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INTRODUCCION

Para la gran mayoria de los casos de sindrome nefrético en el adulto, es
necesario realizar una biopsia renal para llegar a un diagndéstico de certeza.
Incluso, en algunos casos, aun practicandose la misma no es posible llegar a una
conclusion diagnostica definitiva, debido a limitaciones inherentes a dicho
procedimiento o por el hecho de que las diferentes enfermedades glomerulares en
determinados estadios evolutivos, tienen rasgos histopatolégicos comunes,
siendo dificil su discriminacidén. Se hace necesario identificar biomarcadores que
se asocien a patrones anatomopatoldogicos y/o a mecanismos patogénicos
definidos, y permitan el diagndéstico no invasivo de la causa del sindrome nefrético
o establecer subgrupos prondsticos en cada tipo de enfermedad, prediciendo la

respuesta al tratamiento y la aparicion de recidivas.

Avances en el conocimiento de la patogenia de las distintas
glomerulopatias y el desarrollo de técnicas de protedmica plasmatica y urinaria,
han permitido identificar un niumero creciente de moléculas que podrian ser utiles
para los fines anteriormente mencionados, siempre que pueda demostrarse que
tienen sensibilidad y especificidad suficiente para permitir identificar el tipo de
lesion renal y/o su relacion con la respuesta al tratamiento y el prondstico de la
enfermedad. Actualmente los datos para muchos de estas moléculas

identificadas, son todavia muy preliminares.

Con el presente proyecto de tesis, mediante el desarrollo de estudios
observacionales con inclusion de grupos de pacientes afectos de formas primarias
y secundarias de glomerulopatias causantes de sindrome nefrético,
especificamente, nefropatia membranosa y glomeruloesclerosis focal vy
segmentaria, en donde se practican mediciones séricas y urinarias de
determinadas moléculas (receptor soluble de la urokinasa y anticuerpos contra el
receptor tipo M de la fosfolipasa A2), se determina y valida la utilidad de dichos
biomarcadores para el diagnéstico, prondstico y tratamiento de estas

enfermedades glomerulares.



Como producto de dichas investigaciones han sido realizadas cinco
publicaciones. Dos en relacion a los titulos del receptor soluble de la urokinasa y
la glomeruloesclerosis segmentaria y focal: 1) Segarra A, Jatem E, Quiles M.T,
Arbés M.A, Ostos H, Valtierra N, Carnicer C, Agraz |, Salcedo M.T. Diagnostic
value of soluble urokinase-type plasminogen activator receptor serum levels in
adults with idiopathic nephrotic syndrome. Nefrologia 2014; 34(1): 46-52. 2)
Segarra A, Jatem E, Quiles M.T, Arbés M.A, Ostos H, Valtierra N, Carnicer C,
Agraz |, Salcedo M.T. Value of soluble urokinase receptor serum levels in the
differential diagnosis between idiopathic and secondary focal segmental
glomerulosclerosis. Nefrologia 2014; 34(1): 53-61. Y tres donde se evalua la
relacion entre la presencia de anticuerpos contra el receptor tipo M de la
fosfolipasa A2 y la nefropatia membranosa: 1) Segarra-Medrano A, Jatem-
Escalante E, Quiles-Pérez M.T, Salcedo M.T, Arbds-Via M.A, Ostos H, Valtierra N,
Carnicer-Caceres C, Agraz-Pamplona |. Prevalencia, valor diagnostico y
caracteristicas clinicas asociadas a la presencia de niveles circulantes y depdsitos
renales de anticuerpos contra el receptor tipo M de la fosfolipasa A2 en nefropatia
membranosa idiopatica. Nefrologia 2014; 34(3): 353-9. 2) Segarra-Medrano A,
Jatem-Escalante E, Carnicer-Caceres C, Agraz-Pamplona |, Salcedo M.T,
Valtierra N, Ostos-Roldan E, Arredondo KV, Jaramillo J. Evolution of antibody titre
aganist the M-type phospholipase A2 receptor and clinical response in idiopathic
membranous nephropathy patients treated with tacrolimus. Nefrologia 2014,
34(4):491-7. 3) Segarra Medrano A, Jatem Escalante E, Carnicer Caceres C,
Agraz Pamplona |, Salcedo Allende MT, Ramos Terrades N, Valtierra Carmeno N,
Ostos Roldan E, Arredondo Agudelo KV, Jaramillo Vasquez J. Prognostic value of
the dynamics of M-type phospholipase A2 receptor antibody titers in patients with
idiopathic membranous nephropathy treated with two different immunosuppression
regimens. Biomarkers 2015. Feb 18; 20(1):77-83. A continuacién se resumen los

resultados de los correspondientes trabajos realizados.
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MARCO TEORICO

1) SINDROME NEFROTICO

1.1) DEFINICION

Se define sindrome nefrotico como la presencia de proteinuria superior a
3,5 gr/24 h/1,73 m? superficie corporal en adultos 6 40 mg/h/m? en nifios,
asociado a hipoalbuminemia y generalmente acompanado de edemas e
hiperlipidemia (1). Resulta del aumento de la permeabilidad glomerular para
proteinas plasmaticas y es expresion de una alteracidén de la barrera de filtracion
glomerular. Aunque puede presentarse tras lesiones funcionales o estructurales
de las células del endotelio capilar y de la membrana basal, en la mayoria de los
casos se asocia a lesidn de los podocitos que constituyen parte del epitelio

visceral de la capsula de Bowman (2).

1.2) FISIOPATOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

La pérdida de proteinas en la orina es el evento primario del que se derivan
el conjunto de alteraciones clinicas y paraclinicas que caracterizan al sindrome

nefrotico.
1.2.1) Proteinuria

Como se indica en la definicion, la proteinuria en el caso de los adultos es
igual o superior a los 3,5 gr/24 h/1,63 m2. En algunos casos, el incremento de la
concentracion proteica urinaria puede conferir a la orina un caracter espumoso en
el momento de la miccion (afruria). La magnitud asi como la naturaleza de la
proteinuria puede tener grados variables de selectividad, en funcion de la etiologia
del sindrome nefrotico y con rasgos prondsticos especificos. No todas las
proteinas plasmaticas se pierden por la orina, aquellas de gran tamafio molecular
como la IgM, fibrinbgeno, macroglobulinas alfa-1, alfa-2 y las lipoproteinas de
mayor tamano, no atraviesan la pared capilar glomerular y por lo tanto sus

concentraciones plasmaticas son normales o ligeramente aumentadas (3). El 80 a



90 % de las proteinas que se pierden a través de la orina en estos casos es

albumina.
1.2.2) Hipoalbuminemia

Aparece cuando la capacidad de sintesis hepatica se ve superada por las
pérdidas urinarias de albumina y el catabolismo renal (1). La sintesis hepatica de
albumina se incrementa de 145 £ 9 mg/kg/dia a 213 £ 17 mg/kg/dia en pacientes
con sindrome nefrético (4). La regulacidon transcripcional de la sintesis de
albumina humana no se correlaciona con la presidon oncdtica del plasma, sino mas
bien con la excrecién urinaria de albumina (5). Un descenso en la presién coloido-
oncotica plasmatica puede no ser un estimulo suficiente para la sintesis hepatica
de albumina (6). Sin embargo, a pesar de que se ha observado correlacion entre
el grado de proteinuria con la hipoalbuminemia, se han registrado casos de
individuos con severa proteinuria y concentraciones de albumina sérica normales
o ligeramente bajas (7, 8). La proteinuria masiva prolongada puede conducir a

malnutricién (9).
1.2.3) Edema

Constituye la manifestacion clinica descrita con mayor frecuencia (9).
Tipicamente es simétrico, blando y frio, pudiendo presentarse con diferentes
grados de severidad, desde incrementos de volumen en partes blandas declives,

hasta hacerse generalizado con presencia de ascitis y derrame pleural (anasarca)

(1).

Se han propuesto varias teorias para explicar la etiopatogenia del edema
en el sindrome nefrético (9). La hipoproteinemia resultante de la pérdida de
proteinas a nivel renal conduce a una reduccion de la presion coloido-oncdtica del
plasma con consecuente movimiento de fluido intravascular al espacio intersticial
(10). Normalmente el gradiente de presion oncética transcapilar (presién oncética
plasmatica — presion oncética intersticial) muestra un comportamiento sinergistico
que resulta en la retencion de fluido en el espacio intravascular. En sujetos sanos,
la presion coloido-oncoética plasmatica es de aproximadamente 26 mmHg. La
presion oncética intersticial suele oscilar entre los 10 a 15 mmHg, basicamente

producida por la filtraciéon de albumina a través de las paredes capilares. En
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pacientes con sindrome nefrotico ademas de observarse un descenso de la
presion oncoética plasmatica, se produce un decremento en la presiéon oncoética
intersticial, que puede ser de hasta 2,6 mmHg en las extremidades inferiores. Esta
caida de presion oncaética del intersticio paralela a las fluctuacidénes de la presién
oncotica plasmatica, mitiga el flujo de liquido intravascular al espacio intersticial y
la formacion de edemas, constituyéndose de esta forma en un mecanismo
protector en individuos hipoproteinémicos (11). Adicionalmente, existen otros
factores que limitan en forma neta el flujo de liquido intravascular al instersticio,
como son el incremento del flujo linfatico y el “compliance” tisular. De esta forma,
en pacientes con sindrome nefrético e hipoproteinemia, inicialmente, el edema se
hace mas manifiesto solo al incrementarse la ingestion hidrica y salina, lo que

conlleva una caida rapida del gradiente de presion oncdtica transcapilar (9).

La presion coloido-oncotica tanto en el espacio intravascular como
intersticial se halla determinada primariamente por la concentracién de albumina
sérica, que en el sindrome nefrético, desciende por su pérdida urinaria al fallar la
barrera de filtracion glomerular. Sin embargo, se ha observado la presencia de
edemas en pacientes con valores de albumina sérica normales y en algunos
casos la administracion de albumina intravenosa es incapacidad de reducir y
prevenir el edema en estos pacientes. De esta manera, no siempre sera la
albumina sérica el indicador del status de la presién coloido-oncética en enfermos
afectos de sindrome nefrético. Coexistiendo con las alteraciones secundarias del
gradiente oncotico entre los compartimientos intravascular y tisular, y
amplificandolas; existe un incremento de la retencidén hidrosalina. Clasicamente,
se planteaba como causa fundamental de dicha retencion, la hipovolemia
resultante del escape de fluido intravascular al intersticio (9), con descenso de la
presiéon de perfusion renal, descenso del filtrado glomerular y de la concentracion
de sodio en el fluido que llega al tubulo contorneado distal. Esto, junto con el
incremento del tono simpatico visceral, desencadena una serie de mecanismos,
como son la inhibicién de la liberacion del péptido atrial natriurético (PAN), la
activacion de las células de la macula densa y del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), que conducen a un aumento de la retencion hidrosalina.

Actualmente, se piensa que la hipovolemia seria la causa de retencion de sodio



s6lo en algunos pacientes con sindrome nefrético (9). Una serie de hallazgos
recientes, han puesto en duda la preponderancia de dicho mecanismo
fisiopatolégico. Se ha observado en adultos con sindrome nefrético un volumen
plasmatico normal o incluso aumentado (12). Vande Walle y colaboradores, en un
estudio realizado en niflos con sindrome nefrético con hipoalbuminemia severa,
observaron en algunos de los pacientes, que la retencion de sodio precedia a la
reduccion de la concentracion de las proteinas séricas y en otros la natriurésis
incrementaba antes que la proteinuria remitiera (13). Los niveles séricos del
péptido atrial natriurético y la actividad de la renina plasmatica (ARP) han sido
comparados entre grupos de pacientes con glomerulonefritis aguda, sindrome
nefrético y controles sanos. La excrecion de sodio urinario y la magnitud de los
edemas eran similares entre los grupos de pacientes afectos por enfermedad
glomerular. Sin embargo, en los pacientes con sindrome nefrético y a diferencia
de aquellos afectados por otras glomerulopatias sin el mismo, no se observé
correlacion entre el edema con los niveles de PAN y ARP. De hecho, a un mismo
nivel de excrecion de sodio los niveles de PAN y ARP de los pacientes con
sindrome nefrético eran equivalentes a los registrados en los controles sanos
(bajo una dieta sodica habitual) (14). Estos hallazgos sugieren que la retencion
hidrosalina en estos casos ocurre como consecuencia de un mencanismo
primario de retencién sédica a nivel renal, independiente de los efectos de
diferentes factores neuro-hormonales circulantes (renina, agiotensina,

aldosterona, PAN, catecolaminas...) sobre el riion.

Recientemente se ha planteado una hipétesis segun al cual, la retencion
hidroasalina en el sindrome nefrético es secundaria a secrecion excesiva de
vasopresina (ADH) como consecuencia de un estimulo volumétrico u osmoético

sobre la neurohipdfisis (15).
1.2.4) Hiperlipidemia

La dislipidemia es una de las manifestaciones sentinelas del sindrome
nefrético. Diversas alteraciones del perfil lipidico han sido descritas, incluyendo
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, con elevaciones de la lipoproteina de
baja densidad (LDL), lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteina de
densidad intermidia (IDL) y la lipoproteina a (LPa) (10). Se piensa que la
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hiperlipidemia es la consecuencia de incrementos en la sintesis y en el
catabolismo de fracciones lipidicas individuales. La hipercolesterolemia se debe a
sobreproduccion por el higado de lipoproteinas que contienen colesterol vy
lipoproteina B (16). Se ha planteado que dicha sobreproduccion hepatica ocurre
como resultado del descenso de la presion oncotica plasmatica, y podria afectar
la regulacion de la transcripcion de los genes de la apolipoproteina B (17). Datos
mas recientes, sugieren que la hiperlipidemia en el sindrome nefrético resulta de
una compleja interaccion de relativos aumentos o disminuciones en la expresion y
actividad de determinadas enzimas importantes en el metabolismo del colesterol
(9). Vaziri y colaboradores demostraron elevaciones relativas de la HMG-CoA
reductasa hepatica (enzima limitante en la sintesis del colesterol enddgeno), de la
colesterol acil-transferasa-2, y reducciones de la colesterol 7a-hidroxilasa (enzima
limitante en el catabolismo del colesterol). Adicionalmente, la deficiencia del
receptor de la LDL limita la captacién hepatica de colesterol circulante (18). Se
han encontrado anormalidades en la lipoproteina de alta densidad (HDL),
resultantes de la pérdida renal de la enzima lecitin-colesterol aciltransferasa,
limitandose la captacion de colesterol por la HDL en tejidos diferentes del
hepatico. A esto se agrega regulacién hacia abajo (“down regulation”) del receptor
hepatico de la HDL, con lo que se reduce adicionalmente la captacion hepatica de
colesterol y triglicéridos. Las concentraciones séricas de los triglicéridos aumentan
por regulacion hacia abajo de la lipasa lipoproteica (enzima catabolizante), del
receptor de la VLDL y alteraciones funcionales de la triglicérido-lipasa hepatica
(18). Finalmente, en pacientes con sindrome nefrotico las concentraciones
plasmaticas de la LPa se incrementan, al elevarse la sintesis de la misma y
manteniéndose una tasa catabdlica sin cambios (19). Las concentraciones
elevadas de LPa, al interaccionar con la apoproteina A, inducen un estado

protrombético (9).
1.2.5) Trastornos de la hemostasia

Los pacientes con sindrome nefréotico, en forma secundaria, se hallan en un
estado de hipercoagulabilidad, que los predispone a trombosis arterial y venosa.
Dichos fendmenos pueden comprometer cualquier lecho vascular, sin embargo, la

trombdsis venosa profunda ocurre con mayor frecuencia que la arterial (20). En



los adultos, la incidencia observada varia substancialmente, reportandose tasas
del 10 al 40% de trombosis venosa profunda, afectando principalmente miembros
inferiores y venas renales (1). En un estudio donde se analizé la informacién de
ocho series de casos con sindrome nefrético, la prevalencia de fenémenos
tromboembdlicos se observo con una media del 26% (21). En nifios, la incidencia

es mucho menor, estimandose en un 1,8% aproximadamente (21).

La condicién protrombdtica en el sindrome nefrotico es consecuencia de
hiperfibrinogenemia, agregacion plaquetaria anormalmente aumentada (in vitro),
incremento de la transicion del fibrinbgeno a fibrina, niveles menores de
antitrombina 1ll, y menor fibrindlisis (9). Se han planteado varias hipétesis para
explicar la patogenia de dichos trastornos (20 - 23). Ademas de la pérdida de
factores anticoagulantes en la orina (especialmente antitrombina Ill), estudios de
los niveles plasmaticos del fibrinopéptido, complejos de antitrombina Il y
productos de la activacion de la trombina en 21 pacientes con sindrome nefrético,
muestran un aumento del consumo intravascular de antitrombina Il (24). La
administracion de corticoides altera los niveles de ciertos factores de la
coagulacion y puede constituir otro estimulo adicional para una actividad

procoagulante (21).
1.2.6) Otros trastornos
1.2.6.1) Trastornos tiroideos

En el sindrome nefrético, urinariamente se pierden proteinas
vinculadas al transporte y metabolismo de determinadas hormonas, entre
estas, las hormonas tiroideas (9). En aproximadamente la mitad de los
pacientes con sindrome nefrético y filtrado glomerular normal, la pérdida
urinaria de tiroxina vy tiroglobulinas, resulta en bajos niveles de T4 total y
libre (25). Adicionalmente, los niveles de T3 total se hallan reducidos con
un relativo ascenso de los niveles de T3 libre, al haber una menor fijacion a
tiroglobulinas (25). Clinicamente, la mayoria de los pacientes permanecen
eutiroideos, sin embargo, en algunos casos, la pérdida de proteinas
tiroideas en la orina se ha asociado a hipotiroidismo, el cual se resuelve

con la remisién del sindrome nefrético (26). El tratamiento esteroideo

10



puede reducir los niveles de TSH, y en algunos casos inhibir la conversién
de T4 a T3 (27). En estos casos, los niveles de T4 libre y de TSH siguen

siendo los mejores indicadores del status clinico hormonal tiroideo (9).
1.2.6.2) Trastornos del metabolismo del calcio y vitamina D

Los niveles de calcio y vitamina D se hallan tipicamente alterados en
el sindrome nefrético. Las proteinas fijadoras de vitamina D, al tener un
peso molecular de 59 kD, son filtradas junto con la albumina en pacientes
con sindrome nefrotico (28). Esto resulta en niveles bajos de 25-
hidroxivitamina D, la cual suele hallarse unida a la proteina fijadora que se
pierde en la orina (29). De la misma manera, las concentraciones de 1,25-
dihiroxivitamina D se hallan reducidas (30). La hipoalbuminemia conlleva a
concentraciones de calcio sérico total bajas. Por ello, para evaluar con
precision el estado del calcio y la vitamina D en pacientes con sindrome
nefrético debe calcularse el calcio corregido por la albumina, junto con los
niveles de 1,25-dihridroxivitamina D libres. A pesar de estas alteraciones,
biopsias 6seas hechas en pacientes con sindrome nefrotico, con niveles
normales de PTH, niveles relativamente normales de 1,25-hidroxivitamina
D3 y valores normales a bajos de proteinas fijadoras de vitamina D,
usualmente no muestran evidencia de osteomalacia o hiperparatiroidismo
(31). Hasta la fecha, existen pocos datos que sugieran que en este grupo
de pacientes ocurran trastornos de la mineralizaciéon ésea. De ahi que la
recomendaciéon de suplementos de calcio y vitamina D se limite unicamente
a aquellos pacientes con enfermedad glomerular prolongada, tratamiento

corticoideo o insuficiencia renal (9).
1.2.6.3) Trastornos inmunitarios

Debido a las pérdidas urinarias de inmunoglobulinas y factores del
complemento, los pacientes con sindrome nefrético son mas susceptibles a
sufrir infecciones, particularmente peritonitis y especialmente por
microorganismos encapsulados (tanto gram-positivos como gram-

negativos) (1, 9). Adicional a la pérdida de inmunoglobulinas, las
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deficiencias de factores B y D por la orina, compromete la opsonizacién de

dichos microorganismos (9).

1.2.6.4) Anemia
Muchos pacientes con sindrome nefrético desarrollan anemia.
Debido a las pérdidas urinarias de eritropoyetina, transferrina e

insuficiencia renal asociada (32).

1.2.6.5) Hipertension arterial
Aproximadamente 42,5% de los pacientes con sindrome nefrético

desarrollan hipertensién arterial secundaria (1).
1.2.6.6) Hematuria

Puede presentarse en funcion de la etiologia especifica del sindrome
nefrotico, bien sea esta idiopatica o secundaria. Es esencialmente
dismorfica y de severidad variable, pudiendo ser tanto macro como

microscopica.
1.2.6.7) Fracaso renal agudo

Suele aparecer en pacientes de edad avanzada con
hipoalbuminemia severa, tratados con inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina (IECAs) o dosis altas de diuréticos (33).

1.3) CLASIFICACION

El sindrome nefrético puede clasificarse segun su etiologia, composicion
clinica e incluso, en funcion de su respuesta a tratamiento corticoideo (en cértico-
sensible y cortico-resistente). Actualmente la clasificacion segun este ultimo

criterio es util en la enfermedad por cambios minimos y en pacientes pediatricos.
Segun su etiologia el sindrome nefrético puede ser (34):

1.3.1) Idiopatico o primario
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Se define como aquellas formas de sindrome nefrético en las que no es

posible hallar una enfermedad o condicion sistémica responsable.

1.3.2) Secundario

Incluye todas aquellas lesiones renales que aparecen como consecuencia
de otras enfermedades o noxas, y habitualmente se acompafan de signos y

sintomas extrarrenales, inherentes a la condicion subyacente.

En funcion de las manifestaciones clinicas que componen al sindrome

nefrético este puede clasificarse en:
1.3.3) Completo / Incompleto (35)

Aquellos casos de sindrome nefrético que se presentan con la totalidad de
sus componentes clinicos es decir, proteinuria en rango nefrético, edema,
hipoalbuminemia, hiperlipidemia (con hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia 6
hipertrigliceridemia aislada), son considerados como formas completas del
sindrome nefrético. Aquellos casos donde se hallan ausentes la dislipidemia y/o el

edema, son considerados como formas incompletas.
1.3.4) Puro / Impuro (36)

Cuando al sindrome nefrético se agrega hematuria (macro o microscépica)
y/o hipertension arterial asociada (relacionada con la enfermedad glomerular y no
preexistente), se habla de sindrome nefrético impuro. Aquellos casos sin dichas
manifestaciones son considerados como formas puras. Generalmente, la mayoria
de las enfermedades glomerulares primarias que cursan con sindrome nefrético,
como son la enfermedad por cambios minimos, la nefropatia membranosa y la

glomeruloesclerdsis segmentaria y focal, lo hacen con formas puras.

1.4) EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA

En lineas generales, las enfermedades glomerulares representan
aproximadamente un 15 a 26 % de las causas de enfermedad renal crénica.
Adicionalmente, la nefropatia diabética, esencialmente una glomerulopatia
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secundaria, representa un 10 a 40 % de las causas de enfermedad renal crénica

nivel mundial (1).

Segun datos del registro espanol de GN del periodo 1994 - 2010,
incluyendo mas de 18.800 biopsias, el sindrome nefrético es una de las causas
mas frecuentementes de biopsia renal (31,8%), aunque en pacientes mayores de

65 anos lo iguala la insuficiencia renal aguda (37).

Datos internacionales, muestran que la nefropatia diabética es la causa
mas frecuente de sindrome nefrético en el adulto, con una tasa estimada de 50
casos por millon de habitante (E.U.A). En poblacion infantil, el sindrome nefrético
se ha observado a razén de 20 casos por millén de nifios. En menores de 10
afios, la causa mas frecuente es la enfermedad por cambios minimos,
representando un 70 — 90 % de los casos de sindrome nefrotico. En mayores de

10 afios esta cifra desciende a 50% (9).

El sindrome nefrético puede tener diversas etiologias. En la tabla 1 se
resumen las mismas. Las enfermedades glomerulares primarias que con mas
frecuencia producen sindrome nefrético son: la enfermedad por cambios minimos
(ECM), la nefropatia membranosa (NM), la glomeruloesclerésis focal y
segmentaria (GFS) y la glomerulonefritis membranoproliferativa (GNMP). Entre
las causas secundarias: la nefropatia diabética seguida de la amiloidosis renal y la

glomerulonefritis fibrilar e inmunotactoide.

En el adulto, la NM idiopatica es la enfermedad glomerular primaria que
causa sindrome nefrético con mas frecuencia, representando un 25% de los
casos (38). La nefropatia diabética es la primera causa de sindrome nefrético
secundario. En poblacion pediatrica y como se habia mencionado previamente, la
ECM es la causa mas frecuente de sindrome nefrético tanto primario como

secundario.
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Tabla 1

Etiologia del Sindrome Nefrético

Glomerulopatias primarias

e Enfermedad por cambios minimos

e Glomeruloesclerdsis focal y segmentaria

¢ Nefropatia membranosa

e Glomerulonefritis membranoproliferativa

Nefropatia por IgA
Nefropatia por C1q
Nefropatia por IgM

Glomerulopatias secundarias

e Enfermedades autoinmunes

o Lupus eritematoso sistémico

o Enfermedad mixta del tejido
conectivo

o Vasculitis

o Dermatitis herpetiforme

o Lipodistrofia facial

o Sarcoidosis

o Dermatomiositis

o Artritis reumatoide

o Pdrpura de Schoénlein-Henoch

o Crioglobulinemia

o Colitis ulcerosa

o Sindrome de Sjogren

e Enfermedades metabdlicas y heredo-
familiares

o Diabetes mellitus

o Enfermedad de Graves-Basedow

o Sindrome de Alport

o Sindrome de ufa-patela

o Déficit de a1-antitripsina

o Sidrome nefrético congénito

o Sindrome nefrético familiar

o Amiloidosis

o Hipotiroidismo

o Enfermedad de Fabry

o Cistinosis

o Anemia drepanocitica

Enfermedades infecciosas

o Bacterianas

o Virales

o Parasitarias y fungicas
Neoplasias

o Trastornos linfoproliferativos

o Tumores solidos
Farmacos

o Mercurio

o Probenecid

o Heroina

o Rifampicina

o Interferén a

o Sales de oro

o Captopril

o Litio

o Warfarina

o Penicilamina

o AINES
o Contraste iodado
Otros

o Preeclampsia

o Nefroangioesclerésis

o Hiperfiltracién

o Nefropatia cronica del injerto
o Necrosis papilar

o Nefropatia por reflujo

o Hipertension arterial vasculorrenal

Fuente: Anaya Fernandez S, Vozmediano Poyatos C, Rivera Hernandez F. Sindromes clinicos en nefrologia. En:
Lorenzo-Sellarés V, Lépez-Gémez JM, editors. Nefrologia al dia [Internet]. 2 ed. Barcelona(Spain): Sociedad Espafola

de

Nefrologia/Plusmedical;

04/12/2012

[cited 2013 Oct 25].

http://dx.doi.org/10.3265/Nefrologia.2010.pub1.ed80.chapter2795.
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1.5) APROXIMACION DIAGNOSTICA AL SINDROME NEFROTICO

En los nifios, dado el marcado predominio de la ECM, y en algunas formas
secundarias del adulto, es posible tener un cierto grado de sospecha clinica sobre
cual es el patron de lesion anatomopatolégica causante del sindrome nefrético.
Sin embargo, actualmente, en la inmensa mayoria de los casos, es necesario
realizar una biopsia renal para llegar a un diagnostico certero, establecer el
prondstico y decidir la conducta terapéutica mas adecuada. La practica de la
biopsia renal, a pesar de los avances en nefrologia intervencionista y la
posibilidad de contar con técnicas imagenoldogicas de guia (tomografia o
ecografia), han reducido los riesgos inherentes a dicho procedimiento,
especialmente las complicaciones hemorragicas. Sin embargo, estos aun
persisten con una magnitud suficiente para imposibilitar su practica en todos los
casos. Adicionalmente, ciertas enfermedades glomerulares, particularmente en
sus estadios iniciales, comparten una serie de rasgos histopatolégicos que en un
determinado momento, hacen dificil su diferenciaciéon. De esta manera, se hace
necesario identificar biomarcadores que se asocien a patrones
anatomopatolégicos 0 a mecanismos etiopatogénicos definidos y que permitan el
diagnostico no invasivo del sindrome nefrético o bien establecer subgrupos
pronosticos en cada tipo de enfermedad, prediciendo la respuesta al tratamiento

y/o la aparicion de recidivas (34).

1.6) BIOMARCADORES EN EL SINDROME NEFROTICO

Los avances en el conocimiento de la patogenia de las distintas
enfermedades causantes de sindrome nefrético, sumados al progresivo desarrollo
y estandarizacion de técnicas de protedmica plasmatica y urinaria, han permitido
identificar un numero creciente de moléculas que podrian ser utiles para los fines
anteriormente mencionados, si se demuestra que tienen sensibilidad vy
especificidad suficientes para detectar el tipo de lesion renal y/o relacién con la
respuesta terapéutica o con el prondéstico de la enfermedad. Por los momentos,
los datos de muchos de los candidatos identificados, sobre todo mediante

técnicas de protedmica, son todavia muy preliminares (34).
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En la tabla 2 se enumeran una serie de moléculas candidatas a

biomarcadores en la enfermedad glomerular con sindrome nefrotico y su potencial

utilidad.
Tabla 2
Principales Biomarcadores Propuestos para el Estudio del Sindrome
Nefrético
Biomarcador Glomerulopatia Sustrato Técnica Utilidad
CD80 (B7.1) ECM Orina, ELISA. Actividad.
biopsia Inmunofluorescencia Diagnéstico
renal diferencial
entre ECM y
GFS
1-13 ECM Plasma/  ELISA. Citometria de Actividad.
linfocitos flujo Respuesta.
Recidiva
Hemopexina ECM Suero / ELISA Actividad
orina
RR sll-2 ECM/GFS Suero ELISA Actividad
ABCB1 ECM/ GFS Linfocitos PCR Prediccion de
Glicoproteina-P respuesta a
esteroides
suPAR GFS Suero ELISA Diagnéstico
Anticuerpos NM Suero, ELISA.
anti-PLA2R biopsia Inmunofluorescencia  Diagnéstico y
renal indirecta. Western actividad
Blot.
Inmunohistoquimica
Anticuerpos NM Suero ? &?
anti-AR
Anticuerpos NM Suero o? &?
anti-SOD2
M2- NM Orina ELISA Pronostico
microglobulina
NAG NM Orina ELISA Pronéstico

AR: aldosa-reductasa; 11-13: interlekina 13; NAG: N-acetil-glucosamina; PCR: reaccion en cadena
de polimerasa; PLA2R: receptor tipo M de la fosfolipasa A2; RR sllI-2: forma soluble del receptor de
membrana de interleukina 2; SOD2: superoxido-dismutasa 2; suPAR: receptor soluble de la
urokinasa.

