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Resumen

La nefritis lapica es una de las manifestaciones mas severas del lupus eritematoso sistémico. E1 compromiso
renal en pacientes con lupus eritematoso sistémico es un causal importante de morbilidad y mortalidad. La
patogénesis de la nefritis lupica involucra multiples factores, entre los que se incluyen predisposicion ge-
nética, regulacion epigenética e interaccion ambiental. Los pardmetros clinicos convencionales tales como
eliminacién de creatinina, proteinuria, sedimentos urinarios, anticuerpos anti-ADN de doble cadena y niveles
del complemento no son lo suficientemente sensibles o especificos para detectar actividad de la enfermedad.
En las altimas décadas, las técnicas basadas en “Omicas” (protedmica, gendmica, transcriptémica, metabo-
l6mica) han sido utilizadas de manera extensa para la busqueda de biomarcadores, las cuales han permitido
descubrir una amplia variedad de variantes que son asociadas con lupus eritematoso sistémico y nefritis 13-
pica. Esos descubrimientos han expandido nuestro entendimiento de las bases moleculares de la enfermedad
y han sido muy importantes para la identificacién de potenciales blancos terapéuticos para prediccion de la
enfermedad y tratamiento temprano. En esta revision, resumimos algunos de los estudios recientes enfocados
en la identificacion de biomarcadores asociados a nefritis lapica en diversos fluidos biologicos.
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Biomarkers in biological fluids and their potential use as indicators of lupus
nephritis in individuals with systemic lupus erythematous

Abstrac

Lupus nephritis is one of the most severe manifestations of systemic lupus erythematous. Renal involvement
in patients with systemic lupus erythematous is an important cause of morbidity and mortality. The pathogene-
sis of lupus nephritis involve multiple factors, wich include genetic predisposition, epigenetic regulation and
environmental interaction. Conventional clinical parameters such as creatinine clearance, proteinuria, urinary
sediments, antibodies anti-double-strand DNA and complement proteins they are not enough sensitive or
specific to detect disease activity. In the last decades, “Omics™ technologies (Proteomic, genomic, transcrip-
tomic, metobolomic) have been used in an extensive way looking for biomarkers, which allowed to discovery
variants associated with systemic lupus erythematous and lupus nephritis. Such findings have expanded our
knowledge about molecular basis of disease and they have been very important to identification of potential
therapeutic targets to prediction of disease and early treatment. In this review, we resume some of recent stu-
dies focused in identification of biomarkers associated with lupus nephritis in diverse biological fluids.
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Introduccion

| lupus eritematoso sistémico (LES), es una

enfermedad crdnica, autoinmune, que se ca-

racteriza por la produccion de autoanticuer-
pos contra un amplio rango de autoantigenos, inclu-
yendo: ADN, ARN, histonas y otros componentes
nucleares. En la mayoria de los pacientes, drganos
vitales y tejidos estan implicados, entre éstos el ri-
fion, cerebro, el sistema cardiovascular, articulacio-
nes y la piel. La nefritis lupica (NL) es una com-
plicacion seria y muy comun entre individuos que
padecen LES y esta asociada con tasas de morbi-
lidad y mortalidad significativas en pacientes con
LES. Aproximadamente, el 74% de los pacientes
con lupus desarrollaran NL en algiin momento du-
rante el curso de su enfermedad'?.

La patdgenesis de la NL es un proceso complejo,
que involucra la deposicion de autoanticuerpos en el
glomérulo, activacion del complemento y macrofa-
gos, proliferacion celular, produccion de citocinas y
quimiocinas proinflamatorias, que luego se interco-
nectan a través de multiples mecanismos para causar
dafio tubular, inflamacion tubulointersticial y fibro-
sis. Por todo esto, la NL contintia siendo una de las
manifestaciones mas severas del LES?. La terapia
médica de la NL depende de la severidad de la en-
fermedad. De ésta forma, identificar biomarcadores
confiables para la NL ayudara a evaluar la actividad
de la enfermedad, identificar pacientes en riesgo para
dafio renal y facilitar el diagnostico temprano e in-
tervencion que redunde en resultados favorables!*.

