa | T student
FILTRADO mililitros/min de creatinina obtenida continua
mediante CKD-EPI
w expresada en ml/min
PROTEINURIA | Cantidad de proteinas en orina de 24 hrs expresado en Cuantificacién en miligramos | Mg/dl Cuantitativa | T de Student
—— | miligramos/decilitro /decilitro de proteinas en continua
orina de 24 hrs
SLEDAI Puntaje obtenido de la evaluacion de los siguientes Puntaje obtenido de los Puntos Cualitativa Chi Cuadrada
aspectos: siguientes: ordinal
LES activo:
e  Trastornos neurolégicos Trastornos neurolégicos mayor a 9
e  Trastorno renal (8 puntos): psicosis, EVC, puntos.
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de alopecia o caida facil de
cabello.

Serositis (2 puntos):
pleuritis, pericarditis,
peritonitis.

Fiebre/fatiga (1 punto):
mas de 38°C, fatiga
inexplicable.

Leucopenial/linfopenia (1
punto): leucocitos menor a
4000/m3, linfocitos menor a
1200/m3

INDICE DE
ACTIVIDAD EN
LA BIOPSIA
RENAL

Las lesiones activas se clasifican en 2:
. Glomerulares.
° Tubulo-intersticiales:

Lesiones glomerulares:
hipercelularidad endocapilar
con o sin infiltracion
leucocitaria y disminucion de
las luces capilares,
cariorrexis y necrosis
fibrinoide, semilunas
celulares, trombos hialinos
infiltracion leucocitaria
glomerular o rotura de la
membrana basal glomerular

Tubulointersticiales:
infiltracion de células
mononucleares.

Puntos 0 a
3+

Puntaje

maximo 24.

Cualitativa
ordinal

Chi Cuadrada

NIVELES
URINARIOS
DE TWEAK

Se determinara cuantitativamente mediante ELISA

Puntaje expresado en pg./
mg de creatinina urinaria

Pg./mg de
creatinina

Cuantitativa
continua

T de Student
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VIIL.

Procedimiento

Se evaluaron cuatro grupos de pacientes con las siguientes caracteristicas: a) pacientes

con nefritis lUpica reportada por biopsia cualquier clase que no hayan recibido tratamiento

farmacoldgico previo b) pacientes con lupus eritematoso sistémico sin actividad renal con

base en los parametros bioquimicos c) Pacientes con glomerulopatias primarias reportada

por biopsia que no hayan recibido tratamiento farmacoldgico previo d) Pacientes sanos a

los cuales no se les realizo biopsia renal. A los tres grupos se les realizd el siguiente

abordaje diagndstico:

a. Evaluacion clinica

Pacientes con lupus eritematoso sistémico: Para determinar actividad por LES,
se exploré por aparatos y sistemas en busqueda de datos clinicos; en conjunto
con los parametros bioquimicos se clasificaron con la escala de SLEDAI en: sin

actividad, actividad moderada y actividad grave.

Pacientes con otras glomerulopatias: se realizé interrogatorio por aparatos y
sistemas en busqueda de posibles etiologias secundarias de glomerulopatias
(infecciosas: hepatitis B, C, VIH, tuberculosis, inmunoldgicas; artritis reumatoide,
sindrome antifosfolipido: neoplasias y gamapatias monoclonales: mieloma

multiple, neoplasias de acuerdo a género y edad)

Pacientes sanos: Se realizé exploracion fisica por aparatos y sistemas incluyendo

el estado nutricional.

b. Evaluacion bioquimica

Pacientes con lupus eritematoso sistémico: En ambos grupos de pacientes con
LES se determiné anticuerpos antinucleares, anticuerpos anti Smith, anticuerpos
anti DNA, niveles de complemento, biometria hematica, quimica sanguinea,
sedimento urinario, examen general de orina, proteinuria en orina de 24 horas. De
acuerdo a los resultados bioquimicos Yy clinicos se clasificaron con base en la
clasificacion del SLEDAI.
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Pacientes con otras glomerulopatias: Se realiz6 abordaje diagnostico en
busqueda de posibles etiologias secundarias; se determind panel viral (hepatitis B,
C, VIH, perfil TORCH) marcadores tumorales, perfil inmunolégico (anticuerpos
antifosfolipidos, anticuerpos anti Ro, anti La, niveles de complemento, C-ANCA, P-
ANCA). Biometria hematica completa, quimica sanguinea, proteinuria en orina de

24 horas, sedimento urinario y examen general de orina.

Pacientes sanos: Se realizé bioquimica sanguinea, biometria hematica, examen

general de orina con sedimento urinario, proteinuria y determinacién de creatinuria.

c. Determinacion de los niveles urinarios de TWEAK

En los cuatro grupos se obtuvo una muestra de orina de 10 ml y se centrifugo a
3000 revoluciones por minuto; se separé el sedimento urinario del sobrenadante.
La muestra restante se congelo a menos 20 grados centigrados y cuando se
obtuvo el total de muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se
determind mediante ELISA cuantitativo por espectrofotometria de luz (620

nanometros) niveles urinarios de TWEAK en pg/mg de creatinina.
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IX. Analisis estadistico

Se aplicd promedio y desviacion estandar para variables contintias que lo ameritaron. De
acuerdo a la distribucion de variables; se aplicé chi cuadradada y t de student para
variables cualitativas y cuantitativas respectivamente. Se establecié coeficientes de
correlacion de Pearson o Spearman con los valores continuos de TWEK, los hallazgos
histolégicos y los valores clinicos de SLEDAI dependiendo de la distribucion de variables
Se realizaron curvas ROC para establecer la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo definiendo el valor de estadisticamente significativo. Se establecio un

valor de p < 0.05 bimarginal, IC al 95% como estadisticamente significativo.

