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OSTEOPONTINA URINARIA COMO MARCADOR DE ACTIVIDAD RENAL EN PACIENTES
CON LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO

1. RESUMEN DEL PROYECTO

1.1 ANTECEDENTES DEL PROYECTO:

La nefritis lupica (NL) es una de las complicaciones mas frecuentes en los pacientes con
lupus eritematoso generalizado (LEG), ocurre en alrededor del 60%. Generalmente afecta a una
poblaciéon de mujeres jovenes y en los primeros 6-36 meses del diagndstico. Clasicamente se ha
descrito un peor desenlace de la enfermedad en pacientes de origen hispano. Si bien el
pronostico de los pacientes con LEG y actividad renal ha mejorado discretamente en los ultimos
anos gracias a las nuevas terapias farmacolégicas, incluso con farmacos bioldgicos, los
desenlaces aun son desalentadores. En una poblacion mexicana se ha reportado una tasa de
recurrencia del 50% a los 60 meses, y una tasa de progresion a enfermedad renal crénica
terminal (ERCT) a 5 afios del 17%.

Por tanto, es necesario contar con biomarcadores que ayuden a detectar la enfermedad,
predecir o demostrar recaida de la actividad renal de manera temprana. Actualmente, se han
descrito multiples biomarcadores especificos de actividad con la finalidad de distinguir pacientes
con inflamacién activa de aquellos quienes no presentan inflamacion. Sin embargo, lupus
eritematoso generalizado es una enfermedad con participacion de diferentes vias de inflamacion,
lo cual hace mas complejo establecer un biomarcador aplicable a la practica clinica. La
enfermedad puede también evaluarse mediante biopsia renal, la cual constituye el estandar de
oro, sin embargo, su utilizacion sigue siendo limitada debido a que se trata de un procedimiento
invasivo, con riesgo de complicaciones, y en la practica clinica es dificil someter al paciente a
biopsias repetidas.

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina N-ligada perteneciente a la familia de
proteinas N-glucosiladas con ligandos de union de integrina. Se ha identificado su papel como
un potencial biomarcador de actividad y dafio a 6rgano blanco (rifién) en pacientes con el
diagnostico de lupus eritematoso generalizado (LEG). Se ha reportado la correlacion de sus
niveles séricos con mayores indices de actividad (SLEDAI-2K = 5), persistencia de la actividad
renal a 5 afos, y con alteracion en la tasa de filirado glomerular. Los estudios de OPN en orina

y su ligando CD44 en pacientes con NL son escasos.



1.2 OBJETIVOS GENERALES DEL PROYECTO:
Evaluar el rendimiento diagndstico de los niveles urinarios de OPN y su ligando CD44
para diferenciar entre pacientes con nefropatia lUpica activa de pacientes con nefritis lUpica

inactiva.

1.3 METODOLOGIA:

Se trata de un estudio transversal de evaluacion de prueba diagndstica. Se analizaron los
biomarcadores OPN y su ligando CD44 en muestras de plasma y orina. Se reclutaron 4 grupos
de pacientes con diagnoéstico de LEG: pacientes con nefritis lUpica activa demostrada por biopsia
renal, pacientes con actividad sistémica de LEG pero sin actividad renal, pacientes sin nefritis
lupica activa y solamente hallazgos de cronicidad en la biopsia renal y pacientes con LEG

inactivos.

Se obtuvieron las variables demograficas, clinicas y seroldgicas, indice de actividad
(SLEDAI 2k), indice de dafio acumulado al momento del reclutamiento (SLICC/ACR DlI), y el
reporte histopatoldgico de la biopsia renal. Los valores urinarios de OPN y CD44 obtenidos en
los ensayos de ELISA se normalizaron al valor de creatinina urinaria (concentracion) de la
muestra. Se realiz6 correlacion con los hallazgos clinicos, laboratoriales e histopatolégicos de la
biopsia renal y los biomarcadores OPN plasmatica (OPNp), OPN urinaria (OPNu), CD44
plasmatica (CD44p) y CD44u (urinario).

Se construyeron curvas ROC para la diferenciacion entre nefritis lUpica activa e inactiva,
y se obtuvo el area bajo la curva (ABC) para los biomarcadores OPNp, OPNu, CD44p y CD44u.
Se selecciond el mejor punto de corte de los niveles urinarios de cada biomarcador con base al
indice de Youden y se estimaron los valores de sensibilidad, especificidad, y valores predictivos.
Ademas, se evalud la combinacién de los biomarcadores y se compararon las curvas ROC

utilizando la prueba de DelLong para detectar diferencias estadisticas.
1.4 RESULTADOS (RESUMEN):
1.4.1 CARACTERISTICAS BASALES:

Dentro del periodo de 2019 a 2022 se reclutaron 150 pacientes. Se incluyeron 62 (40%)

pacientes en el grupo de actividad renal, 5 (3.3%) pacientes en el grupo de actividad sistémica



sin actividad renal, 19 (12%) pacientes en el grupo con hallazgos de cronicidad en la biopsia
renal, y 64 (42.6%) pacientes en el grupo de lupus eritematoso generalizado inactivo. La mayor
parte de la poblacion eran mujeres (88.7%), con una mediana de edad de 35 anos (RIQ 27-45).
Como era de esperarse aquellas pacientes con actividad renal y actividad sistémica presentaron
con mas frecuencia anemia, trombocitopenia, hipocomplementemia, y titulos elevados de
anticuerpos anti-DNA doble cadena (DNAdc). Asi mismo, las pacientes con actividad renal
presentaron una disminucion de la tasa de filtrado glomerular estimada (TFGe) y niveles de

proteinuria.

1.4.2 ENSAYOS DE BIOMARCADORES EN ESTUDIO TRANSVERSAL.:

1.4.2.1 OSTEOPONTINA:

Los pacientes inactivos presentaron niveles mayores de OPN en orina (416.34 ng/ml, RIQ
266.85-664.01), en comparacion con el grupo de activos renales y activos sistémicos sin
actividad renal. Sin embargo, esto no implico diferencias significativas entre los grupos (p=0.241).

Los niveles de OPN en plasma se encontraron significativamente mas elevados en
pacientes con actividad renal (81.18 ng/ml, RIQ 53.75-169.46, p<0.001).

Los niveles elevados de OPN en plasma correlacionaron con el puntaje de actividad
SLEDAI 2K (r= 0.51, p<0.001), SLICC/ACR indice de dafio (r=0.24, p=0.003), con la clase
histolégica del ISN/RPS tipo IV (r=0.24, p=0.03), con el indice de actividad (r=0.46, p<0.001), con
TGFe <60 ml/min/1.73m? (r=0.35, p<0.001) y los niveles de proteinuria (r=0.40, p<0.001). No se

encontré ninguna correlacion de las variables con los niveles urinarios de OPN.

1.4.2.2 CD44:

Los niveles de CD44 en orina se encontraron mas elevados en aquellos pacientes que
presentaron una nefritis lupica crénica (104.22ng/mg, RIQ 11.45-377.61), mientras que los
niveles mas bajos se encontraron en los grupos de LEG inactivo (22.57 ng/mg, RIQ 16.22-39.60)
[p=0.002].

Los niveles de CD44 plasmatico se observaron mas bajos en los pacientes con actividad
sistémica (41.64 ng/mg, RIQ 29.71-65.08), se observé diferencia entre los grupos (p<0.001).
(Tabla 11)

Los niveles de CD44 en plasma correlacionaron positivamente con el puntaje del SLEDAI
2k (r=0.396, p<0.001), puntaje de indice de dafio SLICC/ACR (r=0.23, p=0.007), con TFGe <60
ml/min/1.73m? (r=0.30, p=0.001), proteinuria (r=0.29, p=0.001) y con los niveles de OPN en
plasma (r=0.34, p<0.001).



1.4.3 CURVAS ROC:

1.4.3.1 CURVAS ROC BIOMARCADORES PLASMATICOS:

El area bajo la curva ROC (ABC) de OPN plasmatica fue de 0.83 (IC 95% 0.765-0.909).
Se establecio un punto de corte de >58 ng/ml, con una sensibilidad de 72% (IC 95% 0.60-0.82)
y especificidad de 81% (IC 95% 0.71-0.88) para diferenciar nefritis lUpica activa de pacientes

inactivos.

El ABC de CD44 plasmatica fue de 0.68 (IC 0.58-0.78). Un punto de corte >40 ng/ml tuvo
una sensibilidad de 87% (IC 95% 0.75-0.94) y una especificidad de 44% (IC 95% 0.33-0.55) para

diferenciar nefritis lUpica activa de pacientes inactivos.

1.4.3.2 CURVAS ROC DE BIOMARCADORES URINARIOS:

El rendimiento de la OPN urinaria no fue util para diferenciar a los pacientes con nefritis
lupica activa y sin nefritis, con un ABC de 0.48 (IC 95% 0.37-0.58). Por otro lado, el area bajo la
curva de CD44 fue de 0.67 (IC 95% 0.58-0.77). Con el punto de corte <30 ng/mg se obtuvo una
sensibilidad de 63% (0.49-0.75) y especificidad del 69% (0.58-0.78) para diferenciar pacientes

inactivos de aquellos con nefritis lupica activa.

1.4.3 CURVAS ROC CON COMBINACION DE BIOMARCADORES:

La combinacion de OPNp y CD44p mostré una ABC de 0.84 (IC 95% 0.77-0.91), con los
puntos de corte previamente definidos por el indice de Youden de OPNp >58 ng/ml y CD44 >40
ng/ml, se obtuvo una sensibilidad de 63% (IC 95% 0.49-0.75) y especificidad de 85% (IC 95%
0.75-0.91). Sin embargo, al realizar la comparacion de las curvas ROC de OPNp como

marcador unico, y la combinacién de biomarcadores no se detecté una diferencia estadistica.

1.5 CONCLUSIONES:

Los niveles de osteopontina plasmatica funcionan como un biomarcador prometedor que
correlaciona con la actividad de lupus eritematoso generalizado y con la inflamacion renal. La
medicion de osteopontina en orina no mostré un desempefio apropiado como biomarcador para

diferenciar pacientes con actividad renal secundaria a lupus.



1.6 PERSPECTIVAS:

Como continuacion de este estudio se evaluara el curso longitudinal de los
biomarcadores, en especial OPN plasmatica, con la intencién de evaluar su potencial diagndstico
de respuesta al tratamiento y prediccion posterior de recaidas renales.

Los biomarcadores evaluados en este estudio pertenecen a una de las multiples vias
implicadas en la fisiopatologia de la nefropatia lupica. En un futuro, el uso de biomarcadores
especificos de las diferentes vias de inflamacion podra explicar cual de ellas predomina en los

pacientes con nefritis lUpica con la finalidad de poder individualizar una terapia de tratamiento.



2. ANTECEDENTES

El Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune con una
compleja interaccion entre factores genéticos, ambientales y epigenéticos. La presentacion
clinica es heterogénea se acompafa de alteraciones complejas que afectan el sistema inmune
con inflamacion y dafio a érganos y tejidos. ["! Existe una inflamacion local y sistémica mediada
por una alteracion entre la respuesta inmune innata y adaptativa, originada por una alteracion en
la eliminacién de los cuerpos apoptoticos, un reconocimiento incorrecto de autoantigenos por
parte de las células dendriticas (CD) y linfocitos T, y la activacion de linfocitos B autorreactivos
con la produccion de autoanticuerpos. Adicionalmente, la participacién de citocinas como el

interferdn tipo | que tiene un papel central en la fisiopatologia de LEG. 23

Actualmente la nefritis lupica (NL) es una de las complicaciones mas frecuentes en los
pacientes con lupus eritematoso generalizado, ocurre en alrededor del 60% de los pacientes. La
NL afecta principalmente a una poblacion de mujeres jévenes y en los primeros 6 a 36 meses
del diagnostico. Clasicamente, se ha descrito un peor desenlace de la enfermedad en pacientes
de origen Hispano. Si bien el prondstico de los pacientes con LEG y actividad renal ha mejorado
discretamente en los ultimos afos, gracias a las nuevas terapias farmacoldgicas, incluso con
farmacos bioldgicos, los desenlaces aun son desalentadores. En un poblacion mexicana se ha
reportado una tasa de recurrencia del 50% a los 60 meses y una tasa de progresion a enfermedad

renal cronica terminal (ERCT) a 5 afios del 17%. ¥

Hasta el momento el estandar de oro para el diagnodstico continia siendo el analisis
histopatologico de la biopsia renal, la cual se obtiene mediante un procedimiento invasivo, con
riesgo de complicaciones, y en la practica clinica es dificil someter al paciente a biopsias
repetidas. Actualmente el uso de biomarcadores clinicos como la proteinura, niveles séricos de
complemento, o la medicion de la tasa de filtrado glomerular estimado (TFGe) no siempre
traducen el estado de inflamacion intrarrenal, por lo que es necesario identificar biomarcadores
que reflejen las diferentes vias inmunitarias implicadas en la fisiopatogenia de la NL. Si bien se
han propuesto varios, aiin no han incorporado al uso clinico.®! En este estudio se propuso evaluar
el biomarcador osteopontina (OPN), una citocina que traduce la activacion de las vias del

interferdn.