Los actuales marcadores de laboratorio para NL tales
como proteinuria, relacion proteina urinaria-creatini-
na, eliminacion de creatinina, anticuerpos anti-ADN
de doble cadena, niveles del complemento, anticuer-
pos anti-Clq, no son lo suficientemente confiables.
Todos ellos carecen de sensibilidad y especificidad
para diferenciar actividad renal y dafio en pacientes
con NL (Tabla 1). El dafio renal puede ocurrir antes
de que la funcion renal se vea afectada y mucho an-
tes de que se pueda detectar por parametros clinicos
de laboratorio. La proteinuria persistente no necesa-
riamente indica inflamacion en los rifiones y puede
obedecer a lesiones cronicas preexistentes o dafo
renal reciente durante el curso de la enfermedad.
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Tabla 1

Rendimiento de biomarcadores historicamente

utilizados para predecir actividad renal lapica®’.
Prueba Sensibilidad Especificidad
Anti-ADN de doble cadena 53-100% 50-69%
C3 56-79% 51-64%
C4 53-74% 64-65%
Anti-Clq 53-81% 64-71%

Fuente: Adaptado de Reyes-Thomas, et al®

Las recaidas en pacientes con NL pueden ocurrir sin
ningiin aumento observable y reciente en el grado
de proteinuria. La biopsia renal es el estandar de oro
para proporcionar informacion de las clases histolo-
gicas de NL y el grado relativo de actividad y cro-
nicidad en el glomérulo. Sin embargo, este procedi-
miento es invasivo y las biopsias seriales son poco
practicas para monitorear la NL. De esta forma, nue-
vos biomarcadores que sean capaces de discriminar
actividad renal lipica y su severidad, predecir recai-
das renales, y monitorear la respuesta al tratamiento
y el progreso de la enfermedad, se necesitan de ma-
nera urgente. En esta revision mostramos los recien-
tes avances y descubrimientos de nuevas moléculas
que, potencialmente, podrian servir como biomarca-
dores del grado de compromiso renal en pacientes
con nefritis lapica.

El biomarcador ideal

Los biomarcadores se definen como eventos biolo-
gicos, bioquimicos o genéticos cuyas alteraciones se
correlacionan con patogénesis o manifestaciones de
la enfermedad, y que pueden ser evaluados cualita-
tiva o cuantitativamente en laboratorios. El biomar-
cador ideal deberia: 1) ser bioldgicamente activo y
patofisiolégicamente relevante, 2) ser simple de usar
en la practica rutinaria, y 3) cambiar sensiblemente y
con precision con la actividad de la enfermedad®'°.
Adicionalmente, y no menos importante, los bio-
marcadores deben ser costo-efectivos, incluyendo
aquellos que se utilizan en estudios de seguimiento
(follow-up tests). En NL, los biomarcadores deben
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identificar pacientes en riesgo de recaidas de tal for-
ma que la terapia pueda ser adaptada a situaciones
individuales y la duracion del tratamiento pueda ser
determinada con precision'!.

Biomarcadores séricos para nefritis
lapica

Algunos marcadores séricos de LES incluyen: anti-
cuerpos anti-ADN de doble cadena (anti-ADNdc),
anticuerpos anti-C1lq y niveles circulantes de facto-
res del complemento como son C3 y C4. Estos, sin
embargo, son utiles para el diagnostico pero son li-
mitados a la hora de monitorear la actividad renal'!.
Los nucleosomas juegan un papel importante en el
desarrollo de lesiones renales interviniendo en la
produccion y union de autoanticuerpos a membranas
basales. Un meta-analisis reveld que anticuerpos an-
ti-nucleosoma son un marcador diagndstico bastante
exacto tanto para LES como para NL!2. Adicional-
mente, los anticuerpos anti-C1q séricos son también
marcadores no invasivos valiosos para predecir his-
topatologia renal en pacientes con NL. De hecho, los
niveles de anticuerpos anti-C1q séricos pueden ser
usados como un marcador para actividad renal con
mas alta sensibilidad y especificidad que marcadores
tradicionales de actividad renal como es el consumo
C3/C4 y anti-ADNdc'?.