24



X. Resultados.

a. Caracteristicas demograficas

Las caracteristicas demograficas de los grupos de estudio se observan en la tabla 1. Se
evaluaron 44 pacientes, con una edad promedio de 35.9 + 11.5 afos, en todos los grupos
se observd predominio del género femenino 68.2 %. Los niveles de creatinina en los
pacientes con nefritis lupica (NL) y en los grupos controles fueron los siguientes: NL 1.6
mg/dl £1.53, LES sin actividad renal 0.72 * 1.16mg/dl, otras glomerulopatias 2.23
+1.41mg/dl, pacientes sanos 0.8 + 1.34mg/dl. A pesar de que el grupo de pacientes con
otras glomerulopatias evidenciaron mayores niveles de creatinina sérica, no se

encontraron diferencias estadisticas significativas (p= 0.368).

Con respecto a la proteinuria se encontraron los siguientes resultados: NL 7132 + 3875
mg/24 horas, LES sin actividad renal 79 + 50.2 mg/24 horas, otras glomerulopatias 9671 +
7810, controles sanos 5.45 + 10.35mg, demostrando que el grupo constituido por otras
glomerulopatias presentaron niveles mayores de proteinuria pero sin encontrar diferencia

estadistica significativas con los pacientes con NL (p=0.227).

Los niveles de urea sérica fueron: NL 73.21+61.23 mg/dl, LES sin actividad renal 23.16 *
7.34mg/dl, otras glomerulopatias 60.94 + 30.46 mg/dl, controles sanos 21.56 + 6.45; el
grupo de NL tiene niveles mas elevados de urea con respecto al grupo con otras
glomerulopatias, sin embargo no se observaron diferencias estadisticas significativas
(p=0.570).

b. Caracteristicas histolégicas

En la tabla 2, se presenta las caracteristicas histologicas registradas de los pacientes con
NL. Se observo un predominio de la NL clase IV + V (72.7 %) y con mayores indices de
actividad histologica. Mediante curvas ROC se determiné un punto de corte de 12 puntos
para refinir a los pacientes con mayor afeccion de actividad renal por lupus. Se observé
que el 72.7 % de los pacientes presentaron un indice de actividad lupica mayor de 12
puntos, y en esta misma poblacion el 90.9 % de los pacientes presentaron menos de 6

puntos en la escala de cronicidad histoldgica.

25



Tabla 1. Caracteristicas demograficas

. LES sin actividad Otras .
Total pacientes NL renal glomerulopatias Pacientes sanos
Caracteristica :: :'}; 11 11 :l}{"l Valorde p
(%) (%) (%) (%) (%)
Genero
Masculino 14 (31.8%) 2(18.29 1(3.1) 5 (45.5) 5 (45.5) .055
Femenino 30 (68.2%) 9 (81.8) 10 (90.9) B ( 54.5) B8(54.5)
Urea
(mg/dl)
Creatinina Sérica
1.36= 1.95 1.6 1.53 72 = .16 223+ 1.41 .8 x.134 139
(mg/dl)

Albumina
(mg/dl)
Proteinuria

4222 27 +=6031. 71323875 79 +50.27 96717810 545+ 10.35

(mg/dl)
c3

(mg/dl)

ca

18.2+=8.01 10.3x5.77 16.4 = 4.09 27.7T £ 6.33%* 18.42+ 3. 867"

(mg/dl)

TWEAKuU

(Pg/mg Cr)

**p=.015%* p <0.001, *** p= 0.685, ****p=.0294
FIAT: fibrosis intersticial y atrofia tubulointersticial.

Diferencia de medias con t de student, p< 0.05, IC 95%
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En el grupo constituido por otras glomerulopatias encontramos un predominio de
Glomeruloesclerosis focal y segmentaria (45.5 %), mientras que otras glomerulopatias
reportadas fueron vasculitis (27.3 %) y glomerulonefritis membranoproliferativa (27.3 %)
de tipo primario. Con respecto a la fibrosis intersticial y atrofia tubulointersticial se observo
diferencias estadisticas significativas entre el grupo con otras glomerulopatias y NL

evidenciando mas elevados en el grupo con otras glomerulopatias (p < 0.001).

Tabla 2. Caracteristicas histolégicas.

NL LES sin actividad renal Otras glomerulopatias
Valor de p
(%) (%) (%)
Clase IV 1(9.1) GEFyS 5 (45.5)
Diagnostico histologico 5 » <.001
Clase llI+V 2 (18.2) No aplica Vasculitis 3 (27.3)
Clase IV+V 8 (72.7) GMNMP 3 (27.3)
indice de cronicidad
Menor a6 puntos 10 (90.9) ) .
No aplica No aplica .019
Mayor a 6 puntos 1(9.1)
indice de actividad
Menor a 12 puntos 3(27.2) X X
No aplica No aplica .002
Mayor a 12 puntos 8 (72.7)
FIAT
0 4(36.4) 2(18.2)
1 7(63.4) 4(36.4)
No aplica <.001
2 0 3(27.3)
3 0 2(18.2)
SLEDAI 20+298 313231 No aplica <.001

FIAT: fibrosis intersticial y atrofia tubulointersticial.

Diferencia de proporciones, con Xz, p<0.05, IC 95%

27



c. Correlacion de los niveles urinarios de TWEAK con marcadores

bioquimicos y clinicos.