2.1 OSTEOPONTINA

La osteopontina (OPN), también conocida como fosfoproteina 1 secretada (SPP1) o
activador temprano de linfocitos T-1 (ETA-1), es una glicoproteina N-ligada perteneciente a la
familia de proteinas N-glucosiladas con ligandos de union de integrina (SIBLING: small integrin-
binding ligand N-linked glycoprotein). Inicialmente fue descrita como una proteina de
remodelacién dsea, sin embargo, actualmente se ha identificado su papel como biomarcador en
algunos tipos de cancer; enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple, artritis
reumatoide, lupus eritematoso generalizado; enfermedades hepaticas, enfermedades

intestinales inflamatorias; enfermedades cardiovasculares y asma. [©

Recientemente se ha enfatizado su participacion en la respuesta inflamatoria inmune
tanto innata como adquirida, siendo producida por multiples células como linfocitos B, linfocitos
T, células asesinas naturales (NK), macrofagos, neutréfilos y células dendriticas (CD). Esta
proteina también se encuentra presente en multiples tejidos como hueso, pulmon, higado,
cerebro, articulaciones, tejido adiposo, rifidn; y en liquidos corporales como sangre, orina, liquido

biliar. ©-8

2.2 GEN DE LA OSTEOPONTINA

El gen SPP1 codifica a la OPN, se localiza en el brazo largo del cromosoma 4 (4g21—
4925). El gen de OPN se compone de 7 exones, 6 de los cuales contienen la secuencia de
codificacion (exones 2-7), mientras que los dos primeros exones solo contienen las regiones no
traducidas (5' UTR). ¥ Seis de los exones transcritos forman la OPN-a. Dos variantes de
empalme con el exdn 5 forman la OPN-b y la delecion del exdn 4 forman la OPN-c !

La expresion genética de la OPN se ve afectada por algunas citocinas (IL-1b, IL-6, factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), interferén (IFN), hormonas (vitamina D, estrégenos,
angiotensina Il y glucocorticoides), factor de crecimiento derivado de plaquetas y lipoproteinas
de baja densidad oxidadas, entre otros. '"

Se ha descrito que la expresion fisioldgica del gen de la OPN se ve influenciada por ciertos
polimorfismos genéticos. Al momento se ha identificado 50 polimorfismos en la regién de
flanqueo y 30 polimorfismos en la region no transcrita. Finalmente, su expresién también se ve
modificada por los promotores del gen (secuencias reguladoras: la caja TATA, la caja GC, el

casete CCAAT inverso y varias secuencias de unioén al factor de transcripcion). -1
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2.2.1 POLIMORFISMOS DE LA OSTEOPONTINA ASOCIADOS A NEFRITIS LUPICA

La expresion del gen de OPN esta frecuentemente incrementado en multiples
enfermedades autoinmunes, las cuales han demostrado estar asociadas a polimorfismos de un
solo nucledétido (single nucleotide polymorphisms [SNPs]). En modelos murinos se han descrito
algunos, los cuales son capaces de incrementar la expresion de inmunoglobulinas (Ig) como
IgG3, Ig2a e IgM, ademas de citocinas como IFN, TNF-a, IL-1b; los cuales juegan un papel
fundamental en la fisiopatologia de lupus eritematoso generalizado (LEG). Como ya se ha
documentado previamente la via de sefializacion del IFN tipo | es esencial para la regulacion de
los receptores TLR-7 y 9 en linfocitos B, asi como para la produccion de anticuerpos especificos
de LEG. "2

En humanos se ha documentado que ciertos polimorfismos en el gen de OPN resultan en
un incremento en la expresion de la proteina, lo cual confiere una mayor susceptibilidad para
LEG, asi como ciertas manifestaciones clinicas como la nefritis lupica (NL). En el estudio
realizado por Fonton et al. se demostré que el polimorfismo 707 C/T (rs1126616) se asocia con
mayor actividad renal (p = 0.0431). [ En otro estudio se realizé genotipificacion de este mismo
polimorfismo en pacientes con LEG. Se encontrd que los genotipos CT y TT se presentaban con
mayor frecuencia en pacientes con NL. ¥ Finalmente, en otro estudio de 158 pacientes de origen
chino se demostrd que el polimorfismo 9250 CT se asocia con mayor susceptibilidad para NL (p
= 0.088), mientras que el genotipo TT se encuentra con menor frecuencia en pacientes con NL
(p<0.05). ']

Recientemente se realizé un estudio en 100 pacientes de poblacién egipcia, donde se
detectod que el polimorfismo 9250 (CT+TT) podria predecir el desarrollo de NL, sin embargo, no
se encontré una asociacion con los datos clinicos, estudios de laboratorio, ni con los indices

histolégicos de actividad ni cronicidad. ['®!

2.3 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PROTEINA DE OSTEOPONTINA

La OPN es una proteina pleiotrépica de la matriz extracelular, tiene una carga negativa,
cuenta con 8 a-hélices y 6 hojas S-plegadas, carece de una extensa estructura terciaria. Se
compone de aproximadamente 300 aminoacidos (297 en ratdon, 314 en humanos) y contiene
multiples regiones conservadas, incluida un sitio de unién a calcio y un dominio de union a
heparina en el extremo C-terminal y una secuencia rica en aspartato en el extremo N-terminal,
que esta implicada en la interaccion con el receptor CD44, particularmente con sus isoformas v6

y v7. 'Su peso molecular puede variar desde 44 a 75 kDa, esto secundario a las modificaciones
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post-transcripcionales secundarias a fosforilacion y glucosilacion del extremo aminoacido
terminal (N-terminal). (¢

La actividad biolégica de la OPN se localiza en el fragmento N-terminal, el cual es
escindido por la trombina. Existen dos posibles sitios donde la trombina puede escindir la OPN,
el primer sitio es a través del tripéptido RDG (arginina-glicina-aspartato) y por su dominio
SVVYGLR (residuos de serina-valina-valina-tirosina, glicina, leucina y arginina). ¢ También se
ha reportado que las metaloproteasas de matriz 3 y 7 (MMP-3 y MMP-7) pueden escindir la OPN
humana en 3 diferentes sitios a la trombina (Gly166-Leu167, Ala201-Tyr202 y Asp210-Leu211)
(Figura 1). ®'% Una vez escindida el peso molecular de la OPN fraccionada (OPNf) puede variar
desde 44 a 75 kDa. Esta modificacion facilita la exposicion de sus epitopos que interactuaran
con los receptores de las integrinas y CD44 que daran inicio a la respuesta inmune de células y

células de la inmunidad innata y adaptativa, como se describe mas adelante. (Figura 1). ['"-2%

FIGURA1. Esquema de la estructura de la proteina humana de Osteopontina (adaptado de Clin
Exp Rheumatol 2022; 40: 173-182). 2%
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2.3.2 OSTEOPONTINA INTRACELULAR

Ademas, existe una variante intracelular de la OPN (iOPN), que se genera secundario a
una transcripcion alternativa en la region N-terminal, que genera una versiébn mas corta de la
OPN. Esta isoforma se mantiene en el espacio intracelular y carece de la secuencia senal en la
region N-terminal. En modelos murinos se ha observado que interactia con CD44, y promueve
la proliferacion, motilidad de macréfagos, fibroblastos y osteoclastos. Ademas, tiene una funcion
reguladora de la respuesta inmune innata y adaptativa, incluyendo la diferenciacion de las células

T helper y activacion de las células Natural Killer. En las células dendriticas plasmocitoides
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interactua con MyD88 en la via de sefalizacion del receptor TLR-9. Sin embargo, en humanos

no esta del todo claro este papel. ©!

2.4 OSTEOPONTINA Y SU PAPEL EN LA INMUNIDAD

OPN es una molécula que participa en la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. OPN
es liberada por las células dendriticas, macréfagos y neutréfilos una vez que son estimulados por
los autoantigenos al unirse con los receptores tipo Toll (TLR). Esta liberacion de OPN promueve
la migracion de neutrofilos y células dendriticas inmaduras. Asi mismo, hay un incremento en la
presentacion de antigenos a las células T virgenes. OPN disminuye la secrecion de IL-10, que
promueve una respuesta TH1. Asi mismo OPN promueve la proliferacion de linfocitos B y la

generacion de autoanticuerpos. ©

Esta interaccién con células de la inmunidad innata y adaptativa se debe a la importante
union que tiene con sus ligandos una vez que ha sido escindida por la trombina vy
metaloproteinasas. Se han demostrado interacciones con receptores de células OPN tanto
dependientes de la region RGD como independientes. OPN puede interactuar con integrinas
aVB1, aVB5, a9B1, a8B1, a4p1y a5p1. Estos receptores facilitan la adhesion de la OPN con las
células B. Todas las integrinas se unen al fragmento N-terminal de la OPN cortado por la
trombina, donde se localiza el dominio RGD. Otro sitio de union es la secuencia de siete
aminoacidos (SVVYGLR, residuos humanos 162 + 168) situada entre el RGD, donde se une

particularmente la integrina o 9p1.'92"22]

El receptor CD44 (receptor del acido hialurénico), es un receptor de OPN que contiene
multiples regiones de unién con el dominio no-RGD. La quimiotaxis y la adhesion de fibroblastos
y de células T se llevan a través de la union de OPN con su receptor CD44. Las isoformas de
CD44, particularmente v6 y v7 se unen a la porcion N-terminal y C-terminal independientemente

de la regién RGD, lo cual sugiere multiples sitios de union de OPN con CD44. A su vez la uniénde
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CD44 a OPN se inhibe por el uso de anticuerpos contra integrinas, lo cual sugiere que la

interaccion de OPN, CD44 e integrinas a nivel de la adhesion celular. (Figura 2) ©

FIGURA 2. Efectos sobre la inmunidad de OPN al unirse a sus receptores.
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2.5 ESTUDIOS EN MODELOS MURINOS DE NEFRITIS LUPICA Y OSTEOPONTINA
Diversos estudios murinos han demostrado la relacién entre los niveles elevados de OPN
y enfermedades autoinmunes como LEG, artritis reumatoide, esclerosis multiple y otras
glomerulonefritis. 72 Uno de los modelos murinos mas comunmente utilizados en la
investigacion del LEG es el raton MRL/Ipr, el cual es proclive al desarrollo de enfermedades
autoinmunes. ¥ En este modelo se encontraron niveles elevados de OPN en suero, y una
expresion aumentada del RNA mensajero de OPN en las células T CD3+/CD4-/CD8-. ** El grupo
de Shinohara et al. reporté que los ratones que carecen de OPN, presentan alteraciones en la
produccion de IFN-a por las células dendriticas a través del receptor TLR-9. ¢ La
sobreexpresion de OPN en estos modelos murinos inducen la activacion de células B, incremento
en la produccion de IgG, IgM, autoanticuerpos y la expresion de citocinas (TNF-a, IFN-c and IL-

1b). Toda esta respuesta esta involucrada en la patogénesis de LEG. ["!

2.6 ESTUDIOS HUMANOS DE NEFRITIS LUPICA Y OSTEOPONTINA EN PLASMA

El grupo de Wong et al. midi6é la concentracion plasmatica de OPN y de IL18 en 54
pacientes de origen chino con LEG, con o sin alteraciones renales, y las compararon con 26
controles sanos. Encontraron que las concentraciones plasmaticas de OPN estaban
incrementadas en el grupo de pacientes con LEG en comparacion con el grupo control (P<0.001).

