Original

BOL PEDIATR 2005; 45: 177-184

Niveles normales de interleucinas 6 y 8 en suero y orina de nifios
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RESUMEN

Introduccion: La infeccion urinaria es una patologia muy
frecuente en niflos, y su diagnostico y tratamiento precoces
dependen de la sospecha clinica y la aplicacién de pardme-
tros analiticos. Algunas citocinas han despertado un gran
interés en este terreno.

Objetivo: Conocer los niveles de las interleucinas (IL) 6
y 8 en sangre y orina en nifios sanos, y establecer el rango
de normalidad de nuestro laboratorio.

Material y métodos: Estudio observacional transversal,
descriptivo y analitico, en nifios sanos sin infeccién urina-
ria. Se analizan las variables sexo, edad, nifio mayor o menor
de 1 afio, y nivel de IL 6 y 8 en sangre y orina (mediante
ELISA). Se calcula la estadistica bésica de las variables cuan-
titativas. La comparacion entre muestras independientes se
llevé a cabo con el test U de Mann-Whitney, y la correlacién
entre las mismas con el test de Pearson. Se consideré un
error alfa del 5% (SPSS 9.0). El limite superior de normali-
dad de las IL se establecio en la media més 2 desviaciones
estandar (95% de la poblacién).

Resultados: Estudiamos 52 nifios (40 varones, 76,92%)
con una edad media de 51,31 + 47,98 meses (1-149 meses),
sin diferencias en su distribucién por sexo y grupos de edad

inferior o superior a un afio. Los niveles medios de IL (e
intervalo de confianza IC: 95%), y el limite superior de la
normalidad, fueron respectivamente, para IL-6 suero: 0,49
(IC: 0-1,05), y 3,95 pg/mL; IL-6 orina: 0,17 (IC: 0-0,51), 1,83
pg/mL; IL-8 suero: 136,66 (IC: 0,74-272,58), 974,58 pg/mL;
IL-8 orina: 47,23 (14,71-79,75), 242,39 pg/mL. No hubo dife-
rencias entre ambos sexos ni grupos de edad, salvo nive-
les medios de IL-8 urinaria més elevados en menores de 1
afio, con una correlacion negativa entre dicha variable y
edad (p<0,05). Asimismo, existe una correlacién positiva y
muy significativa de IL-6 y 8 en orina (p<0,001) y de IL-8
entre suero y orina (p<0,01).

Conclusiones: En nifios sanos, no se observaron dife-
rencias segtin sexos en los niveles de IL-6 y 8, pero la pro-
duccién de IL-8 en orina es mayor en nifios mas pequefios.
A diferencia de la IL-6, se detectan niveles significativos de
IL-8 en suero y orina de nifios sanos, cuestionando su vali-
dez en el diagndstico de infeccién. Finalmente, existe en
condiciones normales una excelente correlacion entre IL-6
y 8 en orina.

Palabras clave: Interleucina 6; Interleucina 8; Sangre;
Orina; Nifios normales.
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ABSTRACT

Objective: To determine the interleukins (IL) 6 and 8
levels in serum and urine in the healthy pediatric popula-
tion, and to establish our laboratory reference values, whit
the purpose of subsequently to apply this determination to
diagnosis of urinary tract infection.

Material and methods: Observational, transversal, des-
criptive and analytical study, in healthy children without
urinary tract infection. We analyse the following variables:
sex, age, to be oldest or youngest than 1 year, and IL-6 and
IL-8 levels in serum and urine (ELISA). We evaluate the basic
statistics for quantitative variables. It compare the inde-
pendent samples by means of Mann-Whitney U test, and its
correlation with the Pearson test. We consider an alpha-error
of 5% (SPSS 9.0). The upper limit of normality was esta-
blished in two standard deviation more than the mean (95%
of population).

Results: We have studied 52 children (40 males, 76.92%).
The mean of age was 51.31 + 47.98 months (1-149 months),
and it didn’t have differences according to sex, or to be oldest
and youngest than 1 year of age. The mean values of IL (and
confidence interval IC: 95%), and the upper limit of nor-
mality, respectively were for serum IL-6: 0.49 (IC: 0-1,05),
and 3.95 pg/mL; urine IL-6: 0,17 (IC: 0-0,51), 1,83 pg/mL;
serum IL-8: 136,66 (IC: 0,74-272,58), 974,58 pg/mL; and urine
IL-8: 47,23 (14,71-79,75), 242,39 pg/mL. It didn’t have dif-
ferences neither between both sex nor age groups, except
urine IL-8 mean levels greater in youngest of 1 year of age,
with a negative correlation between this variable and age
(p<0,05). Moreover, it exist a positive and very significant
correlation of urine IL-6 and 8 (p<0,001), and serum and
urine IL-8 (p<0,01).