Con base en el el indice de actividad de LES (SLEDAI) los pacientes fueron estratificados
en tres categorias: 1) < 3 puntos sin actividad, 2) 3-12 puntos actividad moderada y 3) >12
puntos actividad grave, al analizar los niveles urinarios de TWEAK observados en los
pacientes de acuerdo con el indice de actividad, se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (p=0.04), Figura 1.

Al correlacionar los niveles urinarios de TWEAK vy el puntaje de SLEDAI, se observé una
correlacion positiva moderada (r=0.595, p=0.03) y directamente proporcional entre el

puntaje de SLEDAI y los niveles urinarios de TWEAK (Figura 2).

Con los respecto a los parametros bioquimicos, reflejo de la actividad renal por LES, se
evaluaron los niveles séricos de urea, creatinina, c3 y c4, asi como los niveles de
proteinuria en orina de 24 horas; se evidencio niveles disminuidos de c3 y c4; 44 5 +
21.48 mg/dl y 10.3 £ 5.77 mg/dl respectivamente, sin encontrar diferencias estadistica
significativas (p=0.656, p=0.649 respectivamente), sin embargo en el analisis por grupos
evidenciamos que los pacientes con otras glomerulopatias y controles sanos tiene niveles
mas elevados de c3 en comparacion con pacientes con LES (p= 0.015, p< 0.001
respectivamente); con respecto a los niveles de c4 no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con otras glomerulopatias y pacientes
sanos (p= 0.685, p=.0294) al realizar la correlacion entre los niveles séricos de ¢3 y c4
con los niveles urinarios de TWEAK; se observd que la correlacion entre los niveles
séricos de c3 y niveles urinarios de TWEAK es negativa y estadisticamente significativa
(r=-0.527, p<0.001) (Figura 3), mientras que la correlacién entre los niveles séricos de c4
con los niveles urinarios de TWEAK, fue inversamente proporcional y estadisticamente
significativa (r=-0.324, p=0 .032), (Figura 4).

Con respecto a los niveles séricos de creatinina, se observaron cifras mayores en los
pacientes con NL en comparacion con pacientes con LES sin actividad renal y controles
sanos, pero menores en relacion con el grupo con otras glomerulopatias, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0.139). Por otro lado, los
niveles séricos de urea fueron mayores en el grupo con NL, en relacién con los otros

grupos (73.21 £ 61.23 mg/dl), pero sin diferencias estadistica significativas (p=0.570).
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Respecto a la presencia de proteinuria, el grupo con NL curso con un mayor grado de
proteinuria en relacion con los grupos controles; incluso el grupo con otras
glomerulopatias (7132 + 3875 mg/ 24 horas), sin diferencias estadisticas significativas
(p=0.225). Al realizar la correlacion entre estos parametros y los niveles urinarios de
TWEAK; entendiendo estos como un reflejo de actividad renal por LES, se presenté una
correlacion negativa baja entre los niveles de creatinina y los niveles urinarios de TWEAK
(r=-0.151, p =0.328) sin diferencia estadistica significativa (Figura 5), en tanto, la
correlacion de los niveles urinarios de TWEAK con proteinuria en orina de 24 horas,
presentd una correlacion débil pero con diferencia estadistica significativa (r=0.347,
p=0.002), (Figura 6); finalmente, con relacién a los niveles de urea sérica no se demostro
una correlacién significativa con los niveles urinarios de TWEAK (r=-0.026, p=0.865),
(Figura 7).

d. Niveles urinarios de TWEAK como marcador de nefritis lGpica

Los niveles urinarios de TWEAK para cada uno de los grupos fueron los siguientes: NL
12.8 + 8.33 pg. /mg Cr, LES sin actividad renal 3.12 Cr = 2.31 pg. /mg Cr, ofras
glomerulopatias 4.36 £ 2.31 pg. /mg Cr, sanos 2.41 + 1.94 pg. /mg Cr. Al comparar los
niveles urinarios de TWEAK entre los grupos, se observé que los niveles urinarios de
TWEAK en los pacientes con NL fueron significativamente mayores (p=0.007); en un
analisis intergrupal mediante prueba t de student observamos niveles significativamente
menores de TWEAK en pacientes con LES sin actividad renal (p=0.001), en otras

glomerulopatias (p=0.008) y en controles sanos (p=0.001) (Figura 8).

Los niveles urinarios de TWEAK en los pacientes con otras glomerulopatias fueron
mayores en comparacién con los controles sanos (p= 0.012), y pacientes con LES sin
actividad renal (p=0.030); sin embargo, cuando se compara con el grupo con NL se
observaron niveles urinarios de TWEAK, significativamente mas elevados en pacientes
con mayor actividad renal. Se demostro asi que los niveles urinarios de TWEAK son una
caracteristica especifica de los pacientes con NL, y no asi en pacientes con LES sin
actividad renal (p= 0.001). No se observaron diferencias estadisticas significativas entre

los pacientes con LES sin actividad renal y controles sanos (p= 0.561) (Tabla 1, Figura 8)
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e. Los niveles urinarios de TWEAK pueden diferenciar la presencia de

nefritis en pacientes con LES.

Los niveles urinarios de TWEAK en pacientes con NL fueron significativamente mayores
en comparacién con pacientes con LES sin actividad renal 12.8 £8.33 pg. /mg Cr vs. 3.12
+2.31 pg. /mg Cr (p=0.001); en la tabla 2, se observan los hallazgos histologicos y el
indice de actividad de LES; con base en estos hallazgos, se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los pacientes con NL y LES sin actividad renal con

puntajes que alcanzaron 20 + 2.98 vs 3.13 £ 2.31 respectivamente (p=<0.001).