Ademas, el incremento en OPN correlaciond positiva y significativamente con el puntaje de
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actividad de la enfermedad SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) en
todos los pacientes con LEG (r = 0.308, p = 0.023). En pacientes con afeccion renal, se observo
una correlacion significativa con la concentracion de IL-18 (r=0.404, P =0.037). ¥") En diversos
estudios se propone que hay un predominio de citocinas Th1 en la respuesta inflamatoria que
llevan a dafio renal. ?32% El mismo grupo de Wong et al. demostro la participacion de la IL-18, ya
que esta citocina correlaciond con el puntaje de SLEDAI-2k y la presencia de alteraciones
renales. Esta interleucina promueve la diferenciacion a Th1 y la produccion de INF-o. B% Por
tanto, este estudio sugiere que hay un predominio de la respuesta de Th1 tanto sistémica como
a nivel renal. Con ello, OPN puede estar fuertemente asociada al estado proinflamatorio en LEG

y podria ser un marcador de actividad adecuado. ")

Estos datos han sido reproducidos en una cohorte de 40 pacientes pediatricos con LEG,
donde pacientes con LEG, con y sin nefritis Iupica, tuvieron niveles mas elevados de OPN, en
comparacion de los controles (p = 0.000 y p = 0.002). Ademas, se observo que los pacientes con
afeccion renal presentaron una concentracién sérica mas alta de OPN, y esta correlacion6

positivamente con mayores niveles de IL-18 (r = 0.48, p = 0.004). ®"

Rullo et at. dieron seguimiento a una cohorte de pacientes pediatricos (n=42) y adultos
con LEG (n=23). Los niveles plasmaticos de OPN se encontraron elevados en ambos grupos en
comparacion de los controles (p = 0.03 y p = 0.02, respectivamente). Ademas, se encontré que
los niveles elevados de OPN correlacionaron con la actividad elevada de IFN-a y la presencia de
anticuerpos anti-nucleares. Los niveles elevados de OPN tuvieron una correlacion negativa con
la edad, y correlacionaron también con el puntaje de SLEDAI-2k a los 6 meses (r = 0.51 y 0.52;
P = 0.001 y 0.01 en poblacion pediatrica y adulta ambos, respectivamente). También se
asociaron los niveles séricos de la OPN con un incremento del puntaje de dafio SLICC/ACR
(Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology) a los 12
meses en poblacién pediatrica (P = 0.001), por lo que este grupo propuso que la elevacion sérica

de OPN precede al dafio acumulado en estos pacientes. 1

El grupo de Wirestam et al., en 2017, realizd un estudio transversal para poder
caracterizar a la OPN y su implicacion clinica en el LEG. Se obtuvo suero de 240 adultos con
LEG clasificados por los criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) y por los
criterios de SLICC. Se evalu¢ la actividad de la enfermedad mediante el puntaje SLEDAI-2k y el

indice de dafio mediante el puntaje SLICC/ACR-RD. Se identificod que los pacientes con LEG
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tuvieron niveles séricos de OPN 4 veces mayores en comparacion con los controles (p<0.0001).
Ademas, se observo una correlacion de los niveles plasmaticos de OPN con el puntaje SLEDAI-
2K, en particular en aquellos pacientes con diagnostico de LEG de menos de 12 meses de
evolucion (r=0.666, p=0.028). Adicionalmente, se observd una alta correlacion de los niveles
plasmaticos de OPN con el puntaje SLICC/ACR (p<0.0001), especialmente si habia actividad
renal (p>0.0001), cardiovascular (p>0.0001) y malignidad (p=0.012). Finalmente, se encontrd una
asociacion entre el diagnoéstico de sindrome anti-fosfolipidos y los niveles plasmaticos de OPN
(p=0.009). B3

Estos estudios transversales han establecido una posible asociacion entre los niveles
séricos de OPN y el desarrollo de LEG, y proponen a esta proteina como un potencial marcador
de actividad y dafio a 6rganos blanco. Recientemente, el grupo de Wirestam et al. publico en
2019 un estudio multicéntrico para determinar la asociacion de la OPN plasmatica como predictor
de dafo, la asociacion de actividad, y la presencia de ciertos fenotipos en 344 pacientes con
diagndstico reciente de LEG de la SLICC Inception Cohort y con seguimiento de 5 afios. En
comparacion con el grupo control, nuevamente se encontré un incremento de los niveles
plasmaticos de OPN 4 veces mayor en pacientes con LEG (p < 0.0001). Posterior al analisis
mediante un modelo de regresion logistica binaria, se encontré que los niveles plasmaticos de
OPN no predicen el dafio acumulado global, definido como SLEDAI = 1 a un afo. Los niveles
plasmaticos iniciales de OPN correlacionaron con el puntaje SLEDAI-2k al momento de ser
reclutados (r = 0.27, p < 0.0001): aquellos que presentaron un puntaje de actividad alto (SLEDAI-
2K = 5) presentaron una mayor concentracion de OPN plasmatica (p < 0.0001). La concentracion
elevada de OPN plasmatica correlacioné con la actividad serolégica (r = 0.24, p < 0.0001).
Aquellos pacientes con anticuerpos anti-DNAdc positivos, presentaron niveles significativamente
mas altos de OPN (media 55.7 ng/mL, IC 95% 48.2-63.2, n = 150) en comparacion con los
pacientes con anticuerpos negativos (media 37.4 ng/mL, IC 95% 33.6—41.2, n = 194), p < 0.0001.
También aquellos pacientes con niveles bajos de C3 y/o C4 presentaron niveles mas altos de
OPN (media 54.7 ng/mL, IC 95% 46.6-62.8, n = 130, p = 0.0003). La velocidad de sedimentacion
globular (VSG) correlacion6 con los niveles plasmaticos de OPN (r =0.38, p <0.0001). En cuanto
a la actividad de la enfermedad, sdlo la afeccion renal se asocio significativamente con niveles
mas elevados de OPN plasmatica (media 63.7 ng/mL, IC 95% 49.9-77.5, n=75, p<0.0001). Se
documentaron niveles mas elevados de OPN plasmatica en aquellos pacientes con disminucion
en la tasa de filtrado glomerular (TFG, media 54 ng/mL, IC 95% 42.3-66.9, n= 83) en comparacion
con aquellos pacientes con TFG >90 ml/min/1.73m? (media 42.5, IC 95% 38.9-46, n=261,
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p=0.01). En el seguimiento de 5 afos, se encontrd que aquellos pacientes que persistieron con
actividad de la enfermedad persistieron con niveles elevados de OPN plasmatica (p = 0.0006),
actividad renal (p < 0.0001) y con alteracién en la TFG (p = 0.01). B4

2.7 EXPRESION EN TEJIDO RENAL DE OSTEOPONTINA Y NEFRITIS LUPICA

En el estudio reportado por Okada y colaboradores, se estudio la expresion de OPN en
el tejido renal en diversas glomerulopatias, como la nefropatia por IgA (IgAN) (n= 20), nefritis
lupica (n=12) y vasculitis asociada a anticuerpos anti-citoplasma de neutrdfilos (VAA) (n=14). En
este estudid se reporté que la expresion de OPN se observé constitutivamente en la membrana
apical de los tubulos distales, se incrementé de manera paralela en el citoplasma del epitelio
tubular proximal y distal al tener mayor grado de infiltracion de células mononucleares en el
intersticio tanto en pacientes con IgAN como pacientes con NL. La infiltracion de monocitos CD68

se correlaciond significativamente con el grado de expresion de OPN en el epitelio tubular. B

En el estudio de Ma et al, se exploré la asociaciéon entre el infiltrado por linfocitos T y la
podocitopatia por LEG (PL). Se realizaron 60 biopsias renales en pacientes con diagndstico de
podocitopatia Iupica (PL), se realizaron tinciones con inmunohistoquimica para identificar
linfocitos T (CD3), macréfagos (CD68) y la expresion de OPN. Se observé que las lesiones en
podocitos eran mas graves en pacientes con PL en comparacion con los controles. La expresion
de OPN era mayor en casos que en controles, y en pacientes con mayor grado de actividad. Se
observd mayor expresion de OPN en aquellos casos con mayor cantidad de infiltrados por
linfocitos T en el intersticio renal, mientras que los macréfagos se localizaron en el glomérulo
(P<0.05). En comparacion con los controles, los pacientes con LEG presentaron mayor expresion
de OPN en tejido renal (P<0.05). Los infiltrados intrarenales de macréfagos correlacionaron

positivamente con la expresion tisular de OPN (P<0.001). ¢!

Finalmente, en un estudio de transcriptomica realizado en tejido renal de pacientes
mexicanos con nefritis lUpica, se observé una expresion 6 a 10 veces mayor del gen de la OPN
en casos de nefritis lUpica activa en comparacion con tejidos de donadores renales sanos. Esta
elevacion se observo tanto en tejido glomerular como tubulointersticial, y en distintos episodios

de inflamacion renal en el mismo paciente (Figura 3). 7]
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FIGURA 3. Grafico de volcan de la expresion del gen SPP1 en pacientes con nefritis Iupica en

comparacion con controles sanos. El punto rojo muestra el gen SPP1. ']
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2.8 ESTUDIOS DE OSTEOPONTINA URINARIA EN NEFRITIS LUPICA

El grupo de Kitagori estudi6 ambas isoformas de la OPN, la forma completa y la
fragmentada; las midi6 en orina y en plasma de pacientes con LEG (n=29) y oftras
glomerulopatias como: nefropatia por IgA (IgAN) (n= 14), sindrome de cambios minimos (n=>5),
nefropatia diabética (ND) (n= 14) y en pacientes sanos (n= 17). No se encontraron diferencias
significativas en la concentracion urinaria de OPN completa entre los grupos, sin embargo, la
fraccion fragmentada de OPN en plasma y orina se encontré significativamente mas elevada en
pacientes con LEG a comparacién de los controles (P<0.05). Ademas, se encontrd en cantidades
mas altas en aquellos pacientes con NL activa, con proteinuria (indice proteinuria/creatininuria
(IPC) >0.5 g/g) a comparacion de los que se encontraban inactivos con IPC <0.05 g/g (p <
0.0001).

La actividad de la trombina en orina, enzima que escinde a la OPN, correlaciona
positivamente con la concentracion de OPN fragmentada (p < 0.0001). Lo cual sugiere que la
concentracion de la OPN fragmentada correlaciona por tanto con la inflamacion renal y puede
ayudar como un marcador urinario de actividad en NL. Sin embargo, en este estudio la
concentracion de OPN completa y fragmentada no se asoci6 con el puntaje SLEDAI-2k ni con
cambios en la tasa de filtrado glomerular (TFG). 1*®!

Los estudios de OPN en orina de pacientes con LEG y actividad renal son escasos y no
han sido extrapolados a nuestra poblacion. Por lo que en este estudio se propone el estudio de
la OPN como un biomarcador urinario que refleja el grado de la inflamacion renal. El hallazgo de
un biomarcador especifico de actividad renal en LEG potencialmente podra ser de utilidad para
orientar la terapéutica y de tal manera tener un impacto en el prondstico renal y sobrevida de

estos pacientes.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente la nefritis lUpica ocurre en alrededor del 60% de los pacientes con lupus
eritematoso generalizado. Generalmente, se trata de pacientes jovenes, y suele ser la
manifestacion inicial de la enfermedad o desarrollarse en los primeros 6 a 36 meses del
diagnostico. Si bien la presencia de nuevos medicamentos, incluso farmacos bioldgicos han
tenido un impacto en el prondstico de los pacientes con nefritis lUpica, existe el riesgo de toxicidad
por las dosis acumuladas y los costos son importantes, lo que disminuye su apego.
Adicionalmente, las tasas de recaida renal y la tasa de progresién renal siguen teniendo un gran
impacto en los pacientes, sobre todo en nuestra poblacién mexicana. Ademas, la de mortalidad
sigue siendo significativamente mas alta en comparacion de los pacientes sin nefropatia lupica.
Por tanto, es necesario contar con un biomarcador que ayude a predecir o demostrar la

persistencia de la actividad renal de manera temprana. B!

Actualmente se han descrito multiples biomarcadores especificos de actividad con la
finalidad de distinguir pacientes con inflamacion activa de aquellos quienes no presentan
inflamacién. Al ser el lupus eritematoso generalizado una enfermedad con participacion de
diferentes vias de inflamacion, es mas complejo establecer un unico biomarcador aplicable a la
practica clinica. Recordando que el estandar de oro sigue siendo la biopsia renal, el cual es un
procedimiento invasivo con riesgo de complicaciones, en este estudio se propone la busqueda
de un nuevo biomarcador no invasivo de actividad renal, especifico de la actividad de la via del

interferon.