Panda et al., reportaron que niveles altos e interme-
dios de lectina de unién a manosa se asocian sig-
nificativamente con NL en pacientes con LES!4,
Adicionalmente, se ha demostrado que los niveles
del factor H del complemento en suero se asocian
también con actividad renal en pacientes con NL!5,

Analisis de la enfermedad a gran escala usando mi-
croarreglos de autoantigenos en formatos de alto
rendimiento han facilitado el descubrimiento de
biomarcadores de la enfermedad a escala global.
Usando un arreglo protedmico glomerular, Li et al.,
identificaron “clusters” de autoanticuerpos que pre-
dicen de manera mas sensible LES y NL activos'®.
Algunos de esos “clusters” de autoanticuerpos, ta-
les como anti-cromatina, anti-ADN, anti-RO y an-
ti-RNP, se asociaron con actividad de la enfermedad
nefritica. Estos investigadores también encontraron

que la presencia de autoanticuerpos contra la inmu-
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noglobulina M en suero de pacientes se asocid con
reducida severidad de NL!7. Algunos estudios han
sugerido que anticuerpos anti-P ribosomal en asocio
con anticuerpos anti-ADNdc de doble cadena se co-
rrelacionan con una actividad nefritica mucho mayor
en pacientes con LES'®. No obstante, nuestro grupo
ha mostrado que los anticuerpos anti-P ribosomal no
estan asociados con nefritis lapica en pacientes que
sufren de LES'.

MicroARN’s circulantes en suero,
plasma y orina

Los microARN’s (miRNA’s) son cortas secuencias
de ARN no codificantes de aproximadamente 20 nu-
cleodtidos de longitud que regulan la expresion géni-
ca postranscripcionalmente uniéndose a regiones 3’
no traducidas, secuencias codificantes o regiones 5’
no traducidas de ARN’s mensajeros diana, llevando
a la inhibicién de la traduccion o a la degradacion
del ARN mensajero. Se ha predicho que los miR-
NA’s regulan aproximadamente el 30% del genoma
humano que codifica para proteinas®®. Los miR-
NA'’s controlan la expresion de genes involucrados
en varios procesos bioldgicos tales como apoptosis,
proliferacion, diferenciacion y metastasis. La va-
riacion en los niveles de miRNA’s podria causar la
desregulacion de un amplio rango de genes de blan-
co, los cuales estan asociados con enfermedad. Los
miRNA’s circulantes en fluidos biologicos tienen
muchas ventajas a la hora de evaluar su potencial
uso como bioarcadores: los miRNA’s son estables
en diferentes fluidos bioldgicos, las secuencias de la
mayoria de los miRNA’s son conservados entre di-
ferentes especies, la expresion de algunos miRNA’s
es tejido-especifica, y el nivel de miRNA’s puede ser
facilmente evaluado por varios métodos, incluyen-
do reacciéon en cadena de la polimerasa (RCP), la
cual es una metodologia que es utilizada de manera
rutinaria en laboratorios clinicos e incluso en enti-
dades de salud. Cambios de los niveles de miRNA’s
en plasma, suero, orina y saliva se han asociado con
diferentes enfermedades?>*, lo cual potencia su
uso como biomarcadores de enfermedad, e incluso
podrian ser utiles para monitorear la progresion de
ciertas patologias. La variada expresion de miRNA’s
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en el rindén durante procesos patologicos convierte
a los miRNA’s en una nueva herramienta valiosa
para entender, diagnosticar y descubrir opciones
terapéuticas para LES y nefritis lapica. En el caso
de la NL, varios estudios han mostrado una relacion
entre miRNA’s circulantes y nefritis lapica. La tabla
2 muestra algunos miRNA’s que han sido asociados
como biomarcadores de nefritis lapica.

Citocinas y quimiocinas y su papel en
nefritis lupica

Citocinas

La NL es una manifestacion clinica importante del
LES. Aunque numerosas anormalidades del sistema
inmune se han propuesto, la sobre-expresion de cier-
tas citocinas juega un papel esencial en la patogéne-
sis de la NL32. En la fase inicial de la enfermedad
los depositos inmunes o autoanticuerpos inducen la
produccion de citocinas en células renales residen-
tes, llevando a la postre a la expresion de citocinas/
quimiocinas inflamatorias e infiltracion leucocitaria
y activacion. Luego, los leucocitos infiltrados, tales
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Tabla 2
Micro-ARN's asociados como potenciales
biomarcadores en pacientes con nefritis lupica.