Fuente: Segarra-Medrano A, Carnicer-Caceres C, Arbds-Via MA, Quiles-Pérez MT, Agraz-
Pamplona I, Ostos-Roldan E. Biomarcadores en el sindrome nefrético: algunos pasos mas en el
largo camino. Nefrologia. 2012; 32(5):558-72.

1.6.1) Biomarcadores en la Enfermedad por Cambios Minimos
La ECM se caracteriza por la ausencia de lesiones visibles con técnicas de
microscopia O6ptica y por la ausencia de depdsitos en los estudios de

inmunofluorescencia (39, 40). La unica lesién demostrable es la fusién difusa de
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los pies podocitarios en la microscopia electronica. La evidencia de una
asociaciéon frecuente con atopia, infecciones, vacunaciones, procesos
linfoproliferativos, y de que la mayor parte de los enfermos responden al
tratamiento con corticoides, han sido argumentos sdélidos para sugerir la
participacion del sistema inmunoldgico en su patogenia.

En 1974, Shalhoub sugirié que la lesion de la barrera de filtracién podia ser
debida a la produccion de una linfokina producida por los linfocitos T (41). Desde
entonces, numerosos estudios han demostrado la existencia de disregulaciones
de la respuesta inmunitaria, especialmente en las células T, y se ha sugerido que
la ECM podria ser la consecuencia de una alteracion primaria en la funcion de
estas células (42 - 46). Se ha identificado un patrén de respuesta
predominantemente Th2 durante la fase de actividad de la enfermedad (47).
Koyama et al. (48) desarrollaron un hibridoma de células T capaz de inducir
proteinuria a través de una modificacion en la carga eléctrica de la barrera de
filtracion, otros autores han aislado proteinas de origen monocitario y proteinas
solubles relacionadas con la activacion de la respuesta inmune, producidas por
linfocitos T supresores, capaces de inducir proteinuria sin alterar la carga eléctrica
de la barrera de filtracién. La reciente evidencia de respuesta al rituximab en
enfermos con dependencia a esteroides y anticalcineurinicos sugiere que los
linfocitos B podrian desempefnar, de forma directa o en cooperacion con los
linfocitos T, un papel relevante en algunos casos (49). A pesar de la clara
evidencia de la implicacion del sistema inmunoldgico en la patogenia de la ECM,
todavia no se han identificado ni los mediadores ni los mecanismos de lesion
podocitaria. Estudios realizados en los ultimos afios han aportado novedades
relevantes sobre moléculas con posibilidad de ser utilizadas como biomarcadores
relacionados con el diagndstico, la monitorizacion de la actividad o la respuesta al
tratamiento.

1.6.1.1) Niveles urinarios y expresion podocitaria de CD80 (B7.1)

Datos muy recientes indican que las células podocitarias, en
determinadas circunstancias, pueden adquirir fenotipo y/o funciones de

células dendriticas y pueden ser inducidas a expresar CD80 (B7.1) (50,

51). EI CD80 es una proteina transmembrana expresada en células con

capacidad presentadora de antigeno, que tras unirse a su ligando (CD28),
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presente en los linfocitos T, proporciona una sefal de coestimulacion,
imprescindible para la activacion linfocitaria (52). Los podocitos normales
no expresan CD80. Se ha demostrado que en modelos experimentales, la
expresion de CD80 en podocitos se asocia a aparicion de proteinuria
nefrética (51). En la actualidad, se ignora cual es el significado funcional de
la neoexpresiéon de CD80 por parte del podocito y no se ha podido
demostrar su posible relacidn con las alteraciones de la membrana de
filtracion que causan proteinuria. La expresion de CD80 puede ser inducida
por estrés oxidativo o tras estimulacion con lipopolisacaridos (LPS) (51), a
través de la senalizacion mediada por receptores Toll like - 3 (53) e
interleukina (IL) 13 (54), y no es dependiente del linfocito, ya que puede
demostrarse incluso en animales transgénicos “knock out” que carecen de
linfocitos T (51). La expresion de CD80 en podocitos ha sido demostrada
en biopsias de ECM en humanos y recientemente se ha descrito que el
nivel urinario de CD80 se halla elevado en los enfermos con ECM durante
el brote y se normaliza tras la remision, pero no se eleva en otras
nefropatias causantes de sindrome nefrético, como la NM o la GFS, ni en
otros tipos de enfermedades glomerulares (55). Los datos clinicos
disponibles son todavia preliminares, pero parecen indicar que la medicion
de CD80 urinario podria tener utilidad tanto para el diagndstico no invasivo
de la ECM como para el diagndstico diferencial entre ECM y GFS, y/o para
monitorizar la actividad de la enfermedad.

1.6.1.2) Interleukina 13 (IL-13)

A partir de la asociacion entre ECM y enfermedad de Hodgkin, y la
evidencia de que la IL-13 es un factor de crecimiento autocrino para las
células de Reed-Sternberg (56 - 58), se ha reunido una amplia evidencia
experimental que relaciona la IL-13 con la induccién de alteraciones
estructurales en el podocito, capaces de alterar la selectividad de filtracién
y de causar sindrome nefrético. Recientemente, se ha demostrado que la
expresion del gen IL- 13 estda aumentada tanto en linfocitos CD4 como en
CDS8 en nifios con sindrome nefrético corticosensible durante las recidivas
(47). Este aumento se asocia a niveles elevados de IL-13 en el citoplasma

de las células T (59) y a una infrarregulacién en la expresion génica de las
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citoquinas proinflamatorias IL-8 e IL-12 en monocitos (60). Se ha descrito
asimismo una correlacion entre polimorfismos en la region 3 no traducida
del gen de la IL-13 y la evolucion clinica de la ECM. La expresion de RNA
mensajero de IL-13 en células mononucleares en pacientes con haplotipo
AAT (asociado a multiples recaidas) es significativamente mayor que la
observada en enfermos con haplotipo GCC, asociado a remision a largo
plazo (61). Recientemente se descubierto la presencia de receptores de IL-
13 en podocitos y se ha descrito que la estimulacion de podocitos en cultivo
con IL-13, induce cambios funcionales consistentes en una disminucion en
la resistencia eléctrica transepitelial y una fosforilacion de STAT6 (62).

Se ha desarrollado un modelo de ratén transgénico para IL-13 (63). Dichos
ratones transgénicos hiperexpresan y tienen niveles circulantes
permanentemente elevados de IL-13, pero no de otras citoquinas Th1 (IL-2
o interferébn) o Th2 (IL-4), y desarrollan sindrome nefrotico con lesiones
ultraestructurales renales idénticas a la ECM. Tanto los estudios de
expresion génica como la inmunofluorescencia demostraron una reduccion
en la expresiéon de nefrina, podocina, disnitroglicanos y un incremento en la
expresion podocitaria de CD80. En estudios experimentales previos, ya se
habia demostrado que la IL-13, en combinacion con la IL-1 e interferén
gamma, podia inducir expresion de CD80 en células epiteliales tubulares
proximales, pero no en podocitos. La evidencia de que la IL-13 puede
inducir expresioén de CD80 en podocitos y que ésta se asocia a la aparicion
de sindrome nefrotico establece un vinculo de gran interés, ya que abre la
posibilidad de considerar que en algun grupo de enfermos con ECM la
proteinuria podria ser causada por efectos directos de IL-13 en la
estructura terciaria del podocito y a su vez, permite plantear la hipotesis
sobre la posible utilidad clinica del estudio de la via IL-13 - CD80 en
enfermos con ECM, en relacion con el curso clinico, respuesta al
tratamiento y prondstico. Por otra parte, la evidencia de que la IL-13 tiene
un papel clave en la produccion de IgE e IgG4 en pacientes nefréticos, a
diferencia de lo que ocurre en los pacientes con asma, en los que la
producciéon de IgE es mayoritariamente dependiente de IL-4 (64), podria
contribuir a explicar la relacion entre ECM y atopia.
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1.6.1.3) Hemopexina circulante

La hemopexina plasmatica (Hx) es una -1 glicoproteina cuyo peso
molecular es variable dependiendo del grado de glicosilacién (65, 66).
Ademas de su funcién basica, que consiste en union y transporte del hemo
libre y la homeostasis del hierro, la Hx tiene actividad antioxidante (67). La
Hx se considera como un reactante de fase aguda, ya que su sintesis
hepatica aumenta en respuesta a IL-6 e IL-1 (68, 69). Hay varias isoformas
de Hx circulante que, hasta la fecha, han sido poco caracterizadas. Se
considera que en sujetos sanos, la Hx circula en el plasma en una forma
inactiva. A partir de plasma humano normal, se ha identificado una
isoforma con actividad proteasa que in vitro puede ser inhibida mediante
varios inhibidores de la proteasa serina o0 mediante ATP (70, 71). Esta
isoforma es capaz de inducir lesiones glomerulares similares a las
observadas en la ECM tanto en tejido renal in vitro como tras infusion
intrarrenal en ratas in vivo. La induccidén de proteinuria y el borramiento
podocitario se asocia a una reduccién en la expresion de ectoapirasa y
retraccién de los podocitos (72, 73). La medicion de los niveles séricos,
urinarios y de la actividad de proteasa de la Hx, indica que los enfermos
con ECM en fase de actividad presentan unos niveles reducidos de Hx
circulante y un incremento en su actividad de proteasa. En la orina, a
diferencia de lo que ocurre en otras enfermedades causantes de sindrome
nefrético, de los enfermos con ECM en fase de brote, la banda de Hx de 80
KD es practicamente indetectable (74).

En conjunto, estos datos sugieren que en los enfermos con ECM,
durante el brote, circula una isoforma de Hx con actividad proteasa
incrementada, pero no se conoce el significado clinico de este dato. Son
necesarios mas estudios para determinar si estos datos son especificos de
la ECM vy si aportan algun valor en el diagnéstico o seguimiento de estos
enfermos (34).
1.6.1.4) Nivel sérico del receptor soluble de la IL-2

El receptor de membrana de la IL-2 es una proteina formada por tres
cadenas: alfa, beta y gamma (75). El linfocito T no estimulado expresa las
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subunidades beta y gamma del receptor. Tras la activacién del linfocito T,
subsecuente al reconocimiento de un antigeno a través del receptor de
células T y asociada a sefales de coestimulacion, se expresa la cadena
alfa, que juntamente a las otras dos formara el receptor de membrana
funcionalmente activo de la IL-2 (IL-2R). En respuesta a la estimulacion del
TCR, el linfocito T sintetiza IL-2 que, mediante su unién al receptor de
membrana (IL-2R), causara activacion y expansion clonal de los linfocitos
T. Por razones poco conocidas, de forma paralela y proporcional a la
expresion del IL-2R de membrana, se libera a la circulacién una forma
soluble del receptor (RR slL-2), que se genera a partir de la ruptura
proteolitica de la subunidad alfa. La funcion del receptor soluble no se
conoce con certeza. Se considera que podria ser capaz de captar IL-2
circulante, y de esta manera, modular la cantidad de esta citoquina que
puede unirse al receptor celular. El nivel circulante de RR sIL-2 se
considera una medida indirecta de la activacién de células T (76, 77).
Existe un gran numero de evidencias (78- 86) que indican que durante la
fase aguda, los enfermos con ECM presentan niveles elevados de RR slL-2
y que éstos se normalizan tras la remision. Sin embargo, también se han
descrito niveles elevados de RR slL-2 en multiples enfermedades
inflamatorias e inmunoldgicas, en otras nefropatias primarias causantes de
sindrome nefrético y en la nefropatia lupica. Hasta la fecha, no se ha
realizado ningun estudio para analizar su sensibilidad y su especificidad,
por lo que no es posible conocer si la determinacién de los niveles
circulantes del RR slIL-2 aporta algun valor diagnostico o prondstico en
relacion con los estudios convencionales (34).
1.6.1.5) ABCB1 y glicoproteina-P

La glicoproteina-P (CD243) es una proteina transmembrana
miembro de la familia de los ATP-binding cassette transporters (ABC-
transporters), cuya sintesis esta codificada por el gen ABCB1
(anteriormente denominado MDR1), localizado en la region 7p del
cromosoma 21. Constituye un sistema de detoxificacién natural que se
expresa en varios tejidos humanos, asociados con funciones secretoras o

de barrera, y actua como una proteina transportadora de membrana
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responsable del eflujo celular de farmacos y toxicos con peso molecular
comprendido entre 300 y 2000 Da, entre los que se encuentran
xenobidticos o farmacos tales como alcaloides de la vinca, verapamilo,
corticosteroides, entre otros. La accion de la glicoproteina-P parece ser
doble, protegiendo a la célula del efecto de los farmacos e induciendo
resistencia a la accidbn de éstos (87 - 89). La sobreexpresion de
glicoproteina-P se considera como uno de los mecanismos que motivan
resistencia a quimioterapicos en enfermedades neoplasicas (89), y se ha
sugerido también su posible implicacién en la resistencia a esteroides en
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico o la
artritis reumatoide (90 - 92). Recientemente, se ha demostrado que la IL-2
puede inducir un incremento en la expresién de ABCB1 y de glicoproteina-
P, mediante la translocacion del factor de transcripcion especifico Y-box
proteina-1, desde el citoplasma al nucleo de los linfocitos (93). A través de
este mecanismo, la IL-2 podria contribuir no sélo en la patogenia de la
enfermedad por cambios minimos, sino también en el desarrollo de
resistencia a esteroides, sobre todo en enfermos que por presentar
multiples brotes, se hallan expuestos de forma repetida y durante largos
periodos de tiempo tanto a la accion de IL-2 a como a esteroides (93). En
estudio reciente (86), en el que se midio el nivel circulante de RR sIL-2 y se
ha cuantificé la expresion de ABCB1 en linfocitos de enfermos con
sindrome nefrético secundario a ECM, se observd que estos enfermos
presentan unos niveles de RR sIL-2 y de ABCB1 mayores que los controles
sanos tanto durante el brote como tras la remisién. Durante la fase de
brote, tanto los niveles de RR slL-2 como los de ABCB1 fueron
significativamente superiores en los enfermos con corticorresistencia y con
multiples brotes que en los enfermos en primer brote y enfermos
corticosensibles. Tras el tratamiento con esteroides, en los enfermos
corticorresistentes los niveles de RR sIL-2 y los de ABCB1 no se
modificaron significativamente. En los enfermos que respondieron, los
niveles de RR sIL-2 y ABCB1 descendieron significativamente tras la
remisiéon, pero en los enfermos con formas recidivantes permanecieron

significativamente mas elevados que en los controles sanos. Estos datos
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coinciden con los publicados previamente por otros autores (93 - 95) y
sugieren que, en los enfermos con multiples recidivas, que requieren
tratamientos repetidos y prolongados con esteroides, la propia exposicion
al farmaco, asociada a la activacion de linfocitos T en forma persistente,
podria estar implicada en el desarrollo de corticorresistencia o motivar la
necesidad de dosis crecientes de esteroides para inducir el mismo efecto
farmacoldgico. Los datos en los que se basa esta hipotesis son todavia
escasos Yy requieren ser confirmados en estudios a mayor escala, pero
tienen gran interés potencial en la medida en que podrian ser utiles para
predecir la respuesta al tratamiento con esteroides, el riesgo de recidivas
y/o aconsejar la indicacion precoz de otras opciones terapéuticas, en
funcién de los niveles de RR sIL-2 y ABCB1 en el momento del diagndstico

y durante el seguimiento (34).

1.6.2) Biomarcadores en la Nefropatia Membranosa

La NM es la primera causa de sindrome nefrético idiopatico en el adulto. Su
base fisiopatologica consiste en la formacion de depdsitos inmunes en el espacio
subepitelial, entre la ldmina rara externa de la membrana basal glomerular y el
podocito. La evidencia disponible indica que los depdsitos se forman in situ en la
cara basal de los procesos podocitarios, y posteriormente se desprenden y se
fijan en el borde externo de la membrana basal glomerular (96, 97). La
estructuraciéon del modelo patogénico actualmente aceptado para la NM se ha
fundamentado en su gran similitud con el modelo de nefritis experimental de
Heymann (98 - 101). Los hallazgos de la nefritis de Heymann nunca han podido
ser reproducidos en el ser humano (102, 103), pero las evidencias aportadas por
este modelo fueron la base para la realizacion de estudios con el objetivo de
identificar el antigeno o los antigenos implicados en la patogenia de la NM
humana.

Hasta hace poco, la unica evidencia que relacionaba la presencia de un
autoanticuerpo dirigido contra un antigeno podocitario con la aparicion de
sindrome nefrético era la NM neonatal que aparece en hijos de madres con déficit
de un antigeno podocitario denominado endopeptidasa neutra (NEP) (104).

Cuando éstas han sido inmunizadas contra dicho antigeno en embarazos previos,
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en nuevos embarazos, los anticuerpos anti-NEP presentes en la sangre materna
pasan a la circulacion fetal a través de la barrera placentaria, y tras el anclaje con
el antigeno presente en los podocitos del feto, forman inmunocomplejos y causan
proteinuria.

Los antigenos de origen extrarrenal son los responsables de la mayor parte
de los casos de NM secundaria. Se considera que estos antigenos desencadenan
la respuesta inmune tras su depodsito a nivel extramembranoso, conducidos a
través de la circulacion y atravesando la membrana basal glomerular. Su origen
puede ser multiple, principalmente en relacibn con procesos autoinmunes
sistémicos, infecciosos, neoplasicos o tras exposicién a determinados farmacos y
a antigenos alimentarios. Recientemente, se han descrito casos de NM en los que
la lesion renal se produciria como consecuencia del depdsito de inmunocomplejos
formados por albumina bovina e IgG anti-albumina bovina (105).

1.6.2.1) Anticuerpos contra el receptor tipo M de la fosfolipasa A2

Recientemente, utilizando homogeneizados de tejido renal sano y
enfrentandolo a anticuerpos presentes en el suero de enfermos con NM

primaria, mediante técnicas de westernblot, seguidas de aislamiento y

tipificacion del antigeno, se ha identificado al receptor tipo M de la

fosfolipasa A2 (PLA2R) como primer antigeno podocitario diana de
respuesta autoinmune en la NM primaria (106). EI PLA2R presenta una

organizacion estructural similar al receptor de manosa de los macréfagos y

forma parte de un grupo de receptores de membrana que pertenece a la

superfamilia de lectinas tipo C. El receptor humano fue originalmente

clonado a partir de tejido renal, donde tiene un alto nivel de expresion a

nivel de los podocitos (107). Presenta un dominio extracelular formado por

la region N terminal rico en cisteina, un dominio tipo Il fibronectina y una
region de 8-10 AA de reconocimiento de carbohidratos distintos. Se

considera que el PLA2R transmite sefales intracelulares tras su unién a

una o varias de las fosfolipasas A2 solubles (107 - 109). En modelos

experimentales (110), se ha demostrado que desempefia un papel
importante en el shock endotéxico inducido por LPS, ya que los ratones
que carecen del receptor tienen mayor resistencia a la accion de los

mismos. En el ser humano, su funcidon no es conocida. La presencia de

25



anticuerpos anti-PLA2R se considera especifica de la NM primaria. Los
datos de los estudios publicados hasta la fecha indican que entre el 60 y el
70% de enfermos con NM primaria presentan niveles elevados de dichos
anticuerpos (106, 111 - 114). Se ha descrito una clara correlacion entre el
titulo de anticuerpos (especialmente IgG4) y la actividad clinica de la
enfermedad (113, 114) y se ha demostrado que el tratamiento con
rituximab es capaz de reducir el titulo de anticuerpos, de forma paralela a la
reduccion en la excrecion urinaria de proteinas (115). Por otra parte, se ha
identificado la presencia de depdsitos de inmunocomplejos que contienen
anticuerpos anti-PLA2R en la vertiente externa de la membrana basal
glomerular, mediante estudios de inmunofluorescencia, incluso en
enfermos en los que el nivel circulante de anticuerpos es negativo, lo que
indicaria que un titulo de anticuerpos negativo no permitiria excluir el
diagnostico de NM (116). En trasplantados renales, la presencia de
anticuerpos anti-PLA2R podria ser también de gran utilidad para diferenciar
entre la recidiva de NM y la NM de novo postrasplante (117). El papel de
los anticuerpos anti-PLA2R en la patogénesis de la NM es desconocido. Se
ha sugerido que la lesidbn podria producirse tras la formacién de
inmunocomplejos anticuerpo-receptor y la activacion de complemento (106)
por via de las leptinas. Se ha descrito susceptibilidad genética ligada a un
alelo HLA-DQA1 localizado en 6p21107, de manera que los individuos
homozigotos tendrian predisposicion para la produccién de anticuerpos no
solo frente al PLA2R, sino también frente a otros antigenos. También se ha
descrito una asociacién entre determinados polimorfismos del PLA2R y
riesgo de NM, y se han descrito tanto haplotipos protectores como de
riesgo para presentar la enfermedad pero no relacionados con el pronéstico
(118). El hecho de que el PLA2R se halla también presente en otros
lugares como pulmon o leucocitos indica que debe de haber otras variables
locales que expliquen que el cuadro clinico se limite a la afeccion renal. Se
ha identificado una forma soluble de PLA2R que se produce por splicing
alternativo y que se supone que tendria funciones de regulacién de la
cantidad de fosfolipasa A2 libre circulante. No obstante, no se ha podido

demostrar la existencia de niveles elevados de inmunocomplejos que
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contengan la forma soluble del receptor en enfermos con NM (106), lo que
se ha interpretado como una prueba a favor de la formacion de
inmunocomplejos in situ. La ausencia de anticuerpos frente a la forma
soluble del receptor, cuyo peso molecular y estructura es distinta al
receptor de membrana, coincide con la evidencia de que la
inmunogenicidad de la proteina requiere de la preservacion de
determinantes antigénicos conformacionales que solo se hallan presentes
en su estructura como proteina de membrana (106). El hallazgo de
anticuerpos de tipo IgG dirigidos contra el PLA2R en un elevado porcentaje
de enfermos con NM primaria, ha permitido desarrollar técnicas para medir
sus niveles circulantes y tinciones especificas para detectar su presencia
en las biopsias renales. Ambos procedimientos han supuesto un avance
clinico de gran relevancia en el diagnostico y seguimiento de los enfermos
con NM, con potencialidad para facilitar la identificacion de los enfermos
con formas primarias o para proporcionar informacion sobre la actividad de
la enfermedad y, de esta manera, orientar las decisiones terapéuticas.
Aunque el valor diagndstico, a la luz de los datos publicados, parece
incuestionable, es necesario seguir ampliando el numero de estudios para
definir con claridad cual es su valor prondstico y su potencial utilidad como
indicador precoz de recidiva (34).
1.6.2.2) Anticuerpos contra la aldosa reductasa y la superoéxido
dismutasa 2

La identificacion en el hombre de un antigeno propio de la
membrana del podocito contra el que actuan in situ anticuerpos tipo 1g9G,
indica que probablemente hay mas antigenos locales implicados. Poco
tiempo después de la identificacién del PLA2R como diana de respuesta
autoinmune, se han identificado dos nuevos autoanticuerpos frente a
antigenos podocitarios, la aldosa reductasa y la manganeso superéxido-
dismutasa 2 (SOD2), que colocalizan con los depésitos de IgG vy
complemento y son selectivamente reconocidos por la 1gG4 eluida del
parénquima renal (119). Estos anticuerpos parecen también especificos de
la NM primaria, ya que no han podido ser demostrados en enfermos con

formas secundarias ni en otras enfermedades renales. Su prevalencia no
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ha sido determinada en estudios clinicos, y hasta el momento, no se ha
podido demostrar una vinculacion etiopatogénica clara. Los estudios
ultraestructurales localizan sus respectivos antigenos en el citoplasma de
los podocitos y en los procesos podocitarios, los datos disponibles indican
que ambos antigenos son neoexpresados por parte de los podocitos, ya
que en el rindn sano se localizan exclusivamente a nivel tubular. En el caso
de la SOD2, hay datos in vitro que relacionan su expresion podocitaria con
estrés oxidativo. El hecho de ser reconocidos por IgG4 los suma a la lista
de nuevos antigenos identificados como posible diana de una respuesta
autoinmune en la NM primaria. Sin embargo, no se conoce cual es el factor
que desencadena la neoexpresion antigénica ni cual es la secuencia
temporal de los hechos, de manera que en la actualidad, no es posible
determinar si la respuesta autoinmune observada es el desencadenante
primario de la enfermedad, o de manera similar a lo que ocurre en otros
procesos inflamatorios, es simplemente una consecuencia de una lesién
del podocito causada por otros agentes de origen inmunoldgico o no, frente
a la cual se desencadena una respuesta autoinmunitaria de forma
secundaria.
1.6.2.3) Tincién para C4d en la biopsia renal

Aunque no se trata de un biomarcador circulante, en determinadas
circunstancias el estudio de la via de activaciéon del complemento en las
biopsias renales puede tener utilidad diagndstica en el sindrome nefrético
causado por NM. La presencia de C4d en biopsias renales se considera
una evidencia de la activacién del complemento a través de la via clasica o
de la via de las lectinas, pero no de la via alternativa (120). La presencia de
depositos de C4d en biopsias de NM se conoce desde hace afios (121),
pero no se ha evaluado su potencial aplicabilidad clinica hasta hace poco
tiempo. Recientemente, se ha descrito la posibilidad de realizar tincion para
C4d mediante técnicas de inmunohistoquimia en material parafinado (122,
123). En casos concretos en los que no se dispone de material suficiente
para técnicas de inmunofluorescencia o de microscopia electrénica, la
evidencia de tincion positiva para C4d en los capilares glomerulares puede
ser util para diferenciar la NM de la ECM y de la GFS cuando los datos de
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la microscopia optica no son concluyentes. Por otra parte, en un estudio
reciente, se ha descrito que en enfermos con NM que reciben un trasplante
renal la positividad para C4d en capilares glomerulares en biopsias
postrasplante puede ser un signo de recidiva de la nefropatia primaria que
antecede a los cambios morfolégicos caracteristicos de la enfermedad, y
en consecuencia, podria permitir el diagnostico y tratamiento precoz (124).
1.6.2.4) Componentes de la proteinuria tubular

Tanto los criterios de indicacion como el momento de inicio del
tratamiento inmunosupresor en enfermos con NM primaria siguen siendo
tema de debate, debido a que aproximadamente un 30 a 40% de los
enfermos pueden presentar remision espontanea, mientras que un
porcentaje similar, si no recibe tratamiento, evoluciona hacia la insuficiencia
renal (125 - 128). Las variables clinicas de mal pronostico han sido
claramente identificadas, y la evolucion espontanea, tanto en un sentido
como en otro, suele ser evidente en los primeros 2 o 3 anos de
seguimiento. En las guias clinicas (129), habitualmente se aconseja un
periodo de espera bajo tratamiento conservador, incluyendo bloqueantes
de angiotensina |l, antes de indicar tratamiento inmunosupresor. Por
consenso, se suele recomendar que la duracion minima de este periodo
sea de 6 meses, pero la duracion debe individualizarse en cada caso en
funcién del nimero de factores de mal prondstico presentes. Sin embargo,
la evidencia en la que se basan estas recomendaciones no es
suficientemente sdélida como para que no haya autores que la cuestionen y
argumenten que, incluso considerando los periodos de observacion
recomendados en las guias, hay riesgo de exponer a muchos pacientes
innecesariamente a la toxicidad de los inmunosupresores (128). Estos
grupos plantean limitar el tratamiento inmunosupresor a los pacientes con
mayor riesgo de sufrir insuficiencia renal progresiva (125, 130). Aunque se
ha demostrado que esta estrategia es posible con altas tasas de
supervivencia renal (130, 131), la dificultad estd en consensuar cual es el
mejor parametro para identificar a los pacientes de alto riesgo.

La mayor parte de los datos disponibles al respecto se centran en

analizar la capacidad de los niveles urinarios de proteinuria tubular como
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marcador subrogado precoz del deterioro de funcion renal (132-136).
Branten et al. (133) analizaron la validez y la precision de la excrecion
urinaria de beta-2 microglobulina (B2m) e IgG como predictores de la
aparicion de insuficiencia renal, definida por un ascenso en la creatinina
superior al 50% o una creatinina sérica superior a 1,5 mg/dl, en una cohorte
de enfermos con NM y funcion renal basal normal. Los enfermos recibieron
tratamiento  inmunosupresor s6lo cuando hubo evidencia de
empeoramiento de la funcién renal. El 44% de los enfermos presentd
deterioro de la funcion renal, cifra que coincide con la publicada en estudios
previos sobre evolucion espontanea de los enfermos no tratados. En todos
los casos, el empeoramiento se produjo durante los primeros 36 meses de
seguimiento. Un nivel de excrecion urinaria de 2m > 0,5 pg/min e IgG >
250 mg/24 h se asocid a riesgo de progresion con igual sensibilidad y con
mayor especificidad y valor predictivo positivo que la proteinuria, por lo que
los autores proponen que la medicidn de dichos parametros podria ser de
ayuda para decidir iniciar o no tratamiento inmunosupresor. Sin embargo, el
valor de estos datos en la practica clinica es muy dificil de precisar, ya que
no se realizd un analisis multivariado para identificar los predictores
independientes de progresién, ni se describe la variabilidad de los niveles
urinarios de B2m e IgG cuando se miden en un mismo enfermo a lo largo
del tiempo. Por otra parte, de acuerdo con los datos del estudio, basar la
decision terapéutica en los niveles de $2m o IgG implicaria no tratar al 10%
de los enfermos en los que finalmente se deteriora la funcion renal.

Se ha sugerido que los niveles urinarios de a 1-microglobulina y de
otras proteinas de bajo peso molecular podrian tener un valor predictivo
similar (134), pero ninguna de ellas ha sido validada en estudios clinicos
independientes. La medicion de (2m plantea problemas en la practica
clinica diaria porque sélo puede realizarse si el pH urinario es superior a 6,
ya que en orina acida se degrada. Por ello, se han analizado otras
proteinas tubulares de comportamiento mas estable. Se ha descrito una
buena relacién entre la excrecion urinaria de 3-N-acetil glucosaminidasa
(NAG), cuyo nivel no depende del pH urinario y el pronéstico en enfermos
con NM (135). En un estudio reciente (136), en el que se compara el valor
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predictivo de f2m con el de NAG, se concluye que, aunque ambas pueden
ser utiles en la prediccion del prondstico, la 2m es mas precisa. En dicho
estudio, en el analisis multivariado, la excreciéon urinaria de p2m fue el
mejor predictor independiente de deterioro de funcion renal.