Hasta el momento, estudios previos han demostrado que los niveles de OPN en plasma
correlacionan con la actividad renal y con un mayor puntaje de SLEDAI. Sin embargo, al tratarse
de una enfermedad sistémica, los hallazgos en plasma no siempre reflejan la actividad renal. En
este sentido, los estudios de OPN junto con su ligando CD44 en orina de pacientes con LEG y

actividad renal son escasos, con metodologia limitada, y no aplicables a nuestra poblacion.
En este estudio, se busca generar un biomarcador util de actividad renal en lupus, con

fundamente fisiopatoldgico y con potencial de guiar la terapéutica en esta enfermedad y generar

un impacto en el pronéstico renal y sobrevida de pacientes con lupus.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Es la osteopontina urinara un biomarcador util para identificar a los pacientes con lupus

eritematoso generalizado y actividad renal?
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5. OBJETIVOS

Primario

Evaluar el rendimiento diagndstico de los niveles urinarios de OPN para
diferenciar entre pacientes con nefropatia lupica activa, lupus con actividad
sistémica sin actividad renal, nefropatia lupica inactiva, y pacientes con lupus sin

actividad de la enfermedad

Secundarios

Correlacionar los niveles de OPN en orina con los hallazgos histopatolégicos de
la biopsia renal percutanea (indices de actividad) y los parametros serologicos
Correlacionar los niveles de OPN urinaria con otros resultados de laboratorio

clinico
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6. HIPOTESIS

Hipétesis Alternativa
e Los niveles urinarios de OPN diferenciaran a los pacientes con nefropatia lupica
activa de aquellos con lupus eritematoso sin actividad renal con una sensibilidad

y especificidad mayores del 80%

Hipétesis Nula
e Los niveles urinarios de OPN no diferenciaran a los pacientes con nefropatia

lupica activa de aquellos con lupus eritematoso sin actividad renal
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Diseiio General
Se traté de un estudio transversal de evaluacion de prueba diagnostica. Inicialmente se
realizd una fase exploratoria de factibilidad de medicién, para determinar las condiciones para

realizar los ensayos de los biomarcadores en suero y en orina.

Se analizaron los biomarcadores Osteopontina (OPN) y CD44. Se utilizaron los kit de
inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) de R&D Systems (Human Osteopontin DuoSet ELISA,
Minneapolis, MN [DY1433]) y el kit de R&D Systems (Human CD44s DuoSet ELISA, Minneapolis,

MN, [DY7045]), siguiendo las instrucciones del fabricante.

En la fase exploratoria se incluyd un grupo reducido de pacientes con nefritis lUpica activa,
pacientes con lupus eritematoso generalizado inactivo, y donadores renales donde se corroboro
la presencia del biomarcador tanto en plasma como en orina, y se obtuvo el coeficiente de

variabilidad intraensayo.

En la evaluacion transversal del estudio de prueba diagndstica se reclutaron los siguientes

grupos de pacientes:

a) Pacientes con nefropatia lupica activa definida por biopsia renal percutanea

Se incluyd a pacientes programados para biopsia renal percutanea por sospecha de
actividad renal. Se obtuvieron muestras séricas y de orina previo a la realizacion de la
biopsia renal. Posteriormente se corroboré con el resultado histopatolégico de la biopsia
renal percutanea el grado de inflamacion (indice de actividad > 4 puntos) y el diagnéstico
de nefropatia lupica activa. Las muestras de orina y plasma se obtuvieron al acudir el
paciente a sus citas de la consulta externa o en hospitalizacién en el Instituto previo a la

realizacién de la biopsia renal

b) Pacientes con diagndstico de lupus eritematoso generalizado, actividad sistémica

pero sin actividad renal

Se incluyeron a pacientes diagnosticados con lupus eritematoso generalizado con base
a 4 criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés), con

actividad sistémica actual definida por un puntaje de SLEDAI-2k >6 puntos, con al menos
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4 puntos clinicos y sin hallazgos de enfermedad renal como se especificé arriba. Las
muestras de orina y plasma se obtuvieron al acudir el paciente a sus citas en la consulta

externa

c) Pacientes con diagndstico de lupus eritematoso generalizado sin actividad

Se invitd a participar a pacientes en seguimiento en la consulta externa de Reumatologia
y Nefrologia quienes tuvieran el diagndstico de lupus eritematoso generalizado en base
en 4 criterios de la ACR, sin actividad sistémica o renal definida por criterios clinicos y
con un puntaje de SLEDAI-2K <2 puntos. Las muestras de orina y plasma se obtuvieron

al acudir el paciente a sus citas en consulta externa

d) Pacientes con diagndstico de lupus eritematoso generalizado, sin actividad renal y

datos de cronicidad definida por biopsia renal percutanea

Se incluy6 a pacientes que fueron sometidos a biopsia renal percutanea por sospecha de
actividad renal, cuyos hallazgos histopatologicos presentaran un indice de cronicidad del
NIH >4 y sin datos de actividad, definido por un indice de actividad <2 puntos, en el cual
ninguno de los puntos fuera secundario a hallazgos de actividad glomerular. Las muestras
de orina y plasma se obtuvieron al acudir el paciente a sus citas de consulta externa o en

hospitalizacién del Instituto previo a la realizacion de la biopsia renal

De todos los grupos se obtuvieron a traves del expediente electronico las variables
demograficas, clinicas, tratamiento actual, dosis acumuladas, estudios de laboratorio y
parametros serolégicos. Ademas se obtuvieron los puntajes de actividad (SLEDAI-2K) y de dafo
acumulado SLICC/ACR (SLICC/ACR DI) al momento del reclutamiento. Para aquellos pacientes
sometidos a biopsia renal se incluyeron las variables de la clasificacion del International Society
of Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS), asi como los indices de actividad y

cronicidad del National Institutes of Health (NIH).

Una vez que el paciente aceptara su participacion y firmara el consentimiento informado
del estudio, se recolectaron las muestras de orina (10 ml), plasma (3 ml) y suero (3ml). Las
muestras fueron centrifugadas, almacenadas y congeladas a -70°C en el Departamento de
Nefrologia y Metabolismo Mineral del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran.
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7.2 Criterios de seleccion

7.21

Criterios de inclusion

Para todos los pacientes

Hombre o mujer mayor de 18 afos

Diagndstico de lupus eritematoso generalizado basado en los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) o Systemic Lupus International Collaborating Clinics
(SLICC)

Consentimiento informado firmado previo a la inclusion en el estudio

Grupo de pacientes con lupus eritematoso generalizado y actividad renal

Actividad renal diagnosticada mediante analisis histopatolégico de la biopsia renal
percutanea definido por un indice de actividad >4 y/o proteinuria mayor de 1g en 24 horas
o 1g/g por indice proteinuria/creatinuria

Menos de 2 semanas con tratamiento de induccioén a la remision, definido como dosis de
prednisona mayor de 0.5mg/kg, o mas de un bolo intravenoso de ciclofosfamida

administrado en los ultimos 6 meses

Grupo de pacientes con lupus eritematoso generalizado, actividad sistémica sin actividad

renal

Actividad sistémica de lupus con puntaje de SLEDAI-2k >6 puntos (incluyendo minimo 4
puntos clinicos), previo a su inclusion fueron evaluados por el servicio de Reumatologia
Sedimento urinario inactivo definido como ausencia de leucocituria y hematuria

indice proteinuria/creatininuria de muestra al azar o de recoleccién de 24 horas con
proteinuria menor de 250mg/g

Menos de 2 semanas con tratamiento inmunosupresor, definido como dosis de
prednisona mayor de 0.5mg/kg, mas de un bolo intravenoso de ciclofosfamida

administrado en los ultimos 6 meses
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Grupo de pacientes con lupus eritematoso generalizado sin actividad

Diagndstico de lupus eritematoso generalizado sin actividad sistémica, con puntaje de
SLEDAI-2K <2 puntos y ausencia de cambios en los parametros serologicos
(complemento y anticuerpos anti-DNAdc) durante el 1 afio de seguimiento, previo a su
inclusion fueron evaluados por el servicio de Reumatologia

Funcion renal normal para la edad y sexo

indice proteinuria/creatininuria de muestra al azar o recoleccién de 24 horas menor de
250mg/g

Sedimento urinario inactivo definido como ausencia de leucocituria y hematuria

Grupo de pacientes con lupus eritematoso generalizado sin actividad renal y datos de

cronicidad en biopsia renal

7.2.2

7.2.3

Pacientes con sospecha de actividad renal que fueran sometidos a biopsia renal, que en
los hallazgos histopatologicos se reportara un indice de cronicidad del NIH >4 y un indice
de actividad <2 puntos

Menos de 2 semanas con tratamiento con dosis de prednisona mayor de 0.5mg/kg,
mofetil micofenolato iniciado a dosis mayor de 3g/24h, mas de un bolo intravenoso de

ciclofosfamida administrado en los ultimos 6 meses

Criterios de Exclusion

Paciente que no acepte a firmar el consentimiento informado

Enfermedad comérbida en los grupos con lupus eritematoso generalizado capaz de
inducir proteinuria (diabetes mellitus, otras enfermedades reumaticas)

Paciente en anuria con requerimiento cronico de terapia de reemplazo renal

Criterios de Eliminacion

Muestra de biopsia renal percutanea insuficiente para la valoracion de actividad (menor
de 10 glomérulos obtenidos)

Evidencia de otra etiologia distinta a nefropatia Iupica en el analisis histopatoldgico de la
biopsia renal

Informacion incompleta en expediente electronico

Mas de 2 semanas con tratamiento de induccion a la remision con dosis de prednisona
mayor de 0.5mg/kg y mas de un bolo intravenoso de ciclofosfamida administrado en los

ultimos 6 meses
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e Retiro del consentimiento informado

7.3 Variables registradas

1. Variables demograficas: fecha de nacimiento, sexo, edad, meses del diagndstico,
antecedentes actividad lupica previa
2. Variables clinicas basales: criterio de obtencion +2 semanas de la toma de muestra de orina
y suero. Presion arterial sistolica y diastolica (mmHg), puntajes SLEDAI-2K y SLICC-DI. Dosis
de medicamentos inmunosupresores: prednisona, mofetii micofenolato, azatioprina,
ciclofosfamida, hidroxicloroquina. Dosis acumulada de inmunosupresores: prednisona,
ciclofosfamida
3. Variables laboratoriales basales: obtenidas +2 semanas de la toma de muestras
¢ Hemoglobina, leucocitos, linfocitos, plaquetas
¢ Creatinina sérica (mg/dL), nitrégeno ureico sérico (mg/dL), albumina (g/dL), se calculo
la tasa de filtrado glomerular estimada (TFGe)
e Examen general de orina: densidad urinaria, leucocitos, eritrocitos en orina.
e Proteinas en orina al azar (g/dL) y creatinina en orina al azar (g/dL)
¢ Recoleccién de orina de 24 hrs: proteinuria (g/dL), creatinina urinaria (g/dL), volumen
urinario.
e Serologia para anticuerpos contra DNA de doble cadena, fragmentos C3 y C4 del
complemento
4. Variables obtenidas del analisis histopatolégico de la biopsia renal percutanea (grupo con
nefropatia activa): indice de Actividad del NIH, indice de Cronicidad del NIH ¥y clasificacién de
acuerdo con la ISN/RPS. 149
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7.4 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

OSTEOPONTINA URINARIA COMO MARCADOR DE ACTIVIDAD RENAL EN PACIENTES CON LEG
Fecha de recoleccion: / /

Fecha de nacimiento:

DEFINICIONES:

1. Grupo pacientes LEG +
actividad renal

* BRP:IA>4
« Proteinuria >1g en 24 horas o 1g/g por
IPC, sedimento activo

* <2 semanas con tratamiento de
induccién a la remisién: D
« PDN > 0.5mg/kg
* MMF > de 2g/24h
* Bolo CFM administrado en los
dltimos 6 meses.

CRITERIOS
EXCLUSION

TRATAMIENTO ACTUAL:

* Actividad sistémica de lupus con O

puntaje de SLEDAI2k >=6 puntos.

* Incluyendo minimo 4 puntos
clinicos

* Sedimento urinario inactivo (ausencia

de leucocituria y hematuria). O

* IPC muestra al azar o de recoleccién

de 24 horas con proteinuria < O
500mg/g.

« Paciente que no acepte a firmar el consentimiento informado.

*contestar en caso de paciente en manejo de induccién.

FM
S

RT.