Para evaluar el efecto aislado de la actividad renal en los niveles urinarios de TWEAK y
en oposicion al indice de actividad en LES (SLEDAI); se compararon los niveles urinarios
de TWEAK en pacientes con NL y pacientes con LES sin actividad renal, de acuerdo a la
clasificaciéon clinica de actividad lupica SLEDAI y a partir de una actividad moderada
(puntaje > 3); con base en esto, se incluyeron 4 pacientes en el grupo de LES sin
actividad renal y 11 pacientes en el grupo de NL; con los pardmetros previamente
establecidos, observamos niveles urinarios de TWEAK significativamente mas altos en el
grupo con NL en comparacion con los pacientes con LES sin actividad renal 12.8 + 8.33

vs 2.6 = 1.8 respectivamente (p=0.031). Figura 9

Para evaluar la capacidad de los niveles urinarios de TWEAK como biomarcador de
nefritis lUpica se realizd el andlisis de sensibilidad y especificidad mediante una curva
ROC, considerando como punto de corte para los niveles urinarios de 5.9 pg. /mg Cr, y se
obtuvo una sensibilidad de 72 % y una especificidad de 90%, con un area bajo la curva de
0.81 (IC 0.6539 - 0.982) (Figura10). Asi mismo fueron establecidos valores predictivos

positivo de 0 .72 y negativo de 0.90 definitorios de prueba diagndstica.

Para determinar cuantas veces es mas probable que la prueba sea positiva en los
pacientes con nefritis lUpica que en los pacientes que no cursen esta, se calcularon las
razones de verosimilitud y utilizando el mismo punto de corte previamente establecido (5.9
pg. /mg Cr), se obtuvd un valor para razon de verosimilitud positivo (RVP) de 72 % vy un
valor para razon de verosimilitud negativo (RVN) de 32 %; con estos resultados se puede
considerar que niveles urinarios de TWEAK por arriba de 5.9 pg. /mg Cr tienen un

desempeio adecuado como biomarcador de nefritis lupica.
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f. Correlacion de los niveles urinarios de TWEAK con el indice de actividad

y cronicidad de la biopsia renal.

Al realizar la correlacion entre los niveles urinarios de TWEAK con los indices histolégicos
de la biopsia renal, se encontré una correlacién negativa y sin significancia estadistica con
el indice de actividad lupica renal (r=-0.190, p= 0.575); y el mismo comportamiento se
observo con el indice histolégico de cronicidad (r=0.029, p=0.903).
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XIl. Figuras

Figura 1. Niveles urinarios de TWEAK en relacién con el indice de actividad de LES

(SLEDAI)
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Figura 2. Asociacién de los niveles urinarios de TWEAK con el indice de actividad

de LES (SLEDAI)
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Figura 3. Asociacion de los niveles urinarios de TWEAK con los niveles séricos de
C3.
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Figura 4. Asociacion de los niveles urinarios de TWEAK con los niveles séricos de
C4.
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Figura 5. Asociacion entre los niveles urinarios de TWEAK y creatinina sérica.
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Figura 6. Asociacion de los niveles urinarios de TWEAK con proteinuria en orina de
24 horas.
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Figura 7. Asociacion d los niveles urinarios de TWEAK con urea sérica.
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Figura 8. Niveles urinarios de TWEAK de acuerdo a los grupos de estudio.
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Figura 9. Niveles urinarios de TWEAK en pacientes con indice de actividad de LES

mayor a 3 puntos.
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Figura 11. Asociacion de los niveles urinarios de TWEAK con el indice de actividad

de la biopsia renal.
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Figura 12. Asociacion de los niveles urinarios de TWEAK con el indice de

cronicidad de la biopsia renal.
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XIl. Discusion

La nefritis lupica es una complicacién grave y frecuente en pacientes con LES; que
disminuye de manera considerable la sobrevida de los pacientes en hasta un 88 % a 10

afios del diagnéstico. (3)

La presencia de nefropatia lupica debe considerarse en pacientes con alteracion de la
funcién renal, proteinuria, hipertensién y/o sedimento urinario activo (hematuria con
presencia de eritrocitos dismorficos, leucocituria, cilindros eritrocitarios). Otros parametros
que deben considerarse al evaluar la actividad renal por lupus son los niveles de
autoanticuerpos y niveles de complemento séricos, sin embargo, la sensibilidad y la
especificidad de estos en relacion a la actividad de nefritis lUpica es baja (sensibilidad 49 -
79 % y especificidad 51-74 %) para ser considerados como un adecuado biomarcador de

actividad renal por lupus. (11)

A pesar de que los marcadores bioquimicos considerados para evaluar la actividad lupica
renal son la proteinuria y creatinina sérica; su eficacia es cuestionable debido a su valor
predictivo negativo bajo; pese a esto la proteinuria ha sido considerada hasta el momento
como el principal predictor de sobrevida renal. (23) Adicionalmente, la evaluacién de
pacientes con LES se complementa con niveles de complemento, anticuerpos anti DNA,
ANA (Antinucleares) y Anticuerpos anti-SM (anti- Smith). Debido a la ausencia de
biomarcadores especificos en nefritis lUpica, surge el interés por la busqueda de
moléculas potenciales relacionadas con la actividad de la enfermedad, por lo que con
base en la fisiopatologia de la nefritis lUpica se ha intentado evaluar el desempefio de

posibles biomarcadores.

