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RESUMEN
Palabras clave: Introduccién: El interferén (IFN) tipo I es una citoquina que juega un rol fundamental en la
Lupus Eritematoso Sistémico, patogenia del Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Diferentes niveles de esta citoquina podrian

explicar la heterogeneidad de esta patologia y ser til para evaluar la actividad de la misma.
Objetivos: determinar los niveles de IFN tipo I sérico en pacientes con LES y evaluar su utilidad
como biomarcador de actividad.

Material y Métodos: 16 pacientes con LES (ACR 1997) y 16 controles. Métodos: Actividad de la
enfermedad (SLEDAI-2K), dafio organico (SLICC), IFN tipo I (HEK-Blue-IFNa/p), anticuerpos an-
ti-DNAdc (Inmunofluorescencia Indirecta), anticuerpos anti-ENA (ELISA), C3-C4 (Inmunoturbi-
dimetria). Estadistica: InfoStat/Instat/MedCalc. Valores de p<0,05 fueron considerados estadis-
ticamente significativos.

Resultados: Se observé un aumento de la concentracién de IFN en el grupo LES con respecto al
control (p<0,05). Los pacientes con valores de IFN superiores al punto de corte, se asociaron con
la presencia de anticuerpos anti-DNAdc (OR:13,33;p<0,05). Pacientes con hipocomplementemia
y aquellos con puntaje de SLEDAI-2K mayor a 8 presentaron mayores niveles de IFN comparados
con pacientes con complemento normal y menor puntaje de indice, respectivamente (p<0,05).
Conclusiones: Estos resultados sugieren la importancia que podria tener la determinacién de
IFN tipo I para el monitoreo de la actividad del LES.

Interferdn tipo I, Biomarcador

ABSTRACT

Introduction: Type I interferon (IFN) is a cytokine that plays a fundamental role in the pathoge-
nesis of Systemic Lupus Erythematosus (SLE). Different levels of this cytokine could explain the
heterogeneity of this pathology and be useful to evaluate its activity.

Objectives: to determine the serum type I IFN levels in patients with SLE and evaluate its use-
fulness as a biomarker of activity.

Material and Method: 16 patients with SLE (ACR 1997) and 16 controls. Methods: Disease acti-
vity (SLEDAI-2K), organ damage (SLICC), type I IFN (HEK-Blue- IFNa/B), anti-dsDNA antibodies
(Indirect Immunofluorescence), anti-ENA antibodies (ELISA), C3-C4 (Immunoturbidimetry). Sta-
tistics: InfoStat/Instat/MedCalc. P values <0.05 were statistically significant.

Results: An increase in IFN concentration was observed in the SLE group respect to the control
(p <0.05). Patients with IFN values above the cut-off point were associated with the presence
of anti-dsDNA antibodies (OR: 13.33; p<0.05). Hypocomplementemic patients and those with a
SLEDAI-2K score greater than 8 had higher IFN levels compared to patients with normal comple-
ment and a lower index score, respectively (p<0.05).

Conclusions: These results suggest the importance that the determination of IFN type I could
have for the monitoring of SLE activity.
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Introduccién

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad au-
toinmune que se caracteriza por la produccién de autoanticuerpos
dirigidos contra estructuras celulares, que forman complejos inmu-
nes (CI) circulantes causantes de dafio a nivel multisistémico. Si bien
la etiopatogenia no esta claramente definida, se sabe que involucra
factores ambientales y genéticos, que generan una pérdida irrever-
sible de la tolerancia inmunolégica®. Se trata de una patologia muy
heterogénea, que puede presentarse con diferentes manifestaciones
clinicas y un variado perfil inmunolégico. Es probable que muchas
de estas diferencias puedan ser atribuidas a la contribucién genética
asociada a los diferentes grupos étnicos ancestrales, los cuales pre-
sentarian variaciones en las vias patogénicas, que influyen no sélo en
la presentacion clinica, sino también en las moléculas inmunolégicas
involucradas.?®

