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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la expresién génica del gen IP-10 en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) y
su posible relacion con la actividad de la enfermedad.
Pacientes y métodos: El estudio incluyé 120 pacientes diagnosticados con LES y 30 controles sanos. Se
investigd la expresion génica relativa de IP-10 con el método fold change, la cual fue correlacionada con
el nivel de actividad lGpica evaluado con el instrumento SLEDAI 2-K.
Resultados: Se encontraron diferentes niveles en la expresién génica de IP-10 relacionada con la actividad
IGpica (p =<0,001). Estos fueron mayores en los pacientes con actividad grave respecto a aquellos sin
actividad, baja y moderada. El incremento en la expresién génica del grupo con actividad grave fue
significativo con un fold change de tres.
Conclusion: El incremento significativo en la expresion génica relativa IP-10 puede ser un marcador de
actividad ltpica grave.
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Relationship of IP-10 gene expression to systemic lupus erythematosus activity

ABSTRACT

Objectives: To evaluate IP-10 gene expression in patients with SLE, and its possible relationship with
disease activity.
Patients and methods: This study included 120 patients diagnosed with SLE and 30 healthy controls. The
relative gene expression of IP-10 was investigated with the Fold Change method, which was correlated
with the level of lupus activity evaluated with the SLEDAI 2-K instrument.
Results: Different levels of gene expression were found according to the SLE activity (p =<0.001). IP-
10 gene expression levels were higher in patients with severe activity than in those with no activity,
low activity, and moderate activity. The increase in gene expression in the severe activity group was
significant with a Fold Change of 3.
Conclusion: The significant increase in relative gene expression IP-10 may be a marker of severe lupus
activity.
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Introduccion

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad auto-
inmune crénica, de presentaciéon clinica heterogénea, actividad
variable en el tiempo, multisistémica, caracterizada por la presencia
de anticuerpos antinucleares’.

A pesar de décadas de estudios, pocos biomarcadores de acti-
vidad de LES han sido validados®. Los marcadores convencionales
(anti-C1q, anti-dsDNA, C3 y C4) son subéptimos, pues se les adju-
dica una sensibilidad del 50% y una especificidad del 75%*. Es por
ello, que se requieren nuevos biomarcadores para conocer la res-
puesta al tratamiento, asi como la necesidad de modificarlo.

Hay evidencia de que la sefializacion del interferén (IFN) es
inductora cardinal en la fisiopatologia del LES. Por ejemplo, el uso
de INF para otras patologias induce anticuerpos asociados a LES.
Por lo tanto, la sobreexpresién de genes estimulados por INF en la
sangre de estos pacientes tiene potencial de ser biomarcadora de
actividad®.

La quimiocina proteina 10 inducida por INF (IP-10 o CXCL10) es
secretada por macréfagos, monocitos y células endoteliales en res-
puesta al INF®. Su receptor CXCR3 se expresa en linfocitos Th1, B,
NK y células dendriticas. Entre sus funciones, se incluyen la acti-
vidad quimiotactica, la induccién de apoptosis, la regulacién de
crecimiento, la proliferacién celular y la angiogénesis. Su impor-
tancia radica en que sus niveles séricos han sido vinculados con
actividad y nefritis Iiipica en diversos estudios’.

Si bien se ha encontrado un aumento en la expresion relativa de
IP-10 en los leucocitos obtenidos de sangre periférica de pacientes
con LES®, la informacién que correlacione el grado de expresion
génica con la actividad es escasa, es por ello que el objetivo de
este trabajo es evaluar la expresion génica relativa del gen IP-10
en personas con LES, y su posible relacién con la actividad de la
enfermedad.

Pacientes y métodos
Pacientes

Durante el periodo comprendido entre enero del 2018 a octubre
del 2019, se reclutaron 270 mujeres que acudieron al servicio de
consulta externa de Reumatologia, o bien fueron ingresadas en el
Hospital Central Militar, clasificadas como casos de LES, segn los
criterios de American College of Rheumatology de 1997. Su actividad
fue cuantificada mediante el instrumento SLEDAI-2K a ciegas de
la obtencién de la expresién génica de IP-10°, quedando excluidas
aquellas con procesos infecciosos activos en los tltimos tres meses.