Micro-ARN Fluido biolégico Autoy
asociado en el que fue evaluado
hsa-miR-371-5P, Sangre Te, et al?4
hsa-miR-423-5P,
hsa-miR-638,
hsa-miR-1224-3P
and hsa-miR-663
mir-146-a Sangre Dai, et al.25;

Tang, et al.26
miR-155 Sangre Wang, et al.2’
miR-224 Sangre Lu, et a8
miR-21 Sangre Stagakis,

et al.
miR-125-a Sangre Zhao, et a’?
miR-200%, miR-429 | Orina Wang, et al. 3!

como macrofagos y células dendriticas, secretan una
variedad de citocinas y activan a las células T vir-
genes, sesgando el perfil de citocinas secretados ha-
cia un perfil Thl, Th2 y/o Th17. Recientes estudios
revelaron esos procesos inflamatorios en modelos
animales experimentales también como en mode-
los humanos de NL. La intervencion dirigida contra
citocinas puede tener el potencial terapéutico para
tratar la NL33.

Los niveles séricos de la interleucina 17 (IL-17) e
IL-23 se incrementan tanto en pacientes con LES
con actividad lipica como en pacientes inactivos,
mientras que los niveles de IL-22 disminuyen en pa-
cientes con lupus activo*. Aumentos en los niveles
de IL-6 e INF-alpha parecen asociarse con enferme-
dad renal activa. Asi mismo, los niveles elevados de
IL-2Ra se asocian con nefritis lapica severa y este
biomarcador puede ser muy util si se confirman es-
tos hallazgos®>. Los niveles séricos del receptor de
IL-7 soluble se aumentan de manera notable en pa-
cientes con NL, convirtiendo a esta molécula en un
buen biomarcador de LES, especialmente en NL3°,

Quimiocinas

Fu et al., midieron quimiocinas inducibles por inter-
feron (RANTES, CXCL-11, MIG, IP-10, CCL-19,
MCP-1) e IL-8 como biomarcadores de enfermedad
activa. Los niveles de estas quimiocinas mostraron
ser mas altos en pacientes con LES comparados con
controles saludables y controles con artritis reuma-
toide. CXCL-13 parece mostrar un patrén dismi-
nuido en pacientes con LES, aunque los pacientes
con NL muestran un comportamiento diferente, con
CXCL-13 aumentado?’.

De las moléculas arriba mencionadas, la mejor es-
tudiada es MCP-1. Hay una evidencia creciente de
que MCP-1 juega un papel importante en la progre-
sion de la falla renal basado en diferentes modelos
murinos y en varias etapas de NL proliferativa’®.
MCP-1 es sintetizada principalmente por células
mesangliales y excretada en la orina. Por lo tanto,
MCP-1 en orina es un biomarcador promisorio de
actividad de NL*. Ademas, de sus propiedades de
quimioatrayente y de liberacion en células mononu-
cleares, MCP-1 parece jugar un papel importante in
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situ induciendo a la produccion de citocinas proin-
flamatorias tales como IL-6 ¢ ICAM-1 por parte de
las células tubulares renales y mesangliales*'.

Recientemente Sanchez-Mufioz et al., sugirieron
que Vanina 1 podria ser un potencial biomarcador
de nefritis activa en individuos con LES. Vanina 1
pertenece a una nueva ruta enzimatica involucrada
en inflamacion, estrés oxidativo y migracion celular
via cisteamina. Esta proteina tiene amplia expresion
tisular pero su pico maximo de expresion es en el
epitelio tisular y leucocitos periféricos. Los niveles
de Vanina 1 son utiles para censar injuria renal agu-
da inducida por solventes organicos, drogas y dia-
betes*!. Utilizando PCR en tiempo real y ELISA,
estos investigadores encontraron niveles significati-
vamente elevados en sangre y orina de Vanina 1 en
pacientes con LES, con actividad renal, comparados
con pacientes con artritis reumatoide, sin afectacion
renal. No obstante, en este estudio solo se evaluaron
20 pacientes con LES, 7 de los cuales presentaban
actividad renal, lo que no permite hacer un analisis
de los resultados de manera exhaustiva. Es necesario
replicar este estudio utilizando una muestra mucho
mas grande.