Conclusions: In healthy pediatric population, it didn’t
observe differences according to sex in IL-6 and IL-8 levels,
but the urine IL-8 production is greater in more little chil-
dren. It observe significant serum and urine IL-8 levels in
healthy children, making questionable its validity in uri-
nary tract infection diagnosis. Finally, it exist an excellent
correlation between urinary IL-6 and IL-8 in normal condi-
tions.

Key words: Inteleukin 6; Interleukin 8; Serum; Urine;
Healthy children.
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INTRODUCCION

Existe una creciente preocupacion por la bisqueda de
pardmetros clinicos o analiticos que permitan la detecciéon
mas precoz de la infeccién, y que sean aplicables a la prac-
tica clinica para mejorar el prondstico de la misma. La infec-
cién urinaria (ITU) constituye el motivo mas frecuente de
consulta en relacién con el aparato urinario en la infancia®.
Su confirmacién definitiva vendra determinada por el resul-
tado del urinocultivo®, y el alcance o nivel de la misma
(infeccion del tracto urinario, o bien pielonefritis aguda)
mediante la gammagrafia renal con DMSA®9. Pero mucho
antes debemos sospechar su existencia a través de signos
y sintomas clinicos y distintos parametros analiticos, que
nos permitan tomar decisiones terapéuticas, ya que su diag-
néstico precoz puede condicionar la evolucién clinica e inclu-
so la aparicion o no de secuelas renales.

Las citocinas, como mediadoras de la inmunidad natu-
ral, han despertado un gran interés en este terreno. Son pro-
teinas que intervienen en la diferenciacién y maduracion de
las células del sistema inmune, contribuyendo a la comu-
nicacion entre ellas y, en algunos casos, ejercen funciones
efectoras directas®. Se ha descrito un gran ntimero de cito-
cinas, que son sintetizadas localmente en respuesta a pro-
cesos inflamatorios”V o infecciosos219). La determinacién
de citocinas con fines diagndsticos, especialmente de las
interleucinas (IL) 6 y 8, se ha extendido también al estudio
de la patologia renal, infecciosa 0 no?'?, tras conocer su pro-
duccion en el rifién en respuesta a otras proteinas inducto-
ras de su sintesis1826), Asi, se han detectado elevaciones de
las IL 6 y 8 en suero y orina de pacientes con infeccién uri-
naria®-, lo que podria convertirlas en un marcador diag-
néstico ttil en la clinica afiadidos a los medios habituales
de diagnostico.

La IL-6 contribuye, entre otras acciones, a la maduracién
de células B activas hacia células productoras de anticuer-
pos, y favorece la expresion de distintas proteinas de fase
aguda, como el fibrin6geno, la a;-antitripsina y la PCR@!39.
La IL-8 es un potente factor quimiotactico y activador de los
neutroéfilos, e interviene también en la activacion de linfo-
citos y baséfilos®20. Ambas han sido implicadas en proce-
sos infecciosos de diversa naturaleza, y pueden ser de gran
utilidad en el diagnéstico precoz de patologia infecciosa
neonatal®7-40,



Dicha elevacion de distintas IL en orina podria traducir
una produccion local en el tracto urinario o rifién, o bien
reflejar una produccién a nivel sistémico, en el caso de infec-
ciones urinarias complicadas con bacteriemia o septicemia.
Su estudio simultdneo en sangre y orina y el analisis de su
correlacion podria aportar datos a este respecto.

Pero es imprescindible, como paso previo, conocer su
comportamiento en nifios sanos de diferentes edades y sexos,
y describir el rango de normalidad para nuestro laborato-
rio, que nos permita calcular, en un segundo paso, la vali-
dez de la técnica en el diagnéstico de la patologfa infeccio-
sa urinaria.