En un estudio que evaluaron los biomarcadores no invasivos de lesion glomerular y
tubular a nivel urinario asociados con las caracteristicas histolégicas de nefritis lupica, se
observd que la combinacion de moléculas, (sintetasa de prostaglandina D similar a
lipocalina, glucoproteina acida -1, transferrina, ceruloplasmina, gelatinasa de neutrofilos
asociada a lipocalina, factor quimiotactico de monocitos-1), asociadas a elevados indices
de proteina: creatinina, se correlacionan de fuertemente de manera positiva con el indice
de actividad de nefritis lupica (30); sin embargo, el uso de estos biomarcadores no es
especifico de actividad renal en LES, debido a que se correlaciona con alteraciones

glomerulares y tubulares inespecificas; el inconveniente durante la evaluacion de estos
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biomarcadores es que no se incluyé el uso de farmacos que pudieran modificar sus

niveles.

En modelos animales se ha identificado que el inductor débil de apoptosis similar al factor
de necrosis tumoral (TWEAK) es expresado en altos niveles en presencia de actividad
renal por lupus (24) y se encuentra involucrado en proliferacion mesangial, proliferacion

endotelial, atrofia y fibrosis tubulointersticial en pacientes con LES. (31)

En estudios previos, en los que se ha evaluado los niveles urinarios de TWEAK como
biomarcador de nefritis lUpica, se ha reportado un adecuado desempefio de la prueba (27,
29). En este sentido, en un estudio multicéntrico en el cual se evaluaron los niveles
urinarios de TWEAK como biomarcador de nefritis lupica (29), se observaron niveles
significativamente mas elevados en pacientes con nefritis lUpica, respecto a pacientes con
otras enfermedades autoinmunes y pacientes sanos (p=0.039); de manera similar a lo
reportado por Schwrtz y cols. nosotros observamos que los niveles urinarios de TWEAK
se encuentraron significativamente mas elevados en pacientes con nefritis lUpica en
comparacion con pacientes con LES sin actividad renal con diferencia estadistica
significativas (p=0.001); sin embargo, a diferencia de nuestro estudio los grupos de
comparacion no incluyeron pacientes con otras afecciones glomerulares, que de forma
fisiopatologica pudieran tener un involucro autoinmune renal. En este sentido, un estudio
realizado en poblacién China, en el que se evaluaron los niveles urinarios de TWEAK
como marcador de actividad en nefritis Iupica en 46 pacientes con LES (12 sin actividad
renal y 34 con actividad renal); se observaron los niveles urinarios significativamente mas
elevados en pacientes con nefritis lupica activa (27). Con base en estos estudios
podemos concluir que hasta ahora desconcia la posible participacion de TWEAK como
biomarcador urinario en otras glomerulopatias y los resultados hasta ahora se limitaban a
pacientes con nefropatia lUpica en poblaciones muy especificas (poblacion asiatica,
nefritis lupica no catalogada como grave) y en donde las cifras de TWEAK pudieran haber
sido modificadas ya que algunos de los pacientes analizados en los estudios publicados

habian recibido algun tipo de esquema de inmunosupresor establecido.

En poblacion mexicana se desconoce el comportamiento de TWEAK como biomarcador
urinario de nefritis lupica. Ademas desconociamos hallazgos que podrian encontrarse
tanto en poblacion sana como con otras glomerulopatias, objetivos que nos planeamos y

para lo cual disefiamos nuestro trabajo.

39



En nuestro estudio evaluamos los niveles urinarios de TWEAK en 44 pacientes; 11 con
NL corroborada por Biopsia renal, 11 con LES sin actividad renal, 11 con otras
glomerulopatias y controles sanos. Observamos que el grupo con NL, presentd una mayor
concentracion de TWEAK en orina con diferencias estadisticamente significativas
(p=0.007); sin embargo, en el grupo con otras glomerulopatias se observa que las
alteraciones glomerulares por si mismas incrementan los niveles urinarios de TWEAK,
con diferencias estadisticamente significativas con los controles sanos y pacientes con
LES sin actividad renal (p= 0.012, p=0.030 respectivamente); sin embargo cuando se
comparé con el grupo con NL se observaron niveles urinarios de TWEAK

significativamente mas elevados.

A diferencia de los estudios previos (27, 29) en los que se ha evaluado la capacidad de
los niveles urinarios de TWEAK como biomarcador de actividad lupica renal; nosotros
comparamos los niveles urinarios de TWEAK con pacientes con otras afecciones
glomerulares en cuya fisiopatologia pudieran estar involucrados eventos similares a los
presentados por pacientes con NL. Nuestros resultados evidencian que los niveles
urinarios de TWEAK son una caracteristica especifica de pacientes con NL y no en
general en pacientes con LES (p= 0.001). Cabe mencionar que no encontramos
diferencias estadisticas significativas entre los niveles urinarios de TWEAK en pacientes

con LES sin actividad renal y controles sanos (p=0.567).

Los marcadores clinicos disponibles para evaluar pacientes con nefritis lUpica se pueden
englobar en la escala SLEDAI (indice de actividad en LES) en la que se establecen cuatro
parametros de afeccion renal; obteniendo en estos un puntaje maximo de 16; sin embargo
la ausencia de estos parametros no excluye la presencia de nefritis lupica y el puntaje se
establece en general como reflejo de la actividad sistémica; por lo que evaluamos la
relacion entre el puntaje de SLEDAI en general y los niveles urinarios de TWEAK, con la
finalidad de determinar si la actividad sistémica en general se relaciona con incremento en

los niveles urinarios del biomarcador o solo es un reflejo de nefritis lupica.