En conjunto, aunque carecen de validacion externa, estos datos
sugieren que los niveles urinarios de 2m y NAG podrian ser utiles para el
seguimiento de los enfermos durante la fase de observacién previa a la
decision terapéutica. La presencia de unos niveles de 2m o NAG elevados
se asociaria a mal pronostico y podria ser una variable a considerar para
tomar la decision de iniciar tratamiento inmunosupresor. Sin embargo, la
ausencia de datos sobre la variabilidad de los niveles de 2m y NAG,
cuando se miden en un mismo individuo a lo largo del tiempo, junto a la
evidencia de que aproximadamente el 15% de los enfermos con niveles de
B2m bajos presentan deterioro de la funcién renal, y casi un 20% de los
enfermos con niveles de p2m elevados pueden entrar en remision
espontanea, dificultan definir la utilidad clinica real de estos parametros.
Por otra parte, considerando el filtrado glomerular basal de los enfermos
(71 £ 23 ml/min/1,73 m2), es obvio que en dicho estudio se incluy6 a
enfermos que presentaban funcién renal basal reducida. Este hecho
dificulta la valoracion de la capacidad de B2m y NAG para predecir la
evolucion de la funcion renal antes de que ésta se deteriore, puesto que en
algunos casos ya lo ha hecho, y también dificulta la extrapolacion de los
datos a los enfermos con funcion renal normal. Ademas, la presencia de
enfermos con funcién renal basal reducida puede tener gran importancia a
la hora de interpretar los predictores independientes de la evolucion de la
funcién renal descritos, ya que tanto 2m como NAG, en la medida en que
reflejan extension de las lesiones tubulointersticiales (137), pueden ser
indicadores de la presencia de lesiones renales mas avanzadas. Por ello es
probable que los enfermos con niveles mas elevados de B2m y NAG
tuvieran también menor filtrado glomerular inicial y en consecuencia, menor

probabilidad de remisién espontanea o de respuesta al tratamiento.
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1.6.3) Biomarcadores en la Glomeruloesclerosis Focal y Segmentaria

El término “glomeruloesclerosis focal y segmentaria” se utiliza para definir
una entidad que presenta un patron de lesion definido en microscopia éptica, pero
con multiples etiologias (138). La GFS se clasifica en primaria o secundaria en
funcion de si se identifica o no una etiologia responsable de ella (139). Distinguir
entre formas primarias y secundarias tiene un interés terapéutico y prondstico
trascendental, dado que sodlo los enfermos con formas primarias que cursan con
sindrome nefrético y no son causadas por mutaciones en proteinas podocitarias
son candidatos a tratamiento inmunosupresor o inmunomodulador (140). En la
actualidad, la diferenciacion entre ambas se basa en el perfil clinico y el examen
ultraestructural renal mediante microscopia electrénica. Aunque no es un criterio
infalible, como norma se considera que las formas primarias se caracterizan por
presentar sindrome nefrotico y borramiento generalizado de los pies podocitarios
en la microscopia electronica. En las formas secundarias, puede observarse
proteinuria de rango nefrético, pero es inhabitual la presencia de sindrome
nefrético y el examen por microscopia electronica permite demostrar que el
borramiento de los pies podocitarios tiene una distribucion focal y segmentaria en
lugar de difusa (141).

Los mecanismos patogénicos que causan lesion irreversible de los
podocitos son poco conocidos tanto en las formas secundarias como en las
primarias y, dentro de estas ultimas, es altamente probable que no haya un
mecanismo patogénico unico comun a todas ellas (34). El hecho de que algunos
enfermos con GFS primaria respondan a tratamiento con corticosteroides y/o
inmunosupresores (140, 141) ha llevado a pensar que en determinados casos, la
patogenia puede estar relacionada con la activacién de la respuesta inflamatoria
y/o inmune, pero no se ha podido demostrar la existencia de fendmenos de
autoinmunidad ni de trastornos de la regulacion de la respuesta inmune con
significado patogénico. La ausencia de depdsitos inmunes en las biopsias, la
evidencia de recidivas tras el trasplante renal que responden al tratamiento con
plasmaféresis, inmunoadsorcién o lipidoaféresis (142 - 144) y la evidencia de
transmision del sindrome nefrético de madre con GFS al recién nacido (145) han
aportado una base racional para generar la hipotesis sobre la existencia de un
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factor circulante o factor de permeabilidad (FP), capaz de lesionar el podocito (61
- 63). La existencia de este factor (o factores) fue puramente especulativa hasta
que se demostré que el plasma de algunos enfermos con GFS podia causar
alteraciones en la permeabilidad a proteinas en glomérulos in vitro (146). Desde
entonces, el caracter patogénico del FP todavia no ha podido ser demostrado de
forma definitiva en los pacientes con formas primarias de GFS. En los casos en
los que se ha identificado alguna molécula con caracteristicas de FP, su
presencia no se ha podido asociar de manera convincente ni con la respuesta al
tratamiento ni con la recurrencia después del trasplante renal.
1.6.3.1) Niveles séricos del receptor soluble de la urokinasa
Recientemente se ha producido un avance potencialmente relevante
al describirse que el nivel sérico del receptor soluble de uroquinasa
(suPAR) esta elevado en pacientes con GFS primaria, pero no en
pacientes con otras enfermedades glomerulares (147). El receptor de la
uroquinasa (UPAR) es un glicofosfatidilinositol capaz de transmitir sefiales
intracelulares a través de su unién con integrinas de membrana (148, 149).
Su funcidbn no es conocida, pero en modelos experimentales se ha
demostrado que la induccion de sehnalizacion a través de uPAR en los
podocitos causa fusién podocitaria y proteinuria a través de un mecanismo
que depende de la activacion de la alfa-V B3 integrina (150). Por razones
desconocidas, uUPAR puede ser liberado de la membrana plasmatica como
forma soluble (suPAR) (148, 149). El suPAR tiene un peso molecular que
oscila entre 20 y 50 kDa, similar al tamafio previsto para el hipotético FP
descrito en algunos estudios (151). En condiciones normales, sus
concentraciones son bajas pero pueden estar elevadas en algunas
neoplasias malignas, asi como en individuos infectados por virus de la
inmunodeficiencia humana (152, 153). Los datos disponibles indican que
aproximadamente dos terceras partes de los enfermos con GFS primaria
presentan niveles elevados de suPAR. En enfermos con GFS que reciben
un trasplante renal, la presencia de un nivel elevado de suPAR previo al
trasplante parece aumentar el riesgo de recidiva de la enfermedad en el
rindn trasplantado y hay evidencia preliminar de que el tratamiento con

plasmaféresis puede reducir significativamente los niveles e inducir la

33



remision (150). A nivel experimental, se han podido inducir lesiones de
GFS en ratones transgénicos que hiperexpresan suPAR (150). Resultados
experimentales del mismo grupo que ha descrito el aumento en los niveles
circulantes de suPAR en enfermos con GFS primaria, indican que el
suPAR podria ejercer su efecto mediante su unién a la B3 integrina
podocitaria, una de las principales proteinas que sirve para anclar los
podocitos a la membrana basal glomerular. La union suPAR-B3 integrina
causaria la activacion del podocito y originaria cambios en su estructura y
su funcidon que alterarian la permeabilidad de la barrera de filtracion
glomerular. Aunque la identificacion de la relacion entre el incremento en
los niveles de suPAR y la GFS es de gran trascendencia, ya que es la
primera vez en la que es posible establecer una vinculaciéon aparentemente
consistente entre un factor circulante y la induccion de lesién podocitaria,
todavia no se conoce qué células lo liberan a la circulacion, qué factores
regulan su sintesis ni cuales son los motivos por los que los niveles de
suPAR aumentan en un momento determinado y causan sindrome
nefrético. Por otra parte, debe destacarse que un alto porcentaje de
enfermos con GFS no presentan niveles de suPAR circulante elevados. Se
ha sugerido que en estos casos la lesion podocitaria podria producirse por
sefalizacion a través de uPAR local; sin embargo, también es posible que
sea causada por mecanismos patogénicos no relacionados con esta via.
Por estas razones, para conocer cual es el valor clinico de suPAR como
posible biomarcador de GFS, es necesario realizar estudios con mayor
numero de enfermos y seguimiento prospectivo, para determinar qué
niveles tienen valor diagndstico y si la presencia de niveles elevados de
suPAR guarda alguna relacion con la presentacion clinica, la respuesta al
tratamiento o el prondstico de la enfermedad. En caso de confirmarse, esta
hipotesis abriria un nuevo camino para el estudio de los enfermos con
GFS, a la vez que supondria una nueva diana terapéutica ante la
posibilidad de investigar intervenciones capaces de reducir los niveles de

suPAR o de bloquear la unién suPAR - 33 integrina (34).

34



1.6.3.2) Tincién para CD44 en el epitelio glomerular

Originalmente se pensaba que las células del epitelio parietal
glomerular (EPG) no se vinculaban etiopatogénicamente con las
enfermedades glomerulares no mediadas por inflamaciéon (154, 155). Sin
embargo, en todas las variantes morfolégicas de la GFS, se observan
grados variables de hiperplasia epitelial, pudiendo las EPG contribuir a la
presencia de dichas células epiteliales activadas (156, 157). En las
glomerulonefritis con formacion de crescientes o semilunas, las EPG no
solo tienen el potencial de convertirse en células proliferativas altamente
activas, adicionalmente, un subgrupo de las mismas expresa marcadores
de superficie y factores de transcripcion propios de las células madres
pudiendo representar un nicho de células madre renales por medio de las
cuales se reemplazan células dafiadas (156, 158).

El CD44 es un glicoproteina relacionada con la adhesion, interaccion
de la matriz y migracién celular (159, 160). Se ha observado expresion de
novo de CD44 por EPGs en las células proliferantes en el espacio
extracapilar en modelos animales de glomerulopatia colapsante y
glomerulonefritis con formacion de crescientes (161). Dicha expresion de
CD44 por EPGs activadas, sugiere el rol que dicha molécula de adhesion
desempenaria en la migracion de las EPGs al penacho glomerular para
reemplazar podocitos lesionados o pérdidos (161, 162).

La GFS primaria esta causada por lesion podocitaria posiblemente
mediada por un factor circulante (163). La lesién inicial es s6lo borramiento
de los pedicelos podocitarios y marcada proteinuria, con aparacion de
esclerosis focal y segmentaria en las semanas siguientes (164).
Actualmente, una serie de hallazgos inmunohistoquimicos y genéticos
sugieren que las EPGs son las células extracapilares proliferantes
predominantes en ciertas variantes de GFS como la colapsante.
Anteriormente se pensaba que estas células epiteliales representaban
podocitos disrregulados y/o transdiferenciados. Dichos concepto ha
evolucionado, considerandose a las EPGs como uno de los factores
determinantes en la etiopatogenia de la GFS (165, 161, 162, 166 — 171).
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El diagndstico de GFS idiopatica recurrente en un riidn
transplantado puede plantearse en funcion de la presencia proteinuria en
ascenso y la presencia de borramiento de los pedicelos podocitarios en la
microscopia electrénia. Sin embargo en el riidn nativo, la distinciéon entre
ECM y GFS en sus etapas iniciales, puede ser dificil, particularmente si el
tamafo de la muestra tisular es pequefio y si no se han desarrollado
lesiones esclerdticas en el caso de la GFS (172).

Un estudio de corte transversal publicado recientemente por Fatima
et al, donde se determinaba la presencia de CD44 (considerado como un
marcador de activacion de las EPGs) en el epitelio glomerular mediante
inmunohistoquimica, en biopsias de pacientes con GFS y ECM idiopaticas,
observd que los pacientes con GFS recurrente, donde aun no se habia
desarrollado esclerosis segmentaria y habia borramiento difuso de los
pedicelos podicitarios en la microscopia electronica, presentaban una
tincion para CD44 significativamente mayor en comparacion con los
pacientes con ECM, en los cuales las células epiteliales glomerulares
presentaban una positividad muy débil para dicho marcador (172). Estos
hallazgos sugieren que la positividad para CD44 a nivel glomerular podria
ayudar a diferenciar la GFS idiopatica, en sus estadios iniciales, de la ECM.
Sin embargo, no se incluyeron en el estudio pacientes afectos de otras
enfermedades glomerulares, asi como la caracterizacion clinica de los
mismos. De esta manera, existe incertidumbre respecto a si la activacién
de las EPGs es un fendmeno causal que contribuye a la esclerdsis y
patogénesis de la GFS idiopatica, o simplemente se trate de una respuesta
regenerativa del epitelio glomerular ante una injuria (172).
1.6.3.3) MiR-193a

Los micro-RNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA no
codificantes que regulan un numero considerable de genes humanos a
nivel post-transcripcional (173). En diversas nefropatias se ha encontrado
disregulacion de determinados miRNAS, lo que se traduce en alteraciones
en la expresion de diversos genes vinculados a la homeostasis de
diferentes células del parénquima renal (entre estas, las células

mesangiales glomerulares y los podocitos) produciéndose disfuncion,
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apoptosis, y desencadenandose una serie de eventos cruciales en la
etiopatogenia de dichas enfermedades. Estos miRNAS, por lo tanto se
consitituirian en potenciales dianas diagndsticas y terapéuticas en funcién
del tipo de nefropatia a la que se hallen asociados. En la GFS Gebeshuber
et al, mediante la monitorizacion de ratones transgénicos, identificaron al
miR-193a como un potente inductor de glomeruloesclerosis segmentaria y
focal (174). En podocitos normales el gen del tumor de Wilms (WT1) regula
positivamente la expresion de genes vitales en la citoarquitectura
podocitaria, como es el caso del gen de la podocalicina (PODXL), y en la
formacion de los diafragmas en hendidura, como el gen de la nefrina
(NPHS1), elementos esenciales para el funcionamiento adeucado de la
barrera de filtracion glomerular (174). El miR-193a silencia el WT1 lo que
se traduce en una disminucidn en la expresion de los genes previamente
mencionados con la consecuente disfuncion podocitaria. Gebeshuber et al,
encontraron que el nivel de miR-193a se hallaba consistentemente elevado
en glomérulos aislados de pacientes con GFS en comparaciéon con
glomérulos de rifiones normales. Dicho miRNA podria constituirse en un
biomarcador con utilidad diagndstica en la GFS, sin embargo no se sabe si
los niveles elevados de esta molécula son caracteristicos de la GFS
idiopatica, o constituye un elemento comun en la fisiopatologia de las

formas primarias y secundarias de esta enfermedad glomerular.
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2) HIPOTESIS

Las concentraciones o titulos de determinadas moléculas (suPAR vy
anticuerpos anti-PLA2R) identificadas en suero, orina y tejido renal, en pacientes
afectos por glomerulopatias causantes de sindrome nefrético, son diferentes tanto
en las formas primarias como en las secundarias de dichas glomerulonefritides,
asi como en enfermedades glomerulares con patrén de lesién histopatolégico
diferente, permitiendo diferenciarlas. De la misma forma los titulos o
concentraciones de dichas moléculas varian en el tiempo en funcion del curso y
status clinico de la enfermedad glomerular, asi como el tratamiento suministrado,

indicando remision, recidiva o resistencia terapéutica.
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3) OBJETIVOS

3.1) Generales

3.1.1) Determinar los niveles séricos circulantes de moléculas de tentativa utilidad
clinica en enfermedades glomerulares causante de sindrome nefrético
(biomarcadores) y su deposicion glomerular en pacientes afectos de
formas secundarias y primarias de dichas glomerulopatias.

3.1.2) Analizar la relacion de los mismos con las caracteristicas clinico-

patoldgicas, el curso evolutivo, la respuesta al tratamiento y el prondstico.

3.2) Especificos

3.2.1) Determinar los niveles séricos del receptor soluble de la urokinasa (suPAR)
en adultos afectos de enfermedades glomerulares que cursan con
sindrome nefrético (GFS idiopatica y secundaria, ECM y NM idiopaticas) y
su relacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas respectivas.

3.2.2) Analizar si los niveles circulantes de suPAR se asocian a un patrén de
lesion glomerular especifico y permiten identificar la enfermedad renal
primaria en enfermos afectos de sindrome nefrético secundario a GFS,
ECM y NM idiopaticas.

3.2.3) Analizar si los niveles séricos de suPAR permiten distinguir entre las
formas idiopaticas de las secundarias de GFS.

3.2.4) Analizar si en pacientes con GFS secundaria, los niveles séricos de
suPAR difieren segun la etiologia.

3.2.5) Analizar la prevalencia de enfermos con NM idiopatica que presentan
niveles elevados de anticuerpos (ac) anti-PLA2R circulantes mediante
técnicas de inmunofluorescencia y ELISA.

3.2.6) Analizar la concordancia entre niveles circulantes y depdsitos renales de
anticuerpos anti-PLA2R.

3.2.7) Analizar la utilidad de los niveles circulantes y depodsitos renales de
anticuerpos anti-PLA2R para diferenciar entre formas de NM idiopaticas y
secundarias.

3.2.8) Analizar si en los pacientes con NM idiopatica existe alguna diferencia en el

perfil clinico basal en funcion de la positividad inicial para acs anti-PLA2R.
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3.2.9) Analizar el efecto del tratamiento inmunosupresor sobre la evolucion del
titulo de acs anti-PLA2R.

3.2.10) Analizar el valor predictivo de los cambios en los titulos de acs anti-
PLAZ2R sobre la respuesta clinica, en pacientes con NM idiopatica tratados
con tacrélimus.

3.2.11) Analizar si existe alguna diferencia en la evolucion del titulo de
anticuerpos anti-PLA2R entre pacientes tratados con dos pautas diferentes
de tratamiento inmunosupresor: ciclofosfamida y corticoides versus
tacrolimus y rituximab.

3.2.12) Analizar el valor predictivo de los cambios en los titulos de acs anti-
PLAZ2R sobre la respuesta clinica, en pacientes con NM idiopatica tratados
con dos pautas diferentes de tratamiento inmunosupresor: ciclofosfamida y

corticoides versus tacrélimus y rituximab.
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5) METODOS

Con la finalidad de cumplir los objetivos planteados, se han realizado cinco
estudios observacionales, cuyos resultados fueron publicados en dos revistas
indexadas en el SCI: la revista Nefrologia (ISI Web of Knowledge 2013. Impact
factor: 1,442) y la revista Biomarkers (ISI Web of Knowledge 2013. Impact factor:
2.52).

5.1) El primer objetivo especifico es analizado en los articulos 1 y 2, titulados,
“Valor diagnostico de los nieveles séricos del receptor soluble de la
urokinasa en adultos con sindrome nefrético idiopatico” y “Valor de los
niveles séricos del receptor soluble de la urokinasa en el diagnoéstico
diferencial entre la glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiopatica y
secundaria”, respectivamente. Ambos son estudios observacionales de
corte transversal, referentes a los titulos de suPAR y la GFS.

5.2) El segundo objetivo especifico es analizado en el articulo 1.

5.3) Eltercer y cuarto objetivos especificos son analizados en el articulo 2.

5.4) El quinto, sexto, séptimo y octavo objetivos especificos son analizados en
el articulo 3, titulado “Prevalencia, valor diagnostico y caracteristicas
clinicas asociadas a la presencia de niveles circulantes y depdsitos renales
de anticuerpos contra el receptor tipo M de la fosfolipasa A2 en nefropatia
membranosa idiopatica”, donde se exponen los resutlados de un estudio
observacional de corte transversal, referente a la NM y la presencia de
anticuerpos anti-PLA2R.

5.5) El noveno objetivo especifico es analizado en los articulos 4 y 5, titulados,
“Evolucién del titulo de anticuerpos contra el receptor tipo M de la
fosfolipasa A2 y la respuesta clinica en pacientes con nefropatia
membranosa idiopatica tratados con tacrélimus” y “Valor prondstico de la
dinamica de los titulos de anticuerpos contra el receptor tipo M de la
fosfolipasa A2 en pacientes con nefropatia membranosa idiopatica tratados
con dos regimenes diferentes de inmunosupresion”, respectivamente. En

dichos articulos se exponen los resultados de dos estudios

41



observacionales longitudinales, referentes a la presencia de anticuerpos
anti-PLA2R en la NM idiopatica.

El décimo objetivo especifico es analizado en el articulo 4.

El undécimo y duodécimo objetivos especificos son analizados en el
articulo 5.

42



6) RESULTADOS
6.1) Articulo 1
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ABSTRACT

Introduction: Recent studies suggest that soluble uroki-
nase-type plasminogen activator receptor (suPAR) levels
could be useful for distinguishing idiopathic focal segmen-
tal glomerulosclerosis (FSGS) from other glomerulopathies
that cause nephrotic syndrome, but these data have not
been confirmed in independent studies. The objective of
our study is to analyse whether circulating levels of su-
PAR are useful for identifying primary kidney disease in
patients with nephrotic syndrome secondary to FSGS, mi-
nimal change disease or idiopathic membranous nephro-
pathy (MN). Methods: We measured circulating suPAR at
diagnosis in 60 patients with nephrotic syndrome secon-
dary to FSGS, minimal change disease (MCD) and membra-
nous nephropathy (MN). The correlations between suPAR
levels and demographic, clinical and biochemical variables
were analysed. The sensitivity and specificity of suPAR in
distinguishing FSGS patients were analysed by ROC curves.
Results: After adjusting for age and renal function, suPAR
levels were significantly higher in patients with FSGS than
in those with MCD (p<.001), but there were no differences
between FSGS and MN (P=.12). A suPAR value >3452pg/ml
had a sensitivity of 73.7% and a specificity of 72.5%, with
an area under the curve (AUC) of 0.782+0.124, p=.001, for
identifying patients with FSGS. After excluding patients
with MN, a value >3531pg/ml had a specificity of 99.93%
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for distinguishing between MCD and FSGS. Conclusions:
suPAR values alone do not distinguish between the three
types of glomerulopathy. Nevertheless, after excluding the
diagnosis of MN, a suPAR level >3531pg/ml could have a
high specificity (but a low sensitivity) in the diagnosis of
FSGS.

Keywords: suPAR. Glomerulosclerosis segmentary and focal.
Nephrotic syndrome.

Valor diagnéstico de los niveles séricos del receptor
soluble de la uroquinasa en adultos con sindrome
nefrético idiopatico

RESUMEN

Introduccién: Estudios recientes sugieren que los niveles del
receptor soluble de la uroquinasa (suPAR) podrian ser utiles
para diferenciar la glomeruloesclerosis focal y segmentaria
(GFS) idiopatica de otras glomerulopatias causantes de
sindrome nefrotico, pero estos datos no han sido confirmados
en estudios independientes. El objetivo de nuestro estudio
es analizar si los niveles circulantes de suPAR son utiles para
identificar la enfermedad renal primaria en enfermos afectos
de sindrome nefrético secundario a GFS, enfermedad por
cambios minimos o nefropatia membrancsa (NM) idiopadtica.
Meétodos: Se realizaron mediciones de niveles de suPAR
circulante en el momento del diagndstico en 60 pacientes
con sindrome nefrético secundario a GFS, enfermedad por
cambios minimos (ECM) y NM. Se analizaron las correlaciones
entre niveles de suPAR y variables demogradficas, clinicas y
biogquimicas. La sensibilidad y la especificidad de suPAR para
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diferenciar a los enfermos con GFS se analizaron mediante
curvas ROC. Resultados: Tras ajustar por edad y funcion renal,
los niveles de suPAR fueron significativamente mas elevados
en enfermos con GFS que en ECM (p < 0,001), pero no hubo
diferencias entre GFSy NM (p =0,12). Un valor de suPAR > 3452
pg/ml tuvo una sensibilidad del 73,7 % y una especificidad del
72,5 %, con un drea bajo la curva (ABC) de 0,782 + 0,124, p
= 0,001, para identificar a los enfermos con GFS. Tras excluir
a los enfermos con NM, un valor > 3531 pg/ml tuvo una
especificidad del 99,93 % para diferenciar entre ECM y GFS.
Conclusiones: Los valores de suPAR por si solos no diferencian
entre los tres tipos de glomerulopatia. Sin embargo, tras excluir
el diagnostico de NM, un nivel de suPAR > 3531 pgiml podria
tener una elevada especificidad (pero baja sensibilidad) para
el diagndstico de GFS.

Palabras clave: suPAR. Glomeruloe sclerosis focal y
segmentaria. Sindrome nefrotico.

INTRODUCTION

Minimal change disease (MCD), focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS) and membranous nephropathy
(MN) are the three primary glomerulopathies responsible
for most pure nephrotic syndromes in adults.’* The three
diseases are similar in presentation, and as such, it is not
usually possible to distinguish between them using clinical
or biochemical criteria and, in order to obtain an accurate
diagnosis, it is necessary to perform a renal biopsy. The
presence of a soluble glomerular permeability factor is
currently considered the main aetiological factor of primary
FSGS.*!° In a recent study, Wei et al.!! identified the soluble
urokinase-type plasminogen activator receptor (suPAR) as
one of the potential factors responsible for podocyte injury in
FSGS and proposed that a serum level higher than 3000pg/ml
could be a sensitive and specific biomarker for distinguishing
idiopathic FSGS from other nephrotic syndrome forms.
However, although the number of patients with MN included
in this study was low, some patients with MN displayed
suPAR values that were higher than the selected cut-off
point, which suggests that suPAR does not allow for adequate
differentiation between both diseases. Furthermore, the data
of Wei et al. were not reproduced in an independent study that
was carried out on a small number of patients, in which no
differences were observed in suPAR levels between patients
with primary and secondary FSGS and between both forms
and patients with minimal change disease.’*?

In a subsequent study, Wei et al.'* measured suPAR levels
in young patients with corticosteroid-resistant FSGS and in
patients younger than 18 years of age recruited by the European
consortium PodoNet for the corticosteroid-resistant nephrotic
syndrome study and they confirmed that, in both groups of
patients with FSGS, suPAR values were significantly higher
than those of healthy controls, but with a very heterogeneous
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distribution and a considerable overlapping of values
between patients and healthy controls. In the American
cohort of the aforementioned study, baseline suPAR levels
were independently associated with the glomerular filtration
rate, which is similar to the findings of Maas et al.’?, and
with black patients, which suggests that the suPAR value may
be different depending on the level of renal function or the
ethnic group studied.

In a study carried out very recently in China® that included
both children and adults with idiopathic MN, MCD and
secondary FSGS, higher suPAR levels were found in patients
with idiopathic FSGS than in the other groups, but suPAR
levels did not distinguish between idiopathic FSGS and other
glomerulopathies due to the considerable overlapping of
values between groups. Furthermore, mean suPAR levels of
patients with idiopathic FSGS reported in the aforementioned
study were clearly lower than those observed in previous
studies,'"* which, along with the evidence of racial influence
reported in the North American cohort,'? suggests that there
could be ethnic differences in the distribution of suPAR levels
or in the pathogenic relationship between suPAR and FSGS.
These findings suggest the clinical usefulness of serum suPAR
levels with regard to inconclusive FSGS in clinical practice.'®
However, regardless of any potential differences there may
be between studies in terms of ethnic/geographic variables,
sample size or idiopathic FSGS form classification criteria,
the studies carried out to date agree on identifying a patient
group with FSGS that present high serum suPAR levels, but
the data provided do not allow us to know whether these levels
are associated or not with certain clinical characteristics of
the disease.

In this study, we measured circulating suPAR levels at the
time of diagnosis in a cohort of patients with idiopathic
nephrotic syndrome caused by MCD, FSGS or MN with the
following objectives: 1) To analyse the clinical, biochemical
and histopathological variables associated with circulating
suPAR levels. 2) To analyse whether serum suPAR level is
useful for distinguishing between partients with patients with
FSGS and those with MCD and MN. 3) To analyse whether,
in patients with idiopathic FSGS, there are differences in the
baseline clinical or biochemical characteristics of the disease
depending on the circulating suPAR level.

PATIENTS AND METHOD

‘We included 60 patients >18 years of age with pure nephrotic
syndrome, defined by proteinuria >3.5g/day. serum albumin
<3.5g/dl, hyperlipidaemia and oedema, in the absence of
haematuria or high blood pressure, secondary to idiopathic
FSGS, MCD or MN. diagnosed by renal biopsy. Primary
FSGS was diagnosed when there was evidence of typical
lesions in the optical microscope (all biopsies were analysed
by the same pathologists) and diffuse podocyte effacement
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in the electron microscope, and after ruling out secondary
aetiologies, including: renal mass reduction, morbid obesity,
nephropathy associated with human immunodeficiency virus,
heroin or cocaine use, infection by parvovirus B19, analgesic,
bisphosphonate or interferon use, vesicoureteral reflux or
obstructive sleep apnoea. In 4 patients under the age of 30, we
carried out a genetic study thatruled out the presence of nephrin
or podocin mutations. All patients with FSGS displayed the
classic variant (NOS). In the immunofluorescence study, we
detected IgM deposits in 12 patients. C3 deposits in 3, IgM
and C3 deposits in 2, and no deposits in 3 patients. Idiopathic
MCD was diagnosed when there was an absence of apparent
lesions in the optical microscope and the presence of diffuse
podocyte fusion in the electron microscope, after ruling out
a history of medication use or associated lymphoproliferative
processes. MN was diagnosed when there was evidence of
characteristic data in the optical microscope and subepithelial
IgG and C3 deposits in the immunofluorescence study. In
all patients with membranous nephropathy included in the
study, we confirmed that antibodies were positive against
the phospholipase A2 receptor (anti-PLA2R) and we ruled
out potential secondary causes, as per the protocol. When
the blood samples were obtained, no patient was receiving
treatment with corticosteroids, immunosuppressants,
angiotensin II receptor antagonists, aldosterone receptor
antagonists or statins.

Methods

Serum creatinine was measured by the IDMS-traceable
compensated method (Hitachi Modular P-800 Roche
Diagnostics, Germany). The estimated glomerular filtration
rate (eéGFR) was calculated using the CKD-EPI formula.”’
SuPAR levels were measured from serum samples using a
commercial ELISA kit (Human uPAR Quantikine® ELISA
kit; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; intra-assay
variability: 4.1%-7.5%; inter-assay variability: 5.1%-5.9%)."
To analyse reproducibility of measurements, three or more
suPAR measurements were taken during the nephrotic phase
before starting treatment in 11 patients and coefficients of
variation below 10% were observed. Anti-PLA2R antibodies
were measured by a commercial immunofluorescence assay
(Anti-Phospholipase A2 receptor IIFT; Euroimmun AG,
Liibeck, Germany).'®*

Pathological analysis of renal biopsies

The biopsies were stained with haematoxylin and eosin, PAS
(Periodic acid—Schiff)- methenamine and Masson’s trichrome
for morphological analysis and immunofluorescence studies
were carried out with antibodies against IgA. IgG, IgM.
C3, fibrinogen and light chains and were processed for an
electron microscope study. In biopsies with a MN pattern, we
carried out immunohistochemical staining with anti-PLA2R
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antibodies (HPA012657, Sigma-Aldrich Co.LLC. St Louis,
USA).

This study adhered to the parameters established by the
Declaration of Helsinki. All patients gave their informed
consent in writing and the bioethics committee of the
corresponding centre approved the study.