MATERIAL Y METODOS

La presente aportacion se encuadra dentro de un estu-
dio prospectivo, de 22 meses de duracion, realizado en
nifios con infeccién urinaria ingresados en el Servicio de
Pediatria del Hospital de Leén, para valorar la utilidad
diagnoéstica de las interleucinas 6 y 8 en sangre y orina, en
el diagndstico de infeccién urinaria, de pielonefritis aguda,
y en este ultimo caso, en la prediccion de secuelas rena-
les1-43),

Con fines comparativos futuros se establecié un grupo
control de 52 nifios sanos entre 0 y 14 afios, sin anteceden-
tes nefrourolégicos, y que no presentaban patologia infec-
ciosa, inflamatoria, inmunolégica ni alérgica conocidas en
el momento de su inclusién en el estudio. 31 de ellos fueron
captados en el estudio preoperatorio, tras ingreso progra-
mado para cirugia general y urolégica (basicamente hernia
inguinal y fimosis) (59,6%) y 21 (40,4%) de las consultas
externas de pediatria por problemas ortopédicos (revisién
por sospecha de displasia de caderas).

A todos los nifios se les recogid, previo consentimien-
to verbal, sangre y orina, aunque no en todos los casos
pudo realizarse la determinacion de IL en ambas muestras,
por problemas técnicos. Se realiz6 sistematico y sedimen-
to urinario por procedimientos habituales, y urinocultivo
en todos los casos. Sdlo se incluyé a los nifios con siste-
matico y sedimento de orina normales, en ausencia de leu-
cocituria (<8 leucocitos/campo), hematuria (<6 hemati-
es/campo), bacteriuria (presencia significativa de gérme-
nes) y/o nitrituria®, y con urinocultivo negativo.
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Las variables estudiadas fueron: la edad (meses), asi
como edad inferior o superior a 12 meses, sexo, e IL-6 y 8
en suero y orina.

La recogida de orina se realiz6 con bolsa en los que no
habian alcanzado la continencia y por miccién directa en el
resto. La orina para estudio de IL fue congelada a -80° hasta
su determinacién analitica. La sangre fue extraida en vena
periférica en ayunas y, tras centrifugacién de la misma, se
procedio a la separacion del suero y congelacién de varias
alicuotas a -80° hasta su procesado definitivo.

Las IL-6 y 8 se determinaron, tanto en sangre, como orina
mediante la técnica de ELISA, por duplicado (Bender MedSys-
tem Diagnostics GMBH, Boehringer Ingelheim), en el Labo-
ratorio de Inmunologia del Hospital de Ledn, y expresadas
en pg/mL tras referenciarlas a la curva estdndar preparada
para cada ensayo. Se asignd el valor absoluto de “0” a aque-
llas muestras cuyo nivel de interleucinas se encontraba por
debajo del nivel de deteccién de la técnica. El rango de detec-
cién del kit comercial para IL-6 se situé entre 1,6 y 100
pg/mL. El coeficiente de variacién intraensayo determi-
nado por el laboratorio, es del 3%. Para IL-8, el rango se situd
entre 16 y 1.000 pg/mL, con un coeficiente de variacion intra-
ensayo del 4,2%.

El estudio estadistico, realizado con el programa SPSS
9.0, incluyd, en primer lugar, un analisis descriptivo de las
distintas variables cuantitativas analizadas (rango e inter-
valo, media, error estindar de la media, desviacion estan-
dar, e intervalo de confianza de la media (con una probabi-
lidad del 95%). La comparacién de variables cuantitativas
entre muestras independientes se realiz6 mediante el test U
de Mann-Whitney. La correlacién entre variables cuantitati-
vas se analizé mediante el test de Pearson, en los que existia
determinacion simultdnea de varias interleucinas en sangre
y/u orina. En todos los casos se consider6 una diferencia
como significativa cuando la p fue menor de 0,05 (error alfa
5%). Para establecer el limite superior de normalidad de
las dos citocinas estudiadas se considerd el valor de la media
més 2 desviaciones estandar (95% de la poblacién).

RESULTADOS

De los 52 nifios estudiados, 40 eran varones (76,92%) y
12 mujeres (23,08%), y su edad media fue de 51,31 + 47,98
meses, con un rango entre 1-149 meses.
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TABLA L.  DISTRIBUCION POR EDAD Y SEXO DE LA MUESTRA ESTUDIADA
Varones Mujeres Total P
Total 40 12 52
Menores 12 meses 15 (71,42%) 6 (28,58%) 21
Mayores 12 meses 25 (80,64%) 6 (19,36%) 31 0,512