Al analizar los niveles urinarios de TWEAK de acuerdo con el indice de actividad de LES
(SLEDAL), el cual fue dividido en tres parametros: 1) sin actividad, 2) actividad moderada y
3) actividad grave, se observé que a mayor puntaje de SLEDAI se correlacioné con
mayores niveles urinarios de TWEAK con diferencias estadisticas significativas entre los
grupos (p=0.04); Aunado a lo anterior encontramos una correlacion moderada positiva
entre el puntaje de SLEDAI y los niveles urinarios de TWEAK (r=0.595, p=0.03); esto
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pudiera corresponder a lo previamente establecido; el indice de actividad de LES
(SLEDAI) es un reflejo de la actividad sistémica y no propiamente de la actividad renal.
Para corresponder a esto se realizé un sub analisis en el que solo se incluyd a pacientes
con actividad moderada en ambos grupos, observando que los pacientes con Nefritis
lupica tienen niveles urinarios de TWEAK mas elevados en comparacién con pacientes
con LES sin actividad renal con mismo indice de actividad por LES (SLEDAI > 3); 12.8
8.33 pg. /mg Cr vs 2.6 £1.8 pg. / mg Cr respectivamente (p=0.031); lo cual podria indicar
que la presencia de nefritis y no la actividad sistémica general se asocian con la

elevacion de los niveles urinarios de TWEAK.

Con los respecto a los parametros bioquimicos que reflejan actividad renal por LES, se
evaluo los niveles séricos de urea, creatinina C3 y C4, asi como los niveles de proteinuria
en orina de 24 horas; y su correlacion con los niveles urinarios de TWEAK encontrando:
una correlacion negativa moderada entre los niveles séricos de c3 y niveles urinarios de
TWEAK (r=-0.527, p<0.001), correlacion negativa débil entre los niveles séricos de c4 'y
niveles urinarios de TWEAK (r=-0.324, p=.032), correlacion aunque deébil estadisticamente
significativa. Asi mismo la correlacion de los niveles de creatinina sérica y los niveles
urinarios de TWEAK, y luego con las cifras de proteinuria de 24 horas mostraron
resultados no estadisticos significativos (r=-0.151, p =0.328 y r=0.347, p=0.002,
respectivamente). Con respecto a los niveles de urea sérica, no se encontraron
correlacion con los niveles urinarios de TWEAK (r=-0.026, p=.865); estos hallazgos son
similares a lo reportado previamente en la literatura (29,30) los marcadores bioquimicos
convencionales en general tienen una correlacion moderada con la presencia de nefritis

lUpica.

Para evaluar la capacidad de los niveles urinarios de TWEAK como biomarcador de
nefritis lUpica; se establecié como punto de corte 5.9 pg/mg Cr, obtenida mediante una
curva ROC mostrando una sensibilidad de 72 % y especificidad de 90 %, con un area
bajo la curva de 0.81 (IC 0.6539-0.982); con esto se obtuvo un valor predictivo positivo y
negativo en 0.72 y 0.90 respectivamente, en tanto, la razén de verosimilitud positiva fue
de 72 % vy la razén de verosimilitud negativa de 32 %. Considerando lo anterior,
podemos definir que los niveles urinarios de TWEAK constituyen un biomarcador
adecuado para el diagndstico de nefritis lUpica con valores de sensibilidad y especificidad
superiores con respecto a los parametros tradicionalmente establecidos: niveles de c3, c4,

anticuerpos antinucleares tienen sensibilidad del 49-79% y especificidad del 51-74%. (29)
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Con respecto a los hallazgos histolégicos no evidenciamos correlacién de los niveles
urinarios de TWEAK con el indice de actividad y cronicidad (r=-0.190, p= 0.575, r= 0.029,
p=0.930, respectivamente), por lo que a diferencia de los estudios previos en los que se
demuestra que los niveles urinarios de TWEAK tienen correlacion significativamente
positiva con el indice de actividad glomerular e intersticial (r=0.825 p<0.01) (27,29). Esta
diferencia con los estudios publicados, nosotros pensamos que podrian deberse a que en
nuestro estudio no se compararon los valores de TWEAK con hallazgos histolégicos
especificos de actividad renal (caracteristicas glomerulares e intersticiales) y solo
consideramos una correlacién con un puntaje general de los indices de actividad y

cronicidad se establecidos.

Las limitaciones observadas en nuestro estudio son las siguientes: consideramos el
tamafio de la muestra limitado lo cual podria no representar a la poblaciéon con LES en
México, seria conveniente, para establecer correlacion con el indice de actividad y
cronicidad histolégica realizar la comparacién con pacientes con lesiones crénicas
avanzadas, cuya biopsia se realice por protocolo durante el seguimiento de estos
pacientes, ademas de emplear una escala clinica con puntos de corte establecidos para
cada sistema (BILAG) cuyo desempefio en pacientes con actividad renal pudiera ser de

mayor utilidad.
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Xlll. Conclusién

La afeccion renal del lupus eritematoso sistémico es una complicacion grave y comun con
impacto directo en las sobrevida del paciente; se caracteriza por tener curso variable con
presencia de remisién y recaidas por lo que se requiere un seguimiento constante con
implicaciones en la sobrevida y modificaciones constantes del tratamiento. La evaluacion
de la actividad de lupus eritematoso sistémico esta basada en aspectos clinicos,
parametros bioquimicos y marcadores inmunoldgicos, en la actualidad no existe un
biomarcador especifico no invasivo para definir la actividad renal por lupus. Por este
motivo la biopsia renal se considera el estdndar de oro para evaluar el dafio renal y la

actividad de la enfermedad.