Statistical analysis

Quantitative variables were expressed as the mean + | standard
deviation and the qualitative variables were expressed as a
proportion. Group means were compared using the Student’s
t-test for independent data in the case of two means, or
variance analysis with the Bonferroni correction for group
comparison in the case of more than two means. Categorical
variables were compared using the 7 test. In each separate
kidney disease, we analysed the relationship between suPAR
levels and demographic and biochemical variables and we
considered suPAR concentrations as continuous variables
and tertiles. We carried out a variance analysis, ordering
the variables studied in tertiles with the aim of identifying
the variables that were independently associated with the
circulating suPAR level. After analysing the differences
between groups. we analysed the sensitivity and specificity
of suPAR levels in order to identify patients with FSGS, by
ROC curves. We considered P values <.05 to be significant.
The statistical calculations were carried out using the SPSS
20.0 software.

RESULTS

Table 1 summarises the clinical and demographic
characteristics of the patients included in the study. We did
not observe significant differences in terms of distribution by
sex between study groups. Patients with MCD were younger
and had lower serum albumin levels than patients with FSGS
and MN.

Patients with FSGS displayed significantly lower eGFR
values than in the other two groups and patients with MCD
displayed higher eGFR values (FSGS vs. MN, P=.040; FSGS
vs. MCD, P<.001; MN vs. MCD, P=.045)

No significant differences were observed in suPAR values
between sexes in any of the three glomerular disease groups.

SuPAR levels of patients with MCD were significantly lower
than in patients with FSGS (2668.5+625.8 vs. 3938.9+849pg/
ml, P<.001), but we did not observe significant differences
between patients with MN and FSGS (3373.3£1073.1 wvs.
3938.9+849pg/ml, P=.127) or between MCD and MN
(2668+£625.8 vs. 3373.3£1073.1 P=.055) (Figure 1). In
the overall patient sample, suPAR values were correlated
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Table 1. Clinical-demographic variables in the patient sample studied

FSGS MN MCD P
Patients % (n) 32.2 (20) 40.7 (24) 27.1(16)
Sex % (n)
M 55(11) 66.67 (16) 37.5 (6) 0.18
F 45 (9) 33.33 (8) 62.5(10)
Age (years) 526+ 16.2 537 +12.2 345+ 186 0.001
Tot Chol (mg/dl) 386.2 + 111.2 343.78 £ 107.7 324.1 £90.2 0.202
Albumin (mg/dl) 24+£04 2606 2.25+0.6 0.141
Creatinine (mg/dl)y 1.19+ 04 1.09 + 0.5 0.7 +0.1 0.006
Proteinuria (g/24 h) 7.7 +3.5 77 +£3.9 8+4.3 0.974
eGFR (ml/min) 56.6 + 30.5 80.3 £ 287 105.5 + 30.3 < 0.001
suPAR (pg/ml) 3938.9 + 849 3373.3 £ 1073.1 2668.5 + 625.8 < 0.001

a Creatinine: FSGS vs. MCD P:.006, ® eGFR: FSGS vs. MN P=.054, MN vs. MCD P=.053, FSGS vs. MCD p<.001.
Tot chol: total mean cholesterolaemia, MCD: minimal change disease, eGFR: estimated glomerular filtration rate, FSGS: focal
segmental glomerulosclerosis, M: male, F: female, MN: membranous nephropathy, suPAR: soluble urockinase-type plasminogen

activator receptor.

positively with age and serum creatinine and negatively
with eGFR (Figure 2). We did not observe statistically
significant correlations between suPAR levels and
proteinuria.

In the variance analysis, we observed that, after adjusting
for age and glomerular filtration rate, the only variable
significantly associated with suPAR level was the type of
glomerular disease and this association was due to patients
with MCD having significantly lower suPAR levels than
patients with FSGS and MN. Overall, the model explained
26.9% of the variability observed in suPAR levels (F:
4.47, P=.039) (Table 2), which were not explained by the
differences in age and glomerular filtration rate between
the groups.

After grouping the patients of each glomerular disease
group by the respective suPAR tertiles, no significant
differences were observed between groups in any of the
clinical or biochemical characteristics of the disease at
diagnosis (data not displayed).

On analysing the potential diagnostic value of the serum
suPAR level for the identification of patients with
FSGS in the overall patient group, we observed that a
value of 3452pg/ml had a sensitivity of 73.7% and a
specificity of 72.5%, with an area under the curve (AUC)
of 0.782+0.124, P=.001 (Figure 3). On analysing the
capacity of suPAR to distinguish between patients with
FSGS and MCD, after excluding patients with MN from
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Figure 1. Levels of soluble urokinase-type plasminogen
activator receptor by glomerular disease type.

MCD: minimal change disease, FSGS: focal segmental
glomerulosclerosis, MN: membranous nephropathy; suPAR:
soluble urokinase-type plasminogen activator receptor.

the analysis, we observed that a value 23442 .4pg/ml had
a sensitivity of 70% and a specificity of 87.5%, with an
AUC of 0.881 £ 95% confidence interval (CI) 0.107,
P<.001. Values =3530.9pg/ml had a specificity of 99.93%
for distinguishing between the two diseases (Figure 4) at
the expense of sensitivity.
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Figure 2. Correlations between serum levels of soluble urokinase-type plasminogen activator receptor, clinical and

biochemical variables in the sample.

eGFR: estimated glomerular filtration rate, suPAR: soluble urckinase-type plasminogen activator receptor.

DISCUSSION

The results of our study indicate that circulating suPAR
levels are related to the type of kidney disease that causes
the nephrotic syndrome, but also to age and renal function.
The relationship observed between suPAR levels, age and
the glomerular filtration rate coincides with that reported
in previous studies.’* In the multivariate analysis, we
observed that after making the corresponding adjustments,
the only variable with significant association was the type
of glomerular disease and the association was due to MCD
patients displaying significantly lower suPAR levels than
patients with FSGS and MN, without significant differences
being observed between the two latter groups. The differences
found between FSGS and MCD coincide with those reported
in two previous studies.!’’ Both mean levels and the
distribution of suPAR values observed in our FSGS patient
group are similar to those reported by Wei et al.”’, but unlike
the latter, our data coincide with those described by Huang'
in which suPAR levels higher than 3000ng/ml do not allow
adequate differentiation between patients with FSGS and

patients with the other two glomerular diseases that cause
nephrotic syndrome. Patients with MCD displayed a more
homogeneous distribution and lower variability in suPAR
levels than patients with FSGS and MN. Given the wide
dispersion of suPAR values observed in the FSGS patient
group, we considered it to be of interest to analyse whether
there were differences in the clinical profile of the disease
depending on the suPAR level, but we did not find an
association between the latter and any clinical or biochemical
characteristic studied.

Through analysis of ROC curves, we observed that suPAR
levels had a low sensitivity and specificity for adequately
identifying patients with FSGS mainly due to the high
overlapping of values between patients with FSGS and MN
on one hand, and between those with MN and MCD on the
other.

Furthermore, taking into account the existing differences
between FSGS and MCD with regard to the prognosis and/or
response to treatment and their differences in suPAR levels,

Table 2. Variables associated with circulating levels of soluble urokinase-type plasminogen activator receptor. ANOVA

F P
Corrected model 5.77 0.001
eGFR 0.08 0.77
Age 1.60 0.21
Glomerular disease 4.47 0.039

R%: 0.269; F: 4.47, P..039.

Independent predictors of circulating suPAR levels by variance analysis, adjusting for age and glomerular filtration rate.

eGFR: estimated glomerular filtration rate.
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Figure 3. Soluble urokinase-type plasminogen activator
receptor values for identifying patients with idiopathic
focal segmental glomerulosclerosis.

AUC: area under the curve.

we considered it to be of particular interest to analyse the
usefulness of suPAR for distinguishing between the two
glomerular diseases. Our data indicate that the sensitivity
of suPAR in distinguishing between them was low due to
the considerable number of patients with FSGS and low
suPAR levels. Nevertheless, it was possible to identify a
suPAR level with a high specificity (99%) to rule out the
diagnosis of MCD, due to the low likelihood of finding a
suPAR concentration equal to or greater than 3531ng/ml in
MCD. This data, if confirmed in independent studies, could
have practical implications in cases in which the renal biopsy
is inconclusive or in cases classified as MCD that do not
respond to treatment as expected.

The main limitation of this study is its sample size. On
analysing the distributions in suPAR levels in each group
and the differences between groups, it is possible to consider
that the inclusion of a higher number of patients, with a
reduction in the CI range, could result in a higher sensitivity
for distinguishing between FSGS and MCD. However, given
the wide dispersion of suPAR levels observed both in FSGS
and in MN, although an increase in the sample size would
allow detection of significant differences between both, it
seems indisputable that a low suPAR value would not allow
us to rule out the diagnosis of FSGS, nor would a high suPAR
value allow us to rule out MN. Another limitation to bear in
mind, which is common to all studies that include patients

Nefrologia 2014;34(1):46-52

Figure 4. ROC curve of soluble urokinase-type
plasminogen activator receptor values to distinguish
between focal segmental glomerulosclerosis and minimal
change disease.

AUC: area under the curve.

with both diseases. is the potential classification error between
MCD and FSGS. The diagnostic criteria used in this study
exclude the possibility of patients with MCD having been
classified as FSGS patients. However, due to the focal nature
of the lesions, it is not possible to rule out the possibility
that some patients with FSGS may have been classified as
MCD patients when no segmental sclerosis lesions have been
detected in the optical or electron microscopes in the kidney
tissue sample available for analysis. Although we are aware of
this limitation, we consider it unlikely that this would lead to
a systematic error with an important influence on the results.

In summary. our data indicate that in patients with nephrotic
syndrome caused by MCD, FSGS or MN, after adjusting for
age and renal function as the main confounding variables,
MCD patients had significantly lower serum suPAR levels
than FSGS or MN patients. Despite these differences, the
high overlapping of values between groups means that
suPAR values alone do not provide useful information in
clinical practice for distinguishing between the three types
of glomerulopathy. However, once MN has been definitively
ruled out as the cause of nephrotic syndrome. in patients for
whom there are doubts about whether to diagnose MCD or
FSGS due to the presence of inconclusive lesion patterns and
when it is not possible to carry out another biopsy, a suPAR
level higher than 3531pg/ml could be a useful indicator of a
high degree of suspicion of FSGS.
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ABSTRACT

Background: It has been reported that the circulating
level of the soluble urokinase receptor (suPAR) could
be useful for distinguishing idiopathic from secondary
focal segmental glomerulosclerosis, but the results pu-
blished are conflicting. In this study, we analyse the
intraindividual variability and clinical and anatomo-
pathological variables associated with the suPAR le-
vels and if circulating suPAR levels allow the different
forms of focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) to
be distinguished, i.e., idiopathic forms from secondary
FSGS, regardless of the presence of nephrotic syndro-
me and the activity phase. Method: We studied 35 pa-
tients affected by idiopathic FSGS and 48 with secon-
dary FSGS (83 in total). We carried out measurements
of circulating suPAR at the time of diagnosis and/or
after remission and we analysed correlations between
suPAR levels and demographic, clinical and biochemi-
cal variables. The ability of suPAR to distinguish bet-
ween both forms of FSGS was analysed by ROC curves
and logistic regression analysis. Results: In both forms
of FSGS, suPAR levels were independent of proteinu-
ria and the histopathological subtype of FSGS and
they were significantly associated with age and renal
function. After adjusting for both variables, suPAR le-
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vels were significantly higher in patients with idiopa-
thic FSGS, both in the nephrotic syndrome phase and
in partial or complete remission. The most sensitive
suPAR level (80%) and the most specific (73%) for dis-
criminating between idiopathic and secondary forms
was 3443.6pg/ml (area below curve [ABC] 0.78+0.083,
P<.001). In the logistic regression analysis, after adjus-
ting for age, renal function and presence of nephro-
tic syndrome, suPAR levels were independently asso-
ciated with the diagnosis of idiopathic FSGS, but the
model was poorly adjusted for low risk categories in
which it tended to classify primary forms as secondary
forms (y¥?=11.2 P=.027). Conclusions: SUPAR levels lack
sensitivity for differentiating between idiopathic and
secondary FSGS. However, suPAR values greater than
4000ng/ml are highly specific to primary FSGS, and as
such, with a morphological FSGS pattern associated
with non-nephrotic proteinuria, they would indicate a
low probability of secondary FSGS.

Keywords: suPAR. Focal segmental glomerulosclerosis.
Nephrotic syndrome.

Valor de los niveles séricos del receptor soluble de la uroquinasa
en el diagnostico diferendal entre glomeruloesderosis focal y
segmentaria idiopatica y secundaria

RESUMEN

Antecedentes: Se ha descrito que el nivel circulante
del receptor soluble de la uroquinasa (suPAR) podria
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ser util para diferenciar la glomeruloesclerosis focal
y segmentaria idiopatica de las formas secundarias,
pero los resultados publicados son discordantes. En
el presente estudio, se analiza la variabilidad intrain-
dividual, las variables clinicas y anatomopatoldgicas
asociadas con los niveles de suPAR y si los niveles cir-
culantes de suPAR permiten diferenciar las formas de
glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GFS) idiopa-
ticas de las GFS secundarias, independientemente de
la presencia de sindrome nefrotico y de la fase de acti-
vidad. Métodos: Se estudiaron 35 pacientes afectos de
GFS idiopatica y 48 con GFS secundaria (83 en total).
Se realizaron mediciones de suPAR circulante en el mo-
mento del diagndstico y/o tras la remision y se analiza-
ron las correlaciones entre niveles de suPAR y variables
demograficas, clinicas y bioquimicas. La capacidad de
suPAR para diferenciar entre ambas formas de GFS se
analizo mediante curvas ROC y analisis de regresion
logistica. Resultados: En ambas formas de GFS, los ni-
veles de suPAR fueron independientes de la proteinu-
ria y del subtipo histopatologico de GFS y se asociaron
significativamente a la edad y a la funcion renal. Tras
ajustar por ambas variables, los niveles de suPAR fue-
ron significativamente superiores en los enfermos con
GFS idiopatica, tanto en fase de sindrome nefrotico
como en situacion de remision parcial o total. El nivel
de suPAR con mayor sensibilidad (80 %) y mayor es-
pecificidad (73 %) para discriminar entre formas idio-
paticas y secundarias fue de 3443,6 pg/ml (area bajo
la curva [ABC] 0,78 + 0,083, p < 0,001). En el analisis
de regresion logistica, tras ajustar por edad, funcion
renal y presencia de sindrome nefrotico, los niveles
de suPAR se asociaron de forma independiente con el
diagndstico de GFS idiopatica, pero el modelo tuvo un
mal ajuste para categorias de riesgo bajas, en las que
tendio a clasificar las formas primarias como secunda-
rias (y* = 11,2 p = 0,027). Conclusiones: Los niveles de
SUPAR carecen de sensibilidad para diferenciar entre
GFS idiopatica y secundaria. Sin embargo, valores de
suPAR superiores a 4000 ng/ml son altamente especifi-
cos de GFS primaria, por lo que, ante un patrén mor-
foldgico de GFS asociado a proteinuria no nefrotica,
indicarian una baja probabilidad de GFS secundaria.

Palabras clave: suPAR. Glomeruloesclerosis focal y
segmentaria. Sindrome nefrotico.

INTRODUCTION

Focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) is a
glomerular disease with many potential actiologies and
pathogeneses ! It is classified as idiopathic or secondary
depending on whether or not an aetiology responsible
for it is identified.? Distinguishing between idiopathic
and secondary forms is of therapeutic and prognostic
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interest, given that in the treatment guidelines. only
patients with idiopathic forms who present with
nephrotic syndrome are considered candidates for
immunosuppressant treatment.’ The differentiation
between both is based on the clinical profile and the renal
ultrastructural examination by electron microscopy.*?
This classification is based exclusively on clinical and
morphological criteria and has arbitrary connotations,
since it does not include any aspect related to the
pathogenesis.

Idiopathic FSGS can present in the form of outbreaks.
and as such, if at the time of diagnosis there is proteinuria
but not clinical nephrotic syndrome, it is difficult to
determine whether it is an idiopathic form in partial
remission or a secondary form for which no specific
aetiology has been idenrified. This differentiation is of
prognostic importance, since in the first case, the patient
may suffer further outbreaks of activity sensitive to
immunomodulation with the possibility of recurrence
after transplantation, while the second is not the expected
progression.®” In idiopathic forms, there is a hypothesis
that podocyte injury is caused by a circulating factor or
factors.®!? In a recent study." soluble urokinase-type
plasminogen activator receptor (suPAR) was identified as
a potential soluble factor responsible for podocyte injury.
A pathogenic model related to suPAR was described and it
was proposed that a serum level above 3000pg/ml1'! could
be a sensitive and specific biomarker for distinguishing
idiopathic FSGS from other diseases that cause nephrotic
syndrome. As such, suPAR levels could be useful for
distinguishing between idiopathic and secondary forms
of FSGS. In this study, however, high dispersion was
observed in suPAR levels and patients with non-nephrotic
proteinuria levels were included. along with patients for
whom no levels of serum albumin or renal biopsy data
were available. For these reasons, there is the possibility
that the group of patients with FSGS included both
idiopathic forms with nephrotic syndrome and secondary
forms with non-nephrotic proteinuria or patients with
idiopathic forms in partial remission.

The results of this study are difficult to extrapolate to
studies carried out with different classification criteria
and, to date, although some data confirm that suPAR
levels are higher in patients with idiopathic FSGS than
in other nephropathies,'* others do not confirm these
results’® and there is no evidence that. in patients with
secondary FSGS, suPAR levels are independent of the
cause responsible for the latter. Data on the relationship
between suPAR levels and the disease activity in FSGS
are limited and controversial, and little information
exists on suPAR levels in patients with FSGS who are
in total or partial remission.!* Furthermore, the data
reported in the different studies published to date are
based on just one measurement of suPAR levels, and

Nefrologia 2014;34(1):53-61

51



Alfons Segarra et al. SUPAR levels in FSGS

as such, there is no information on the variability of
values when they are measured in the same individual
over different periods without a change in the clinical
characteristics of the disease.

The aims of this study are: 1) To analyse clinical.
biochemical and pathological variables associated with
circulating suPAR levels in patients with idiopathic and
secondary FSGS. 2) To analyse whether, in patients
with secondary FSGS. suPAR levels differ depending
on its aetiology. 3) To analyse the variability of suPAR
levels when rthey are measured in the same individual.
without there being changes in the clinical profile of
the disease. 4) To analyse whether circulating suPAR
levels allow for a distinction between idiopathic FSGS
and secondary forms, independently of the presence of
nephrotic syndrome and the activity phase.

MATERIAL AND METHOD

This is an observational cross-sectional study comparing
groups of patients diagnosed with primary and secondary
ESGS.

Sample

We studied 35 patients diagnosed with idiopathic FSGS
and 48 patients with secondary FSGS. The diagnosis was
carried out via renal biopsy and using clinical criteria. The
patients were classified as idiopathic only if they fulfilled
all the criteria listed below: 1) Histological diagnosis of
focal segmental glomerulosclerosis with evidence of diffuse
podocyte effacement in electron microscope 2) Presence of
clinical nephrotic syndrome at the time of diagnosis. 3)
Exclusion of secondary aetiologies. including: reduction
of renal mass, morbid obesity, nephropathy associated with
the human immunodeficiency virus, heroin or cocaine use.
use of analgesics, vesicoureteral reflux and obstructive
sleep apnoea. 4) Absence of family history of chronic
kidney disease or renal replacement therapy. 5) In patients
under 30 years of age (n=4). absence of demonstrable
NPHS2 gene mutations.

Secondary FSGS was diagnosed when there was evidence
of proteinuria without clinical nephrotic syndrome,
FSGS lesions in the renal biopsy. non-diffuse podocyte
effacement in the electron microscope and evidence of a
responsible aetiology.

When blood samples were obtained to measure suPAR
levels, the patients’ demographic, clinical and biochemical
variables were recorded. Serum creatinine was measured by
the IDMS-traceable compensated method (Hitachi Modular
P-800 Roche Diagnostics, Germany). The estimated
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glomerular filtration rate (eGFR) was calculated using the
CKD-EPI formula.’* Measurements of suPAR levels were
carried out on serum samples using a commercial ELISA
kit (Human uPAR Quantikine® ELISA kit: R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA: intra-assay variability: 4.1%-
7.5%: inter-assay variability: 5.1%-5.9%)." To analyse
reproducibility of measurements, three or more suPAR
measurements were taken during the nephrotic phase
before starting treatment in 11 out of 20 patients who were
studied at the time of diagnosis.

Pathological analysis of renal biopsies

The biopsies were stained with haematoxylin and
eosin, PAS (Periodic acid-Schiff)- methenamine and
Masson’s trichrome for morphological analysis and
immunofluorescence studies were carried out with
antibodies against IgA, IgG, IgM, C3, fibrinogen
and light chains and were processed for an electron
microscope study. FSGS lesions were classified in
accordance with the criteria of D”Agati et al.'®

Statistical analysis

Quantitative variables were expressed as the mean = 1
standard deviation and the qualitative variables were
expressed as a proportion. Group means were compared
using variance analysis for more than two groups or the
Student’s t-test for independent data and. proportion
means were compared using the y°test or Fisher’s exact
test. The correlation between quantitative variables was
analysed using Pearson’s correlation coefficient. Intra-
individual variability after repeated measurements of the
suPAR values was calculated by Pearson’s coefficient
of variation. To identify the variables independently
associated with suPAR serum values, a univariate analysis
was carried out, and subsequently. a step-by-step multiple
regression analysis, with the circulating suPAR level being
considered as the dependent variable. The sensitivity
and specificity of suPAR levels for identifying patients
with idiopathic FSGS was analysed using ROC curves.
Subsequently. a step-by-step logistic regression analysis
was carried out to identify the independent predictors
of idiopathic FSGS diagnosis and its discriminative
capacity was analysed by risk categories, using the
Hosmer-Lemeshow test.”” A P value <.05 was considered
to be statistically significant. Statistical calculations were
carried out using the SPSS 20.0 software.

Definitions

Values >3.5g/day were considered to indicate nephrotic
range proteinuria. Nephrotic syndrome was defined as
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proteinuria >3.5g/day associated with hypoalbuminaemia
<3.5g/dl. Complete remission: proteinuria <0.3g/day in
two consecufive tests. Partial remission: profeinuria
<3.5g/day and >0.3g/day.

The study complied with the regulations set out in
the Declaration of Helsinki and was approved by the
hospital’s ethics committee.

RESULTS

83 patients with FSGS were included in the study, 42.2%
(n=35) had primary FSGS and 57.8% (n=48) had secondary
FSGS. In both groups. we observed a higher number
of males, which was significant in the case of patients
with secondary FSGS. In 20 patients with idiopathic
FSGS. suPAR levels were measured during the nephrotic
syndrome phase before they received any treatment and
in 15 during total (n=2) or partial (n=13) remission afrer
finishing immunosuppressant treatment (these 15 patients
displayed nephrotic syndrome at diagnosis and received
treatment with steroids n=15. calcineurin inhibitors n=11
and mycophenolate mofetil n=5). The group of 48 patients
with secondary FSGS included 6 morbidly obese patients,
12 patients with chronic reflux nephropathy, 11 with
FSGS associated with reduction of the renal parenchyma,
4 patients with prolonged use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs and other analgesics and 15 patients
with glomerulosclerosis lesions associated with arteriolo-
nephroangiosclerosis.

The clinical and demographic characteristics of the
patients studied are summarised in Table 1. There were
no differences in terms of age, creatinine or glomerular
filtration rate between the groups. Patients with FSGS
studied during the nephrotic syndrome phase displayed
significantly higher total cholesterol and LDL wvalues,
lower albumin values and higher proteinuria than the
other two patient groups. Circulating suPAR levels
were significantly higher in patients with idiopathic
FSGS, both in the nephrotic phase and in total or
partial remission, than in patients with secondary FSGS
(Table 1 and Figure 1). No significant differences were
observed between idiopathic FSGS in the nephrotic
syndrome phase and in remission (Table 1 and Figure 2).
In the group of 15 patients in whom the suPAR level was
measured after remission of the nephrotic syndrome, we
did not observe differences berween patients in total
(n=6) or partial (n=9) remission (3745.3£661.3 vs.
3642.1+1056.9pg/ml, P=.48).

The histological variant of FSGS most frequently
observed in the three groups was the classic variant and
it was not significantly associated with serum suPAR
values (Table 1).
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On analysing suPAR values from samples taken from one
patient at different times, we observed intra-individual
variation equal to or less than 11%.

On analysing the variables associated with suPAR levels
in the whole sample studied, we observed that, as well as
being related to the form of FSGS, suPAR levels were
significantly associated with age (r=0.36, P=.02) and renal
function (creatinine and eGFR) (r=0.432, and r=-0.467. P
<.001:; respectively) (Figure 3). In the multiple regression
analysis, we observed that, after adjusting for age and
glomerular filtration, the diagnosis of idiopathic FSGS
was an independent predictor of suPAR levels. Overall, the
model explained the 39% variability of these levels (Table
2). We did not observe an association between suPAR
levels and any of the clinical or biochemical characteristics
of the disease at diagnosis (data not displayed). On
analysing the variables related to suPAR levels in patients
with secondary FSGS, age and the glomerular filtration
rate were identified as the only independent predictors.
which explains the 32% variability. We did not observe
a significant association between suPAR levels and the
aetiology of secondary FSGS.

In the ROC curve analysis. which included all patients,
we observed that the most sensitive (85%) and the most
specific (71%) suPAR value for discriminating between
primary and secondary forms was 3336.9pg/ml (area
under the curve [AUC] 0.81+0.056, P<.001) (Figure 4).

In the logistic model (Table 3). the variables
independently associated with the diagnosis of idiopathic
FSGS were the presence of clinical nephrotic syndrome
and the level of circulating suPAR. Overall. the logistic
model adjusted for age and renal function had a higher
predictive capacity than when there was no adjustment
for the aforementioned variables (AUC: 0.81+0.068 vs.
0.74+0.134 [P=.034]). However, the model was not well-
adjusted for all risk categories (> 11.2 P=.027). In high-
risk categories, the difference between cases observed
and those expected were not statistically significant,
while in low-risk categories, the model had a significant
tendency to classify idiopathic forms as secondary
(Table 4). The capacity of suPAR to distinguish between
idiopathic and secondary FSGS forms was similar both
when the analysis included 15 patients with FSGS
secondary to arteriolo-nefroangioesclerosis and when
this subgroup was excluded from the analysis.

DISCUSSION

The results of our study contribute the following data
of interest about the clinical usefulness of measuring
suPAR in patients with FSGS: firstly. they show that
suPAR levels, when they are measured by enzyme

Nefrologia 2014;34(1):53-61

53



Alfons Segarra et al. SUPAR levels in FSGS

originals
Table 1. Clinical-demographic variables according to patient groups
Ne:::::iia: t;i;nl:frime 'di":::::i:s]?nﬁ i secondary B P
Patients % (n) 24.1 (20) 18.1(15) 57.8 (48)
Sex % (n)

Male 55(11) 46.6 (7) 70.9 (34)

Female 45 (9) 53.4 (8) 29.1(14) 0.173
Age (years) 54.3 (£15.3) 52 (£12.8) 53.7 (+16.1) 0.90
Tot chol (mg/dl) 342.5 (x116.3) 255.3 (£38.7) 189.44 (+38.7) < 0.001
Albumin (mg/dl) 2.7 (£0.58) 3.6 (x1.07) 4.2 (£0.3) < 0.001
Creatinine (mg/dl) 1.4 (£0.78) 1.42 (£0.6) 1.42 (+0.6) 0.99
Proteinuria (g/24 h) 6.4 (+£3.8) 3.5(x4.2) 1.9 (£1.5) < 0.001
eGFR (ml/min) 56.6 (+30.5) 50.2 (+26.4) 59.8 (+25.9) 0.48
suPAR (pg/ml) 4088.9 (x1019.3) 4079.1 (x1329.6) 2996.9 (+899.6) < 0.001
Variant % (n)

Classic 85(17) 86.6 (13) 83.3 (40)
“Tip lesion” 10 (2) 6.6 (1) 21 > 0.05
Perihilar 5(1) 6.6 (1) 14.5 (7)

Tot chol: total mean cholesterolaemia, eGFR: estimated glomerular filtration rate, GFS: focal segmental glomerulosclerosis,
suPAR: soluble urckinase-type plasminogen activator receptor.
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Figure 1. Soluble urokinase-type plasminogen activator
receptor values in idiopathic and secondary focal
segmental glomerulosclerosis.

FSGS: focal segmental glomerulosclerosis, suPAR: soluble
urokinase-type plasminogen activator receptor.

Nefrologia 2014;34(1):53-61

Figure 2. Soluble urokinase-type plasminogen activator
receptor values in active idiopathic focal segmental
glomerulosclerosis, FSGS in remission and secondary FSGS.
Active primary focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) vs.

FSGS in remission, p=1, active primary FSGS vs. secondary FSGS,

P <.001, primary FSGS in remission vs. secondary FSGS, P=.002.
suPAR: soluble urokinase-type plasminogen activator receptar.
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Figure 3. Soluble urokinase-type plasminogen activator receptor correlation with age, serum creatinine and estimated

glomerular filtration rate.

eGFR: estimated glomerular filtration rate, suPAR: soluble urokinase-type plasminogen activator receptor.

immunoanalysis in the same individual on different
occasions. without the c¢linical characteristics of the
disease changing, have intra-individual variations
that are not higher than 11%, which indicates that the
measurements are reliable and reproducible, and that
changes higher than these values cannot be attributed
to the measurement technique. Secondly. these data
contribute to highlighting the existence of notable
differences in suPAR levels in different patient groups
with FSGS. The suPAR wvalues observed in the group
of patients with idiopathic FSGS are similar to those
reported by Wei et al.'*. However. both the mean values
observed in our patients and those reported by Wei'*
are higher than those reported by Huang et al.'>. These
differences in absolute levels between studies could
be due to aspects related to the lack of measurement
technique standardisation, different classification
criteria for idiopathic and secondary forms, or potential
ethnic influences in the distribution of suPAR levels,

which have been detected in previous studies’ and
would need to be analysed in more extensive studies
with the inclusion of patients of different ethnicities.
Thirdly. our data indicate that, in patients with idiopathic
and secondary FSGS., suPAR levels are independent of
proteinuria and the pathological form of FSGS, but are
significantly associated with age and renal function.
As such, both variables must be taken into account
when analysing the value of suPAR levels in order to
discriminate between idiopathic and secondary forms
of FSGS. The relationship between suPAR levels, age
and the glomerular filtration rate coincides with that
reported to date in all previously published studies.?***
After adjusting for both variables in the multivariate
analysis, our data coincided with those published in
previous studies'®™ and indicated that the suPAR level
was significantly higher in patients with idiopathic FSGS
than in those with secondary forms. The forth aspect of
interest in our study is the relationship between suPAR

Table 2. Independent predictors of variability in circulating suPAR levels in the multiple regression analysis adjusted for

age, nephrotic syndrome and sex

B T P
Constant 7.82 < 0.001
Age 0.13 1.25 0.216
GFR (eGFR) -0.24 -2.56 0.012
Nephrotic syndrome 0.22 2.41 0.194
Sex 0.21 2.36 0.185
FSG 0.46 4.8 < 0.001

ANOVA F: 14.25, P=.000, R*: 0.39.

eGFR: estimated glomerular filtration rate; FGR: glomerular filtration rate; FSGS: focal segmental glomerulosclerosis.
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Figure 4. ROC curve to distinguish between idiopathic and
secondary focal segmental glomerulosclerosis.
AUC: area under the curve.

levels and the disease activity in patients with idiopathic
FSGS. Data published to date indicate that. in native
kidney FSGS. changes relating to suPAR levels are
independent predictors of the likelihood of achieving
complete remission following treatment. after adjusting
for age, sex, ethnicity, glomerular filtration rate and
baseline suPAR levels. However, it has been reported
that. in patients who go into remission following
treatment, the increase in suPAR levels after remission is
associated with a higher risk of proteinuria recurrence.