TaBLA II.  NIVELES MEDIOS DE IL (PG/ML), Y LIMITE SUPERIOR DE LA NORMALIDAD

n Media DS ES Intervalo Limite superior
de confianza de la normalidad
IL-6 suero 37 0,49 1,73 0,28 0-1,05 3,95
IL-6 orina 23 0,17 0,83 0,17 0-0,51 1,83
IL-8 suero 38 136,66 418,96 67,96 0,74 - 272,58 974,58
IL-8 orina 36 47,23 97,58 16,26 14,71-79,75 242,39
Niveles medios y limite superior de la Niveles medios y limite superior de la
normalidad de IL 6 normalidad de IL 8
4,5 1.000 ——
4 | -
35 4 800 -
. = 600
= i
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17 200
0,5 1
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Figura 1. Representacion de la media y su intervalo de confianza
(caja) asi como el limite superior de la normalidad, para la IL-6 en
suero y orina.

Figura 2. Representacién de la media y su intervalo de confianza
(caja) asi como el limite superior de la normalidad, para la IL-8 en
suero y orina.

Su distribucién segtin sexo y edad inferior o superior al
afo de edad se muestra en la tabla I. No existen diferencias
significativas en su distribucién por sexo en ambos gru-
pos de edad.

En la tabla II mostramos la estadistica bésica de las IL
estudiadas, con sus valores medios e intervalos de confian-
za, y los distintos limites de la normalidad calculados para
las mismas, aplicables a un 95% de la poblacién. Podemos
ver su representacion grafica en las figuras 1y 2.
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Analizando las diferencias entre grupos, no se encon-
traron diferencias dependientes del sexo en los niveles séri-
cos y urinarios de ninguna de las dos IL (Tabla III). Sin
embargo, si hubo algtin dato de interés en funcién de la
edad. Asf, los nifios sanos menores de 12 meses parecen tener
unos niveles urinarios de IL-8 mas elevados que los nifios
mayores de 1 afio (Tabla IV) (p<0,05), pero no hubo dife-
rencias similares para IL-8 en suero, ni para IL-6 en suero ni
orina.
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TaBLA ITI. NIVELES MEDIOS DE IL (PG/ML) EN FUNCION DEL SEXO

n Media DS ES Intervalo de confianza P
IL-6 suero:
-Varones 30 0,60 1,91 0,35 0-1,3 0,608
-Mujeres 7 0,00 0,00 0,00 0-0
IL-6 orina:
-Varones 16 0,00 0,00 0,00 0-0 0,624
-Mujeres 7 0,57 1,51 0,57 0-1,14
IL-8 suero:
-Varones 31 163,89 460,59 82,72 0-329,33 0,249
-Mujeres 7 16,08 30,68 11,59 0-39,26
IL-8 orina:
-Varones 28 41,01 79,98 15,11 10,79 - 71,23 0,867
-Mujeres 8 69,00 149,5 52,73 0-17446

TaBLA IV. NIVELES MEDIOS DE IL (PG/ML) EN FUNCION DE LA EDAD

n Media DS ES Intervalo de confianza P
IL-6 suero:
-<12 meses 12 0,72 1,37 0,39 0-1,50 0,578
->12 meses 25 0,38 1,90 0,38 0-0,76
IL-6 orina:
-<12 meses 7 0,57 1,51 0,57 0-1,14 0,134
>12 meses 16 0,00 0,00 0,00 0-0
IL-8 suero:
-<12 meses 13 114,65 194,18 53,85 6,95 - 222,35 0,819
->12 meses 25 148,11 501,35 100,27 0- 348,65
IL-8 orina:
-<12 meses 14 86,66 124,08 33,16 20,34 - 152,98 0,035
->12 meses 22 22,13 68,15 14,53 0-51,19

Analizando la correlacion existente entre las variables TABLA V. CORRELACION ENTRE VARIABLES CUANTITATIVAS

cuantitativas estudiadas, encontramos datos relevantes

Correlacion R R2 P
(Tabla V). Asi, se demuestra una correlacién positiva y alta-
mente significativa de las interleucinas 6 y 8 en orina en 170 suero/IL-6 orina )
nifios sanos (p<0,001), y entre los niveles séricos y urinarios ~ 1L-6 suero/IL-8 suero 0,024 0,001 0,887
de IL-8 (p<0,01). Por otro lado, encontramos una correla- IL-6 orina/IL-8 orina 0,706 0,498 <0,001
cién negativa entre los niveles urinarios de IL-8 y la varia- IL-8 suero/IL-8 orina 0,561 0,315 0,005
ble cuantitativa edad (p<0,05), es decir, a menor edad, se 16 syero/edad 0,183 0,034 0,277
observa un valor mayor de IL-8 en orina. 1L-6 orina /edad 0243 0,059 0264
IL-8 suero/edad 0,126 0,016 0,452
IL-8 orina/edad -0,339 0,115 0,043

DISCUSION

*El coeficiente de correlacién de Pearson no se pudo calcular en este
La determinacion de IL en sangre y orina se realizo por  caso, al ser constante la variable IL-6 en orina.