FK

HC
M

EN

ACTIVIDAD

Puntaje SLEDAI 2k
Puntaje de SLICC

LABORATORIOS MOMENTO DE CAPTURA

Lo

Hb BUN

=
=
=

z
(]
(5

BIOPSIA RENAL (si/no):

w Fecha inicio * Dias de inicio sis actual osis acumulada
*

Grupo de Seleccion:

3. Grupo pacientes con LEG
inactivo

* Sin actividad sistémica de LEG (]
« SLEDAI 2k <2 puntos O

* Sin cambios en los parémetros en al
menos 1 afio (complemento/
DNAd)

* IPC muestra al azar o recoleccion [T
de 24 horas < 500mg/g,

« Otras comorbilidades capaz de inducir proteinuria (diabetes mellitus, amiloiosis, cincer, otras
glomerulopatias y otras enfermedades reuméticas autoinmunes). []

EXPLORACION FiSICA

Prot. U 24 hrs

Crea U 24 hrs

IPC

Eritros orina
Leucos orina

S
D

©
C

DNAdc
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Fecha: __ _ /[ NOMBRE:
Puntuacion SLEDAI |Descriptor Definicién
. De comienzo reciente. Excluir causas infecciosas, metabdlicas y

8 Convulsiones fArmacos.

Habilidad alterada para la funcién diaria debido a alteracién grave en la
percepcién de la realidad. Incluye alucinaciones, incoherencia,

8 Psicosis asociaciones ilégicas, contenido mental escaso, pensamiento ilégico,
raro, desorganizado y comportamiento cataténico. Excluir I. renal y
farmacos
Funcién mental alterada con falta de orientacién, memoria, u otras
funciones intelectuales, de comienzo rapido y manifestaciones clinicas
fluctuantes. Incluye disminucién del nivel de conciencia con capacidad

8 Sdme organico- |reducida para focalizar, e inhabilidad para mantener la atencién en el

cerebral medio, mas, al menos dos de los siguientes: alteracién de la percepcion,
lenguaje incoherente, insomnio o mareo matutino, o actividad
psicomotora aumentada o disminuida. Excluir causas infecciosas,
metabdlicas y farmacos..
. Retinopatia ltpica. Incluye cuerpos citoides, hemorragias retinianas,
Alteraciones ] . L -

8 visuales exudados serosos y hemorragias en la coroides, o neuritis ptica.

Excluir HTA, infeccién o farmacos.
Alt. Pares . . -

8 craneales De reciente comienzo, motor o sensitivo.

o Grave, persistente; puede ser migrafiosa pero no responde a

8 Cefalea lipica analgésicos narcéticos.

8 AVC De reciente comienzo. Excluir arteriosclerosis.

Ulceracion, gangrena, nédulos dolorosos sensibles, infartos

8 Vasculitis periungueales, hemorragias en astilla o biopsia o angiografia que
confirme la vasculitis.

4 Miositis Debilidad proximal/dolor asociado a elevacion de las CPK/aldolasa o
EMG sugestivo o miositis comprobada por biopsia.

Artritis Mas de dos articulaciones dolorosas y con signos inflamatorios.
Cilindros urinarios | Cilindros hematicos o granulosos.
Hematuria >5 hematies/c. Excluir litiasis, infeccion u otras causas.
o »0.5 g/24 h. De reciente comienzo o aumento de la proteinuria ya

4 Fioteinua conocida en mas de 0.5 g/24 h.

4 Piuria > 5 leucocitos/c. Excluir infeccion.

2 Exantema nuevo | Comienzo reciente o recurrente. Exantema inflamatorio.

2 Alopecia De comienzo reciente o recurrente. Pérdida difusa o en placas.

2 Ulceras bucales |De comienzo reciente o recurrente. Ulceras bucales o nasales.

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

. - Dolor pericardico con al menos uno de los siguientes: roce, derrame,

2 Pericarditis . " . ’
cambios electrocardiograficos o confirmacién ecocardiografica.

2 Complemento |Descenso de CH50, C3, C4 por debajo del limite inferior del laboratorio.

2 Anti DNA > 25%. Técnica de Farr o por encima del valor habitual del laboratorio.

1 Fiebre > 38°C. Excluir infeccion.

1 Trombopenia | < 100.000 plaquetas/mm3.

1 Leucopenia < 3.000 células/mm3. Excluir farmacos.

PUNTUACION Nota: puntta en la escala SLEDAI si el descriptor esta presente en el dia de la
TOTAL visita o 10 dias antes.
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7.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para la expresion de las caracteristicas basales de cada uno de los grupos se utilizd
estadistica descriptiva mediante medias aritméticas y desviacion estandar o medianas y rangos

intercuartilares de acuerdo con el tipo de distribucion de la variable estudiada.

Para la comparacion de las caracteristicas basales entre los 4 principales grupos de
estudio se utilizaron pruebas de ANOVA o Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni o Dunnett

para el numero de comparaciones, respectivamente.

Los valores obtenidos de OPN y CD44 en los ensayos de ELISA en orina se normalizaron

al valor de creatinina urinaria (concentracion) de la muestra.

Para el analisis de los resultados de los estudios de cada biomarcador urinario y
plasmatico se utilizdé una prueba de Kruskal Wallis para la comparacion de valores entre grupos

seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples.

Para analizar las asociaciones entre los niveles plasmaticos y urinarios de cada
biomarcador con las caracteristicas basales y hallazgos histopatolégicos (grupo con biopsia
renal), se utilizd la prueba de Chi-cuadrada de Pearson para variables categoricas, y la prueba

de correlacion de rangos de Spearman para variables continuas.

Se realiz6 el calculo del area bajo la curva (AUC) mediante la construccion de curvas
ROC para comparar la capacidad de distinguir el estado clinico entre los 4 grupos especificos de
pacientes. Se seleccionaron los puntos de corte de cada biomarcador urinario y plasmatico para
definir niveles elevados, esto con base en el indice de Youden. Se obtuvo la sensibilidad, la
especificidad y los valores predictivos de cada biomarcador. Se utilizé la prueba de DeLong para

la comparacion de los valores de area bajo la curva ROC de los biomarcadores o su combinacion.

Para las pruebas se consideré como significativo un valor de p menor de 0.05. Todos los

anadlisis se realizaron con SPSS Statistics 24.0 y GraphPad Prism 3.0.
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7.6 TAMANO DE LA MUESTRA
El calculo de tamafio de la muestra para detectar diferencia entre pacientes con nefropatia
lupica activa, pacientes con nefropatia lupica inactiva, y pacientes con actividad sistémica sin
afeccioén renal, basado en una sensibilidad del 80%, especificidad en 80%, con una relacion
casos y controles 1:1, con un intervalo de confianza de 95% y una precision del 10%. EI numero

estimado de sujetos por grupo fue de 62 pacientes.

7.7 COMITE DE BIOETICA E INVESTIGACION

Este protocolo fue aprobado por los respectivos comités del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran el 05 de octubre de 2020, con numero de referencia: 3496,
registro: CONBIOETICA-09-CEI-011-20160627. Y No. Oficio MCONTROL-1202/2020. Se
obtuvieron reaprobaciones anuales, aprobandose la ultima revisidon por parte de los Comités

Institucionales en diciembre de 2022.

7.8 POTENCIAL DE RECLUTAMIENTO

Se pretendia reclutar de manera inicial un total de 186 pacientes para el estudio (62
pacientes por grupo). Sin embargo, ante la contingencia por la pandemia de SARS-CoV2, que
se vivi6 a nivel Nacional no se obtuvo la misma recepcion de pacientes con diagnostico de Lupus
Eritematoso Generalizado en las consultas de seguimiento de Nefrologia y Reumatologia durante
la fase de reclutamiento del estudio. Asi mismo el nUmero de biopsias renales del departamento
de Nefrologia se vio disminuido. Tras la discusion con el Comité Tutoral del estudio, se decidid
agregar un cuarto grupo de estudio que incluyé a los pacientes con sospecha de actividad renal
que fueron sometidos a biopsia renal y dentro de los hallazgos se encontré un indice de

cronicidad  del NIH >4 'y ausencia de  actividad renal  significativa.

7.9 RIESGOS POTENCIALES

No se contemplaron riesgos especificos del protocolo, se considerd un estudio de riesgo

minimo.
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710 CRONOGRAMA INICIAL

ANO MES ACTIVIDAD
Febrero Inicio del reclutamiento de pacientes y muestras
bioldgicas.
Fase exploratoria.
2021 — S
Marzo-Abril Sometimiento a los Comités de Etica e Investigacion
Mayo- Inicio de pruebas de deteccion de biomarcadores en
Diciembre muestras bioldgicas

Enero-Junio

2022

Fin del reclutamiento

Evaluacion del biomarcador urinario

Julio-

Diciembre

Analisis estadistico.

Preparacién del manuscrito final.
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8. RESULTADOS

Dentro del periodo de marzo del 2019 a junio del 2022 se reclutaron 150 pacientes. Se incluyeron
62 (40%) pacientes en el grupo de actividad renal, 19 (12%) pacientes en el grupo con hallazgos
histopatoldgicos de cronicidad, 5 (3.2%) pacientes en el grupo de actividad sistémica sin actividad
renal, y 64 (42.6%) pacientes en el grupo de lupus eritematoso generalizado inactivo. (Figura 4)

FIGURA 4. Diagrama de reclutamiento de pacientes con lupus eritematoso en el periodo marzo
2019- agosto 2022.

Pacientes con diagnéstico de Lupus Eritematoso
Generalizado en el INCMNSZ
2019-2022
n=155

Excluidos n=5
2 =otra enfermedad reumatoldgica
2=diabetes mellitus
1= cirrosis hepatica y cardiopatia

Pacientes con LEG y
sospecha de actividad renal +
biopsia renal
n=81 (54%)

Pacientes con LEG sistémico
sin actividad renal
n=5 (3.3%)

Pacientes con LEG inactivo
n=64 (42.6)

Pacientes con actividad en
biopsia renal (IA> 4)
n=62 (40%)

Pacientes con datos de
cronicidad en biopsia renal
(lA<1e IC>4)
n=19 (12)%
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8.1 CARACTERISTICAS BASALES DE LA POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de compuso de 133 mujeres (88.7%), con una mediana de edad de 35 afios
(RIQ 27-45), siendo la poblacion mas joven la del grupo de pacientes con actividad renal 29.5
anos (RIQ 24-37). Entre los hallazgos importantes se encontré que el grupo de actividad renal
contd con menos afos de diagnostico de LEG, con una mediana de 6 anos (RIQ 3-9), a diferencia
de otros grupos (p<0.001), Como era esperable, el grupo con actividad renal presenté un mayor
puntaje de SLEDAI-2K. (Tabla 1)

TABLA 1. Caracteristicas basales de la poblacion.

Pacientes con Pacientes con LEG y Pacientes con Nefritis Pacientes con LEG
Total poblacién (n=150) Nefritis lGpica activa actividad sistémica lGpica crénica inactivos
(n=62) (n=5) (n=19) (n=64)
Sexo (mujeres %) 133(88.7) 51(82.3) 5(100) 16(84.2) 61(95.3) 0.95
Edad (afios) 35 29.5(24-37) 48 31 40 <0.001
(27-45) (37.5-49) (24-37) (35-53.75)
Aiios de diagnéstico 8.5 6 20 5 14.5 <0.001
(afios) (4-16.25) (3-9) (9.5-21.5) (1-12) (8-21)
Antecedente actividad (%)
Hematolégica 79(52.7) 32(51.6) 3(3.8) 10(12.7) 34(53.1) 0.987
Muco-cutanea 109 (72.7) 45 (72.6) 5(100) 11(57.9) 48 (75) 0.246
Serolégica 134 (89.3) 55(88.7) 5(100) 18(94.7) 56 (87.5) 0.698
Neurolégica 23(15.3) 12(19.4) 1(20) 4(21.1) 6(9.4) 0.379
Serosas 42 (28) 23(37.1) 1(20) 7(36.8) 11(17.2) 0.067
Articular 119(79.3) 50(80.6) 4(80) 13(68.4) 52(81.3) 0.662
SAAF (%) 40 (26) 12(19.4) 1(20) 5(26.3) 21(32.8) 0.382
Serolégico 31(77.5) 11(91.7) 1(100) 5(100) 14 (63.6)
Manifiesto 9(22.5) 1(8.3) 0 0 8(36.4)
TAS (mmHg) 120 130 110 116 120 <0.001
(110-1130) (113.75-141.25) (98.5-125) (110-130) (110-125)
TAD (mmHg) 78 80 70 70 7 0.011
(70-80.2) (70-90) (65.5-79.5) (70-80) (70-80)
SLEDAI 2k (puntaje) 6 11 8 8 0 <0.001
(0-12) (8-16) (6.5-10) (6-12)
SLICC indice de daiio 0 1 1 0 0 0.038
(puntaje) (0-1) (0-1) (0-2.5) (0-1)

34



En cuanto a los estudios de laboratorio, se encontraron niveles de hemoglobina mas bajos

en el grupo de pacientes activos renales con una mediana de 12.1 g/dL (RIQ 10.6-13.42), y en
el grupo de pacientes con actividad sistémica con 11.4 g/dL (RIQ 9.75-13.9) en comparacion al

grupo de inactivos (p<0.0001). Como era de esperarse las pacientes con actividad renal

presentaron menores tasas de filtrado glomerular (TFG), tuvieron mayor hipoalbuminemia, y los
indices de proteinuria/creatininuria (IPC) mas elevados (4.21 g/g [RIQ 2.1- 6.07]), ademas de

presentar leuco-eritrocituria en el examen general de orina. (Tabla 2)

TABLA 2. Estudios de laboratorio basales de la poblacion de estudio.