También, se reclutaron 30 mujeres sanas para el grupo con-
trol que no tuvieran obesidad, enfermedades autoinmunes o

infecciones activas en los dltimos tres meses. Todas las pacientes
otorgaron su consentimiento informado y esta investigacion fue
aprobada por el comité de bioética e investigacion en el Hospital
Central Militar.

Se formaron cinco grupos con base en su puntaje SLEDAI-2K cada
uno con n = 30: 1.- control, 2.- sin actividad (SA) cero a dos puntos,
3.- actividad leve (AL) tres a cuatro puntos, 4.- actividad moderada
(AM) seis a ocho puntos y 5.- actividad grave (AG) > ocho puntos>.

Muestras

Fueron obtenidas muestras de sangre por puncién venosa de
todas las pacientes, que se procesaron en el Laboratorio de Biolo-
gia Molecular de la Escuela Militar de Graduados de Sanidad de
la SEDENA, obteniéndose y cuantificindose el acido ribonucleico
(ARN) total de los leucocitos en cada una de las muestras.

Ademas, se disefiaron primers para amplificar una regién espe-
cificaen el exén 2 y 3 del gen IP-10 y se midid la expresién génica,
usando Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (qQRT-PCR)
de ARN mensajero (ARNm) de IP-10. Posteriormente, se obtuvo la
expresion de un gen endégeno (gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa [GAPDH]) de todas las muestras. El kit utilizado fue KAPA
SYBR FAST One-Step qRT-PCR Master Mix (2X), de laempresa Kappa
Biosystem.

Cuantificacion de la expresion génica

La cuantificacién de la expresion génica relativa de los grupos se
obtuvo mediante el método «fold change» (FC), usando los valores de
los ciclos en los cuales las muestras comienzan a presentar fluores-
cencia significativa (CT), obtenidos mediante qRT-PCR; los valores
CT son inversamente proporcionales a la concentracién inicial de
ARNmMm.

Para este método, el primer paso es obtener el ACT que es la
diferencia entre los promedios CT del gen estudiado y del end6-
geno en un grupo, dicho valor evalda la expresién del gen en un
grupo. Luego, se obtiene el AACT que es la diferencia de los ACT
entre los grupos con la enfermedad y el de control, este evalda el
comportamiento del gen en una patologia. Finalmente, se obtiene
el FC mediante la férmula 2-44CT y significa las veces que un gen
esta sobre o sub-expresado en la escala logaritmica, en un grupo
o grupos con LES respecto al grupo control que tiene un valor FC
de 1.

Por su escala continua, tendencia a la normalidad y no represen-
tar una proporcioén, la significancia estadistica global entre grupos
se obtiene con los valores ACT mediante el test de analisis de
varianza (ANOVA). Se considera que la expresion del gen en estudio

Tabla 1
Caracteristicas de los grupos y expresion génica relativa (fold change) de IP-10
No. = 150 Control SA AL AM AG
No. =30 No.=30 No. =30 No. =30 No. =30
Caracteristicas por grupo p
Edad Mediana (IQR) 24(23,28) 34 (27, 54) 37(31,49) 47 (34, 69) 43 (34,54) <0.001*
Edad LES 34 (27,54) 37(31,49) 47 (34, 69) 43 (34,54) 03"
SLEDAI-2K 0(0,0) 4(4,4) 7(6,8) 25 (20, 34)
Andlisis fold change de IP-10 p
GADPH Media 17,1 17,6 17,7 17,6 17,7
IP-10 24,2 24,31 24,39 25,6 23,3
ACT 7.1 6,7 6,6 8 5,5 <0,001"
AACT 0 -0,46 -0,49 0,8 -1,59
Fold change Media IC 95% 1(06-1,4) 1,38(0,8-2,1) 1,41(1,1-1,8) 0,56 (0,3-1) 3(1,4-6,1)

AG: Actividad grave; AL: Actividad leve; AM: Actividad moderada; Edad LES: Edad de pacientes con lupus eritematoso sistémico; GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshi-
drogenasa; IC: Intervalo de confianza; IQR: Rango intercuartilico; IP-10: Proteina 10 inducida por interferén; SA: Sin actividad.