En nuestro estudio se observa que los niveles urinarios de TWEAK pueden distinguir
adecuadamente entre pacientes con LES la presencia de nefritis lUupica con sensibilidad
del 72 % vy especificidad del 90 % superior al desempefio de los marcadores

convencionales.

Observamos que en pacientes con otras glomerulopatias se elevan los niveles urinarios
de TWEAK con respecto a la poblacidon sana, pudiendo ser un reflejo de la fisiopatologia
implicada en pacientes con LES, se requiere aun evaluaciones posteriores que pudieran
elucidar su desempenio en otras glomerulopatias con vias inmunolégicas similares. Si bien
no demostramos correlacién con el indice de actividad histolégico pudiera relacionarse
con lo imitado de la muestra; la utilidad de este biomarcador pudiera considerarse en el
seguimiento de pacientes con LES durante la evaluacion de respuesta a tratamiento asi
como posibles recaidas, en el diagnostico en condiciones en las que este contraindicada
la biopsia renal (embarazadas, trastornos de la coagulacion, poblacién pediatrica) y un
area en la que representa un particular interés es en poblacion catalogada como lupus
seronegativo  patologia en la que no existen criterios diagndsticos establecidos,
pronostico y tratamiento incierto; de encontrarse elevados pudiera evaluarse el
tratamiento con farmacos dirigidos a esta via de sefalizacion que pudieran modificar el
prondstico. La via de sefalizacién de TWEAK representa un reto diagndstico y terapéutico

actual en la evaluacion de pacientes con LES.
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XV.- Anexos

XV.l. indice de actividad de la actividad LES (SLEDAI)

Puntaje Calificacion (ausente/presente) Caracteristicas

§ Psicosis

8 Ateraciones visuales

8 Cefalea

8 Vascultis

4 Miositis

4 Hematuria

4 Piuria

2 Alopecia

2 Pleuritis

ra

Complemento bajo

us)
g

Linfopenia



XV.Il Indicaciones de biopsia renal en pacientes con LES

Proteinuria> a .5g en orinade 24 horas
Cociente proteinuria/creatinina en muestra matutina > .5
Cociente> a .5 en orina de 24 horas

Sedimento activo: microhematuria, leucocituria, cilindruria.

Deterioro inexplicable de la funciéon renal.

Nefrologia 2012; 32(Suppl.1):1-35
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XV.1II. Clasificacién histolégica nefritis lupica ISN/RNP

Descripcion histologica

Clase . Nefritis lipica mesangial minima; glomérulos normales con microscopia optica, pero minimos depésitos mesangiales en
inmunofluorescencia

Clase Il. Nefritis lupica proliferativa mesangial; hipercelularidad y expansion mesangial leve, en la microscopia optica, con depositos mesangiales
en la inmunofluorescencia; puede haber depésitos subepiteliales o subendoteliales en inmunofluorescencia o en microscopia electronica

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

- Clase IIl (A): lesiones activas (nefritis ltipica proliferativa focal)

- Clase Il (A/C): lesiones activasy crénicas (nefritis lUpica proliferativa focal y esclerosante)

- Clase |1l (C): lesiones cronicas inactivas con cicatrices (nefritis lipica esclerosante focal)

Clase IV. Nefritis ltpica difusa; lesiones en > 50% de los glomérulos, con depdsitos difusos subendoteliales, con o sin alteraciones mesangiales.
Pueden tener lesiones A o C. Ademas, las lesiones pueden ser segmentarias (S: cuando > 50% de los glomérulos afectados tienen menos de la
mitad del ovillo con lesiones) o globales (G: cuando > 50% de los glomérulos afectados tienen mas de la mitad del ovillo con lesiones) En esta clase
se incluyen los depdsitos «en asas de alambre». Se subdivide en:

- Clase IV-S (A): lesiones segmentarias activas (nefritis l0pica proliferativa segmentaria difusa)

- Clase V-G (A): lesiones globales activas (nefritis lUpica proliferativa global difusa)

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

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

- Clase IV-S (C): lesiones segmentarias cronicas (nefritis ltpica esclerosante segmentaria difusa)

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

Clase V. Nefritis Itpica membranosa: engrosamiento de la membrana basal glomerular con depdsitos inmunes de forma global o segmentaria en la
vertiente subepitelial de la membrana basal; se puede asociar con expansion mesangial. Puede apareceren combinacion con las clases Il o [V,

Clase V1. Nefritis lipica esclerosada: conafectacion de mas del 90% de los glomérulos, sin actividad residual

50



XV.IV indice de actividad de la biopsia renal
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XV.V. hoja de recoleccion de datos

Variables

Edad

Sexo

Tiempo de diagnostico
Proteinuria

Puntaje SLEDAI

Niveles de complemento
Niveles de Anticuerpos
Niveles urinarios de TWEAK
Sedimento urinario (activo/no activo)
Diagnostico histolégico
indice de actividad

indice de cronicidad

FIAT
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XIV.VI. consentimiento informado

Pagina1de5

“Evaluacion de los niveles urinarios de TWEAK como un biomarcador de la

actividad lapica renal en pacientes sometidos a biopsia renal”.

Investigador principal: Dr. Rafael Valdez Ortiz

Sede donde se realizara el Estudio: servicio de nefrologia unidad 105B, Hospital General

de México, Dr. Eduardo Liceaga O.D

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas

al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le
pedird que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia

firmada y fechada.

Justificacion del estudio.