Diversos estudios han demostrado niveles incrementados de in-
terferén (IFN) tipo I en el suero de pacientes lipicos*®. El IFN tipo I
constituye una familia de citoquinas, siendo la subclase alfa («) una
de las mas importantes, producidas principalmente por células den-
driticas plasmocitoides (CDp), al ser activadas mediante la unién de
acidos nucleicos a los receptores endosomales, TLR7 y TLR9. E1 IFN a
utiliza el receptor IFNAR que es expresado en todas las células nu-
cleadas, y mediante la via de sefalizacién JAK-STAT, conduce a la
transcripcién de genes regulados por IFN, conocidos ampliamente
como “interferén signature”®. Por varios afos, el IFN tipo I fue aso-
ciado Unicamente como un sistema de defensa contra infecciones
virales, pero estudios posteriores revelaron que tiene una importante
participacion en la etiopatogenia de diversas enfermedades autoin-
munes’.

En pacientes lUpicos, la desregulacién de la apoptosis y el defi-
ciente clearence del debris nuclear contribuyen a una incrementada
exposicién de autoantigenos y a la formacién de CI interferogénicos,
los cuales actian como inductores endégenos, causando una esti-
mulacién prolongada de la produccién de IFN tipo I y una respuesta
inmune descontrolada®®.

Esta citoquina jugaria un rol fundamental en la patogenia del LES
a través varias acciones: estimulando la maduracién de células den-
driticas mieloides y aumentando la expresién del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase I y II sobre su superficie, incrementando la
capacidad presentadora de antigeno; promoviendo el desarrollo de
células T CD4+ hacia un perfil inflamatorio Th17; suprimiendo el de-
sarrollo de células T regulatorias; estimulando la produccién de BAFF
(factor estimulante de células B), incrementando la diferenciacién
de células plasmaticas y la produccién de autoanticuerpos. Ademas,
tendria un efecto directo en la nefritis lipica promoviendo la pérdida
de los podocitos’*.

Por lo tanto, el IFN tipo I junto con los autoanticuerpos, entre
otros, serian dos factores importantes implicados en la patogénesis
de la enfermedad. La presencia de diferentes niveles de IFN tipo I en
pacientes lipicos podria explicar la heterogeneidad que presenta el
curso de esta patologia y ser de utilidad para evaluar la actividad de
la misma™*.

Los objetivos de nuestro trabajo fueron determinar los niveles de
IFN tipo I sérico en pacientes con LES, evaluar su utilidad clinica y su
relacién con biomarcadores seroldgicos, actividad de la enfermedad
y dafo orgénico.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio analitico, transversal y prospectivo en pa-
cientes con diagnéstico de LES, segln los criterios ACR 1997%, que

asistieron al servicio de Reumatologia del Hospital Cérdoba de la ciu-
dad de Cérdoba, desde marzo del 2019 hasta marzo del 2020. El grupo
control fueron voluntarios sanos, hombres y mujeres mayores de 18
afos, apareados segiin edad y sexo.

Los criterios de exclusién fueron: pacientes con cuadro clinico
compatible con infeccién viral activa o bajo tratamiento antiviral, y
en el grupo control, aquellas personas que presentaban una historia
familiar conocida de alguna enfermedad autoinmune en sus parien-
tes de primer grado.

Se recolectaron datos demograficos (etnicidad, nivel socioecond-
mico evaluado mediante la escala de Graffar), manifestaciones clini-
cas acumuladas y actuales del LES.

Indices de actividad y dafio: La actividad de la enfermedad fue
evaluada con SLEDAI-2K* y el dafio organico mediante SLICC/ACRY
obtenidos el dia en que se realiz la extraccién de sangre.