Since our results lack follow-up of progression. they do
not contribute new data to those previously published
on the relationship between levels and activity. but they
indicate that, independently of the phase in which they are
measured, circulating suPAR levels are significantly higher

originals

in idiopathic FSGS than in secondary forms. As proof
thereof, in the logistic regression analysis. the circulating
suPAR level was associated with the diagnosis of idiopathic
FSGS, independently of the presence of nephrotic
syndrome. Although in the univariate analysis no significant
differences were observed in age or renal function between
idiopathic and secondary forms, considering that both
variables were significantly associated with suPAR levels,
they were introduced in the logistic regression analysis
as potential confounding variables. Overall, the logistic
model adjusted for age and renal function had a higher
predictive capacity than when there were no adjustments
for these variables, but it was only well-adjusted for high-
risk categories. In low-risk categories, represented by the
absence of nephrotic syndrome. low suPAR values and a
high glomerular filtration rate, the model had a significant
tendency to classify idiopathic forms as secondary. These
data are explained by the high overlapping of values
between groups. fundamentally due to the elevated
number of patients with idiopathic FSGS who displayed
low suPAR levels and, overall. they coincide with those
recently reported by Huang et al.’?

Although suPAR sensitivity for distinguishing between
idiopathic and secondary forms is low, our data indicate
that values higher than 3800ng/ml are uncommon in
secondary FSGS and are highly specific to idiopathic
FSGS, and as such, with a morphological FSGS pattern
associated with non-nephrotic proteinuria. values
greater than this figure could indicate a low probability
of secondary FSGS.

The main limitation of this study is the size of the sample
studied. However, given the high overlapping of values
that was observed at low suPAR concentrations between
idiopathic and secondary FSGS. it seems indisputable
that, even with an increase in the number of patients
studied, a low suPAR wvalue would not permit the
diagnosis of idiopathic FSGS to be ruled out. Another
limitation to bear in mind is the potential classification
error between idiopathic and secondary FSGS. The

Table 3. Logistic regression model for predicting the diagnosis of idiopathic focal segmental glomerulosclerosis

p ES Wald P OR Cl (95%)
Age -0.007 0.022 0.08 0.229 0.79 0.5-1.12
GFR (eGFR) 0.020 0.012 2.67 0.332 1.02 0.8-1.04
Nephrotic syndrome 1.61 0.4 16.15 0.002 438 22-64
SUPAR 0.001 0.00 16.2 0.003 1.01 1.07-1.1

SE: standard error. 2 155.33; p<.001.

eGFR: estimated glomerular filtration rate, GFR: glomerular filtration rate, Cl: confidence interval, OR: odds ratio, suPAR: soluble

urokinase-type plasminogen activator receptor.

Mefrologia 2014;34(1):53-61
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Table 4. Analysis of the logistic model’s discriminative capacity according to risk categories by the Hosmer-Lemeshow test

Idiopathic = 0 Idiopathic = 1 Total
Observed Expected Observed Expected
1 6 5.8 0 0.2 6
2 1 5.7 2 0.3 6
3 3 5.7 3 0.3 6
4 5 4.2 1 1.8 6
5 5 4.1 1 1.9 6
6 4 3.9 2 3.1 6
7 0 1.3 6 5.7 6
8 0 0.2 6 5.8 6
9 1 0 7 8 8
10 1 0 7 8 8

The difference between observed and expected cases is statistically significant for risk deciles below 50%. % 11.2; p=.027.

selection criteria used in this study minimised but did
not exclude the possibility of idiopathic FSGS being
classified as a secondary form, since in any case. the
presence of currently known responsible aetiologies was
systematically investigated and in all patients studied in
the total or partial remission phase. there was evidence
of previous nephrotic syndrome and a favourable
response to treatment. However, within the patient
geroup initially classified as secondary FSGS, we could
not rule out the possibility of some displaying idiopathic
FSGS in partial remission. Bearing this limitation in
mind, we consider it unlikely that this would have led
to a systematic error that would have had a significant
influence on the results.

In summary, our data indicate that measuring circulating
suPAR levels in patients with FSGS provides reliable
and reproducible results. Both in idiopathic FSGS and
in secondary forms, suPAR levels are independent of
proteinuria and the histopathological subtype of FSGS
and are significantly associated with age and renal
function. After adjusting for both variables, patients
with idiopathic FSGS displayed significantly higher
suPAR levels than patients with secondary FSGS,
both in the nephrotic syndrome phase and in partial or
total remission. The high overlapping of primary and
secondary values causes suPAR values not to provide
useful information in clinical practice for distinguishing
betweenbothentities. Nevertheless, with a morphological
FSGS pattern associated with non-nephrotic proteinuria,
suPAR values greater than 3800ng/ml could indicate a
low probability of secondary FSGS.
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RESUMEN

El receptor tipo M de la fosfolipasa A2 (PLAZ2R) ha sido iden-
tificado como uno de los antigenos diana de la respuesta au-
toinmune en la nefropatia membranosa (NM) idiopatica. La
prevalencia de anticuerpos anti-PLA2R en enfermos con NM
idiopatica oscila en torno al 70 %, pero varia en funcion del
area geografica y hasta la fecha no se ha demostrado que la
presencia de anti-PLA2R se asocie a un determinado perfil
clinico de presentacion de la enfermedad. Métodos: Se es-
tudiaron 64 adultos con sindrome nefrotico y diagnéstico de
NM confirmado por biopsia renal. Cuarenta y siete pacientes
presentaban NM idiopatica y 17 NM secundaria. Se determind
la presencia de anticuerpos circulantes anti-PLA2R por inmu-
nofluorescencia indirecta (IFl) y su titulo mediante ELISA. La
presencia de depdsitos renales de anticuerpos anti-PLA2R se
determiné mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). Se
calculd la sensibilidad y especificidad de las técnicas de IFl y ELI-
SA para la identificacion de los enfermos con depositos renales
y para la identificacion de los enfermos con NM idiopatica. Se
analizo si habia diferencias en el perfil clinico de la enferme-
dad en el momento del diagnostico en funcion de la presencia
o no de anticuerpos anti-PLA2R. Resultados: No se observaron
diferencias significativas en las variables dinico-demograficas
entre enfermos con NM idiopatica y secundaria. La prevalen-
cia de depositos glomerulares de anti-PLA2R por IHQ fue del
76,6 %. Las técnicas de IFl y de ELISA tuvieron una sensibilidad
(94,4 % IFl y 97,2 % ELISA) y una especificidad (100 %) similar
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para la identificacion de los enfermos con depositos renales
de anti-PLA2R. La determinacion de anti-PLA2R por IFl iden-
tifico a los enfermos con NM idiopatica con una sensibilidad
del 72,3 % y una especificidad del 94,2 %. Un titulo de anti-
cuerpos > 15 RU/ml medido por ELISA tuvo una sensibilidad
del 74,45 % y una especificidad del 94,2 % para la identi-
ficacion de los enfermos con NM idiopatica. Los pacientes
con NM idiopatica y anti-PLA2R presentaron cifras de pro-
teinuria significativamente mayores (13,25 [P25-P75: 9,05-
15,87] frente a 9,43 [P25-P75: 6,30-15] g/dia, p: 0,018). No se
aprecio correlacion estadistica entre el titulo de anticuerpos
medido por ELISA con la edad, el filtrado glomerular, la al-
buminemia y la proteinuria en 24 horas. Conclusiones: Las
técnicas empleadas para la determinacion de anti-PLA2R en
pacientes con NM presentan alta especificidad para el diag-
nostico de formas idiopaticas de la enfermedad glomerular.
La frecuencia con la que se identifican pacientes con NM y
anti-PLAZ2R es parecida a la descrita en estudios previos. La
tincion por IHQ es el método mas sensible para la deteccion
de casos de NM asociados a presencia de anticuerpos anti-
PLAZ2R. Las técnicas de IFl y de ELISA permiten la deteccidén
de anticuerpos circulantes anti-PLA2R en la mayor parte
de los enfermos con depdsitos renales, pero con muy baja
frecuencia pueden dar resultados falsamente negativos. La
concordancia de estas pruebas es alta. Los enfermos con NM
idiopatica y depositos renales de anticuerpos anti-PLAZ2R tie-
nen mayor proteinuria que los enfermos anti-PLA2R nega-
tivos, pero las diferencias tienen escasa relevancia clinica.

Palabras clave: Glomerulonefritis membranosa idiopatica.
Anticuerpos antirreceptor tipo M de la fosfolipasa. Enfermedad
glomerular. ELISA. Inmunofluorescencia indirecta.
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Prevalence, diagnostic value and clinical characteristics
associated with the presence of circulating levels
and renal deposits of antibodies against the M-type
phospholipase A2 receptor in idiopathic membranous
nephropathy

ABSTRACT

The M-type phospholipase A2 receptor (PLA2R) has been
identified as one of the target antigens of the autoimmune
response in idiopathic membranous nephropathy (MN).
The prevalence of anti-PLA2R antibodies in patients with
idiopathic MN is around 70% but this varies in accordance
with geographic region, and until present, anti-PLA2R
has not been shown to be associated with any particular
clinical profile of the disease. Methods: We studied 64
adults with nephrotic syndrome who were diagnosed with
MN, confirmed by renal biopsy. Forty-seven patients had
idiopathic MN and 17 had secondary MN. We determined
the presence of circulating anti-PLA2R antibodies by indirect
immunofluorescence (lIF) and their titre by ELISA, and we
analysed the presence of anti-PLA2R antibody renal deposits
by immunohistochemical techniques. We calculated the
sensitivity and specificity of the IlIF and ELISA techniques for
the identification of patients with renal deposits and for the
identification of those with idiopathic MN and we tested
whether there were differences in the clinical profile of the
disease at the time of diagnosis according to the presence
or absence of anti-PLA2R antibodies. Results: We did not
observe significant differences in the clinical-demographic
variables between patients with idiopathic and secondary
MN. The prevalence of anti-PLAZR glomerular deposits by
IHC was 76.6%. The IIF and ELISA techniques had a similar
sensitivity (IIF 94.4% and ELISA 97.2%) and specificity
(100%) for the identification of patients with anti-PLA2R
renal deposits and the detection of circulating anti-
PLAZR antibodies. The determination of anti-PLA2R by lIF
identified patients with idiopathic MN with a sensitivity
of 72.3% and a specificity of 94.2%. A titre of antibodies
>T15RU/ml measured by ELISA had a sensitivity of 74.45%
and a specificity of 94.2% for the identification of patients
with idiopathic MN. Patients with idiopathic MN and anti-
PLAZR had significantly higher proteinuria figures (13.25
[P25-P75: 9.05-15.87] compared to 9.43 [P25-P75: 6.30-15] g/
day, P..018). No statistical correlation was observed between
the antibody titre measured by ELISA and age, glomerular
filtration rate or 24-hour proteinuria or albuminaemia.
Conclusions: The techniques employed to determine anti-
PLAZR in patients with MN are highly specific for the
diagnosis of idiopathic forms of the glomerular disease.
The frequency with which patients with MN and anti-
PLAZR were identified is similar to that reported in previous
studies. Staining by immunchistochemistry is the most
sensitive method for detecting cases of MN associated
with the presence of anti-PLA2R antibodies. The IIf and
ELISA techniques allow circulating anti-PLA2R antibodies
to be detected in most patients with renal deposits, but
they may very infrequently have false negative results. The
concordance of these tests is high. Patients with idiopathic
MN and anti-PLA2R antibody renal deposits have higher
proteinuria than patients that are anti-PLA2R negative, but
the differences have little clinical importance.

Keywords: Idiopathic membranous glomerulonephritis.
Anti-PLRA2 antibodies. Glomerular diseases. ELISA. Indirect
immunofluorescense.
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INTRODUCCION

La nefropatia membranosa (NM) es la primera causa de sin-
drome nefrdtico idiopatico en el adulto’. Su base fisiopato-
logica es la formacion de depositos inmunes en el espacio
subepitelial. entre la lamina rara externa de la membrana
basal glomerular y el podocito®. La NM se clasifica en idio-
patica o secundaria en funcion de si es o no posible hallar
una etiologia responsable de ella. En ausencia de una enfer-
medad sistémica. infecciosa. neoplasica o de exposicion a
farmacos. distinguir entre ambas formas es con frecuencia
complejo y no puede hacerse unicamente con los datos que
proporciona la biopsia renal. La mayor parte de la evidencia
disponible indica que en las formas idiopaticas los deposi-
tos renales se forman in situ tras la fijacion del anticuerpo
a un antigeno diana propio del podocito’. mientras que las
formas secundarias se producen o bien como consecuencia
del deposito subepitelial de inmunocomplejos circulantes
que contienen antigenos extrarrenales o bien como conse-
cuencia de la formacidn de anticuerpos frente a antigenos
extrarrenales que se han fijado a la superficie externa de
la membrana basal*. Recientemente, se ha identificado el
receptor (R) tipo M de la fosfolipasa A2 (PLA2R). presen-
te en la membrana podocitaria, como uno de los antigenos
diana de la respuesta autoinmune en la NM idiopatica® y se
ha descrito que los anticuerpos mayormente IgG4 circulan-
tes frente a €l (anti-PLA2R) tienen correlacion significativa
con la actividad clinica de la enfermedad® y con la respuesta
al tratamiento’®, Por otra parte, mediante técnicas de inmu-
nofluorescencia o de inmunohistoquimica (IHQ). es posible
demostrar la presencia de depdsitos renales de anticuerpos
anti-PLA2R. La descripcion de estos anticuerpos ha gene-
rado grandes expectativas en cuanto a su utilidad para iden-
tificar subgrupos de NM idiopatica con perfil clinico o pro-
nostico distinto y en cuanto a la posibilidad de diferenciar
entre formas idiopaticas y secundarias. La evidencia dispo-
nible indica que la prevalencia de anticuerpos anti-PLA2R
en enfermos con NM idiopadtica oscila alrededor del 70 %%,
pero hasta la fecha no se ha demostrado que la presencia
de anti-PLA2R se asocie a un determinado perfil clinico de
presentacion de la enfermedad. Por otra parte. aunque se
ha descrito que estos anticuerpos son altamente especificos
de NM idiopatica, la frecuencia de deteccion de posibles
etiologias secundarias en enfermos anti-PLA2R positivos
descrita en distintos estudios es variable®®. La correlacion
descrita entre niveles circulantes y evidencia de deposito
renal es elevada: sin embargo. se ha observado la presencia
de depositos de anticuerpos anti-PLA2R en enfermos en los
que el nivel circulante de anticuerpos es negativo!™®. Las
diferencias entre estudios podrian deberse a razones étnico-
geograficas, pero podrian también estar relacionadas con el
tipo de técnica utilizada para la deteccion (dado que las téc-
nicas de deteccion empleadas en los estudios publicados han
sido distintas y no estandarizadas) v con el hecho de haber
o no analizado simultaneamente el nivel de anticuerpos (ac)
circulantes y la presencia de depositos renales.
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Los objetivos del presente estudio son:

1. Analizar la prevalencia de enfermos con NM idiopatica

que presenta niveles elevados de ac anti-PLA2R circulan-

tes mediante técnicas de inmunofluorescencia y ELISA.

Analizar la concordancia entre niveles circulantes y depo-

sitos renales de ac anti-PLA2R.

3. Analizar la utilidad de los niveles circulantes y depositos
renales de anti-PLA2R para diferenciar entre formas de
NM idiopaticas y secundarias.

4. Analizar si en los pacientes con NM idiopatica existe al-
guna diferencia en el perfil clinico basal en funcion de la
positividad inicial para anti-PLA2R.

3

PACIENTES Y METODOS

Se estudio una muesira de 64 pacientes mayores de 18 afios,
con criterios de sindrome nefrotico y diagnostico de NM
confirmado por biopsia renal. Cuarenta y siete de ellos pre-
sentaban NM idiopaticay 17 NM secundaria. El diagnostico
de NM se realizo ante la presencia de un patron morfologico
compatible, asociado a la evidencia de depositos subepite-
liales de IgG y C3 en la inmunofluorescencia y en la mi-
croscopia electronica. Tras un estudio protocolizado (que.
ademads de una anamnesis y un examen fisico completos,
incluia estudios serologicos relacionados con autoinmuni-
dad. serologias virales, ecografia renal y vias urinarias, ra-
diografia de torax y tomografia toraco-abdominal en todos
los casos, seguidos de estudios endoscopicos en funcién de
los hallazgos enconfrados inicialmente), los enfermos en
los que no se identifico una etiologia responsable fueron
clasificados como NM idiopatica v los pacientes en los que
se identifico una etiologia responsable fueron clasificados
como afectos de formas secundarias (uno con adenocarci-
noma de colon, uno con adenocarcinoma renal de células
claras, tres casos de NM asociada a tiroiditis autoinmune,
ocho con nefropatia lupica tipo V. dos con enfermedad
mixta del tejido conectivo y dos secundaria a tratamiento
con antiinflamatorios no esteroideos). En el momento del
diagnostico, se realizaron mediciones séricas de colesterol
total. creatinina. albumina, proteinuria de 24 horas, filtrado
glomerular estimado mediante la formula CKD-EPI (Chro-
nic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)®, niveles
de ac anti-PLA2R por inmunofluorescencia indirecta (IFI)
(Anti-Phospholipase A2 receptor IIFT:; Euroimmun AG,
Liibeck, Alemania)®® y por ELISA (Euroimmun, Liibeck.
Alemania; linealidad: 6-1500 RU/ml; limite inferior de de-
teccion 0,6 RU/mnl).

Las biopsias renales fueron tefiidas con hematoxilina-
eosina, PAS-metenamina de plata y tricromico de Masson
para analisis morfologico, y se realizaron estudios de in-
munofluorescencia con ac frente a IgA, IgG. IeM, C3. fi-
brindgeno y cadenas ligeras. Los procedimientos de THQ
para la deteccion de ac anti-PLAZR se realizaron en tejido
incluido en parafina tras desparafinizacion y rehidratacion.
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segun el método de avidina-biotina-peroxidasa. usando ac
anti-PLA2R (HPA012657 Sigma-Aldrich Co.LLC).

El presente trabajo siguio los parametros de la Declaracion
de Helsinki. Todos los pacientes otorgaron consentimien-
to informado por escrito v el comité de bioética del centro
aprobo el estudio.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media y desviacion tipica
para variables de distribucion normal o la mediana y cuar-
tiles para las de distribucion no normal. Las diferencias
entre medias de grupos se analizan mediante la prueba t de
Student para datos independientes o la prueba U de Mann
Whitney. Las diferencias en proporciones se analizan me-
diante la prueba de %’ o el test exacto de Fisher. Se calculd
la sensibilidad y especificidad de la determinacion de anti-
PLA2R por IFI y de la presencia de depositos renales de
ac anti-PLA2R para el diagnostico de NM idiopdrtica. Asi-
mismo, mediante curvas ROC, se determind el titulo de ac
anti-PLA2R medido por ELISA con mayor sensibilidad y
especificidad para identificar a los pacientes con depositos
renales de ac anti-PLA2R. Una vez determinado, se calcu-
16 1a sensibilidad y la especificidad de dicho valor para el
diagnostico de la NM idiopatica. Se consideraron estadis-
ticamente significativos todos los valores de p < 0.05. Se
utiliz6 el programa estadistico SPSS version 20.0.

RESULTADOS

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas clinico-demogra-
ficas de los pacientes con NM estudiados. No se observaron
diferencias significativas en cuanto a sexo, edad, colesterol
total, proteinuria, albiimina sérica y filtrado glomerular entre
enfermos con NM idiopatica y secundaria.

En 1a figura 1. se presentan imagenes representativas de
positividad y negatividad del estudio de IFI para deteccion
de ac anti-PLA2ZR circulantes y en la figura 2 se presentan
imagenes representativas de estudios inmunohistoquimicos
con vy sin evidencia de depositos renales de ac anti-PLA2R.

La prevalencia de depositos renales de ac anfi-PLA2R por
THQ fue del 76.6 % en los enfermos con NM idiopatica frente
al 5.8 % en los enfermos con NM secundaria (p: 0,0001). La
IFI tuvo una sensibilidad del 94.4 % y una especificidad del
100 % para la identificacion de los enfermos con depdsitos
renales. y una sensibilidad del 74.4 % y una especificidad
del 94,1 % para la identificacion de los enfermos con NM
idiopartica (rabla 2). Por ELISA. la mediana del titulo de ac en
el momento del diagnéstico fue de 42.41 RU/ml (P25-75: 17-
90 RU/ml) en los enfermos con NM idiopatica y 12 RU/ml
(P25-75: 0-13,4 RU/ml) en los enfermos con NM secunda-
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ria (p: 0.0026). Los enfermos con NM idiopatica y evidencia
de depdsitos renales de ac anti-PLA2R presentaron un titulo
de ac significativamente superior al de los enfermos con NM
idiopatica sin depositos de ac en la biopsia (43.8 RU/ml [P25-75:
16-100 RU/mI] frente a 1,23 RU/ml [P25-75: 0-3,8 RU/ml].
p: 0.00014). Mediante curvas ROC, se aprecio que, por ELI-
SA. un titulo de ac anti-PLA2R > 15 RU/ml fue el valor con
mayor sensibilidad (94,5 %) y especificidad (100 %) para la
identificacion de los enfermos con depdsitos renales de ac an-
ti-PLA2R, por lo que se tomo este valor como punto de corte
para considerar un resultado de ELISA como positivo. Apli-
cando dicho criterio a la muestra estudiada. el ELISA tuvo
una sensibilidad del 74.4 % y una especificidad del 94,2 %
para el diagnostico de NM idiopatica (tabla 2). Solo se encon-
6 evidencia de depdsitos renales y niveles de anti-PLA2R
detectables por IFT y ELISA en | (5.8 %) de los 17 pacientes
clasificados como NM secundaria. En dicho paciente, tras
realizar las exploraciones protocolizadas para descartar etio-
logias secundarias, se llegd al diagnodstico de adenocarcinoma
renal de células claras. Dos enfermos con depdsitos renales
de ac anfi-PLA2R presentaron estudio negativo por IFI y uno
de ellos adicionalmente por ELISA. Ambos, en el momento
en que se extrajeron las muestras, presentaban sindrome ne-
frético con niveles medios de proteinuria de 12 + 2.6 g/dia.
Los titulos de ELISA fueron de 13.2 y 15.4 RU/ml. respec-
tivamente.

En la tabla 3. se resumen las caracteristicas clinico-demo-
eraficas de los pacientes con NM idiopatica en funcion de
la presencia o no de ac anti-PLA2R por THQ. EI grupo de
enfermos con NM idiopatica y ac anti-PLA2R negativos estu-
vo integrado exclusivamente por varones. Los pacientes con
anti-PLA2R positivo presentaron cifras de proteinuria signi-
ficativamente mayores (13,25 [P25-P75: 9.05-15.87] frente a
9.43 [P25-P75: 6.30-15] g/dia. p: 0,018). pero no se observa-

ron diferencias significativas en ninguna de las demas varia-
bles estudiadas. No se aprecié correlacion estadistica entre el
titulo de ac medido por ELISA y la edad. la funcion renal, el
nivel de albiimina sérica o la proteinuria en 24 horas.

DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio indican que el 76.6 % de
los enfermos con NM idiopatica presentan depositos renales
de ac anti-PL A2R detectables por IHQ. La presencia de estos
depodsitos se asocia a niveles circulantes de ac anti-PLAZR,
cuya presencia se puede demostrar en el 94.4 % de los casos
mediante técnicas de [FI y en el 97,2 % de los casos mediante
ELISA. La prevalencia de ac circulantes con ambas técnicas
es similar a la descrita en estudios previos con técnicas tanto
de IFT* como de ELISA? o de Western Blot®.

El primer aspecto de interés en cuanto a las técnicas de de-
teccion de ac circulantes anti-PLA2R es su sensibilidad para
la identificacion de los enfermos en los que hay evidencia
de depdsitos renales de aquellos A este respecto, en nuestra
experiencia, las técnicas de ELISA vy de IFI tienen resultados
similares. Todos los enfermos con niveles de ac circulantes
detectables por una u otra técnica presentaron depositos re-
nales de anti-PLA2R. Sin embargo. fue posible demostrar la
presencia de depdsitos renales de ac anti-PLA2R en ausencia
de niveles circulantes detectables. Esta evidencia coincide
con datos previamente descritos por otros grupos'”'® y podria
explicarse por una ausencia de paralelismo entre la evolucion
de los fitulos de ac circulantes y la de los depositos renales de
anti-PLA2R. En nuestra experiencia, los enfermos en los que
se detectaron depdsitos renales, pero no ac circulantes anti-
PLA2R, presentaron titulos medidos por ELISA proximos
al valor de corte definido para la clasificacion de los grupos

Tabla 1. Variables clinico-demograficas basales en la muestra

Idiopatica Secundaria p
Pacientes (n) 47) (17)
Sexo % (n)

; 15 250
Edad (arios) 52,4 £ 15,1 52,2 £ 16,2 0,96
Col tot (ma/dl) 348,02 + 76,6 348,6 £ 51,2 0,97
Albumina (mg/dl) 2,3+0,62 2,3+0,29 0,85
Creatinina (mg/dl} 1,1+ 0,55 1+0,27 0,44
Proteinuria (g/24 h)? 12,40 [8,60-15] 8,30 [7,55-11] 0,150
eGFR (ml/min) 97,1 +£30,8 106,9 £ 18,8 0,22

Col tot: colesterolemia total media; eGFR: filtrado glomerular estimado; H: varones; M: mujeres.

3 Mediana [P25-P75].
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Figura 1. Inmunofluorescencia indirecta para anti-PLA2R
en suero.

Ejemplos representativos de tinciones de inmunofluorescencia
indirecta con resultado positivo: A, y negativo: B, para la
deteccién de anticuerpos anti-PLA2R circulantes (IFl x 10).

y. en todos los casos, presentaron criterios indiscutibles de
sindrome nefrotico sin diferencias clinicas en relacion con
los enfermos con niveles circulantes de anti-PLA2R. Dada
la gran diferencia en el titulo de ac entre estos casos y el que
se detecta en las formas de NM en las que no hay evidencia
de depositos renales de anti-PLA2R (valores proximos a 0).
nuestros datos sugieren que cuando por las técnicas de IFI no
se detectan niveles circulantes de ac anti-PLA2R. aunque el
resultado del ELISA sea también negativo, si los titulos de-
tectados por esta ultima son proximos a 15 RU/ml, es posible
que en la biopsia renal se hallen depodsitos subepiteliales de
ac anti-PLA2R.

El segundo aspecto de interés en cuanto a las técnicas de
deteccion de ac anti-PLA2R circulantes es su valor clinico
para diferenciar entre NM idiopatica y secundaria. Las téc-
nicas de IFI, al ser cualitativas, pueden dar lugar a resulta-
dos dificiles de interpretar o falsamente negativos a titulos
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bajos de ac. Las técnicas de ELISA requieren la definicion
de un punto de corte a partir del cual el resultado obtenido
se considera positivo. En nuestra experiencia, el titulo con
mayor sensibilidad y especificidad para la identificacion
de los enfermos con depdsitos renales de ac anti-PLA2R
fue de 15 RU/ml, valor ligeramente inferior al punto de
corte definido por el laboratorio que desarrolld el siste-
ma de medida. Este valor tuvo una sensibilidad similar a
la de 1a IFI, por lo que debe concluirse que ambas técnicas
son comparables. Las ventajas de una u otra dependerian
de algunas de sus caracteristicas diferenciales. Las técni-
cas de ELISA permiten la deteccion de ac circulantes y su
cuantificacion. Por ello, serian tedricamente aplicables en

Figura 2. Inmunohistoquimica para anti-PLA2R en biopsia
renal.

Ejemplos representativos de la presencia (A) y ausencia (B) de
depositos subepiteliales de anticuerpos anti-PLA2R mediante
tincién inmunohistoquimica (x 400).
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Tabla 2. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de cada una de las pruebas para el diagnoéstico de nefropatia

membranosa idiopatica

IHQ IFI ELISA > 15 RU/ml
Sensibilidad 76,6 (63-88) 72,3 (57,3-83) 74,4 (59-85)
Especificidad 94,2 (69-99,6) 94,2 (69-99,6) 94,2 (69-99,6)
VPP 97,3 (84,1-99,8) 97,3 (84,1-99,8) 97,3 (84,1-99,8)
VPN 59,3 (39-76,9) 55,1 (36-73) 57,1 (37-75)

IFl: inmunofluorescencia indirecta; IHQ: inmunochistoguimica; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

los casos en los que se pretenda moniforizar la evolucion
de los titulos en seguimientos prospectivos, aungue su uti-
lidad clinica para este fin todavia no ha sido formalmen-
te analizada. Como conftrapartida. las técnicas de ELISA
actualmente disponibles tienen un coste elevado, son de
procesamiento lento y no pueden aplicarse para el analisis
de muestras individuales. mientras que las técnicas de IFI,
al permitir el analisis de grupos reducidos de muestras,
pueden proporcionar un resultado cualitativo o semicuan-
titativo en un menor plazo de tiempo.