Biomarcadores urinarios

Generalmente, las sustancias urinarias reflejan dafo
renal mejor que componentes en el suero. La orina
es una fuente de biofluidos que es facil de colectar y
los biomarcadores en orina, usualmente, reflejan la
funcion renal directamente en varios tipos de enfer-
medad nefritica. Abordes protedmicos, tales como
electroforesis bidimensional y espectrometria de
masas, han sido ampliamente utilizados para ana-
lizar potenciales biomarcadores urinarios que estan
asociados con dafio renal causado por NL. ET-1, por
ejemplo, es un péptido de 21 aminoacidos producido
en la vasculatura que participa en la proliferacion ce-
lular, inflamacion, vasoconstriccion y fibrosis. Los
niveles de la fraccion de excrecion de ET-1 mues-
tran un aumento significativo durante la progresion
tanto de enfermedad renal cronica como de NL. Los
niveles de esta molécula disminuyeron después de
terapia en pacientes con NL, de tal forma que este
biomarcador puede ser de gran utilidad*?.
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Lipocalina-2

Lipocalina-2, secretada por leucocitos y células epi-
teliales, es importante para el transporte de hierro.
Los niveles urinarios de esta molécula se evaluaron
en 70 pacientes con LES (con o sin nefritis) y en
controles saludables. Los niveles en orina de lipoca-
lina-2 fueron predictivos de nefritis activa®.

VCAM-1

Wu et al., compararon las muestras de orina de 38
pacientes con LES vs. 15 controles normales y 6 pa-
cientes control con artritis reumatoide, y encontra-
ron que los pacientes con LES con nefritis activa te-
nian mas altos niveles de VCAM-1 en orina que los
controles*. Resultados similares fueron reportados
por Kiani et al., quienes encontraron que los niveles
de VCAM-1 urinario se correlacionaron fuertemente
con una actividad renal mas alta, hematuria, protei-
nuria y piuria en 81 pacientes con LES®.

IL-6

Los niveles urinarios de la IL-6 también han sido
evaluados como potenciales biomarcadores de dafo
renal en pacientes con LES. Los niveles de IL-6 en
orina se evaluaron en 29 pacientes con NL activa,
encontrandose que pacientes con NL grado IV te-
nian niveles mas altos de esta interleucina que pa-
cientes con otra clase de nefritis*¢47,

IP-10

La proteina 10 inducible por interferon gamma
(IP-10), también conocida como CXCL10, es una
quimiocina secretada por células endoteliales es-
timuladas por interferon gamma, fibroblastos y
monocitos. Junto con su receptor CXCR3, IP-10
promueve la migracion de células T a sitios de in-
flamacion y también se conoce que juega un papel
en la regulacion negativa de angiogénesis. Dada
la relevancia patogénica conocida de IP-10 y los
niveles incrementados encontrados en el suero de
pacientes con LES, Avihingsanon et al., estudiaron
26 pacientes, 14 de los cuales tenian NL clase IV,
12 de ellos tenian NL clase 11, III, V o VI. Ellos
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examinaros los niveles de ARNm urinario de IP-10,
CXCR3, factor de crecimiento transformante beta
(TGF-b) y el factor de crecimiento endotelial vas-
cular, y encontraron que los niveles de todos los 4
ARNmMm estuvieron incrementados en pacientes con
nefritis lapica clase IV cuando se comparo6 con las
otras clases de nefritis. De manera interesante, los
pacientes que respondieron a la terapia tenian sig-
nificativos niveles mas bajos de IP-10, sugiriendo
que IP-10 puede ser usado como un barémetro para
eficacia de tratamiento™®.

TWEAK

La citocina TWEAK fue descubierta en 19974, Se
asignod como miembro de la familia del factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a) basado en motivos de
secuencias. En las células del rindn TWEAK inter-
viene en importantes sucesos biologicos, incluyendo
modulacion de la supervivencia celular y sobrerre-

gulacion de mediadores proinflamatorios™.