METODOS

Se utilizaron muestras de suero recolectadas en tubos por siste-
ma cerrado y fueron conservadas a -70 °C hasta el momento de su
uso, que fue exclusivo para este estudio. En las muestras obtenidas se
determinaron los pardmetros que se describen a continuacién:

INF tipo I: La determinacién de IFN tipo I fue realizada en la Fa-
cultad de Ciencias Quimicas de la UNC, mediante un kit comercial,
HEK-Blue™ IFN o/f Cell (Invivogen). Brevemente, se trata de un sis-
tema que involucra el cultivo de células HEK que expresan el gen re-
portero de la fosfatasa alcalina (SEAP) bajo el control del promotor
I1SG54, inducible por IFN o/p. Cuando estas células son estimuladas
por la presencia de IFN «a y f en el suero, éstos se unen al receptor
IFNAR presente en la membrana de estas células y se activa la via
JAK-STAT, con la consecuente activacién del promotor y expresion de
SEAP que se libera al sobrenadante y se detecta mediante un método
enzimatico colorimétrico, QUANTI-Blue. Sus niveles se correlacionan
con la concentracion de IFN o/p bioactivo (Figura 1, A). Como control
positivo y para la calibracién se usé el IFNa recombinante (Bioferdn,
Biosiduos) (Figura 1, B).

Figura 1. Curva de calibracién HEK-IFN
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Marcadores seroldgicos: Las pruebas inmunoseroldgicas fueron
realizadas en la Secciéon de Inmunologia del Servicio de Bioquimica
del Hospital Cérdoba. Los anticuerpos (acs) anti DNA doble cadena
(DNAdCc) fueron detectados por Inmunofluorescencia Indirecta utili-
zando como sustrato Crithidia luciliae, titulo de corte 1/10; y los acs
anti Antigenos Nucleares Extraibles (ENA) mediante ELISA 4-Profile
(Ro, La, Sm, RNP/Sm) de Biosystems. Los componentes del comple-
mento, C3 y C4, fueron determinados por Inmunoturbidimetria en el
autoanalizador Cobas e311.
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Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica, CIES del Adul-
to del Hospital Cérdoba; y todos los pacientes incluidos en el trabajo
firmaron un Consentimiento Informado.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos se llevé a cabo utilizando el
programa “InfoStat” para comparacién de medias y analisis de co-
rrelacion; “Instat” para evaluar asociacion mediante tablas de contin-
gencia; y “MedCalc” para realizar curva ROC para definir el punto de
corte de los niveles de IFN tipo I. Valores de p menores a 0,05 (p<0,05)
fueron considerados estadisticamente significativos.

Resultados

De los 17 pacientes, el compromiso en hombres fue de 23.4% El
grupo en estudio estuvo formado por 16 pacientes con diagnéstico
definitivo de LES y por 16 pacientes controles sanos. Los datos demo-
graficos de la poblacién con LES estudiada se muestran en la Tabla I.

Tabla I. Datos demograficos

SEXO Femenino 14 (87,5%)
Masculino 2 (12,5%)
EDAD 34 + 10 afios [19-51]
ETNIA Mestizo 15 (93,8%)
Caucasico 1 (6,2%)
Afroamericano 0 (0%)
NIVEL Bajo 4 (25,0%)
SOCIOECONOMICO Medio bajo 6 (37,5%)
Medio 4 (25,0%)
Medio alto 2 (12,5%)

EDAD AL DIAGNOSTICO 25 + 9 afios [14-44]

En laTabla I se detallan las manifestaciones clinicas acumuladas
durante el curso de la enfermedad de los pacientes con LES.

Tabla II. Manifestaciones clinicas acumuladas

n %
Mucocutaneas 12 75,0
Musculoesqueléticas 13 81,2
Neuropsiquiatricas 4 25,0
Cardiovasculares 2 12,5
Pleuropulmonares 1 6,3
Renales 10 62,5
Nefritis tipo I 0 0
Nefritis tipo II 1 10
Nefritis tipo III 0 0
Nefritis tipo IV 8 80
Nefritis NT 1 10
Hematol6gicas 1 6,3
Gastrointestinales 0 0