Tras la identificacion de los ac anti-PLA2R como posibles me-
diadores de la lesion renal en la NM idiopatica, se generaron
expectativas sobre la posibilidad de que su deteccion permi-
tiera excluir el diagndstico de NM secundaria y especialmen-
te de neoplasias asociadas. Desde su descripcion, la mayor
parte de los estudios indican que la deteccion de depodsitos
renales o de ac circulantes anti-PLA2R es altamente espe-
cifica de NM idiopatica. Sin embargo, entre los diferentes
estudios hay ciertas discrepancias en cuanto al porcentaje

de enfermos con ac anti-PLA2R positivos en los que se
detecta una posible etiologia responsable’. Hay pocos ca-
sos descritos en los que una NM con ac anti-PLA2R se
asocie a una enfermedad sistémica o infecciosa®!*°. Nues-
tros datos coinciden con estudios previos™1318 en que la
presencia de ac anti-PLA2R tiene una especificidad muy
elevada para el diagnostico de NM idiopatica. En nuestra
experiencia, en ninguno de los enfermos con NM asociada
a enfermedad sistémica o a farmacos pudo demostrarse la
presencia de depositos renales o de niveles circulantes de
ac anti-PLA2R, pero uno de los dos enfermos en los que
la NM se asociod a neoplasia presentd depodsitos renales y
niveles circulantes de ac. Por ello, a pesar de que la aso-
ciacion de ac anti-PLA2R con neoplasia descrita en dife-
rentes estudios es muy baja®! y de que en algunos casos
pueda tratarse de asociaciones casuales. hasta que no se
disponga de mayor experiencia, no parece prudente dejar
de realizar estudios con la finalidad de descartar posibles
formas secundarias en los enfermos con NM y evidencia
de ac anti-PLA2R. El dltimo de los objetivos planteados

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas en funcion de la presencia de depdsitos de anti-PLA2R en enfermos con

nefropatia membranosa idiopatica

Positiva Negativa p

Pacientes (n) (37) (10)
Sexo % (n)

H 54 (20 100 (10

M 45,94& (1)7> 0 (E:} ) 0,008
Edad (afos) 51,7 + 14,8 54,3 + 16,4 0,61
Col tot (mg/dlp 360 £ 79,7 315+ 57,8 0,081
Albtimina (mg/dl) 23+0,5 25+07 0,41
Creatinina (mg/dl) 1,01 £0,35 1,35+ 0,86 0,071
Proteinuria (g/24 h) 13,25 [9,05-15,87] 9,43 [6,30-15] 0,018
eGFR (ml/min)? 08,2 + 28,8 94,2 + 37,3 0,704
HTA % (n) 297 (11) 50 (5) 0,23
DM % (n) 8,1(3) 0(0) 0,539

Col tot: colesterolemia total media; DM: diabetes mellitus; eGFR: filtrado glomerular estimado; H: varones; HTA: hipertensién

arterial; M: mujeres.
# Mediana [P25-P75].
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en el presente estudio fue analizar si en los enfermos con
NM idiopatica hay algin tipo de diferencia en el perfil
clinico de la enfermedad en funcion de la presencia o no
de ac anti-PLA2R. A este respecto. nuestros resultados
coinciden con estudios previos en los que se describe que
los enfermos con ac anti-PLA2R positivos presentan un
nivel de proteinuria significativamente superior (pero de
escasa relevancia clinica), en el momento del diagnostico,
pero no diferencias significativas en ninguna de las demas
variables analizadas.

En resumen. nuestros datos indican que. tras el diagnostico
de NM por biopsia renal. la tincion por IHQ es la técnica
preferible para la localizacion de los casos que se asocian a
presencia de ac anti-PLA2R. Las técnicas de IFI y de ELI-
SA permiten la deteccion de ac circulantes anti-PLA2R en
la mayor parte de los enfermos con depositos renales, por
lo que. como sugieren algunos autores®, podria considerarse
su utilizacion como screening no invasivo en enfermos con
sindrome nefrético. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que. aunque con escasa frecuencia, pueden dar lugar a re-
sultados falsamente negativos. Cuando se utilizan para la
clasificacion de los pacientes en formas idiopaticas y secun-
darias, ambas técnicas dan lugar a resultados comparables.
Las técnicas de ELISA tienen el valor adicional de permitir
la cuantificacion de los titulos de ac de una manera sencilla.
Por ello. podrian ser preferibles o complementarias a la IFI
si se demuestra relacion entre el titulo de ac y el curso clini-
co espontaneo de la enfermedad, la respuesta al tratamiento
y/o la prediccion de recidivas.
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ABSTRACT

Introduction and objectives: The level of circulating antibodies
against M-type phospolipase A2 receptor has been reported as
having a significant correlation with clinical activity in idiopathic
membranous nephropathy. However, the usefulness of monitoring
antibody titre as a predictor of clinical response following the
onset of treatment has not been formally analysed. The predictive
value of the evolution of anti-PLAZR antibody titre on the clinical
response of idiopathic membranous nephropathy patients treated
with tacrolimus is analysed in the following study. Patients and
Method: 36 patients with nephrotic syndrome secondary to
idiopathic membranous nephropathy with immunosuppressive
treatment indication criteria were treated with tacrolimus in
monotherapy. The level of anti-PLA2R antibodies was determined
before treatment and at 3, 6, 9 and 12 months after the onset
of treatment. The study analysed the predictive value of the
reduction in antibody titre and the relative and absolute
reduction in antibody titre at 3 and 6 months over the period
until remission and on the probability of remission at 6, 9 and
12 months. Results: The relative reduction in the anti-PLAZR
antibody titre was significantly greater in those patients with
remission and it preceded the clinical response. No association
was observed between the antibody titre prior to treatment and
the mean response time or the response at 12 months. Reduction
in antibody titre is significantly associated with the time until
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signs of remission. Relative reduction in anti-PLAZR antibody
titre at 3 months had a high sensitivity and specificity to predict
the response at 6 and 9 months, but not at 12 months; however
the relative reduction in the antibody titre at 6 months had a
high sensitivity and specificity for predicting the response at 12
months. Conclusion: In patients with IMN associated with anti-
PLAZR antibodies, the monitoring of antibody titre following
the onset of treatment is useful for estimating the time period
until remission and predicting the probability of remission at 12
months.

Keywords: Anti PLRA2 antibodies. Idiopathic membranous
nephropathy. Tacrolimus.,

Evelucion del titulo de anticuerpos contra el receptor tipo M de
la fosfolipasa A2 y respuesta clinica en pacientes con nefropatia
membranosa idiopatica tratados con tacrolimus

RESUMEN

Introduccion y objetivos: Se ha descrito que el nivel de anticuerpos
circulantes contra el receptor tipo M de la fosfolipasa A2 tiene
correlacién significativa con la actividad clinica de la enfermedad
en la nefropatia membranosa idiopatica (NMI). Sin embargo,
la utilidad de la monitorizacion del titulo de anticuerpos como
predictor de respuesta clinica tras el inicio del tratamiento no ha
sido formalmente analizada. En el siguiente estudio se analiza
el valor predictivo de la evolucién del titulo de anticuerpos anti-
PLAZR sobre la respuesta clinica en enfermos con NMI tratados
con tacrolimus. Pacientes y métodos: 36 enfermos con sindrome
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nefrético secundario a NMI, con criterios de indicacién de
tratamiento inmunosupresor, fueron tratados con tacrolimus en
monoterapia. Se determiné el nivel de anticuerpos anti-PLAZR
antes del tratamiento y a los 3, 6, 9 y 12 meses tras su inicio. Se
analizé el valor predictivo de la pendiente de reduccién en el titulo
de anticuerpos y de la reduccidn absoluta y relativa en el titulo de
anticuerpos a los 3 y 6 meses sobre el tiempo hasta la remisién y
sobre la probabilidad de remision a los 6, 9y 12 meses. Resultados:
La reduccidn relativa en el titulo de anticuerpos anti-PLAZR
fue significativamente mayor en los enfermos que presentaron
remisién y precedid a la respuesta clinica. No se aprecic asociacién
entre el titulo de anticuerpos previo al tratamiento con el tiempo
medio de respuesta o la respuesta a los 12 meses. La pendiente de
reduccién en el titulo de anticuerpos se asocid significativamente
con el tiempo hasta la evidencia de remisién. La reduccién relativa
en el titulo de anticuerpos anti-PLAZR a los 3 meses tuvo una
elevada sensibilidad y especificidad para predecir la respuesta a
los 6 y 9 meses, pero no a los 12 meses, mientras que la reduccién
relativa en el titulo de anticuerpos a los 6 meses tuvo una elevada
sensibilidad y especificidad para predecir la respuesta a los 12
meses. Conclusion: En enfermos con NMI asociada a anticuerpos
anti-PLA2R, la monitorizacién del titulo de anticuerpos tras el
inicio del tratamiento es util para estimar el periodo de tiempo
hasta la remisién y para predecir la probabilidad de remisién a
los 12 meses.

Palabras clave: Anticuerpos anti-PLA2R. Nefropatia membranosa
idiopética. Tacrolimus.

INTRODUCTION

Idiopathic membranous nephropathy (IMN) is an antibody-
mediated disease caused by IgG and C3 deposits in the
subepithelial space of the glomerular basement membrane’>.
There is currently agreement that patients with normal renal
function who suffer from nephrotic syndrome for more than
6-12 months after diagnosis are candidates for receiving
immunosuppressive therapy. The drugs whose efficacy has
been proven in randomised clinical trials and which are
considered the drugs of choice as the first line of treatment
are alkylating agents combined with steroids and calcineurin
inhibitors**. Both treatments have proven similar efficacy in
inducing nephrotic syndrome remission and preserving renal
function, but they have some limitations. Firstly, around 20%
of patients may be resistant to one or both drugs*¥. Secondly,
the available evidence suggests that after starting therapy, the
probability of a response progressively increases with time,
even beyond the period of exposure to the drug™"?, and there
is currently no variable that allows us to predict whether the
patient will respond or not to the treatment or the time at which
the response will occur. Recently. the M-type phospholipase
A2 receptor has been identified as one of the target antigens of
the autoimmune response in IMN patients'*'® and it has been
reported that circulating antibodies against the latter (anti-
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PLA2R), present in approximately 70%-75% of patients,
have a significant correlation with the clinical activity of the
disease!™®, As such, the evolution the anti-PLA2R antibody
titre after the start of treatment could be useful for predicting
the response. Some evidence indicates that after treatment
with rituximab the reduction in the antibody titre precedes
the remission of proteinuria'®. However, the usefulness
of monitoring the antibody titre as a predictor of clinical
response has not been formally analysed and there are no data
on the evolution of the anti-PLA2R antibody titre in patients
treated with tacrolimus.

In this study, repeated measurements of the anti-PLA2R
antibody titre were carried out before and during the 12
months following the start of treatment in patients with IMN
who received tacrolimus, with the objective of analysing the
predictive value of the anti-PLA2R antibody titre evolution
on the clinical response.

PATIENTS AND METHOD

We included a total of 36 patients who fulfilled the
following criteria: 1. Age >18 years old. 2. Nephrotic
syndrome caused by IMN confirmed by renal biopsy.
3. Exclusion of secondary aetiologies. 4. Anti-PLA2ZR
antibody titres >20RU/ml at the time of diagnosis. 5.
Immunosuppressive therapy criteria due to persistence of
the nephrotic syndrome after 6 months of symptomatic
treatment with angiotensin receptor blockers, statins,
diuretics and a low-sodium diet, in accordance with the
treatment guidelines®*. 6. Normal renal function, as defined
by a CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) value >60ml/min/1.73m?

The renal biopsies were stained with haematoxylin and
eosin, PAS, methenamine silver and Masson’s trichrome
stainings for the morphological analysis and we carried out
immunofluorescence studies with antibodies against I[gA, IgG,
IgM, C3, fibrinogen and light chains. The diagnosis of IMN
was carried out in the presence of a compatible morphological
pattern, associated with evidence of subepithelial IgG and C3
deposits in the immunofluorescence.

At the time of diagnosis, patients received treatment with
angiotensin-converting-enzyme inhibitors or angiotensin
IT receptor blockers, a low-sodium diet and treatment for
dyslipidaemia with statins. After a 6-month observation
period and after observing no spontaneous remission, all
patients received monotherapy with tacrolimus at an initial
dose of 0.06mg/kg/day, which was subsequently adjusted to
maintain target levels of 7Tng/ml-9ng/ml after 12 hours. No
patient had previously received immunosuppressive therapy.
Treatment with tacrolimus was maintained for three months
after evidence of remission or a maximum of 12 months in
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cases in which patients had not shown remission at the end
of this period. After evidence of total or partial remission, the
tacrolimus dose was reduced at a rate of 30% per month until
total suppression or recurrence.

Per protocol. all patients were tested monthly until there
was evidence of remission, and if there was remission, they
were tested every 2-3 months until suppression of treatment.
evidence of recurrence or the absence of a response after
12 months. In all patients included. serum samples were
extracted before and after the start of treatment every three
months until the end of the first year. These samples were
used to determine the anti-PLA2R antibody titre by ELISA
(Euroimmun, Liibeck, Germany: linearity: 6-1500RU/ml:
lower limit of detection 0.6RU/ml).

The outcome variables were the probability of obtaining
total or partial remission in the course of the 12 months
following the start of treatment, the time period between the
start of treatment and evidence of remission, the evolution
of the antibody titre during the observation period and the
percentage of patients who had a negative antibody titre at the
end of the 12-month observation period.

Definitions:

- Complete remission: proteinuria <0.3g/day, albumin
>3.5g/dl and glomerular filtration rate >60ml/min/1.73m?.

- Partial remission: >50% reduction in baseline proteinuria,
with the last test showing <3.5g/day and with a glomerular
filtration rate >60ml/min/1.73m?

- No response: absence of complete or partial remission 12
months after the start of treatment.

- Negative antibody titre: anfi-PLA2R anfibody titre
<20RU/ml.

This study followed the parameters of the Declaration of
Helsinki. All patients gave their written informed consent and
the study was approved by the hospital's bioethics committee.

Statistical analysis

The results are expressed as a mean and standard deviation
for the variables with normal distribution and as a median
and quartiles for variables whose distribution is not normal.
The differences in proportions were analysed using the 3’
test or Fisher's exact test. The analysis of the antibody titre
evolution over time was carried out using analysis of variance
for repeated measurements. In order to study the predictive
value of the reduction in the antibody titre on the response, we
calculated the absolute and relative reduction of the antibody
titre after 3 and 6 months in relation to the baseline value, as
well as the reduction slope in the antibody titre during the
follow-up period, expressing it in RU/ml/month. We carried
out a univariate analysis to identify the variables associated
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with the probability of remission during the 12-month
observation period through the Kaplan-Meier method.
using the log-rank test for comparison between groups. The
relationship between the reduction slope in the antibody titre
and time until evidence of remission was calculated using a
simple linear regression. Using ROC curves, we analysed
the anti-PLA2R antibody titre reduction value after 3 and 6
months that had the greatest sensitivity and specificity for
identifying patients in remission after 3. 6. 9 and 12 months.
Differences were considered to be statistically significant
when p was <.05. The version 20.0 SPSS statistical software
was used.

RESULTS

Table 1 summarises the baseline clinical and biochemical
characteristics of the total number of patients included in the
study in terms of their response to treatment after 12 months.
No significant variables were observed in any of the variables
analysed between those patients who responded and those
who did not.

Over the 12 months of follow-up (Figure 1). the probability
of remission increased progressively over time. with a 40%
probability after 6 months, 60% after 9 months and 69.4%
(25/36 patients) after 12 months. Of the total number of
patients in remission, 9 (25%) showed complete remission and
16 (75%) showed partial remission. The median time between
the introduction of treatment and evidence of remission
was 8.5 months (interquartile range: 5.5-9.6 months). The
percentage of patients who entered total or partial remission
without treatment with tacrolimus after 12 months was 28%
(7/25). The mean tacrolimus dose was 0.05+£0.017mg/kg/
day and the mean level was 7.9+1.9ng/ml without significant
differences being observed between those who responded and
those who did not. During the observation period, there was
no recurrence in any patient when tacrolimus therapy was
discontinued.

Figure 2 displays the evolution of the antibody titre according
to the response to treatment in the total group of 36 patients
studied. In relation to the baseline value, in the group of
patients, the relative reduction in the antibody titre at the end
of the 12-month observation period was 61.3+£37% (p:.004).
There were no differences in the baseline antibody levels
between patients who entered remission and those who did
not. Following treatment. the antibody titre after 3. 6. 9 and
12 months was significantly lower in those who showed total
or partial remission (F: 25.9, p:.000) than in those who did not
respond to treatment. The mean anti-PLA2R. antibody titre
at the time of remission was 17.4+8.3RU/ml. Twenty of the
25 (80%) patients who entered remission had an anti-PLA2R
antibody titre <20RU/ml at the time of remission. Figure 3
displays the evolution of the anti-PLAZ2R antibody titre and
proteinuria in patients who did not respond to treatment.
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Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics and therapeutic response

Total Remission No remission P

N 36 25 11

Sex (male) n (%) 25 (69.4) 17 (68) 8(72.7) 0.91
Age (years) 49.5+15.1 51.5+15.3 42.3+17.8 0.13
Total cholesterol (mg/dl) 339.2+83.1 331.8+66.4 355.36+33.1 0.31
Albumin (g/dl) 2.1+0.42 2.06+0.53 2.19+0.53 0.44
Creatinine (mg/dl) 0.98+0.2 1+£0.19 0.95+0.25 0.62
eGFR (ml/min/1.73m2) 114+21 108+26 120+20.7 0.30
Proteinuria (g/24 h) 11.3£3.2 10.5%£2.9 12.8+3.5 0.22
Anti-PLA2R antibody titre (RU/ml) 225+81 222.4+98 231492 0.43
Time since diagnosis (months) 10.7£3.14 10.6+2.8 10.8+4.5 0.85
Diabetes n (%) 3(8.3) 2(8) 1(9) 0.58
High blood pressure n (%) 7(19.4) 5 (20) 2(18.1) 0.74
Smokers n (%) 6 (16.6) 4(16) 2 (18.1) 0.74
Ischaemic heart disease n (%) 2 (5.5) 1(4) 1(9) 0.86
Body mass index n (%) 24.9+4.9 24.8+4.9 25.1+5.1 0.49

eGFR: estimated glomerular filtration rate.

We can observe a statistically significant reduction in
the antibody titre between the baseline level and the
third month (18.5+£4.8%. p:.037) and an accumulated
21.4+13.6% reduction in the antibody titre after 12 months.
The reduction slope in the antibody during the 12-month
follow-up in patients who did not respond to treatment was
7.53+5.50RU/mV/month. Over the course of the follow-up
period, we did not observe significant changes in urine
protein excretion.

. o 2 o @ =
i R LN L

Probability of remission (%)

o
<

T T
0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 12.0

Time (months)

Figure 1. Probability of remission and time in the sample
studied.
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Figure 4 displays the evolution of the anti-PLA2R antibody
titre and proteinuria in patients who showed remission. The
relative reduction in the antibody titre preceded the decrease
in proteinuria and it was statistically significant from the
third month. The relative reduction in the antibody titre was
35+18.4% after 3 months, 60+16.4% after 6 months, 70+12%
after 9 months and 78.9+14.2% after 12 months. The reduction
slope in the antibody titre during the observation period in
patients who responded to treatment was -21.5+£3.78RU/
ml/month. Using a simple regression analysis, we observed
a statistically significant relationship between the antibody
titre reduction rate and the time until remission (Table 2).
Table 3A summarises the value of relative reduction in the
antibody titre after three months on the prediction of response
to treatment after 6, 9 and 12 months. Table 3B summarises
the value of the relative reduction in the antibody titre after 6
months on the prediction of the response to treatment after 9
and 12 months. It can be observed that the relative reduction in
the antibody titre after 3 months has increased sensitivity and
specificity for predicting the response after 6 and 9 months
but not after 12 months, while the relative reduction in the
antibody titre after 6 months has an increased sensitivity and
specificity for predicting the response after 9 and 12 months.

DISCUSSION

In this study, we carried out repeated measurements of the
anti-PLA2R antibody titre before and during the 12 months
following the start of treatment in patients with IMN who
received tacrolimus as the first line of treatment, with the
objective of analysing the predictive value of the evolution
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of the anti-PLA2R antibody titre on the clinical response.
The patient group included a non-selected sample of patients
with IMN associated with anti-PLA2R antibodies, who were
treated by following the same protocol, after an extended
period of symptomatic treatment starting at diagnosis in
accordance with recommendations of different guidelines®*,
The observation period was 12 months, which is the
maximum period in which monotherapy with tacrolimus was
maintained if no response was observed. Both the probability
of remission observed over time and the percentage of
patients in remission after 12 months observed in our patients
were very similar to those reported in previous studies with
calcineurin inhibitors™3, For these reasons. the results
observed in our patients could be applied to other patient
groups with IMN who receive tacrolimus.

The results of our study provide the following data of clinical
interest. Firstly. similarly to the data reported after treatment
with rituximab’®®, our results indicate that in patients treated
with tacrolimus, the reduction in the anti-PLA2R antibody
titre after the start of treatment precedes the remission
of proteinuria and is related to the clinical response. The
evidence of a progressive reduction in the antibody titre was
highly predictive of remission, while persistence of high titres
was associated with the persistence of nephrotic syndrome,

250.0
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Start |3 monthsI 6 monthsI 9 month5I 12 monthls

Time (months)
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-m- Proteinuria (gr/24h x 10)

Figure 3. Evolution of proteinuria and the anti-PLA2R
antibody titre in patients without remission in the
observation period.

For the purposes of graphic representation and in order to
standardise the measurement scales, proteinuria values are
represented as g/day x 10.

The error bars represent the mean = the standard error of the
mean.
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Figure 4. Evolution of proteinuria and the

anti-PLA2R antibody titre in patients with remission in the
observation period.

For the purposes of graphic representation and in order to
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represented as g/day x 10.

The error bars represent the mean = the standard error of the
mean.
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Table 2. Relationship between the antibody titre reduction slope and the time until remission in patients who responded

to the treatment

B ET T Sig 95% confidence interval for
(Constant) 221 1.354 16.3 0.000 19.344 24.976
Reduction slope -0.61 0.051 -10.5 0.000 -0.688 —0.461

Reduction slope expressed in RU/ml/month.
R2: 0.84, P..000.

with statistically significant differences in the antibody
titre between patients with and wirthout a response,
which were evident from the third month and they were
maintained throughout the whole observation period.
Furthermore, in patients who responded to treatment,
the antibody level reduction rate was associated with the
speed of the clinical response. Both data indicate that
monitoring the anti-PLA2R antibody titre after the start
of treatment is useful in clinical practice and it may have
two practical implications. The first is that the antibody
titre reduction rate after the start of treatment may be used
as an estimator of the response time. The second is that
the relative reduction in the antibody titre after 3 and 6
months may serve as a guide for predicting the response
probability. Given that the available evidence indicates
that the response to treatment with tacrolimus increases
progressively with the drug exposure time'® and that none
of the baseline clinical or biochemical characteristics allow
the probability of response to treatment to be calculated.
in patients who show late responses, a relative reduction
value in the antibody titre equal to or greater than 50%

after 6 months may be a useful criterion when making the
decision to maintain immunosuppressive therapy. while the
persistence of reductions lower than this figure after 6 and
9 months has to suggest a high probability of resistance to
treatment.

IMN is an antibody-mediated glomerulopathy. In
approximately 70% of cases, these antibodies are
directed against the M-type phospholipase A2 receptor.
In 30% of cases, the antibodies are not identified either
in their circulating form or deposited in the glomerular
basement membrane. The identity of antibodies in the
immune deposits responsible for glomerular damage
and dysfunction in these cases is at present uncertain.
Calcineurin inhibitors (cyclosporine and tacrolimus)
induce downregulation of a series of cytokines
synthesised by T helper cells (Th1 and Th2) and antigen-
presenting cells. particularly interleukin 2. which
amongst other functions is involved in the activation
of B lymphocytes and the subsequent production
of antibodies®. This would be the key mechanism

Table 3. Value of the relative reduction in the level of anti-PLA2R antibodies in relation to the baseline level in the 6, 9

and 12 month remission prediction

A

Value of the relative reduction in the anti-PLA2R antibody titre after 3 months in the 6, 9 and 12-month remission prediction

Remission time Value Sensitivity % Specificity % ABC P
6 months 35% 87 93 0.98+0.01 0.000
9 months 30% 86 85 0.92+0.04 0.000
12 months 29% 60 70 0.71+0.08 0.004
B

Value of the relative reduction in the anti-PLA2R antibody titre after 6 months in the 8 and 12-month remission prediction

Remission time Value Sensitivity% Specificity % ABC P

9 months 50% 93 95 0.97+0.02 0.000
12 months 45% 87 98 0.96+0.02 0.000
496
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through which calcineurin inhibitor therapy induces
the reduction observed in the anti-PLA2R titres and its
correlation with remission.

In summary, our data indicate that in patients with IMN,
the reduction slope in the anti-PLA2R antibody titre is
significantly associated with the time until evidence of
remission. Furthermore, the relative reduction in the anti-
PLA2R antibody titre after 3 months is very sensitive and
specific for predicting the response after 6 and 9 months, but
not after 12 months, while the relative reduction in the antibody
titre after 6 months has a high sensitivity and specificity for
predicting the response after 9 and 12 months. These data may
be useful in the clinical follow-up of patients after the start
of therapy and they may be particularly important in cases
in which, as has been recently proposed®?, we consider the
anti-PLA2R antibody titre as the base for treatment decisions.
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Prognostic value of the dynamics of M-type phospholipase A2 receptor
antibody titers in patients with idiopathic membranous nephropathy
treated with two different immunosuppression regimens
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Abstract

Context: The dynamics of anti-phospholipase A2 antibody titers during treatment could predict

clinical responses in patients with membranous nephropathy.

Objectives: We analyzed the predictive value of the dynamics of these antibodies on clinical

Fesponses.

Materials and methods: The serum antibody levels were measured before and during treatment

Keywords

Cydophospamide, membranous
nephropathy, renal disease, rituximab,
type M phospholipase A2 antibodies

History

in 79 patients with anti-phospholipase A2 receptor antibody membranous nephropathy treated

with two different immunosuppression regimens

Resulfts: In both groups of patients, the relative reduction in antibody titers at 3 and 6 months

preceded and predicted the clinical responses.

Conclusions: Antibody titer dynamics was useful for predicting clinical responses.

Introduction

Idiopathic membranous nephropathy (IMN) is an antibody-
mediated disease caused by the deposition of IgG and C3 in
the subepithelial space of the glomerular basement membrane
(Donadio, 1988; Kerjaschki, 2004). The current evidence
indicates that treatment with steroid associated to alkylating
agents has proven abilities to induce remission and preserve
renal function (Fulladosa et al., 2007; Hofstra et al., 2010;
KDIGO Clinical Practice Guideline for Glomerulonephritis,
2012; Ponticelli et al., 1998; van den Brand et al., 2014).
Treatment with calcineurin inhibitors can induce sustained
remission but its ability to preserve renal function as not yet
been proven (Cattran, 1995, 2001; Praga et al., 2007).
Clinical variables do not allow predictions regarding whether
a patient will respond to treatment and the moment at which
response will occur. The M-type phospholipase A2 receptor
(PLA2R) has been identified as the main autoimmune
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response target antigen (Beck et al., 2009; Hoxha et al.,
2011: Qin et al., 2011). Circulating antibodies against this
receptor (anti-PLA2R), which are present in approximately
70-75% of patients with IMN, correlate significantly with
clinical disease activity and could be useful to monitor the
disease activity (Hofstra et al., 2011; Kaningicherla et al.,
2013). The evolution of anti-PLA2R antibody levels prior to
treatment predicts spontaneous remissions (Hofstra et al.,
2011) Recently, treatment algorithms based on monitoring
anti-PLA2R antibody titers have been proposed (Hofstra &
Wetzels, 2012; Hofstra et al., 2013). The usefulness of
antibody titer monitoring to predict clinical responses after
rreatment, however, remains incompletely defined. In par-
ticular, the relationship between the titer of antibodies prior to
treatment and clinical responses. the effect of different types
of treatment on the evolution of antibody titers and the
predictive value of antibody titer reductions after treatment on
clinical outcomes, are unclear (Bech et al.. 2011, 2014;
Hofstra et al., 2011; Hoxha et al., 2014). A recent study
(Hoxha et al., 2014) reported that the titer of anti-PLA2R
antibodies prior to treatment was an independent predictor of
response. However, these data have not been confirmed in two
independent studies (Bech et al.. 2014; Segarra-Medrano
et al., 2014). We recently reported the results of a retro-
spective study including patients treated with tacrolimus
monotherapy (Segarra-Medrano et al., 2014) In our study, no
relationship between the baseline level of antibodies and the
probability of response was found but our data showed that
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the relative decrease in the antibody titers after treatment had
a high predictive value of remission. Hoxha et al. (2014) and
Bech et al. (2014) found that after initiation of treatment, the
antibody levels declined rapidly within the first two to three
months regardless of the type of treatment indicated. In
contrast, studies after treatment with rituximab (Beck et al.,
2011) and tacrolimus (Segarra-Medrano et al., 2014), have
found a slower and more gradual decrease in antibody titers.

In order to increase the clinical experience on the effect
of different immunosuppression regimens on the dynamic of
antibody levels and to analyze the utility of monitoring, the
levels of anti-PLA2R antibodies to predict clinical responses
in different treatment groups; in this study. repeated anti-
PLA2R antibody titer measurements were performed before
and during the 12 months following treatment initiation in
two groups of patients suffering from IMN who were treated
with either cyclophospamide associated with steroids or with
tacrolimus associated with rituximab.

Patients and methods

The study was carried out between 2000 and 2013. A total of
79 patients who fulfilled all the following criteria were
included : age =18 years; first episode of nephrotic syndrome
caused by IMN confirmed by renal biopsy: absence of
secondary etiologies; anti-PLA2R antibody titer >20RU/ml
at diagnosis; criteria for treatment with immunosuppressive
therapy for persistent nephrotic syndrome after 6 months of
symptomatic treatment with angiotensin Il blockers. statins,
diuretics and a low-sodium diet according to the treatment
guidelines (Fulladosa, 2007; KDIGO Clinical Practice
Guideline for Glomerulonephritis, 2012): an estimated
(CKD-EPI) GFR > 60 ml/min/1.73 m> and availability of
more than three serum samples obtained during the first
12 months of follow-up after treatment initiation. To exclude
secondary MN all patients were subjected to a protocolized
study including. drug exposure, autoimmunity-related and
viral serological studies, renal and urinary tract ultrasounds,
chest X-rays and CT scans of the chest and abdomen in all
cases, followed by endoscopic studies according to initial
findings.

Treatment groups

The medical staff could freely choose to treat their patients
with either cyclophospamide and prednisone according to
the protocol described by Ponticelli et al. (1998) or with
tacrolimus associated with rituximab. A total of 26 patients
were treated with cyclophosphamide (group 1) and 53
received combination therapy with tacrolimus and rituximab
(group 2). In group 2. tacrolimus was initiated according to
the regimen previosuly described (Segarra-Medrano et al.,
2014) and rituximab was added during the first 3 months after
tacrolimus therapy initiation. The first 23 patients treated
with this regime received a total of four weekly doses of
375mg/m’, and the last 30 patients received two 1-gram
doses administered at an interval of 15d.