Total poblacién

Pacientes con Nefritis Pacientes con LEGy Pacientes con Nefritis Pacientes con LEG

(n=150) ldpica activa actividad sistémica lGpica crénica inactivos
(n=62) (n=5) (n=19) (n=64)
5.45 6.05 37 5.80 5.10
Leucocitos (cels/pl) (4.10-7.10) (4-7.95) (3.2-4.7) (4.60-1.80) (4.20-6.55) i
Hemoglobina 13 12.10 1.4 13.10 13.90 0,001
(g/dL) (11.57-14.60) (10.60-13.42) (9.75-13.9) (11.3-15.30) (12.90-14.87) '
245 251 195 244 248
Plaquetas (k/ul) (200.75-284.25) (205-285) (150.5-244) (181-288) (205.25-285) 0413
o 2% 16.50 17.50 2% 20.4
Linfocitos (%) (15.67-31.65) (10.65-26) (14.3:20.1) (15.90-29.1) (22.85-34.60) <0.001
64.45 708 707 69.30 57.25
Neutrofilos (%) (55.15-74.20) (61.75-81.67) (68.25-78.95) (56.3-76) (52.85-63.80) <0.001
16.95 25.2 134 15.30 12.55
BUN (mg/dL) (11.37-26.35) (18.69-36.1) (10.45-16.3) (10.80-22.80) (10.15-16.85) <0.001
- 0.80 1.01 0.81 0.88 0.72
Creatinina (mg/dL) (0.66-1.07) (0.70-1.93) (0.69-1.14) (0.67-1.20) (0.61-0.87) <0.001
- 375 3 3.64 375 4.29
AlbGmina (g/dL) (3.10-42.27) (2.28-3.46) (2.86-3.82) (3.38-4.20) (4.00-4.53) <0.001
o 542.15 3,252 237 2,500 99
Proteinas orina (mg) (101 25.3415) (1,181-5,906) (127.5-340) (717-4,220) (75-178.5) et
Creatinina orina 986 967 833 986 988 0.309
(758-1163) (723-1155) (327-975) (819.1,130) (779.5-1225) :
1800 1700 1700 1700 2000
Volumen (mi) (1100-2300) (1125-2200) (800-2000) (1000-2600) (1500-2450) 0.396
. 1.18 4.21 0.31 2.88 0.1
Indice prot/Cr (0.12-4.23) (2.10-6.07) (0.18-0.93) (1.41-4.15) (0.07-0.21) 0.963
. 1.015 1.016 1.016 1.014 1.016
Densidad (1.010-1.0180) (1.011-1.018) (1.00-1.022) (1.012-1.015) (1.011-1.019) 0.913
Eritros en orina (si) 59 (40.1) 37 (61.7) 2 (40) 5(27.8) 15 (23.4) <0.001
Leucos en orina (si) 65 (44.2) 45 (75) 2 (40) 14 (77.8) 4(6.3) <0.001
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Ademas, ambos grupos con actividad (actividad renal y actividad sistémica no renal),
como era esperable, presentaron niveles mas bajos de complemento C3 y mas altos de
anticuerpos anti-DNAdc. (Tabla 3)

TABLA 3. Perfil inmunolégico de la poblacién de estudio.

Pacientes con Nefritis Pacientes con LEG y Pacientes con Nefritis Pacientes con LEG

Total poblacién

(n=150) lGpica activa actividad sistémica ldpica crénica inactivos
i (n=62) (n=5) (n=19) (n=64)
96.5 57 54 95 116
o (56-124.25) (41.75-92) (33-83) (68-122) (102-137) UL
C3 bajo <87 (si) 57 (38) 43 (69.4) 4 (80) 7 (36.8) 3(4.7) <0.001
14 8 8 16 21.50
e (8-23) (8-15) (8-12.5) (12-31) (13.25-30.75) R
C4 bajo <19 (si) 96 (64) 53 (85.5) 5 (100) 12 (63.3) 26 (40.6) <0.001
41.70 190.35 4475 1.6 9.35
R (6.17-246.85) (49.32-624) (77.9-1016.9) (6.10-83.3) (3.72-29.12) L
DNA >9.6 101 (67) 54 (87.1) 4 (80) 12 (63.2) 31 (48.4) <0.001

Dentro de nuestra poblacion, el 74% de los pacientes ha tenido algun antecedente de
actividad renal en su evolucion. Como hallazgo importante los pacientes con menor tasa de
filtrado glomerular estimado (TFGe) fueron los pacientes con actividad renal con una mediana de
77 ml/min/1.73m? (RIQ 40-113), de los cuales 21 pacientes (33.9%) presentaron una TFG <60
ml/min/1.73m? (p<0.001). (Tabla 4)
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TABLA 4. Antecedente de actividad y funcion renales al momento del reclutamiento.

Pacientes con

., Pacientes con Pacientes con LEG y Y Pacientes con LEG
Total poblacién e . 2 BN Nefritis lGpica ; A
Nefritis lGpica activa actividad sistémica e inactivos
(n=150) (n=62) (n=5) crénica ity
n= n= (n=19) n=
Actividad renal previa(%) 112(74.7) 62 (100) 1(20) 19 (100) 30(46.9) <0.001
Numero flares (RIQ) 2(1-2) 2(1-3) 1(1-1) 2(1-3) 1(1-2) 0.001
Induccién
CFM (%) 54(48.2) 34 (54.8) 0 9(47.4) 11(36.7) 0.304
MMF (%) 75(67) 39(62.9) 1(100) 15(78.9) 20 (66.7) 0.534
RTX (%) 13(11.6) 11(17.7) 0 2(10.5) 0 0.095
Multitarget (%) 15(13.4) 11(17.7) 0 4(21.1) 0 0.080
AZA (%) 1(0.9) 0 0 0 1(3.3) 0.430
. 91.5 77 89 94 97
A7 it 7= ma) (67.75-116) (40.25-113.25) (60-105) (62-118) (81.25-117) og
TFG<90 ml/min/1.73m2 73(48.7) 35(56.5) 3(60) 9(47.4) 26 (40.6) 0.330
(si)
TFG<60 ml/min/1.73m2 27(18.2) 21(33.9) 0 4(21.2) 2(3.1) <0.001

(si)

Un 80% de los pacientes con actividad renal al momento del reclutamiento se
encontraban recibiendo esteroides con mediana de dosis de 10 mg al dia (RIQ 5-27.5 mg/dia,
p>0.001). Un 59.7% de los pacientes se encontraba recibiendo mofetil micofenolato y so6lo un

74.2% se encontraba usando un antimalarico. (Tabla 5)

TABLA 5. Medicamentos de la poblacién al momento del reclutamiento.

Pacientes con Nefritis Pacientes con LEG y Pacientes con Nefritis Pacientes con LEG

Total poblacién

(n=150) lipica activa actividad sistémica lGpica crénica inactivos
(n=62) (n=5) (n=19) (n=64)
IECA/ ARA 2 (%) 86 (57.3) 41 (66.1) 2 (40) 13 (68.4) 30 (47) 0.094
MTX (%) 9 (6) 2(3.2) 2(3.2) 2(3.2) 3(4.7) 0.007
Bolos MPD (%) 9 (6) 8 (12.9) 0 1(5.3) 0 0.022
it 92 (61.3) 50 (80.6) 5 (100) 16 (84.2) 21(32.8)
?;S'S.PP N(mg) 5 (5-20) 10 (5-27.5) 5 (5-20) 7.5 (5-27.5) 5 (5-5) <0.001
ias inicio previo 0(0-8) 3(0-10) 0 0 (0-11) 0
reclutamiento (dias)
MMF (%) 70 (46.7) 37 (59.7) 1(20) 13 (68.4) 19 (29.7) 0.001
AZA (%) 32 (21.3) 9 (14.5) 2 (40) 2 (10.5) 19 (29.7) 0.081
Antimalarico (%) 102 (68) 46 (74.2) 3 (60) 15 (78.9) 38 (59.4) 0.215
Tacrolimus (%) 12 (8) 8 (12.9) 0 3 (15.8) 1(1.6) 0.054
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El patron histolégico mas frecuentemente observado en las biopsias renales fue la clase mixta
(ISN/RPS IV+V). Cabe destacar que la presencia de fibrosis intersticial (FI) y atrofia tubular (AT)
no fue diferente entre los grupos. El grupo de pacientes con hallazgos crénicos presenté una
fibrosis intersticial (FI) de 30% (RIQ 20-40) y atrofia tubular (AT) de 20% (RIQ 10-40).
(Tabla 6)

TABLA 6. Analisis descriptivo de las biopsias renales realizadas.

BIOPSIAS REALIZADAS
n=81

Mediana Pacientes con Nefritis Pacientes con Nefritis

(RIQ) lapica activa lapica crénica

(n=62)

(n=19)

No. Glomérulos (RIQ) 17 (13-23) 19(16-22)
ISN/RPS
I (%) 0 0
Il (%) 1(1.7) 8(42)
1+V (%) 10(17.2) 4(21)
IV (%) 7(12) 3(15.8)
IV+V (%) 37(63.8) 8(42)
V(%) 1(1.7) 0
Fibrosis intersticial (RIQ) 30(15-40) 30 (20-40)
Atrofia tubular (RIQ) 15 (10-40) 20(10-40)
Glomeruloesclerosis global (RIQ) 3(1-8.5) 3(1-4)
Glomeruloesclerosis segmentaria (RIQ) 4(2-7) 8(4-8)
indice actividad 5.5(4-8.25) 1(1-1)
/n=50
indice de cronicidad 5.50 (4-9) 6(5-8)

/n=50
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8.2 RESULTADO DE LOS ENSAYOS DE BIOMARCADORES

8.2.1 ENSAYOS DE OSTEOPONTINA EN PLASMA Y ORINA

Los ensayos de OPN en suero y plasma se realizaron con el del kit de inmunoensayo
ligado a enzima de R&D Systems (Human Osteopontin Duo Set ELISA, Minneapolis, MN
[DY1433]) siguiendo las instrucciones del fabricante. La medicion del biomarcador present6 un
coeficiente de variacion intra/inter-ensayo menor del 10%. Los niveles de OPN obtenidos de las
muestras urinarias se normalizaron a la concentracion de creatinina urinaria y se expresaron en

ng/mg de creatinina.

Los pacientes inactivos de LEG presentaron niveles mayores de OPN en orina (416.34
ng/mg RIQ 266.85-664.01), en comparacion con el grupo de pacientes activos renales y activos
sistémicos sin actividad renal. Sin embargo, esto no implicé diferencias significativas entre los

grupos (p=0.241).

En cuanto a los niveles de OPN en plasma, se encontraron titulos mas elevados en
pacientes con actividad renal (81.18 ng/mg, RIQ 53.75-169.46), seguidos por el grupo de
actividad sistémica sin actividad renal (39.27 ng/mg, RIQ 33.05-64.19) y los niveles mas bajos

se observaron en el grupo inactivo con una p<0.001. (Tabla 7)

TABLA 7. Concentracion de Osteopontina en orina y plasma.

Pacientes con Pacientes con LEG Pacientes con
Total poblacién Nefritis lpica y actividad Nefritis lipica

Pacientes con LEG
inactivos

(n=150) activa sistémica crénica (n=64)

(n=62) ()] (n=19)

Concentracién

ajustada OPN 382.76 392.91 341.73 266.59 416.34
orina (ng/mg) (205.92-629.49) (155.79-746.76) (102.18-452.56) (73.83-452.91) (266.85-664.01)
[IQR]
Concentracién
OPN en plasma 48.21 81.18 39.27 39.86 31.209
(ng/ml) (26.65-83.38) (53.75-169.46) (33.05-64.19) (20.21-74.06) (18.69-50.79)
[IQR]
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Dichos resultados se corroboraron en un grupo de 36 pacientes con NL de los cuales ya
se contaba con el seguimiento de 3, 6 y 12 meses. Si bien este grupo no habia sido considerado
en la planeacion de este estudio, se utilizé para corroborar los hallazgos de los biomarcadores.
Los niveles de OPN fueron medidos en muestras de orina. La respuesta al tratamiento fue la
siguiente: 13 pacientes alcanzaron respuesta completa a los 12 meses, 9 pacientes presentaron
respuesta parcial y 14 no presentaron respuesta a los 12 meses. En los pacientes que no
alcanzaron respuesta durante el seguimiento presentaron los niveles mas bajos de OPN urinaria

con una media de 61ng/mg (DE 47) a los 12 meses (Figura 5 y Tabla 8).