Referencias: NT: no tipificada

En la consulta se evaluaron las manifestaciones clinicas presen-
tes en dicho momento y se vio que: ningin paciente presenté un
nuevo rash cutdneo, solo en uno se constaté una tlcera mucosa y
tres mostraron alopecia. Un paciente presenté cefalea lipica, otro
una vasculitis y otro pleuresia. En cuanto a la afeccién renal, siete
pacientes presentaron alguna alteracién relacionada a este 6rgano,
incluyendo hematuria, proteinuria, piuria y/o presencia de cilindros

urinarios. A nivel hematoldgico, solo un paciente present6 leucope-
nia; y la manifestacién que mas se registré (junto a la renal) fue la
articular, siete pacientes refirieron tener artritis o artralgias. No se en-
contrd ninguna asociacién entre estas manifestaciones y los niveles
deIFN tipo L

Los pardmetros de laboratorio y los indices clinicos de actividad
y dafio analizados en el momento de la consulta, se describen en la
Tabla III.

Tabla III. Parametros bioquimicos y clinicos

Parametros de Laboratorio n (%)
Acs anti DNAdc 9 (56,3%)
Hipocomplementemia 6 (37,5%)
Acs anti Ro 7 (43,8%)
Acs anti La 1 (6,3 %)
Acs anti Sm 4 (25,0%)
Acs anti RNP 2 (12,5%)

indices de actividad y dafio media £ SD [rango]
SLEDAI-2K 8 + 7 [0-24]

<8 n=10
>8 n=6
SLICC 1+ 2 [0-4]

De los pacientes estudiados, nueve presentaron acs anti DNAdc
con titulos entre 1/10 y 1/160. De estos pacientes, seis presentaron
ademads hipocomplementemia, con disminucién de ambos compo-
nentes, C3 y C4; mientras que de los pacientes sin acs anti DNAdc,
solo uno presenté valores de C4 por debajo del limite inferior.

En cuanto a los acs anti ENA, predominaron los anti Ro (43,8%),
seguido de los anti Sm (25 %).

La media del indice de actividad SLEDAI-2K fue de 8, valor utili-
zado como punto de corte para dividir en dos grupos y poder evaluar
la relacién con el IFN tipo L.

IFN tipo I

Por otra parte, se realizé la determinacién de la concentracién de
IFN tipo [, tanto en el grupo de pacientes lipicos como en el grupo
control. Tal como se observa en la Figura 2, en el grupo LES se observo
un aumento estadisticamente significativo de los niveles de IFN tipo
I con respecto al Grupo Control (65,08 + 40,44 Ul/ml vs 30,31 + 8,47 Ul/
ml; p=0.0023).

Para realizar la comparacién estadistica, el punto de corte de IFN
tipo [ utilizado fue de 48,83 Ul/ml, obtenido mediante una curva ROC:
S=56,3% E=100%, area bajo la curva (ABC)= 0,783 (IC95%: 0,605-0,907)
(p=0.0005) (Figura 3).

Figura 2. Concentracién de IFN tipo I
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Dentro del grupo LES, el 56,25% de los pacientes presentaron va-
lores superiores al punto de corte obtenido (IFN tipo I positivo), pre-
sentando una asociacién estadisticamente significativa con la pre-
sencia de acs anti DNAdc (p=0,0056), con un OR: 13,33.

En relacién a los niveles de complemento, los pacientes con hi-
pocomplementemia presentaron un aumento estadisticamente sig-
nificativo en los niveles séricos de IFN tipo I con relacion a los pacien-
tes con valores de complemento normal (43,93 + 14,80 Ul/ml vs 92,27
+ 47,56 Ul/ml; p=0,0358).

En el caso de los acs anti ENA, no se encontré diferencia ni aso-
ciacién con los niveles séricos de IFN tipo L

Evaluando el indice actividad, observamos niveles aumentados
de IFN tipo I en pacientes con SLEDAI-2K mayor a 8 comparado con
aquellos pacientes con valores de dicho indice menores (46,65 + 22,50
Ul/ml vs 95,79 + 46,71 Ul/ml; p valor= 0,0312) (Figura 4). No ocurri6 lo
mismo con el indice de dafio SLICC, donde no se encontré diferencia
ni asociacién con los niveles del IFN tipo L.