" Determinado con el test de Kruskal Wallis
™ Determinado con la prueba ANOVA Brown-Forsythe
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Figura 1. Expresion génica relativa de IP-10 de acuerdo con la actividad de LES. Se
presenta la media geométrica y el IC95% del fold change de IP-10 en cada grupo. Solo
el grupo con actividad grave presenta un incremento significativo en la expresién
génica relativa.

AG: Actividad grave; AL: Actividad leve; AM: Actividad moderada; LES: lupus erite-
matoso sistémico; SA: Sin actividad.

(IP-10) esta significativamente involucrada en la actividad de la
enfermedad cuando el FC del grupo es mayor a dos.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el software GraphPad
Prism 8.4.0.

Resultados

Los datos que no tienen distribucién normal se presentan como
mediana (IQR). De todas las pacientes incluidas, la mediana de edad
fue de 38 afios (29, 53). Las mujeres con LES tuvieron una mediana
SLEDAI-2K de ocho puntos (cuatro, 27) y una edad de 42 afios (34,
54). Las caracteristicas por grupo y el analisis FC se muestran en la
tabla 1y en la figura 1 se grafica el FC de los grupos. La diferencia
en la expresion relativa de IP-10 entre grupos fue estadisticamente
significativa (F=5,3 [4.104,8],p=<0,001) determinada por la prueba
ANOVA de una via (Brown-Forsythe).

Discusion

Este estudio demostré un incremento significativo (FC > 2) en
la expresién génica de IP-10 en los pacientes con LES y AG, que
presentaron un mayor aumento en la expresién de IP-10 respecto
a los otros sujetos. Con excepcioén del grupo AM, los valores de FC
fueron mas altos en las personas diagnosticadas con LES.

Si bien, hubo diferencia estadisticamente significativa entre la
edad de todos los grupos, cuando se consider6 Gnicamente a los
pacientes diagnosticados con LES, el valor p fue de 0,3. Por lo que
no se puede considerar que la variacién en la expresion génica
observada en el presente trabajo esté asociada con la edad.

Los hallazgos en el grupo con AM podrian explicarse por diferen-
cias en la respuesta al tratamiento, ya que se ha encontrado que la
expresion IP-10 estd disminuida en pacientes con buena respuesta
al tratamiento inmunomodulador. Es posible que el grupo con AM
represente a la poblacién con una buena respuesta, los pacientes
con AL o SA, los que inician terapia o son de reciente diagnéstico y
aquellos con AG resistente al tratamiento!?.

También hay evidencia de que la predominancia del fenotipo
Th1 en linfocitos CD4+ de pacientes con LES se relaciona con una
mayor actividad lapica. El INF secretado por linfocitos Th1 pro-
mueve la sintesis y liberacién de los productos de respuesta a INF;
como IP-10. En cambio, las interleucinas secretadas por los linfoci-
tos Th2 antagonizan la secrecion y accién de mediadores liberados
por linfocitos Th1; entre ellos INF'!. Por consiguiente, la menor
expresion génica de IP-10 del grupo con AM puede deberse a un
predominio de linfocitos Th2, teniendo el grupo con AG una mayor
expresién génica de IP-10 por predominancia de linfocitos Th1.

En conclusién, se puede sugerir que el incremento significativo
en la expresién génica IP-10 puede ser un biomarcador de actividad
ltpica grave, lo cual implica que podria ser utilizada para identifi-
car aquellos pacientes que requieran un ajuste de tratamiento y una
vigilancia mas estricta. Al tratarse de un estudio preliminar, no se
recogieron los tratamientos de los pacientes ni el fenotipo de los lin-
focitos CD4+, por lo que nuevos estudios prospectivos con mayor
nimero de casos que consideren estas variables son necesarios para
corroborar nuestras observaciones.
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