ELISA. La eleccién de esta técnica vino determinada por
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la experiencia previa con la misma®), por su precision y
reproductibilidad, y la existencia de kits comerciales amplia-
mente contrastados y utilizados, y, por tanto, directamen-
te aplicables a la practica clinica. Presenta, ademas, una alta
sensibilidad, con un limite de deteccién que permite medir
concentraciones muy bajas, mucho menores que en traba-
jos previos®#. Existe amplia experiencia en suero, pero
también en orina, donde se han determinado ampliamente
en muestras sin concentrar con expresion de su concentra-
cién directa en orina®@4647), como finalmente realizamos en
nuestro estudio.

La aplicacién clinica de esta determinacion en el diag-
nostico de la infeccién del tracto urinario u otra patologia
nefrouroldgica, exige el establecimiento del limite superior
de la normalidad de las distintas interleucinas estudiadas,
tanto en sangre, como en orina, para la técnica descrita en
este trabajo.

En cuanto al sexo, no se observaron diferencias en los
niveles medios de las distintas IL estudiadas en nifios sanos,
coincidiendo con lo descrito en estudios similares“5#®. Por
eso, el predominio de varones en la muestra actual, deter-
minado por el origen de los nifios estudiados, no deberia
influir en los resultados finales.

La influencia de la edad en la produccion de IL se valo-
r6 de dos modos. Por un lado, analizando la correlacién de
la variable cuantitativa edad con los niveles de IL, y por otro,
dividiendo a los nifios en menores o mayores de 1 afo. Esta
divisi6én, aunque arbitraria, se fundamenta en varios hechos:
la biologia de estas proteinas, que parecen sintetizarse mas
en los pacientes de mayor edad®®, las diferencias inmuno-
légicas y funcionales segtin dicha edad, y la distinta consi-
deracion de la infeccién urinaria, ya que en los lactantes la
clinica, el tratamiento y el prondstico son diferentes que
en los nifios mayores(#. No existen diferencias apreciables
segtn la edad en los niveles de IL 6 en sangre y orina ni
IL-8 en suero, a semejanza de otros estudios'¥, excepto para
la IL-8 en orina, con produccion mayor en nifios mds peque-
fos, coincidiendo con Jantausch y cols., que también men-
cionan una mayor produccién de la misma cuanto menor
es la edad del nifio, pero afectos de infeccién urinaria®), sin
que dispongamos de una explicacién para la misma.

En condiciones normales se detectan niveles significati-
vos de IL-8 en suero, ya descritos en otros estudios?'2. Se
ha especulado con una falta de correlacién entre la detec-
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cién inmunolégica de IL-8 en suero y la bioactividad de la
misma®“®, o bien que pueda circular en forma no activa o
unirse a un inhibidor de la misma®?. También en orina se
observan concentraciones variables de IL-8 en nifios sanos,
y en nuestro estudio, ademas, se demuestra una correlacion
positiva entre los niveles de IL-8 en sangre y orina en nifios
sanos asintomaticos. La sintesis de esta proteina en ausen-
cia de infeccion ha sido también observada en trabajos pre-
vios?8295152), desconociéndose y cuestiondndose a partir
de estos datos la posible validez de su determinaci6n en el
diagnéstico de patologia infecciosa urinaria aguda. En algtin
caso también se ha detectado produccién de IL-6 en ausen-
cia de enfermedad®?, no significativa en nuestro estudio.
Serd necesario analizar su comportamiento en nifios con
patologia, para corroborar estos hallazgos.

Por otra parte, existe una correlacién positiva y estadis-
ticamente significativa entre los niveles de IL-6 y 8 en orina
en nifios sanos (p<0,001). Ambas interleucinas responden
de igual manera ante la presencia de bacterias en las vias
urinarias, donde son sintetizadas, tanto por las células endo-
teliales, como no endoteliales®?39, pero no conociamos su
correlacion en situacién basal sin patologia conocida.

Conocer el comportamiento de estas IL en nifios sanos
nos permitira comprender mejor su papel en nifios con pato-
logia urinaria.
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