Figura 4. Concentracién de IFN tipo I
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Discusién

Son muchas las patologias que pueden afectar la regién periocu-
La heterogeneidad de los pacientes con LES ha presentado desafios
importantes tanto para el personal de salud como para los investiga-
dores a la hora de determinar la activacién de la enfermedad y deci-
dir el agente terapéutico indicado para cada paciente.

Aunque no existe en la literatura un consenso sobre cudl es el
mejor marcador para medir la actividad del LES, el SLEDAI ha sido
utilizado en la practica clinica para obtener una evaluacion precisa

de la activacion, clinicamente significativa, del sistema inmune. Los
titulos de acs anti-DNAdc y los niveles de complemento, que forman
parte de los criterios de SLEDAL han sido rutinariamente usados para
evaluar la actividad de la enfermedad desde hace ya varios afios. No
obstante, estos marcadores no siempre se correlacionan con reacti-
vaciones, especialmente cuando se trata de manifestaciones no re-
nales. Es por eso que en la actualidad se estan estudiando varias cito-
quinas involucradas en la patogenia del lupus y que podrian ser una
herramienta til para evaluar la actividad clinica de esta patologia'®.

Si bien el IFN tipo I es conocido por mediar las manifestaciones
clinicas en LES y estar asociado al desarrollo de la enfermedad, la de-
terminacién del IFN atn no se utiliza en la practica clinica. Estudios
actuales, observaron una correlacién positiva entre niveles de IFN
tipo Iy algunos biomarcadores de activacién células B, como los acs
anti-DNAdc. Sin embargo, los resultados reportados han sido muy
variados e inconsistentes y algunos estudios fallaron en demostrar
alguna asociacion® %,

En esta serie se encontr6 una relacién entre los niveles de IFN
tipo [, la hipocomplementemia y los titulos de acs anti DNAdc, pero
no con los acs anti ENA. Teniendo en cuenta que los acs anti DNAdc
son utilizados en la préctica clinica para evaluar actividad de la en-
fermedad mientras que los acs anti ENA no, el aumento de IFN tipo I
asociados a la presencia de acs anti DNAdc podrian ser expresién de
actividad de la misma.

Sibien se observé que los pacientes con indice SLEDAI-2K mayor
a 8, presentaron mayores niveles de IFN, el tamafio muestral de la
poblacién estudiada fue pequeiio e insuficiente para poder encontrar
una relacién definitiva.

Mathian et al. proponen que la determinacién directa de IFNa
seria un ensayo fécil de estandarizar, 0til para el monitoreo clinico de
la actividad del LES y la eleccién del candidato indicado para recibir
tratamiento con anti-IFNa17. Las principales estrategias terapéuticas
dirigidas a la via del IFN tipo I son anticuerpos monoclonales que blo-
quean directamente al IFNa o a su receptor, IFNAR22. Los resultados
de estos ensayos han sido prometedores, con reduccién de la clinica
y supresién del IFN signature?. Sin embargo, si bien multiples en-
sayos clinicos han incorporado agentes bioldgicos en los regimenes
terapéuticos para pacientes con LES, continia habiendo casos en los
que se obtienen respuestas deficientes. Esto puede deberse a la he-
terogeneidad de los mecanismos patogénicos inherentes al LES, por
lo que se sugiere que las terapias especificas serdn mas efectivas en
subgrupos de pacientes con evidencia de alteraciones en dichas vias
especificas. De esto surge la bisqueda de la medicina personalizada,
que intenta individualizar el tratamiento en busca de mayor efica-
cia®.

Conclusién

En conclusién, estos resultados preliminares sugieren la impor-
tancia que podria tener la determinacion de IFN tipo I sérico como
parte del monitoreo de la actividad de la enfermedad en pacientes
con LES, siendo necesario realizar estudios prospectivos longitudina-
les para evaluar su utilidad en la seleccién de pacientes candidatos al
tratamiento personalizado con anti-IFNa.
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