The serum samples, collected before and during treatment
on a quarterly basis, were stored at —=80°C and were used to
determine the anti-PLA2R antibody titers and serum creatin-
ine levels. After thawing, all samples were subjected to a
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quality control by measuring the levels of urea, creatinine,
total proteins, IgG, IgA, albumin, blood glucose and choles-
terol. These values were compared with those measured in the
samples at the time they were obtained (before freezing).
Only samples in which similar values (variation coeffi-
cients < 10%) were obtained in both determinations were
accepted for study. Serum creatinine was measured by the
Roche Lab “‘compensated’’ IDMS-traceable method (Hitachi
Modular P-800 Roche Diagnostics, Berlin, Germany). Anti-
PLA2R antibody titers were measured by ELISA
(Euroimmun, Liibeck, Germany; linearity: 6—1500 RU/ml,
lower limit of detection: 0.6 RU/ml). Glomerular filtration
rate was estimated using CKD-EPI equation (Levey et al.,
2009).

As outcome variables, we considered the changes in the
antibody titers over the observation period and the percentage
of patients, who subsequently exhibited negative antibody
titers at the end of the 12-month observation period. Clinical
outcomes included the likelihood of obtaining full or partial
remission during the 12 months following treatment initiation
and the interval from treatment initiation to the evidence
of remission.

Complete remission was defined as proteinuria <<0.3 g/d,
albumin > 3.5 g/dl and a glomerular filtration rate =60 ml/
min/1.73m”. Partial remission was defined as a reduction
>50% of the baseline proteinuria (with a lower value of
<3.5 g/d) and a glomerular filtration rate >60 ml/min/1.73 m>.
No response was defined as the complete or partial absence of
remission at 12 months after treatment initiation. According
to the indications of the manufacturer, and to previously
published data (Behnert et al., 2014), a negative antibody
titer was defined as an anti-PLA2R antibody titer <20 RU/ml.

Statistical analysis

The results are expressed as means and standard deviations
for normally distributed variables or median and quartiles for
non-normally distributed variables. Differences in proportions
were analyzed using the Chi-squared test or Fisher's exact
test. Differences between groups were analyzed using the
Student r-test or the Wilcoxon test for non-normal variables.
Within-group changes in antibody titers and proteinuria over
time were calculated by a repeated-measures analysis of
variance. Comparisons between groups were calculated by the
analysis of covariance with adjustment for baseline values.
To analyze the predictive value of the antibody titer reduction
on the response, we considered the absolute and the relative
reductions in antibody titers at 3 and 6 months as previously
described. A univariate analysis by Kaplan-Meier was
performed to identify the variables associated with the
likelihood of remission throughout the observation period of
12 months. The predictive values of the absolute and the
relative reductions in anti-PLA2R antibody titers at 3 and 6
months for the identification of patients who would achieve
remission at 6, 9 and 12 months were analyzed using ROC
curves. All patients who were not in remission at 3 months
were included for the calculation of the predictive value of the
reduction in antibody titer at 3 months on the response at 6, 9
and 12 months, while for the calculation of the predictive
value of the reduction at 6 months on the response at 9 and
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12 months, patients who were in remission at six months were
excluded. The slope of reduction in antibody titers was
calculated during the follow-up period and expressed
as RU/ml/month. The relationship between the antibody titer
slope reduction and the time to remission was analyzed using
a simple linear regression model that incorporated the
logarithm of time to remission as the dependent variable.

All p values< (.05 were considered statistically signifi-
cant. The SPSS 20.0 statistical software package (SPSS, Inc.,
Chicago. IL) was used for the analyses.

Results
Baseline characteristics

Table | summarizes the clinical and biochemical baseline
characteristics of the patients included in each treatment
group. There were no differences between groups in any of
the variables analyzed.

Immunological responses

Table 2 describes the PLA2R antibody titer evolution along
the observation period in each group of patients. Both groups,
showed significant changes in antibody titers over time
(within group differences, F: 26.4, p<0.001 for cyclophos-
phamide group and F: 31.1, p<0.001 for patients treated with
tacrolimus + rituximab). In the group 1 patients, the relative
reductions in antibody titers were —36 +14.4% in the third
month, —56.7+ 15.5% in the sixth month, —69.8 + 14% in the
ninth month and —74.7 +14.2% at the 12th month. In the
group 2 patients, the relative reduction in antibody titers were
—39.4+ 18.3% in the third month, —81.9 + 13.1% in the sixth
month, —88+11.9% in the ninth month and —96.2 +4.5% at
the 12th month. Antibody titers at 6, 9 and 12 months were
significantly lower in patients treated with tacrolimus+
rituximab than in patients treated with cyclophosphamide
(p: 0.51 at 3 months, p: 0.029 at 6 months , p<0.001 at 9
months and p<<0.001 at 12 months).

Clinical responses

The clinical responses of each treatment group are summar-
ized in the flowchart given in Figure 1. At 12 months, the
percentage of patients in remission was significantly higher in
group 2 than in group 1 (p: 0.04). Among patients who
achieved remission, no significant differences were observed
in the percentage of patients who achieved complete remis-
sion (p: 0.104) between the two groups.

The incidence of remission over time was significantly
higher in group 2 than in group 1 (hazard ratio (HR)=1.78
(95% confidence interval (CI), 1.06-3.07). p=10.028)
(Figure 2). During the observation period of 12 months, no
patients relapsed after the discontinuation of treatment.

Relationship between antibody titer evolution and
clinical responses

‘We did not find a relationship between antibody titers prior to
treatment and clinical responses. A statistically significant
relationship was observed between the slope of antibody titer
reduction and the logarithm of the time to remission in all
responders in both treatment groups (R*=10.69; p=10.002

Anti-PLA2R receptor antibodies in idiopathic membranous nephropathy 79

Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics.

Cyclophosphamide Tacrolimus
and steroids and rituximab
n 26 53
Male gender (n (%)) 18 (69.2) 31 (65.9)
Age (years) 51.8+17.3 511142
Cholesterol (mg/dl) 358.2+101.3 329 +66.7
Albumin (g/dl} 224036 22+048
Creatinine (mg/dl) 0.98 +0.16 0.87 £0.42
eGFR (ml/min/1.73m’) 89.5 +36.3 91.6+29.2
Proteinuria (g/24 h) 11.9+4.7 123+3.6
Anti-PLA2R antibody titer (RU/ml)
Mean (SD) 259+ 89 2398 86
Median (P25-75) 243 [191-310] 226 [181.5-323]
Time since diagnosis (months) 11.9+4.2 10.6+2.3
Diabetes (n (%)) 1(5.5) 4 (@
Hypertension (n (%)) 5(19.2) 11 (25)
Smoking (n (%)) 4(15.3) 8 (18.1)
Ischemic heart disease (n (%)) 3(11.5) 3 (6.8)
Body mass index (kg/m”) 23.8+3.1 25.1 +£6.2

Table 2. Distribution of PLA2R antibody levels in each treatment group
along the observation period of 12 months.

Anti-PLA2R titers RU/ml

Mean Median 25th-75h
Time in months N (RU/ml) SD (RU/ml) percentile
Cyclophosphamide and steroids
Basal 26 259 89 243 191-310
3 22 176 98 178 122-300
6 24 82 94 76 18-132
9 21 56 72 39 13-96
12 26 29 51 16 2.5-1
Tacrolimus + Rituximab
Basal 53 239 86 226 181-298
3 51 178 69 174 102-213
6 50 46 55 21 14-76
) 50 29 44 15 8-19
12 53 13 14 8 2-12

N: number of patients with available serum samples. Both groups of
patients, showed significant changes in antibody titers over time
(within group differences, F. 26,4, p<0.001 for cyclophosphamide
group and F: 31.1, p<0.001 for patients treated with tacrolimus+
rituximab. Antibody titers at 6, 9 and 12 months were significantly
lower in patients treated with tacrolimus +rituximab than in patients
treated with cyclophosphamide (p: 0.061 at 3 months, p: 0.029 at 6
months, p <0.001 at 9 months and p<0.00 at 12 months).

(group 1) and R*=0.84. p=0.000 (group 2)). Figure 3(A
and B) shows the relative reduction of the anti-PLA2R
antibody titers and proteinuria in patients who achieved
remission in each treatment group. The relative reduction in
antibody titers preceded the reduction in proteinuria and was
statistically significant from the third month (p: 0.031
group 1, p: 0.029 group 2). The differences in the relative
reduction in antibody titers between groups during the first
three months were not significant. However, the reduction in
antibody titers between the third and sixth month was
significantly higher among patients in group 2 than that in
group 1 (—46.5+7.8% versus —75+12.3%, p=0.0018).
Differences in antibody titers between groups were statistic-
ally significant from month 6 (p<0.001), and remained so
at 9 (p: 0.016) and 12 months (p: 0.034).
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Study group :79 patients

l

TREATMENT GROUP
CYCLOPHOSPHAMIDE + TACROLIMUS +
STEROIDS n:26 RITUXIMAB n: 53
___ Remission No remission Remission Mo remission
19 (73 %) 7T (27T% 49 (92.5%) 4(75%)
CR PR
CR PR 21 (42
6 (31.6%) 13 (68.4%) BELIA uzeq
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Figure 1. Flowchart summarizing the number of patients and the clinical and immunological responses of each treatment groups. CR: complete
remission; PR: partial remission; — anti-PLA2R titers: number and (percentage) of patients with negative PLA2R antibody titers at 12 months. At 12
months. the percentage of patients in remission was significantly higher in group 2 than in group 1 (p: 0.04). Among patients who achieved remission,
no significant differences were observed in the percentage of patients who achieved complete remission (p: 0.104) between the two groups.
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Figure 2. Remission rates during the 12-month observation period
according to the treatment group. The remission rate over time was
significantly higher in group 2 than in group 1 (hazard ratio (HR)=1.78
(95% confidence interval (CT), 1.06-3.07), p =0.028).

Table 3 summarizes the thresholds of the absolute anti-
PLA2R antibody reduction at 3 months predicting remission
at 6, 9 and 12 months in groups 1 and 2 and Table 4
summarizes the same data for the absolute antibody titer
reductions at 6 months in terms of predicting the treatment
response at 9 and 12 months.

Table 5 summarizes the threshold values for the relative
antibody titer reductions at 3 months in terms of predicting
the treatment responses at 6. 9 and 12 months, and Table 6
summarizes the values of the relative antibody titer reductions
at 6 months in terms of predicting the treatment response at 9
and 12 months in groups 1 and 2. At any time, the relative
antibody titer reductions, showed higher predictive values for
remission than the absolute reductions. The relative antibody
titer reductions at 3 months were highly sensitive and specific
for predicting the responses at 6 and 9 months but not at
12 months, whereas the relative antibody titer reductions at
6 months were highly sensitive and specific for predicting
the responses at both 9 and 12 months. At 3 months, the cut-
off levels for the relative antibody reduction that predicted
responses at 6 and 9 months were similar in both groups
of patients (Table 5). At 6 months., however, the cut-off
levels predicting responses at 9 and 12 months, were higher in
group 2 (Table 6).

Discussion

The results of our study provide the following clinically
relevant information. First, consistent with the previous data
(Beck et al., 2011; Hofstra & Wetzels, 2012; Hoxha et al.,
2014, Segarra-Medrano et al., 2014) the results indicate that
in patients with IMN treated with either cyclophosphamide or
with tacrolimus associated with rituximab, the anti-PLA2R
antibody titer dynamics after treatment initiation preceded
nephrotic syndrome remission and correlated with the treat-
ment response. In both treatment groups, the relative
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Figure 3. (A and B) Time to a 50% decline in anti-PLA2R antibody titer and/or proteinuria in both treatment groups. In both treatment groups, the
relative reduction in antibody titers preceded the reduction in proteinuria and was statistically significant from the third month (p: 0.033 group 1 and
p: 0.028 group 2). The differences in the relative reduction in antibody titers between the two groups during the first three months were not significant.
The reduction in antibody titers between the third and sixth months was significandy higher among patients in group 2 than those in group 1
(—52+7.8% versus —35 +B.6%; p=0.021). Differences in antibody titers between the two groups were statistically significant from month 6
(p<<0.001), and remained so at 9 (p: 0.016) and 12 months (p: 0.034). For the purpose of graphical representation and to unify the measurement scales,
the proteinuria values are represented as mg/24 h. Error bars represent the means + SD.

Table 3. Value of the absolute anti-PLA2R antibody reduction at
3 months for predicting remission at 6, 9 and 12 months in patients
treated with cyclophosphamide and steroids (group 1) and in patients
treated with tacrolimus and rituximab (group 2).

Table 5. Value of the relative anti-PLA2R antibody reduction at 3
months for predicting remission at 6, 9 and 12 months in patients treated
with cyclophosphamide and steroids (group 1) and in patients treated
with tacrolimus and rituximab (group 2).

Absolute
reduction at
3 months Sens Esp
Time of remission RU/ml % % AUC P
Cyclophsophamide + Steroids
6 months 37 66 41 0624011 0.13
9 months 40 68 4 063+0.12 021
12 months 42 55 43 051+013 049
Tacrolimus + Rituximab
6 months 36 59 43 060+0.13 0.6
9 months 38 58 56 0.56+0.17 0.19
12 months 35 56 49 051015 023

Table 4. Value of the absolute anti-PLA2R antibody reduction at 6
months for predicting remission at 9 and 12 months in patients treated
with cyclophosphamide and steroids (group 1) and in patients treated
with tacrolimus and rituximab (group 2).

Relative
reduction Sens  Esp
Time of remission  at 3 months % % AUC p
Cycplophosphamide + Steroids
6 months 44% 87 93 0914013 0.000
9 months 38% 88 82 093+012 0.000
12 months 37% 58 69 0681016 0031
Tacrolimus + Rituximab
6 months 48% 85 92 0590+0.08 0.000
9 months 40% 89 88  0.88+0.09 0.000
12 months 30% 56 69 0.67+0.12 0.003

Table 6. Value of the relative anti-PLA2R antibody reduction at 6
months for predicting remission at 9 and 12 months in patients treated
with cyclophosphamide and steroids (group 1) and in patients treated
with tacrolimus and rituximab (group 2).

Absolute
reduction at
6 months Sens  Esp
Time of remission RU/ml % % AUC P
Cyclophsophamide + Steroids
9 months 136 79 80 0.79+002 0.005
12 months 138 76 82 0.80+0.03 0.006
Tacrolimus + Rituximab
9 months 179 83 78  0.83+001 0.002
12 months 178 84 80 0.85+001 0.001

reduction in antibody titers had higher predictive values for
remission than the absolute reduction at both 3 and 6 months.
According to these data, the relative reduction of antibody
titers at 3 and 6 months could provide an objective criterion to
decide whether it is advisable to prolong or change the type of

Relative
reduction  Sens Esp
Time of remission at 6 months % % AUC P
Cycplophosphamide and steroids
9 months 48% 94 93 0961015 <0.001
12 months 45% 89 95 094%0.13 <0.001
Tacrolimus + Rituximab
9 months 66.7% 97 98 0951003 <0.001
12 months 523% 99 98  098+0.06 <0.001

immunosuppressant during follow-up. Because the available
evidence indicates that the treatment response in patients with
IMN progressively increases over time (Cattran et al., 2001;
Donadio et al., 1974; Jha et al., 2007; Ponticelli et al., 1998;
Praga et al., 2007; van den Brand et al., 2014) these data
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may be of particular interest for patients with late responses.
In patients treated with cyclophosphamide a relative reduction
in antibody titers >38% at three months was highly predictive
of response at 6 months and a relative reduction >44% at
6 months was highly predictive of response at 9 and 12
months. In the group of patients treated with tacrolimus and
rituximab, the ROC curves also identified threshold values for
the relative reduction in antibody titers at 6 months with high
sensitivity and specificity for predicting remission at 9 and
12 months. These data could be helpful as a treatment guide
regardless the type of treatment prescribed but may be of
particular interest for patients treated with cyclophosphamide
in order to avoid toxic cumulative doses.

It should be considered that this is a non-randomized study.
So the results may be subjected to the effect of confounding
unmeasured variables. Our data should be interpreted as a
proof of concept that monitoring antibody titers can help
decision making. The threshold levels described in our study
cannot be considered transferable to any cohort of patients
with IMN, as our data have not been externally validated by
other groups with different conditions, definition criteria,
treatment protocols and standardized measurement methods.
Defining the decision thresholds broadly applicable to
patients with membranous nephropathy would require multi-
center studies including sufficient number of patients treated
with similar immunosuppressive approaches. In our patients,
we did not find a relationship between antibody titers prior to
treatment and clinical responses. These data are in concord-
ance with those reported by Bech et al. (2014) but differ from
those published by Hoxha et al. (2014). The differences in the
relationship between baseline levels of anti-PLA2R and
remission among these studies may be explained by the
method of measurement and by the distribution of anti-
PLA2R antibody levels prior to treatment in each treatment
group. Bech et al. (2014) measured the anti-PLA2R levels
using an in-home validated ELISA that provided results in
units not comparable to the method used in our study. Hoxha
et al. (2014) used the same method of measurement that we
used in our study but they included patients with lower
median and higher ranges of baseline PLA2R antibody titers
relative to those of the patients in our cohort. For these range
of values, they demonstrated that the baseline antibody titers
were the only independent predictor of remission. In our
study, the median of baseline antibody titers was higher and
the distribution of antibody titers more homogeneous than
that reported by Hoxha et al. (2014). Since studies by Hoxha
et al. (2011) and Kanigicherla et al. (2013) have found a
significant correlation between the titers of anti-PLA2R
antibodies and disease activity, the degree of activity of our
cohort of patients, cannot be compared with that of patients
described in their studies. Moreover, it should be noted that
the Cox regression analysis of Hoxha et al. (2014), was
performed including all patients, both treated and not treated
with immunosuppressive therapy. Since patients with lower
levels of antibodies are more prone to achieve a spontaneous
remission (Hoxha et al., 2011), the predictive value of the
baseline antibody titers described by Hoxha et al. (2014)
could have been different if analyzed only in patients
receiving immunosuppressive therapy, as is the case in our
study.

Biomarkers, 2015; 20(1): 77-83

The second point of interest of our study is the evidence
that. at equal antibody titers and baseline clinical character-
istics, the antibody titer evolution differed depending on the
type of immunosuppressive therapy indicated. The relative
antibody titer reduction at 12 months was significantly greater
in patients treated with tacrolimus and rituximab, relative to
that of patients treated with cyclophosphamide. The dynamics
of antibody titers in the patients treated with cyclophospha-
mide was quite similar to that observed previously in patients
treated with tacrolimus monotherapy (Segarra-Medrano
et al., 2014) The differences between patients treated with
tacrolimus associated with rituximab and the other two
groups, were evident in the two months following rituximab
administration, which was also the period corresponding to
the measurements performed between the third and sixth
months after treatment starting. During this period. despite
exhibiting similar values at the end of the third month,
patients who received tacrolimus and rituximab had a
significantly greater antibody titer reduction than did patients
treated with cyclophosphamide. The practical consequence
derived from these differences is that the threshold of the
relative reduction in antibody titers at 6 months predicting
responses, should be individually defined for each treatment
group. The dynamics of the antibody titers observed in the
two groups of patients included in this study indicates that
after the start of the treatment, the decrease in antibody titers
tends to be gradual. These data are concordant with those
previously described with rituximab (Beck et al., 2011) and
tacrolimus monotherapy (Caro et al., 2014; Segarra-Medrano
et al., 2014) but differ from those recently published by
Hoxha et al. (2014) and Bech et al. (2014), who found a
faster reduction in the titer of antibodies within the first three
months and no differences in the evolution of antibody titers
related to the type of treatment. These differences in the
evolution of antibody titers within the first three months,
could again be explained by the different distribution of
baseline levels of antibodies in each cohort of patients.

In conclusion, our data indicate that in patients with IMN
treated with the two treatment regimens analyzed in this
study, the anti-PLA2R antibody titer slope reduction
associated significantly with the time to remission.
Furthermore, in both groups of patients, the relative anti-
PLA2R antibody titer reduction at 3 months was highly
sensitive and specific for predicting the responses at 6 and 9
months but not at 12 months, whereas the relative antibody
titer reduction at 6 months was highly sensitive and specific
for predicting the responses at 9 and 12 months. The
differences in the dynamic changes of antibody titers after
treatment were correlated with the differences in the clinical
outcomes observed between both treatment groups. Relative
to cyclophosphamide, the combination of tacrolimus and
rituximab was associated with a greater and more rapid
antibody titer reduction. The threshold values of the relative
reduction in antibody titers at 6 months that predict
responses at 9 and 12 months needs to be individualized
according to the type of treatment prescribed. This is,
however. not a randomized study. So the results may be
subjected to the effect of confounding unmeasured variables.
Defining the decision thresholds broadly applicable to
patients with membranous nephropathy would require
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multicenter studies including sufficient number of patients
treated with similar immunosuppressive approaches.
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7) DISCUSION

7.1) Niveles séricos de suPAR y glomeruloesclerosis focal y segmentaria
7.1.1) Articulo 1: Valor diagndstico de los nieveles séricos del receptor
soluble de la urokinasa en adultos con sindrome nefrético idiopatico
[publicado en Nefrologia 2014; 34(1): 46-52].

Se trata de un estudio observacional de corte transversal donde se estudia
una muestra de 60 adultos con sindrome nefrético puro, en los que se realizé un
estudio protocolizado que descartase condiciones o etiologias secundarias, con
diagnodstico confirmado histopatolégicamente de GFS, NM y ECM, en fase activa
de la enfermedad glomerular y sin hallarse bajo tratamiento inmunosupresor,
IECAS o ARA-Il en el momento del estudio. Los pacientes fueron agrupados en
funciéon de la enfermedad glomerular. De esta manera la muestra estuvo
constituida por 20 (32,2%) pacientes con GFS, 24 (40,7%) con NM y 16 (27,1%)
con ECM. Se registraron las variables clinico-demograficas y se hicieron
mediciones de la albumina sérica, proteinuria (expresada en gr/24h), perfil lipidico,
creatinina sérica (método IDMS-trazable, Hitachi Modular P-800 Roche
Diagnostics, Alemania). El filtrado glomerular estimado (eGR) se estim6 mediante
la féormula CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) (175).
Se hizo medicién de los titulos séricos de suPAR a través de un procedimiento de
ELISA (Human uPAR Quantikine® ELISA kit; R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA; variabilidad intra-ensayo: 4.1%-7.5%; variabilidad inter-ensayo: 5.1%-5.9%),
expresados en pg/ml (147). Las variables cuantitativas se expresaron como media
+ desviacion standard. Las variables cualitativas se expresaron en proporciones y
porcentajes. La significancia estadistica entre variables cualitativas y cuantitivas
se determiné mediante la prueba t de Student y el analisis de la varianza con la
correccion de Bonferroni; entre variables categoricas mediante la prueba Chi? y
entre variables cuantitativas a través del coeficiente de correlacion de Pearson. La
relacion entre los titulos de suPAR, ordenados en tertiles, con el resto de
variables clinico-demograficas se hizo mediante el andlisis de la varianza (Anova).
Se analizé la sensibilidad y especificidad de los niveles de suPAR para identificar

un patron de lesion glomerular especifico mediante curvas ROC. Se utilizd un
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intérvalo de confiabilidad (IC) del 95%, se considero toda diferencia significativa a
valores de p < 0,05.

Como resultados de estos analisis, los pacientes con ECM presentaron
significativamente menor edad y menor hipoalbuminemia. Los pacientes con GFS
registraron menores cifras de eGFR. Los titulos de suPAR fueron
significativamente menores en los pacientes con ECM en comparacion con
aquellos afectos de GFS (2668.5 + 625.8 vs. 39389 + 849 pg/ ml,
respectivamente, p< 0.001), no se observaron diferencias significativas en los
niveles de suPAR entre los pacientes con NM y GFS, y entre los pacientes con
ECM y NM. Los titulos de suPAR se correlacionaron significativa y positivamente
con la edad y la creatinina sérica, y negativamente con eGFR. En el analisis de la
varianza tras ajustar por edad y eGFR, los titulos de suPAR se asociaron
independientemente con el tipo de enfermedad glomerular. A través del analisis
de las curvas ROC, se encontré6 que un valor de suPAR de 3452 pg/ml
presentaba una sensibilidad 73,7% y una especificidad del 72,5% para discriminar
GFS en la muestra estudiada. Analizando unicamente aquellos pacientes con
GFS y ECM, un valor de suPAR de 3442,5 pg/ml discriminaba
glomeruloesclerosis focal y segmentaria con una sensibilidad de 70% y una
especificidad del 87,5% (IC 95%). La variabilidad intra-individual de la medicién
del los niveles de suPAR fue igual o inferior a 11%.

Estos resultados sugieren que los titulos de suPAR se relacionan con la
edad y el filtrado glomerular. De la misma manera podrian tener relacién con el
tipo de patrén de lesion glomerular en aquellos pacientes con sindrome nefrético
puro. Sin embargo dicha relacié no parece ser lo suficientemente fuerte como
para poder discriminar en forma adecuada GFS entre los tres patrones de lesion
estudiados, particularmente por un marcado solapamiento de los titulos de suPAR
que presentaban los pacientes con NM con aquellos afectos de ECM y GFS.
Excluyendo este primer grupo, considerando las diferencias prondsticas y
terapéuticas entre la ECM y la GFS, se analizaron los valores de suPAR para
poder discriminar entre ambas enfermedades glomerulares, el rendimiento
diagnéstico de los mismos no fué sélido, debido a un numero considerable de
pacientes con GFS con titulos bajos de suPAR, a pesar de haber identificado un

punto de corte de niveles de suPAR que permitian diagnosticar con una alta
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especificiadad GFS (99%, 3531 pg/ml) pero a expensas se una sensibilidad muy
baja, siendo clinicamente poco practico. Estos resultados difieren de los
originalmente publicados por Wei et al (147) que habian encontrado como punto
de corte de suPAR de 3000 pg/ml para discriminar GFS entre otros patrones de
lesion glomerular. Sin embargo, se hallan en concordancia en lineas geneales con
estudios publicados posteriormente donde no se observd una relacion
clinicamente significativa entre los titulos de suPAR y la glomerulopatia de base
(176-178).

En conclusion, la medicion de los niveles séricos de suPAR an adultos con
sindrome nefrotico idiopatico carece del suficiente rendimiento diagnético para

poder discriminar entre el patron de lesion glomerular asociado.

7.1.2) Articulo 2: Valor de los niveles séricos del receptor soluble de la
urokinasa en el diagnéstico diferencial entre la glomeruloesclerosis focal y
segmentaria idiopatica y secundaria [publicado en Nefrologia 2014; 34(1):
53-61].

Se trata de una estudio observacional de corte transversal realizado con
lineamientos metodoldgicos parecidos al estudio anterior, pero orientado a el
analisis de los titulos de suPAR como discriminador entre las formas idiopaticas y
secundarias de GFS. Se estudi6 una muestra de 83 pacientes adultos con
diagndstico histoldgico confirmado de GFS. Los casos de GFS idiopaticos fueron
clasificados como tales tras un estudio protocolizado que descartase condiciones
o etiologias secundarias, asi como mutaciones del gen NPHS2 en pacientes
menores de 30 afnos. Se registraron las variables clinico-demograficas, asi como
las determinaciones de perfil lipidico, creatinina sérica, proteinuria, eGFR y
niveles séricos de suPAR, siguiendo la misma metodologia empleada en el
estudio previamente descrito. Adicionalmente al analisis con curvas ROC para
evaluar la sensibilidad y especificiadad de los niveles de suPAR para diagnosticar
GFS idiopatica, se realizé6 una modelo de regresion logistica donde se evaluaron
las variables asociadas con la presencia de este diagnéstico.

Treinta y cinco pacientes (42,2%) presentaban GFS idiopatica y 48 (57,8%)
GFS secundaria. De los 35 pacientes con GFS idiopatica, 20 presentaban
sindrome nefrético y se hallan en fase activa de la enfermedad, 15 no se hallaban
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en fase activa de la misma y habian o recibian tratamiento inmunosupresor
(esteroides, anticalcineurinicos o micofenolato de mofetilo). Entre los 48 pacientes
con GFS secundaria, 6 casos se debieron a obesidad mérbida, 12 por nefropatia
por reflujo cronico, 11 por condiciones que cursaban con reduccién del
parénquima renal, 4 por uso prolongado de AINES y otros farmacos, y 15 casos
asociados a arteriolo-nefroangioesclerdsis. No se oservaron diferencias en cuanto
a la edad, creatinina y eGFR entre los tres grupos estudiados (GFS idiopatica
activa, GFS idiopatica no activa y GFS secundaria). Los niveles de suPAR fueron
significativamente mas altos en los pacientes con GFS idiopatica en comparacion
con aquellos afectos de formas secundarias (4088 + 1019,3 vs 2996,9 + 899,6 pg
ml, p < 0,001). No se observaron diferencias entre las formas activas con aquellas
en remision de la GFS primaria. La variabilidad intra-individual fué menor o igual a
11%. Al igual que en el estudio anterior, los niveles de suPAR se correlacionaron
positivamente con la edad y negativamente con el eGFR. En el analisis
multivariado, al ajustar por dichas variables, el diagnéstico de GFS idiopatica era
un predictor independiente de la variabilidad observada en los niveles de suPAR.
No se observo relacion entre los niveles de suPAR con el subtipo histolégico de
GFS ni con la etiologia en los casos secundarios. Incluyendo la totalidad de la
muestra, niveles de suPAR de 3336,9 pg/ml discriminaban GFS idiopatica de
secundaria con una sensibilidad del 85% y una especificidad del 71%. En el
modelo de regresion logistica donde se incluyeron las variables edad, presencia
de sindrome nefrético, eGFR y niveles de suPAR, el diagnéstico de GFS
idiopatica se asocio en forma independiente a la presencia de sindrome nefrético
y niveles elevados de suPAR. Dicho modelo logistico al ajustarse por las variables
edad y eGFR presentaba una capacidad predictiva mayor que cuando no se
hacian los ajustes (AUC: 0.81 + 0.068 vs.0.74 £ 0.134; p = 0.034). Sin embargo, el
modelo no se ajustaba adecuadamente para todas las categorias de riesgo,
presentando la tendencia a clasificar casos en las categorias de bajo riesgo de
GFS secundaria como casos idiopaticos.