El lupus eritematosos sistémico es una enfermedad sistémica (afecta a multiples
6rganos), cronica (dura muchos afios), autoinmune (se debe a la generacién de defensas
0 anticuerpos contra sus propios 6rganos); La enfermedad del rindn por lupus eritematoso
sistémico es una complicacion grave y comun con impacto directo en las sobrevida del
paciente; disminuye la sobrevida del enfermo a pesar de tener un tratamiento adecuado.
La enfermedad del rifdn por lupus tiene un curso variable; con periodos en los que la
enfermedad se encuentra activa y periodos en los que la enfermedad no se manifiesta por

lo que requiere una valoracion constante.
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“Evaluacion de los niveles urinarios de TWEAK como un biomarcador de la

actividad lapica renal en pacientes sometidos a biopsia renal”.

La evaluacién de los pacientes con enfermedad del rindn por lupus es mediante

laboratorios y manifestaciones clinicas.

Actualmente no hay una prueba de laboratorio especifica que no genere riesgos al

paciente para evaluar la afeccion del rifidn por lupus.

Hasta el momento el Unico estudio para saber el grado de enfermedad del rifidn por lupus

es la biopsia renal.

El presente estudio pretende evaluar una prueba para saber el grado de dafio renal por

lupus, analizando una muestra de orina.

Objetivo

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como
objetivos evaluar si una prueba de laboratorio analizando una muestra de orina puede
demostrar enfermedad del rifidn en pacientes con lupus eritematoso sistémico que son
sometidos a biopsia renal. Sin generar un riesgo para el paciente durante la evaluacion y

el seguimiento del tratamiento.

Beneficios Del Estudio
Con este estudio se conocera de manera clara si usted tiene enfermedad del rinén por
lupus eritematoso sistémico. Este estudio permitira que en un futuro a otros pacientes

beneficiarse del conocimiento obtenido.

Procedimientos Del Estudio

El estudio requiere la evaluacion de tres grupos de pacientes

54



Pagina 3 de 5

“Evaluacion de los niveles urinarios de TWEAK como un biomarcador de la

actividad lapica renal en pacientes sometidos a biopsia renal”.

Primer grupo: pacientes con enfermedad del riidn por lupus que requirieron para su
tratamiento y diagndstico biopsia del rifidn percutanea con aguja metalica guiado por

ultrasonido

Actualmente solo podemos evaluar la enfermedad del rifidén por lupus mediante biopsia

del rifidn y no contamos con otra alternativa para el diagnéstico y tratamiento adecuado.

Segundo grupo: pacientes con enfermedades del rindn diferentes al lupus que
requirieron para su tratamiento y diagndstico biopsia del rifion percutdanea con aguja

metalica guiado por ultrasonido.

Tercer grupo: pacientes sanos, sin antecedentes de enfermedades del rifidn o de algun

otro 6rgano. A este grupo de pacientes no se le realizara ni se requiere biopsia del rifion.

Cabe mencionar que la biopsia renal percutanea guiada por ultrasonido en tiempo
real no es una intervencion que se origine de este protocolo de estudio, esta
decision se basara en base a la enfermedad del rindn que presente por lo que usted
cubrira el costo correspondiente a la biopsia y estudio de patologia de acuerdo al

nivel socioeconémico realizado por trabajo social del Hospital General de México.

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre
usted, sus habitos y sus antecedentes médicos, se tomaran estudios de laboratorio de
sangre necesarios para evaluar la enfermedad del rifidon y se realizara una prueba de
laboratorio de orina la cual no tendra costo para usted ni riesgo alguno; estos estudios se
realizaran en una sola ocasion.

Se tomaran en una sola determinacién muestra de sangre aproximadamente 10 ml (1
cucharada) y una muestra de orina 15 ml (1 cucharada y %2 de la primera muestra de
orina) necesarios para evaluar la enfermedad del rifidn, estos estudios no tendran
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“Evaluacion de los niveles urinarios de TWEAK como un biomarcador de la

actividad lapica renal en pacientes sometidos a biopsia renal”.

costo para usted; los posibles riesgos de la toma de sangre son sangrado en el sitio
donde se obtiene la muestra, coleccion de sangre (hematoma); estos se resuelven de
manera espontanea sin requerir un manejo posterior, la recoleccién de orina no tiene

ningun riesgo.

Aclaraciones
La decision de participar en el estudio es completamente voluntaria. No habra ninguna

consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando
el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no, las razones de su

decision, la cual sera respetada en su integridad.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio. No recibira pago por su
participaciéon. En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada

sobre el mismo, al investigador Responsable.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente,
sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores. He explicado

al Sr(a). La naturaleza y los propésitos de la investigacion; le he

explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a

las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda.

Acepto que he leido y conozco la normatividad basada en la declaracion de Helsinki
adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964 vy
enmendada por la 592 Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008 y en el Reglamento
de la Ley General de Salud Mexicana en Materia de Investigacion para la Salud, para
realizar investigacion con seres humanos y me apego a ellas. En caso de alguna duda

con respecto a la participacion en este estudio puede acudir con la presidenta del comité
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de ética en investigacion Dra. Estela Garcia Elvira al teléfono 27892000 extensién 1330 o
con el investigador principal Dr. Rafael Valdez Ortiz jefe del servicio de nefrologia al
teléfono 2789200 extension 1036, Dra. Fabiola Reyes Martinez residente del servicio de
Nefrologia al teléfono 5526563865.

Firma del participante: Fecha:

Identificado con Direccion:

Testigos

Nombre: Fecha: Identificado con:
Direccion: Parentesco:

Nombre: Fecha: Identificado con:
Direccion: Parentesco:
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