FIGURA 5. Pacientes con nefritis lUpica activa divididos en grupos dependiendo respuesta a

tratamiento.
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TABLA 8: Concentraciones de osteopontina urinaria (medias estimadas e intervalo de

confianza al 95%) de pacientes con nefritis lupica con seguimiento a los 3, 6 y 12 meses.

OPN urinaria Respuesta completa

Respuesta parcial

Sin respuesta

(ng/mg) n=13 n=9 n=14
Basal media 389 298 188

(IC 95%) (236.46-463.47) (191.91-305.76) (93.240-348.88)
3 meses media 413 372 152

(IC 95%) (145.68-525.28) (246.30-738.92) (72.28-270.48)
6 meses media 391 148 163

(IC 95%) (141.40-458.64) (112.37-337.12) (67.57-252.84)
12 meses media 478 194 61

(IC 95%) (197.86-713.44) (95.38-286.16) (24.61-92.12)
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Los niveles elevados de OPN en plasma correlacionaron con los niveles del puntaje
SLEDAI-2K (r= 0.51, p<0.001), SLICC/ACR indice de dafo (r=0.24, p=0.003), con la clase
histolégica del ISN/RPS de IV (r=0.24, p=0.03), con el indice histopatoldgico de actividad (r=0.46,
p<0.001), con TGFe <60 ml/min/1.73m? (r=0.35, p<0.001) y con los niveles de proteinuria
(r=0.407, p<0.001). Sin embargo, no se encontré ninguna correlacion de las variables clinicas,

laboratoriales, o histopatoldgicas con los niveles urinarios de OPN. (Tabla 9)

TABLA 9. Correlacion lineal de osteopontina sérica.

CORRELACIONES OSTEOPONTINA PLASMATICA

VARIABLES SPEARMAN r

Actividad renal (Si) 0.308 <0.001
Actividad serosas (Si) 0.189 0.020
SLEDAI 2K (Puntos) 0.519 <0.001
SLICC DI (Puntos) 0.242 0.003
ISN/RPS Clase Il -0.289 0.011

ISN/RPS Clase IV 0.246 0.031

Hemoglobina (g/dL) -0.499 <0.001
Plaquetas (k/ul) -0.173 0.035
C3 bajo (<87) 0.462 <0.001
C4 bajo (<19) 0.269 0.001

DNAdc (>9.6) 0.255 0.002
TFGe <60 ml/min/1.73m2 0.357 <0.001
indice Proteinuria/CrU (gr/gr) 0.459 <0.001
Proteinuria 0.407 <0.001
indice de actividad 0.469 <0.001
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8.2.2 ENSAYOS DE CD44 EN PLASMA Y ORINA

Los ensayos de CD44 en suero y plasma se realizaron con el del kit de inmunoensayo
ligado a enzima de R&D Biosystems (Human CD44s DuoSet ELISA, Minneapolis, MN,
[DY7045]), siguiendo las instrucciones del fabricante. La medicion del biomarcador presenté un
coeficiente de variacion intra/inter-ensayo menor del 10%. Los niveles de CD44 obtenidos de las
muestras urinarias se normalizaron a la concentracion de creatinina urinaria y se expresaron en

ng/mg de creatinina.

Los niveles de CD44 en orina fueron mas altos en aquellos pacientes que presentaban
nefritis lupica cronica (104.22ng/mg, RIQ 11.449-377.61), mientras que los niveles mas bajos se
encontraron en los grupos de LEG inactivo (22.57 ng/mg, RIQ 16.22-39.6) y nefritis lupica activa
(25.70 ng/mg, RIQ 13.02-53-09). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas
(p=0.002).

Los niveles de CD44 plasmatico fueron mas bajos en los pacientes con actividad
sistémica (41.64 ng/mg, RIQ 29.71-65.08), con diferencia estadisticamente significativa
(p<0.001). (Tabla 11)

TABLA 11. Concentracion de CD44 en orina y plasma.

Pacientes con Pacientes con LEG y Pacientes con Nefritis Pacientes con LEG
Nefritis lGpica activa  actividad sistémica lGpica crénica inactivos
(n=52) (n=5) (n=15) (n=60)

Total poblacién

(n=131)

Concentraciéon
ajustada CD44

orina 31.693 25.704 42.373 104.226 22.577 0.002
(ng/mg) (18.605-53.092) (13.023-38.066) (30.319-62.464) (11.449-377.610) (16.226-39.600) ’
[IQR]

Concentracion

CD44 en plasma 58.782 76.807 41.647 76.386 74.762 <0.001
(ng/ml) (34.036-94.263) (44.445-116.958) (29.705-65.089) (46.727-199.595) (47.766-115.712) ’
[IQR]
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Los niveles de CD44 en plasma correlacionaron positivamente con el puntaje del SLEDAI-
2K (r=0.396, p<0.001), el puntaje de indice de dafio SLICC/ACR (r=0.23, p=0.007), con la TFGe
<60 ml/min/1.73m? (r=0.30, p=0.001), la proteinuria (r=0.29, p=0.001) y con los niveles de OPN
en plasma (r=0.34, p<0.001). (Tabla 12)

TABLA 12. Correlacion de CD44 en plasma con diversos parametros.

CORRELACIONES CD44 PLASMATICA

VARIABLE SPEARMAN r
Actividad renal (Si) 0.199 0.024
SLEDAI 2K (Puntos) 0.396 <0.001
SLICC (Puntos) 0.235 0.007
Hemoglobina (g/dL) -0.251 0.004
Linfocitos (%) -0.292 0.001
C3 bajo (<87) 0.237 0.007
C4 bajo (<19) 0.244 0.005
DNAdc (>9.6) 0.196 0.026
TFGe <60 ml/min/1.73m2 0.303 0.001
indice Proteinuria/CrU (gr/gr) 0.337 <0.001
Proteinuria (gr) 0.291 0.001
Osteopontina plasmatica (ng/dL) 0.349 <0.001

Los niveles de CD44 en orina correlacionaron negativamente con el puntaje de SLEDAI-
2K (r=-0.23, p=0.006), la TFGe <60 ml/min/1.73m? (r= -0.314, p<0.001), la proteinuria (r=-0.26,
p= 0.002) y con el indice histopatolégico de cronicidad (r=-0.287, p=0.028). (Tabla 13)

TABLA 13. Correlacion de CD44 en plasma con diversos parametros.

CORRELACIONES CD44 URINARIA

VARIABLE SPEARMAN r P
Actividad renal (Si) -0.240 0.006
SLEDAI 2K (Puntos) -0.237 0.006
TFGe <60 ml/min/1.73m2 -0.314 <0.001
indice Proteinuria/CrU (gr/gr) -0.229 0.009
Proteinuria (gr) -0.262 0.002
indice de cronicidad (Puntos) -0.287 0.028
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8.3 CURVAS ROC DE BIOMARCADORES PLASMATICOS

8.3.1 LOS NIVELES DE OPN PLASMATICA DIFERENCIARON A PACIENTES CON
NEFRITIS ACTIVA DE INACTIVA

Se construyeron curvas ROC para evaluar el rendimiento diagnéstico OPN plasmatica en
los grupos predefinidos de pacientes con nefritis lUpica activa y sin nefritis. El area bajo la curva
ROC (ABC) de OPN plasmatica fue de 0.937 (IC 95% 0.76-0.90). Se establecié un punto de corte
de >58 ng/ml, con el cual se obtuvo una sensibilidad de 72% (IC 95% 0.60-0.82) y especificidad
de 81% (IC 95% 0.71-0.88) para diferenciar nefritis lUpica activa de pacientes inactivos. El ABC
de CD44 plasmatica fue de 0.685 (IC 0.58-0.78). Un punto de corte >40 ng/ml tuvo una
sensibilidad de 87% (IC 95% 0.75-0.94) y una especificidad de 44% (IC 95% 0.33-0.55) para

diferenciar nefritis lUpica activa de pacientes inactivos. (Figura 6, Tabla 14)
FIGURA 6. Curva ROC de biomarcadores plasmaticos
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TABLA 14. Area bajo la curva de los distintos biomarcadores para deteccién de nefritis lUpica
activa.

PUNTO DE CORTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD LH(+) LH(-)

OPN £0.295 72% 81% 3.96 0.33
- Y= 0.539 ES 0.041 ES 0.041 ES=0.041 ES=0.041
p|asmatlca N IC 95% (0.60-0.82) IC 95% (0.71-0.88) IC 95%( 2.44-6.42) IC 95% (0.22-0.51)
CDh44 40.436 87% 44% 1.56 0.278
1Y=0.323 ES=0.043 ES=0.043 ES=0.041 ES=0.041
plasma B IC 95%(0.75-0.94) IC95% (0.33-0.55) IC95% (1.25-1.96) IC95% (0.12-0.61)

8.3.2 LOS NIVELES DE OPN URINARIA NO DIFERENCIARON A PACIENTES CON
NEFRITIS ACTIVA DE INACTIVA

Se construyeron las curvas ROC para evaluar los biomarcadores urinarios OPN y CD44
para diferenciar a los pacientes predefinidos como nefritis lUupica activa y sin nefritis. El
rendimiento de la OPN urinaria no presenté utilidad para diferenciar a los pacientes con nefritis
lupica activa y sin nefritis, con un area bajo de 0.48 (IC 95% 0.37-0.58). Por el otro lado el area
bajo la curva de CD44 fue de 0.67 (IC 95% 0.58-0.77). Con el punto de corte <30 ng/mg se obtuvo
una sensibilidad de 63% (IC 95% 0.49-0.75) y especificidad del 69% (0.58-0.78) para diferenciar
pacientes inactivos de aquellos con nefritis lUpica activa. (Figura 6 y Tabla 15)

FIGURA 6. Curva ROC de biomarcadores OPN y CD44 plasmaticos.
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TABLA 15. Area bajo la curva de los biomarcadores OPN y CD44 urinarios para deteccion de

nefritis lupica activa.

PUNTO DE CORTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

CD44 30.332 63% 69% 2.06 0.52
e Moo ES=0.04 ES=0.04 ES=0.04 ES=0.04
urinario : IC95%(0.49-0.75)  IC95%(0.58-0.78)  IC95%(1.39-3.08) IC 95% (0.35-0.77)
S o0 0e 37% 77% 1.69 0.80
OPN urinaria e ES=0.041 ES=0.041 ES=0.038 ES=0.03
= IC 95%(0.26-0.50)  IC95%(0.67-0.85)  IC95%(1.03-2.14)  1C95% (0.63-1.00)

Finalmente, se construyeron curvas ROC para evaluar la combinacion de los
biomarcadores OPN plasmatica (OPNp), CD44 plasmatica (CD44p), y CD44 urinaria (CD44u) en
los grupos predefinidos de los pacientes con nefritis lUpica activa y sin nefritis.

La combinacion de OPNp y CD44p tuvo una ABC de 0.84 (IC 95% 0.77-0.91). Con los
puntos de corte previamente definidos por el indice de Youden de OPNp >58 ng/ml y CD44 >40
ng/ml tuvo una sensibilidad de 63% (IC 95% 0.49-0.75) y especificidad de 85% (IC 95% 0.75-
0.91). (Figura 7, Tabla 16)

FIGURA 7. Curva ROC de la combinacion de los biomarcadores plasmaticos OPN y CD44.
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TABLA 16. Area bajo la curva de combinacion de los biomarcadores OPN y CD44 plasmaticos
para deteccién de nefritis lupica activa.

PUNTO DE CORTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD LH(+) LH(-)
OPN plasmética > 58.295 63% 85% 4.256 0.431
ES 0.044 ES 0.032 ES=0.579 ES=0.042
CD44 plasma > 40.436 IC 95% (0.49-0.75) IC 95% (0.75-0.91) IC 95%( 2.377.64-1.136) IC 95% (0.29-0.63)

Al realizar la combinacion de OPNp >58 ng/ml, CD44 >40 ng/ml, y CD44u <30 ng/mg se
obtuvo una AUC de 0.90 (IC 95% 0.84-0.95), con una sensibilidad de 36% (IC 95% 0.24.0.50) y
especificidad 94% (IC 95% 0.85-0.98). (Figura 8)

FIGURA 8. Curva ROC de la combinacion de los biomarcadores plasmaticos OPN y CD44.
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TABLA 17. Area bajo la curva de combinacién de los biomarcadores OPN y CD44 plasmaticos

y CD44 urinario para deteccion de nefritis lUpica activa.