Schwartz et al., examinaron los niveles urinarios de
TWEAK en un grupo de estudio de pacientes con
lupus. Ellos encontraron que los niveles de TWEAK
estuvieron significativamente mas altos en pacien-
tes con nefritis activa, comprados con pacientes con
nefritis inactiva®'. Ellos también encontraron una
correlacion significativa entre TWEAK urinario y
conteo SLEDALI, indicando una relacion linear entre
los niveles de TWEAK y el umbral de actividad ne-
fritica. El mismo grupo reporté resultados similares
en otra cohorte de pacientes con LES*?.

Suzuki et al., utilizando espectrometria de masas,
identificaron una serie de proteinas aumentadas en
la orina de nifios con NL comparados con indivi-
duos sin actividad renal. Las proteinas identifica-
das fueron: transferrina, glicoproteina acida alfa 1,
prostaglandina-D sintetasa tipo lipocalina, albimina
y fragmentos relacionados a albimina®3. Estos re-
sultados fueron confirmados por Brunner et al., en
un estudio posterior’*. Ceruloplasmina o como es
conocida oficialmente: ferroxidasa, es la principal
proteina transportadora de cobre en la sangre. Esta
proteina fue encontrada expresada en mayor nivel en
individuos con NL activa comparados con pacientes
con LES sin nefritis>.
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Conclusiones

El actual tratamiento de la NL severa es insatisfac-
torio en términos de resolucion de la enfermedad y
toxicidad. Para mejorar la eficacia y disminucion de
los efectos adversos de la inmunosupresion, seria
ideal poder predecir el curso y la patologia de la NL
y ajustar la terapia de manera apropiada. Esto reque-
rira biomarcadores que reflejen la actividad de la en-
fermedad. Recientemente, un esfuerzo significativo
ha sido puesto en tratar de identificar biomarcadores
circulantes que puedan anticipar recaidas renales en
pacientes con NL.

El muestreo de moléculas revisadas en este articu-
lo ejemplifica el interés creciente de encontrar un
verdadero biomarcador para la NL. Aunque muchos
de los estudios son preliminares, los resultados son
bastante motivadores. Con los recientes avances a
nivel protedmico y las tecnologias de ultrasecuen-
ciacion cada vez mas robustas, hay un optimismo
en que pronto un biomarcador emergera con la po-
sibilidad de contribuir al manejo de la enfermedad y
disminuir las altas tasas de morbilidad y mortalidad.
No obstante, en la actualidad nadie ha evaluado es-
tos potenciales biomarcadores en grandes cohortes
longitudinales de pacientes. En este sentido, quiza
seria mucho mejor destinar esfuerzos hacia estudios
clinicos que determinen el poder predictivo de esas
moléculas conocidas en grandes estudios multicén-
tricos con pacientes con LES, en vez de seguir bus-
cando nuevas moléculas. Solo entonces descubrire-
mos si esos promisorios biomarcadores constituyen
una esperanza para mejorar la calidad de vida de
pacientes con LES®.

En nuestra opinion, es probable que la combinacion
de perfiles de biomarcadores, mas que biomarcado-
res individuales, emerja para ayudar a predecir la
severidad de la inflamacion, el nivel de fibrosis, el
grado de respuesta a drogas y otras variables. Este
aborde tiene el potencial de limitar el uso de la biop-
sia renal. De manera adicional, esto deberia mejorar
la eficacia terapéutica y limitar la toxicidad.

IP-10 como biomarcador promete en su capacidad
diagnodstica ya que parece ser bastante especifico
para pacientes con NL clase IV y, si esta informacion
se valida en otros estudios con cohortes de pacientes
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mucho mas grandes, IP-10 podria ser potencialmen-
te usada en lugar de la biopsia renal para ordenar tra-
tamiento o cambio en el manejo de la enfermedad.
Indudablemente, se necesitan mas estudios que vali-
den su potencial uso como biomarcador candidato®.
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LES, Lupus eritematoso sistémico.

Rev. Colomb. Nefrol. 2014; 1(1): 39-47

ADN, Acido desoxirribonucleico
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ARN, Acido ribonucleico
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