Los resultados anteriormente expuestos, indican, al igual que en el estudio
anterior, que las relaciones entre los titulos de suPAR con la edad y el eGFR,
variables por las que se hace necesario ajustar a la hora de poder interpretarlos

en un hipotético ambito clinico.De la misma forma los niveles de suPAR no tienen
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correlacion con la proteinuria y adicionalmente no guardan relacidén con el subtipo
histologico. Al igual que estudios previos (147), los pacientes con GFS idiopatica
registraron valores de suPAR medios significativamente mas altos. No obstante,
en otros estudios no se ha observado tal comportamiento (178), posiblemente por
falta de estandarizacion del procedimiento de medicidn, variaciones étnicas y
diferencias en la clasificacion de las formas secundarias y primarias. En
concordancia con estos ultimos, se observd que un considerable numero de
pacientes con GFS idiopatica presentd valores de suPAR relativamente bajos, lo
cual implicé solapamiento y condicion6 la capacidad discriminativa de los mismos
para diferenciar formas idiopaticas de secundarias. A pesar de que se trata de un
estudio de corte transversal y por lo tanto no se cuentan con mediciones de
suPAR en un mismo paciente en el tiempo, no se observaron diferencias entre
grupos de pacientes en estadios de actividad diferentes de la glomerulopatia, lo
cual podria plantear que los niveles de suPAR no se asocian al status clinico de la
enfermedad, sin embargo, no pueden hacerse afirmaciones categéricas.

En conclusion los valores de suPAR nuevamente se relacionan con la
edad, el eGFR, no guardan asociacion con el subtipo histolégico de GFS, ni con la
etiologia en los casos secundarios. Debido al solapamiento de los niveles de
suPAR entre pacientes afectos de formas diferentes de GFS, la medicién de los
mismos no es clinicamente practica en lineas generales, a la hora de diferenciar

formas de GFS primarias de las secundarias.

7.2) Anticuerpos contral el receptor de la fosfolipasa A2 y nefropatia
membranosa

7.2.1) Articulo 3: Prevalencia, valor diagnéstico y caracteristicas clinicas
asociadas a la presencia de niveles circulantes y depédsitos renales de
anticuerpos contra el receptor tipo M de la fosfolipasa A2 en nefropatia
membranosa idiopatica [publicado en Nefrologia 2014; 34(3): 353-9].

Se trata de un estudio observacional de corte transversal, donde se estudia
una muestra de 64 pacientes adultos afectos de sindrome nefrético, con
diagnodstico confirmado de NM por histopatologia. Cuarenta y siete pacientes
presentaban NM idiopatica y 17 NM secundaria. Tras un estudio protocolizado, en

los enfermos en los que no se identificd una etiologia o condicion responsable
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fueron clasificados como NM idiopatica, y los pacientes en los que se identificaron
dichas condicidénes fueron clasificados como afectos de formas secundarias (uno
con adenocarcinoma de colon, uno con adenocarcinoma renal de ceélulas claras,
tres casos de NM asociada a tiroiditis autoinmune, ocho con nefropatia Iupica tipo
V, dos con enfermedad mixta del tejido conectivo y dos secundaria a tratamiento
con AINES). En el momento del diagndstico, se realizaron mediciones séricas de
colesterol total, creatinina, albumina, proteinuria de 24 horas, filtrado glomerular
estimado mediante la formula CKD-EPI (175), niveles de ac anti-PLA2R por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Anti-Phospholipase A2 receptor |IIFT,;
Euroimmun AG, Lubeck, Alemania) (113) y por ELISA (Euroimmun, Llbeck,
Alemania; linealidad: 6-1500 RU/ml; limite inferior de deteccion 0,6 RU/ml). Se
determiné la presencia de depdsitos glomerulares de acs anti-PLA2R en muestras
de tejido renal mediante inmunohistoquimica (IHQ), usando anticuerpos anti-
PLA2R HPA012657 Sigma-Aldrich Co.LLC. Los resultados se expresaron como
media y desviacion standard para variables de distribucién normal o la mediana y
cuartiles para las de distribucion no normal. Las diferencias entre medias de
grupos se analizan mediante la prueba t de Student para datos independientes o
la prueba U de Mann Whitney. Las diferencias en proporciones se analizan
mediante la prueba de Chi? o el test exacto de Fisher. Se calculé la sensibilidad y
especificidad de la determinaciéon de anti- PLA2R por IFl y de la presencia de
depositos renales de acs anti-PLA2R para el diagndstico de NM idiopatica.
Asimismo, mediante curvas ROC, se determind el titulo de ac anti-PLA2R medido
por ELISA con mayor sensibilidad y especificidad para identificar a los pacientes
con depdsitos renales de acs anti-PLA2R. Una vez determinado, se calculd la
sensibilidad y la especificidad de dicho valor para el diagnéstico de la NM
idiopatica. Se considero toda diferencia estadisticamente significativa a valores de
p <0,05.

Los resultados obtenidos mostraron que en la muestra estudiada, no se
observaron diferencias significativas en cuanto al sexo, edad, colesterol total,
proteinuria, albumina sérica y filtrado glomerular, entre los enfermos con NM
idiopatica y secundaria. La prevalencia de depdsitos renales de acs anti-PLA2R
por IHQ fue del 76,6 % en los enfermos con NM idiopatica, versus 5,8 % en los
enfermos con NM secundaria (p: 0,0001). La IFI tuvo una sensibilidad del 94,4 %
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y una especificidad del 100 % para la identificacién de los enfermos con depdsitos
renales, y una sensibilidad del 74,4 % y una especificidad del 94,1 % para la
identificacion de los enfermos con NM idiopatica. Por ELISA, la mediana del titulo
de acs en el momento del diagndstico fué de 42,41 RU/ml (P25-75: 17-90 RU/ml)
en los enfermos con NM idiopatica y 12 RU/ml (P25-75: 0-13,4 RU/ml) en los
enfermos con NM secundaria (p: 0,0026). Los enfermos con NM idiopatica y
evidencia de depdsitos renales de acs anti-PLA2R presentaron un titulo de
anticuerpos significativamente superior al de los enfermos con NM idiopatica sin
depdsitos inmunes en la biopsia [43,8 RU/mI (P25-75: 16-100 RU/ml) frente a 1,23
RU/ml (P25-75: 0-3,8 RU/ml), p: 0,00014]. Mediante curvas ROC, se aprecio que
por ELISA, un titulo de acs anti-PLA2R > 15 RU/ml fué el valor con mayor
sensibilidad (94,5 %) y especificidad (100 %) para la identificacion de los
enfermos con depdsitos renales de acs anti-PLA2R, por lo que se tomo este valor
como punto de corte para considerar un resultado de ELISA como positivo.
Aplicando dicho criterio a la muestra estudiada, el ELISA tuvo una sensibilidad del
74,4 % y una especificidad del 94,2 % para el diagndstico de NM idiopatica. Los
pacientes con NM idiopatica y acs anti-PLA2R positivo presentaron cifras de
proteinuria significativamente mayores [13,25 (P25-P75: 9,05-15,87) frente a 9,43
(P25-P75: 6,30-15) g/dia, p: 0,018], pero no se observaron diferencias
significativas en ninguna de las demas variables estudiadas.

Estos resultados muestran que la deteccion de anticuerpos anti-PLAZR,
mediante las técnicas mencionadas, presenta gran especificidad para la deteccion
de NM idiopatica. La sensibilidad de las técnicas de deteccion de acs circulantes
(ELISA e IFI) para la identificacion de los enfermos en los que hay evidencia de
depositos renales de dichos anticuerpos, tienen resultados similares. Todos los
enfermos con niveles de acs circulantes detectables por una u otra técnica
presentaron depdsitos renales de acs anti-PLA2R. Sin embargo, fué posible
demostrar la presencia de depdsitos renales de acs anti-PLA2R en ausencia de
niveles circulantes detectables. Este hallazgo coincide con datos previamente
descritos por otros grupos (115, 179) y podria explicarse por una ausencia de
paralelismo entre la evolucion de los titulos de ac circulantes y la de los depdsitos
renales de anti-PLA2R.
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En resumen, estos datos indican que tras el diagnostico de NM por biopsia
renal, la tincion por IHQ es la técnica preferible para la localizacién de los casos
que se asocian a presencia de ac anti-PLA2R. Las técnicas de IFl y de ELISA
permiten la deteccidn de acs circulantes anti-PLA2R en la mayor parte de los
enfermos con depdsitos renales, por lo que, como sugieren algunos autores (180),
podria considerarse su utilizacion como screening no invasivo en enfermos con
sindrome nefrético. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que, aunque con
escasa frecuencia, pueden dar lugar a resultados falsamente negativos. Cuando
se utilizan para la clasificacion de los pacientes en formas idiopaticas y
secundarias, ambas técnicas dan lugar a resultados comparables. Las técnicas de
ELISA tienen el valor adicional de permitir la cuantificacion de los titulos de acs de

una manera sencilla.

7.2.2) Articulo 4: Evolucion del titulo de anticuerpos contra el receptor tipo
M de la fosfolipasa A2 y la respuesta clinica en pacientes con nefropatia
membranosa idiopatica tratados con tacrélimus [publicado en Nefrologia
2014; 34(4):491-71].

Se trata de un estudio observacional longitudinal, donde se estudia una
muestra de 36 pacientes adultos con diagndstico confirmado de NM idiopatica y
positividad para acs anti-PLA2R determinados mediante ELISA (Euroimmun,
Libeck, Alemania; linealidad: 6-1500 RU/mlI; limite inferior de deteccién 0,6
RU/ml), con criterios de tratamiento inmunosupresor por persistencia del sindrome
nefrotico tras 6 meses de tratamiento sintomatico con bloqueantes de
angiotensina Il, estatinas, diuréticos y dieta hiposddica, de acuerdo con las guias
de tratamiento al respecto (181 - 183); funcidon renal normal, definida por un valor
de CKD-EPI > 60 ml/min/1,73 m2. Los pacientes recibieron seguimiento durante
12 meses. Recibieron tratamiento con tacrolimus en monoterapia en una dosis
inicial de 0,06 mg/kg/dia, que se ajustd posteriormente para mantener niveles
diana a las 12 horas de 7 - 9 ng/ml. Ningun paciente habia recibido previamente
terapia inmunosupresora. El tratamiento con tacrolimus se mantuvo durante tres
meses tras la evidencia de remision o un maximo de 12 meses en los casos en
los que al final de este periodo no entraron en remision. Tras evidencia de

remision total o parcial, la dosis de tacrolimus se redujo a razén de un 30 % cada
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mes hasta la supresion total o la presencia de recidiva. Todos los enfermos fueron
controlados con frecuencia mensual hasta la evidencia de remision, y en caso de
remision, cada 2-3 meses hasta la supresion del tratamiento, evidencia de
recidiva o ausencia de respuesta a los 12 meses. En todos los enfermos incluidos
se dispuso de muestras de suero extraidas antes y tras el inicio del tratamiento,
con frecuencia trimestral hasta finalizar el primer afio de evolucion, incluyendo
mediciones de titulos de acs anti-PLA2R por ELISA. Como variables de
resultado, se considerd la probabilidad de obtener remision total o parcial en el
transcurso de los 12 meses siguientes al inicio del tratamiento, el tiempo entre el
inicio de este y la evidencia de remision, la evolucién del titulo de anticuerpos a lo
largo del periodo de observacion y el porcentaje de enfermos que presentaron
negativizacion del titulo de anticuerpos al final del periodo de observacion de 12
meses. Los resultados se expresan como media y desviacion tipica para las
variables de distribucion normal o como mediana y cuartiles para las de
distribucidon no normal. Las diferencias en proporciones se analizaron mediante la
prueba de Chi* o el test exacto de Fisher. Las diferencias entre variables
categéricas y cuantitativas se analizaron mediante la prueba t de Student o el test
de Wilcoxon. El analisis de la evolucion del titulo de anticuerpos a lo largo del
tiempo se realizé mediante analisis de la varianza para medidas repetidas. Para
examinar el valor predictivo de la reduccion en el titulo de anticuerpos sobre la
respuesta, se calculd la reduccion absoluta y relativa del titulo de anticuerpos a
los 3 y 6 meses, en relacién con el valor basal, asi como la pendiente de
reduccion en el titulo de anticuerpos durante el periodo de seguimiento,
expresandola en RU/ml/mes. Se realizé un analisis univariado para identificar las
variables asociadas a la probabilidad de remision a lo largo del periodo de
observacion de 12 meses mediante el método de Kaplan-Meier, utilizando la
prueba de log-rank para comparar entre grupos. La relacion entre la pendiente de
reducciéon en el titulo de anticuerpos y el tiempo hasta evidencia de remision se
llevé a cabo mediante regresion lineal simple. Mediante curvas ROC, se analizo el
valor de reduccion del titulo de anticuerpos anti-PLA2R a los 3 y 6 meses con
mayor sensibilidad y especificidad para identificar a los pacientes en remisién a
los 3, 6, 9 y 12 meses. Se considero toda diferencia significativa a valores de p <
0,05, se utilizé un IC del 95%.
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Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas a nivel
basal en ninguna de las variables analizadas entre aquellos pacientes que
respondieron y los que no. En el transcurso de los 12 meses de seguimiento, la
probabilidad de remision aumenté de forma progresiva a lo largo del tiempo, con
una probabilidad de remision del 40 % a los 6 meses, del 60 % a los 9 meses y
del 69,4 % a los 12 meses. Del total de los enfermos en remision, 9 (25 %)
presentaron remision total y 16 (75 %) remisién parcial. La mediana de tiempo
entre el inicio del tratamiento y la evidencia de remision fue de 8,5 meses. El
porcentaje de enfermos que se hallaban en remision total o parcial sin tratamiento
con tacrolimus a los 12 meses fue del 28 %. La dosis media de tacrolimus fue de
0,05 + 0,017 mg/kg/ dia y los niveles medios 7,9 £ 1,9 ng/ml, sin diferencias signi-
ficativas entre los que respondieron y los que no. La reduccién relativa en el titulo
de anticuerpos precedio a la disminucién en la proteinuria y fue estadisticamente
significativa a partir del tercer mes en los pacientes que presentaron remision.
Esto no se observo en el caso de los pacientes sin remision. Mediante analisis de
regresion simple, se aprecié una relacién estadisticamente significativa entre el
ritmo de reduccién en el titulo de anticuerpos y el tiempo hasta remision. La
reduccion relativa en el titulo de anticuerpos a los 3 meses tiene una elevada
sensibilidad y especificidad para predecir la respuesta a los 6 y 9 meses, pero no
a los 12 meses, mientras que la reduccion relativa en el titulo de anticuerpos a los
6 meses tiene una elevada sensibilidad y especificidad para predecir la respuesta
alos 9y 12 meses.

Los resultados del presente estudio aportan varios aspectos de interés
clinico. De forma similar a los datos descritos tras tratamiento con rituximab (114,
184), indican que en enfermos tratados con tacrolimus la reduccion en el titulo de
anticuerpos anti-PLAZ2R tras el inicio del tratamiento precede a la remision de la
proteinuria y se relaciona con la respuestaclinica. La evidencia de una reduccion
progresiva en el titulo de anticuerpos tuvo un alto valor predictivo de remision,
mientras que la persistencia de titulos elevados se asocié a persistencia de
sindrome nefrético, con diferencias estadisticamente significativas en el titulo de
anticuerpos entre enfermos con y sin respuesta, que fueron evidentes a partir del
tercer mes y se mantuvieron a lo largo de todo el periodo de observacion.

Ademas, en los enfermos que respondieron, el ritmo de descenso en el nivel de
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anticuerpos se asocio con la rapidez de la respuesta clinica. Ambos datos indican
que la monitorizacién del titulo de anticuerpos anti-PLA2R tras el inicio del
tratamiento posee utilidad en la practica clinica y puede tener dos implicaciones
practicas. La primera, es que el ritmo de reduccion en el titulo de anticuerpos tras
el inicio del tratamiento puede ser utilizado como estimador del tiempo de
respuesta. La segunda es que la reduccion relativa en el titulo de anticuerpos a
los 3 y 6 meses puede servir de guia para predecir la probabilidad de respuesta.
Dado que la evidencia disponible indica que la respuesta al tratamiento con
tacrolimus aumenta progresivamente con el tiempo de exposicion al farmaco
(185) y que ninguna de las caracteristicas clinicas o bioquimicas basales permiten
predecir la probabilidad de respuesta al tratamiento, en los enfermos que
presentan respuestas tardias un valor en la reduccion relativa en el titulo de
anticuerpos igual o superior al 50 % a los 6 meses puede ser un criterio util para
tomar la decisibn de mantener la terapia inmunosupresora, mientras que la
persistencia de reducciones menores a esta cifra a los 6 y 9 meses debe sugerir
una alta probabilidad de resistencia al tratamiento.

En conclusion, en pacientes con NM idiopatica la pendiente de reduccién
en el titulo de anticuerpos anti-PLA2R se asocia significativamente con el tiempo
hasta la evidencia de remision. Ademas, la reduccién relativa en el titulo de
anticuerpos anti-PLA2R a los 3 meses tiene una elevada sensibilidad y
especificidad para predecir la respuesta a los 6 y 9 meses, pero no a los 12
meses, mientras que la reduccidn relativa en el titulo de anticuerpos a los 6
meses tiene una elevada sensibilidad y especificidad para predecir la respuesta a

los 9y 12 meses.

7.2.3) Articulo 5: Valor pronédstico de la dinamica de los titulos de
anticuerpos contra el receptor tipo M de la fosfolipasa A2 en pacientes con
nefropatia membranosa idiopatica tratados con dos regimenes diferentes de
inmunosupresion [publicado en Biomarkers. 2015. Feb 18; 20(1): 77-83].

Se trata de un estudio observacional longitudinal, en lineas generales
realizado bajo los mismos lineamientos metodolégicos empleados en el estudio
anterior. Se estudia una muestra de 79 adultos con diagndstico confirmado de NM

idiopatica, que reunen las mismas condiciones que los pacientes incluidos en el
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estudio previamente descrito. La muestra de pacientes fue dividida en dos grupos
terapéuticos: Un grupo 1, constituido por 26 pacientes, que recibieron tratamiento
con ciclofosfamida y prednisona segun la pauta descrita por Ponticelli et al (186).
Un grupo 2, constituido por 53 pacientes quienes recibieron tratamiento
inmunosupresor inicial con tacrélimus segun la misma pauta descrita en el estudio
previo, pero a los que se adiciond a partir del 3er mes de haber iniciado tacrolimus
rituximab. Los primeros 23 pacientes de este grupo recibieron un total de 4 dosis
semanales de rituximab intravenoso de 374 mg/m? de superficie corporal, los
ultimos 30 pacientes en total dos dosis de 1 gr de dicho farmaco administrado en
intérvalos de 15 dias. Se recogieron muestras de suero de orina antes de iniciar
tratamiento inmunosupresor, asi como en los intérvalos de tiempo después de
haber iniciado tratamiento seguidos en el estudio previo (3 meses, 6 meses, 9
meses y 12 meses). Los pacientes recibieron seguimiento clinico segun el mismo
protocolo previamente descrito. Como varibles de desenlace o resultado se
consideraron, los cambios en el titulo de anticuerpos durante el periodo de
observacion, el porcentaje de pacientes que presentaron negativizacion del titulo
de anticuerpos anti-PLA2R (< 20 RU/ml) al final del periodo de observacion, la
probabilidad de presentar remision total o parcial durante los 12 meses de haber
iniciado tratamiento inmunosupresor, asi como el intérvalo de tiempo entre el inico
del mismo y la presencia de remision. El tratamiento estadistico de los datos fue
esencialmente el mismo que el empleado en el estudio anteriormente descrito. Al
igual que en el estudio anterior, en ambos grupos de tratamiento, no se
observaron diferencias significativas entre las clinico-demograficas basales y la
respuesta al tratamiento. Ambos grupos, mostraron cambios significativos en el
titulo de anticuerpos con el tiempo. En el grupo 1, la reduccion relativa del titulo
de anticuerpos fué -36 + 14,4 % en el tercer mes; -56,7 £ 15,5 % en el sexto mes,
-69,8 + 14% en el noveno mes y -74,7 = 14,2 % al décimo-segundo mes. En el
grupo 2 la reduccion relativa del titulo de anticuerpos fue de -39,4 + 18,3 % en el
tercer mes; -81,9 £ 13,1 % en sexto mes; -88 £ 11,9 % en el noveno mes y -96,2 +
4,5 % para el décimo-segundo mes. Los titulos de anticuerpos al sexto, noveno y
décimo-segundo meses fueron significativamente menores en los pacientes
tratados con tacrolimus + rituximab (grupo 2) que aquellos tratados con
ciclofosfamida (grupo 1) (p: 0,51 al tercer mes; p: 0,029 al sexto mes; p < 0,001 al
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noveno mes y p < 0,001 al décimo-segundo mes). A los 12 meses, el porcentaje
de pacientes en remision fue significativamente mayor en el grupo 2 (p: 0,04).
Entre los pacientes que alcanzaron remision, no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de de pacientes que presentaron remisién completa
(p: 0,104) entre ambos grupos. La incidencia de remision en el tiempo fue
significativamente mayor en el grupo 2 (hazard ratio: 1,78, 95% IC 1,06 — 3,07).
Se observd una relacion estadisticamente significativa entre la pendiente de
reduccion del titulo de anticuerpos y el logaritmo del tiempo a remision en los
pacientes que respondieron al tratamiento en ambos grupos (R% 0,69; p: 0,002 en
el grupo 1; y R% 0,84; p: 0,001 en el grupo 2). En ambos grupos, la reduccién
relativa del titulo de anticuerpos precedia a la reduccion de la proteinuria y fue
estadisticamente significativa desde el tercer mes. La reduccion en el titulo de
anticuerpos entre el tercer y sexto mes fue significativamente mayor entre los
pacientes del grupo 2 en comparacion con los del grupo 2 (-46,5+ 7,8 % vs -75 £
12,3 %, p: 0,0018). En ambos grupos, al sexto (p < 0,001), noveno (p: 0,016) y
décimo-segundo mes (p: 0,034) las diferencias en los titulos de anticuerpos se
mantuvieron estadisticamente significativas. La reduccion absoluta del titulo de
anticuerpos no permitia predecir con adecuada sensibilidad y especificidad
respuesta. Sin embargo, la reduccion relativa del titulo a los 3 meses fue
altamente sensible y especifica para predecir respuesta a los 6 y 9 meses, pero
no a los 12 meses. Por otra parte, la reduccion relativa al sexto mes predecia con
alta sensibilidad y especificidad respuesta a los 9y 12 meses.

Los resultados del presente estudio coinciden con los obtenidos en el
trabajo previamente descrito, asi como otros estudios previamente publicados
(114, 180, 187), en el hecho de que tras iniciar tratamiento inmunosupresor los
titulos de anticuerpos anti-PLA2R experimentan reduccion, preceden a la remision
del sindrome nefrético y se correlacionan con la respuesta terapéutica. La
reduccion relativa del titulo de anticuerpos a los 3 y 6 meses permite predecir en
forma aceptable la respuesta a los 9 y 12 meses, esto no se observé con la
reduccion absoluta de los mismos. Esto podria constituirse en un criterio objetivo
para decidir si es necesario prolongar o modificar el tratamiento en pacientes con
NM bajo seguimiento, lo que podria ser particularmente util en aquellos pacientes

que experimentan respuesta en forma tardia. Sin embargo, al tratarse de un
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estudio no aleatorizado, los resultados obtenidos, especificamente los puntos de
corte determinados, no pueden transferirse a otros estudios. Se requiere que
dichos resultados sean validados por estudios multicéntricos con mayores
muestras. En concordancia con un estudio previamente publicado (188) pero a
diferencia de los hallazgos encontrados por Hoxha et al (187), no se observé
relacion entre el titulo basal de anticuerpos con la respuesta. Estas diferencias
podrian explicarse por el método de medicién de los titulos de anti-PLA2R y la
distribucion basal de los mismos. Otro punto interesante del presente estudio es el
hallazgo de que a iguales caracteristicas clinicas basales y niveles de
anticuerpos, la evolucion del titulo de los mismos diferia segun el tratamiento
suministrado. La reduccion relativa de dichos titulos a los 12 meses de haber
iniciado terapia inmunosupresora fue significativamente mayor en los pacientes
tratados con tacrolimus y rituximab, que aquellos que recibieron ciclofosfamida.
Estas diferencias se hicieron particularmente patentes en los 2 meses posteriores
a la administracion del rituximab. De esta manera el punto de corte de reduccion
relatica del titulo de anticuerpos a los 6 meses de iniciado tratamiento debe
definirse individualmente segun el tratamiento suministrado. La reduccion del
titulo de anticuerpos después de iniciado tratamiento en los grupos incluidos en
este estudio tiende ser gradual. Esto es concordante con los resultados del
estudio de Beck et al en pacientes tratados con rituximab (114) y por Caro et al en
pacientes tratados con tacrolimus (189), pero difieren en relacién a otros estudios
donde la reduccién del titulo de anticuerpos se produce en los primeros 3 meses
de haber iniciado terapia y sin diferencias en cuanto al tipo de régimen
inmunosupresor (187, 188). Esto podria explicarse por diferencias en las
distribuciones basales del titulo de anticuerpos.

En conclusidn, al igual que el estudio anterior, el tratamiento inmunosupresor
en pacientes con NM idiopatica se asocia a reducciones en los titulos de
anticuerpos anti-PLA2R que se correlacionan con la respuesta terapéutica y
anteceden la respuesta clinica. La reduccion relativa del titulo de anticuerpos a los
3 meses predice respuesta a los 6 y 9 meses, la reduccién relativa del titulo de
anticuerpos a los 6 meses predice respuesta a los 9 y 12 meses. La reduccién del
titulo de anticuerpos es mayor y mas rapida en pacientes tratados con tacrélimus

y rituximab.
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8) CONCLUSIONES

Los estudios previamente resumidos han permitido validar asi como demostrar
la importancia que tiene la medicidn de biomarcadores no solo desde el punto de
vista diagndstico, sino también en los aspectos pronosticos y terapéuticos, en
pacientes afectos por enfermedades glomerulares. En el caso del presente
trabajo, los esfuerzos se han centrado en biomarcadores de potencial utilidad en
la glomesruloesclerosis segmentaria y focal y la nefropatia membranosa. Entre
estos se estudiaron los niveles séricos del receptor soluble de la urokinasa y la
GFS; y la presencia de anticuerpos contral en receptor tipo M de la fosfolipasa A2
en pacientes con nefropatia membranosa. En forma sumarial, y en funcién de los
objetivos planteados, estas son las conclusiones finales de los estudios realizados

y descritos anteriormente:

8.1) Objetivo especifico 3.2.1: los niveles séricos de suPAR entre pacientes
afectos de enfermedades glomerulares que cursan con sindrome nefrético
idiopatico se hallan mas elevados en aquellos casos de GFS en comparacion con
aquellos casos de ECM. Los titulos de dicha molécula se correlacionan

negativamente con el filtrado glomerular estimado y positivamente con la edad.

8.2) Objetivo especificos 3.2.2 y 3.2.3: se encontré un marcado solapamiento en
los valores de concentracion sérica de dicha molécula entre pacientes con GFS y
NM idiopaticas, asi como aquellos con GFS idiopatica y secundaria. El
rendimiento diagndstico de dicha prueba para diagnosticar GFS primaria, es
insuficiente, careciendo de adecuada sensibilidad y especificidad,
comprometiendo en ese sentido su utilidad clinica. Esto hallazgos, junto con los
resultados de estudios publicados al respecto y en un mismo periodo del tiempo,
ponen en duda de que el suPAR, al menos la variante molecular especifica

medida en los mismos, se asocie etiolégicamente a la GFS idiopatica.

8.3) Objetivo especifico 3.2.4: los titulos de suPAR, en los casos de GFS

secundarios no guardan relacion con la etiologia de los mismos.

8.4) Objetivo especifico 3.2.5: en concordancia con estudios realizados en
poblaciones europeas y norteamericanas, en el 70 % de los pacientes con
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nefropatia membranosa idiopatica existen dichos anticuerpos. EI 30 % de los
casos de NM anti-PLA2R negativos, la identidad de los anticuerpos involucrados
en la etiopatogenia de la glomerulopatia es desconocida y actualmente motivo de

investigacion.

8.5) Objetivo especifico 3.2.6: entre las pruebas estudiadas (IFl y ELISA) para
determinar la presencia de dichos anticuerpos circulantes en suero, los resultados
obtenidos son comparables y concordantes, sin embargo el método por ELISA es
relativamente simple, barato y permite cuantificar con precision el nivel de

anticuerpos circulantes, lo que a su vez permite su monitorizacion.

8.6) Objetivo especifico 3.2.7: la presencia de anticuerpos contra el receptor tipo
M de la fosfolipasa A2, bien sea como anticuerpos circulantes o depdsitos
inmunes en la membrana basal glomerular, se asocia con una elevada

especificidad con la presencia de nefropatia membranosa idiopatica.

8.7) Objetivo especifico 3.2.8: la presencia de anticuerpos anti-PLA2R y su
magnitud en el momento del diagnostico, no guarda relacion con la severidad de
la proteinuria, el filtrado glomerular inicial o con algun perfil clinico basal

especifico.

8.8) Objetivos especificos 3.2.9 — 3.2.12: la dinamica de sus titulos es influenciada
por el tratamiento inmunosupresor y se correlaciona con el status clinico de la
enfermedad y la respuesta terapéutica. Las fluctuaciones relativas de dichos
titulos a los 3 y 6 meses de iniciado tratamiento, y en funcién de la naturaleza del
mismo, pueden predecir respuesta con aceptable sensibilidad y especificidad a
los 9 y 12 meses, tanto en pacientes tratados con tacrélimus como aquellos
tratados con dos pautas de tratamiento inmunosupresor diferentes. De esta
manera, podria ser util desde el punto de vista clinico en todo paciente con NM
idiopatica que ha iniciado terapia inmunosupresora, contar con mediciones de
estos titulos, al momento del diagnéstico, a los tres y seis meses de iniciado el
tratamiento y al momento de evidenciarse remisién. La informacién que proveen
estas mediciones facilita la toma de decisibnes respecto a la duracion,
continuacion o cambio de la terapia inmunosupresora, al tiempo que podria evitar

exposiciones innecesarias y relativamente prolongadas a agentes potencialmente
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téxicos, como es el caso de la ciclofosfamida y el clorambucilo. Las reducciones
absolutas del titulo de anticuerpos no permiten adecuadamente predecir

respuesta.

Un elemento importante a estudiar, pero que metodolégicamente no fue
posible cubrir, es determinar si existe un titulo de anticuerpos anti-PLA2R que se
asocie con la probabilidad de presentar remisiéon espontanea, o recidivas una vez
finalizado el tratamiento. Resultados de otros estudios muestran que
efectivamente un ascenso en el titulo de anticuerpos se asocia a recaidas y que el
descenso de los titulos no relacionado con terapia inmunoldgica especifica se

relaciona a una mayor probabilidad de remision espontanea (187, 188).

En resumen, nuestros resultados demuestran la importancia y utilidad de
determinar y cuantificar la presencia de anticuerpos anti-PLA2R en la NM tanto
desde el punto de vista diagndstico, prondstico en funcidén del tratamiento que se

suministre.
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