PUNTO DE CORTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD LH(+) LH(-)

OPN plasmatica > 58.295 36% 94% 6.420 0.616
ES 0.045 ES 0.021 ES=0.413 E£S=0.035
CD44 plasma >40.436 IC 95% (0.24-0.50) IC 95% (0.85-0.98) IC 95%( 2.30-17.79) IC 95% (0.54-0.84)

CD44 urinario <30

Sin embargo, al comparar las curvas ROC de OPNp y las curvas de los modelos de
combinaciones de los biomarcadores por medio de la prueba de DelLong, no se detectd una
diferencia significativa entre ellas como lo muestra la Tabla 18-19. Por tanto, la combinacién de
diversos biomarcadores no aumenta significativamente el rendimiento diagnéstico de los

biomarcadores individuales.

TABLA 18. Comparacion de areas bajo la curva de OPNp y modelo 1 de combinacion de
biomarcadores (OPNp, CD44p).

Delong Test

Diferencia entre las areas

Diferencia del ES
Z

p no direccional (dos colas)

p direccional (una cola)

TABLA 19. Comparacion de areas bajo la curva de OPNp y modelo 2 de combinacion de
biomarcadores (OPNp positivo, CD44p positivo, y CD44u negativo).

Delong Test

Diferencia entre las areas

Diferencia del ES
Z

p no direccional (dos colas)

p direccional (una cola)
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8.3.3 COMPARACION DE OPNp y CD44p CON LOS BIOMARCADORES CLINICOS
CLASICOS DE NEFRITIS LUPICA

Como ultimo paso se construyd una curva ROC para comparar las diferentes areas bajo
la curva de nuestros biomarcadores con los biomarcadores séricos ya conocidos para la
deteccion de nefritis lUpica activa. Los mejores biomarcadores obtenidos fueron OPNp (AUC
0.85, [IC 95% 0.76-0.90]), anticuerpos contra DNA doble cadena (DNAdc) (AUC 0.79, [IC 95%
0.70-0.87) y CD44p (AUC 0.68, [IC 95% 0.58-0-78]. (Figura 8)

FIGURA 8. Curvas ROC de biomarcadores séricos para deteccion de nefritis Iupica.
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Referencia

Al encontrar estos datos, actualmente nos encontramos realizando una segunda fase del

estudio de caracteristica longitudinal, donde se vigila de manera trimestral a los pacientes con
nefropatia lUupica activa que recibieron tratamiento inmunosupresor. Se obtienen muestras de
plasma, suero y orina en los meses 3, 6 y 12 del seguimiento. Sin embargo estos datos no son

parte de la propuesta de tesis de maestria.
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9. DISCUSION

Hasta el momento la biopsia renal contintia siendo el estandar de oro para el diagndstico
de la nefritis lupica. Los biomarcadores clinicos convencionales de actividad de la enfermedad o
funcion renal tienen un valor diagndstico y prondstico pobre, por o que se necesitan nuevos
biomarcadores que ayuden al manejo de la NL. En este estudio de prueba diagnéstica de
abordaje transversal evaluamos una poblacién de nefritis lUpica activa y 3 grupos control.
Encontramos que la OPN plasmatica se presenta a titulos elevados en aquellos pacientes con
nefritis lUpica activa y se asocia al puntaje de actividad de la enfermedad SLEDAI-2K, al indice
dano acumulado SLICC/ACR DI, a clases proliferativas de nefritis lupica, al indice histopatologico
de actividad y a parametros laboratoriales como la proteinuria y la TFGe bajas. Un punto de corte
de 58 ng/ml, mostré una adecuada sensibilidad y especificidad para diferenciar nefritis lUpica
activa de inactiva. EI desempefio de este biomarcador uUnico fue mejor que el de los
biomarcadores clinicos convencionales. En contraste, la concentracion de OPN urinaria no logro
diferenciar entre los diversos grupos y no mostré utilidad para detectar la presencia de NL activa.
Para reforzar los resultados, se estudioé adicionalmente uno de los ligandos de OPN, la proteina
CD44, la cual, con un punto de corte >40ng/ml presenta de manera similar a la OPN plasmatica,
una alta sensibilidad para detectar NL activa. Al combinar la medicion de ambos biomarcadores
plasmaticos su rendimiento para la deteccidon de nefritis lUpica activa fue numéricamente
superior. Este es uno de los primeros estudios que proponen la medicidén conjunta de estos dos
biomarcadores que forman parte de una de las vias inflamatorias mas importantes en pacientes

con NL, la via del interferdn.

En la actualidad los estudios relacionados a osteopontina urinaria y nefritis lUpica son
escasos. A diferencia de nuestros hallazgos, un estudio de 60 pacientes adultos encontrd que la
OPN urinaria completa se encontraba significativamente elevada en comparacién con la medida
en plasma en pacientes con nefritis lupica y LEG sistémico. En nuestro estudio encontramos
niveles mas altos de OPNu en pacientes con LEG inactivos y niveles bajos de OPNu en pacientes
con nefritis lupica activa. *" Este es un hallazgo contrastante, sin embargo, el hallazgo que los
niveles de la proteina CD44, el receptor de uniéon de OPN, tuvo un comportamiento similar,

sugiere que nuestros resultados reflejan el estado de este biomarcador en plasma.

Un estudio evalud la asociacion de OPNu con el dafo estructural por biopsia renal y la

capacidad de predecir disminucion de la funcidn renal en poblacion pediatrica con nefritis lupica.
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Reportaron que los niveles altos de OPNu predicen dafno estructural renal en pacientes con NL
y en los pacientes control. Un hallazgo importante fue que los niveles de OPN eran mas bajos en
aquellos pacientes con un dafo estructural importante en comparacion con aquellos pacientes
con un dafio minimo o nulo. Por lo que, proponen que esto pudiera ser secundario al estado de
cronicidad de la NL. Este hallazgo coincide con lo observado en nuestro estudio, ya que el grupo

con nefritis lupica crénica presenté los niveles mas bajos de OPNu. 12

Uno de los estudios mas fuertes de OPNu y el Unico que ha estudiado ambas isoformas
de OPN en la orina, su forma completa y fragmentada, es el grupo de Kitagori y colaboradores.?®®
En este estudio no se encontraron diferencias con respecto a la OPN completa entre los grupos
de estudio, sin embargo, la concentracién de OPN fragmentada en orina fue significativamente
mayor en pacientes con NL comparado con los controles sanos. Asi mismo los niveles de OPN
fragmentada urinaria correlacionaron con el grado de proteinuria, no asi con los indices de
actividad SLEDAI-2K. También realizaron la medicion de trombina en orina, la cual se encontraba
elevada en pacientes con NL. En nuestro estudio realizamos la medicion de OPN completa en
orina. Se observaron niveles mas bajos de OPN en la poblacién con nefritis lUpica y en aquellos
pacientes que no alcanzaron respuesta al tratamiento. Por lo que una de las hipétesis del estudio
es que, al persistir con la inflamacién en el tejido renal, se encontrara hay una mayor actividad
de la trombina que escinde a la OPN completa, y por tanto, sus concentraciones se encuentran
disminuidas en orina. En caso de evaluar OPN fragmentada, se esperarian niveles elevados en
nuestros pacientes. Una solucion para sustentar esta hipétesis seria medir directamente la
proteina fragmentada por Western Blot o por espectometria de masas en las muestras de orina,

y evaluar directamente el peso molecular de la proteina secretada.

Cabe resaltar que nuestra poblacién de pacientes con NL activa se encontraba con una
disminucion de la TFGe, por lo que una segunda hipétesis que proponemos es que habria una
disminucion de la depuracion de la OPN al haber un dafo renal mediado por la inflamacion.
Como ya se ha mencionado previamente, la OPN mantiene un estado pro-inflamatorio gracias a
la estimulacién de macréfagos e interleucinas inflamatorias, por lo que a largo plazo se desarrolla
una inflamacion cronica y posteriormente fibrosis intersticial, que se ve reflejado con un deterioro
de funcion renal. Sin embargo, en nuestro estudio no se documentaron niveles de fibrosis o
atrofia intersticial importante y no hubo diferencias en estas variables en comparacién con el

grupo de dafio crénico. 4349
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Se ha demostrado previamente que los titulos elevados de OPNp correlacionan con la
nefritis lupica. En la cohorte de Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC)
Inception Cohort se encontré6 que la OPNp correlacionaba con el indice de actividad con un
puntaje de SLEDAI-2K >5 puntos, con una de concentracion promedio de OPN de 56.6 ng/ml en
el grupo activo. Ademas, encontraron niveles plasmaticos mas elevados en pacientes con nefritis
lupica y disminucion de la TFG con una media de 63.7 ng/ml. Dichos hallazgos concuerdan con
lo encontrado en nuestro estudio. En el seguimiento a 5 afos los titulos altos de OPN plasmatica
correlacionaron con la persistencia de la enfermedad con una mediana de 53.7 ng/ml, en
comparacion con los pacientes que alcanzaron una respuesta que presentaron un promedio de
38.5 ng/ml. 134

Actualmente, muchos biomarcadores no han llegado a la practica clinica, debido a la
metodologia de los disefios de estudio transversales con un tamafio de muestra pequefio o la
ausencia de un grupo control. Ciertamente esta primera fase del estudio es transversal y en ella
detectamos diferencias en las concentraciones y comportamiento de OPN plasmatica y urinaria.
Por lo que actualmente estamos por finalizar la parte de seguimiento de nuestra poblacion de
nefritis lupica activa que completara 12 meses de seguimiento posterior al tratamiento, sin duda
esto dara fuerza al uso de este par de biomarcadores sobre todo para establecer su
comportamiento con respecto a la respuesta al tratamiento de induccion a la remision de la

enfermedad.

Una de las limitantes de este estudio, fue el disefio transversal, asi como el sesgo de
seleccion al ser un estudio unicéntrico, de poblacién unicamente hispana. Uno de los mayores
retos a los que nos enfrentamos fue el reclutamiento de los pacientes, debido a la consecuencia
de la contingencia por la pandemia de SARS-CoV2 y el ingreso limitado que hubo a paciente
dentro del Instituto. Ademas, no nos fue posible poder adquirir el kit del biomarcador de OPN
fraccionada, por situaciones ajenas a los investigadores, por lo que esto implico una de las

grandes limitaciones del estudio.

En conclusién, los hallazgos de este estudio demuestran que los niveles de la proteina
OPN urinaria no reflejan la actividad de la nefritis lupica. No obstante, la presencia de titulos
elevados de OPN plasmatica promete ser un biomarcador con adecuada sensibilidad y
especificidad, que refleja el estado inflamacidon en pacientes con nefritis lupica activa. Sin
embargo, aun se requiere de los resultados de la fase longitudinal para poder comprender el

comportamiento de esta molécula.
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10. CONCLUSIONES DEL ESTUDIO

Inicialmente el estudio estaba dirigido a detectar unicamente la eficacia del biomarcador
osteopontina urinario en pacientes con nefritis lupica, sin embargo, decidimos afadir otro
biomarcador (CD44, el receptor de OPN) que diera sustento a la teoria de la fisiopatogenia de la

firma del interferén en la NL.

Si bien, la concentracion de la OPN urinaria no logro diferenciar la presencia de NL activa,
se logré identificar un biomarcador prometedor que correlaciona con la inflamacion renal, la OPN
plasmatica, cuyo efecto se potencia con la presencia de CD44. Sin embargo, para tener un
impacto en la practica clinica aun se requieren los resultados del analisis de la fase longitudinal
del estudio. Asi se podra establecer si el biomarcador es adecuado para predecir recaidas

renales, respuesta a tratamiento y desenlaces renales.

Estos biomarcadores logran explicar tan solo una via implicada en la fisiopatologia de la
nefropatia lupica, en un futuro el uso de biomarcadores especificos de las diferentes vias de
inflamacién podra explicar cual predomina en los pacientes con nefritis lupica y asi poder

individualizar una terapia de tratamiento.

53



11.ABREVIACIONES

Nefritis lupica (NL)

Lupus eritematoso generalizado (LEG
Enfermedad renal crénica terminal (ERCT)
Osteopontina (OPN)

OPN plasmatica (OPNp)

OPN urinaria (OPNu)

CD44 plasmatica (CD44p)

CD44u (urinario)

OPN fraccionada (OPNf)

Area bajo la curva (ABC)

Anti-DNA doble cadena (DNAdc).

Tasa de filtrado glomerular estimada (TFGe)
Células dendriticas (CD)

Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)
Interferén (IFN),

OPN intracelular (iOPN),

Receptores tipo Toll (TLR).

Nefropatia por IgA (IgAN)

Vasculitis asociada a anticuerpos anti-citoplasma de neutrdéfilos (VAA)
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