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Resumen

Los niveles urinarios de moléculas relacionadas con la activacién del complemento y con el entorno inflamatorio
local que inducen lesién renal han sido ampliamente estudiados como potenciales marcadores predictivos de
severidad y pronostico en la nefropatia IgA (NIgA). Sin embargo, el papel de estas moléculas como potenciales
biomarcadores permanece poco definido por varias razones. Por un lado, la asociaciéon entre los niveles de
excrecién urinaria de algunas de estas moléculas y sus respectivos depositos mesangiales no ha sido analizada
adecuadamente, y se desconoce la contribucion de las moléculas implicadas en la via de las lectinas a la
activacion del complemento en las células tubulares. Tampoco hay estudios que comparen la capacidad
predictiva de la fibrosis intersticial entre varios marcadores urinarios de progresion de la lesién renal. Ademas, los
datos disponibles se basan en medidas obtenidas en muestras de orina puntual, y no se ha analizado la
exactitud de dichas medidas para estimar la excrecion de orina de 24h. Por ultimo, no se han estimado las
fuentes de variacion sujetas a dichas medidas, necesarias para interpretar correctamente los resultados y definir
las especificaciones metodoldgicas.

Esta tesis proporciona nuevos datos a la literatura existente sobre estas moléculas, a través de cuatro
estudios observacionales realizados en cohortes de pacientes con NIgA. Los estudios se centraron en las
medidas de lectina de unién a manosa (MBL), C4d, C5b-9, properdina, interleucina 6 (IL-6), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), proteina quimioatractante de monocitos 1 (MCP-1) y factor de crecimiento transformante 8 1
(TGFB - 1). Se evalud la capacidad de los niveles urinarios de proteinas relacionadas con el complemento para
identificar las vias locales del complemento activadas en las biopsias renales, asi como la capacidad de los
niveles urinarios de citoquinas y factores de crecimiento para predecir la extension de fibrosis intersticial.
También se analiz6 la exactitud de las medidas de EGF en orina puntual para predecir la excrecion diaria de
EGF. Finalmente, se estimaron las fuentes de variacién sujetas a las medidas de EGF urinario.

Esta tesis concluye que la MBL urinaria contribuye a la activacion del complemento por la via de las
lectinas en las células tubulares, y se asocia a la gravedad de la lesion tubulointersticial, por lo que podria
considerarse como un potencial biomarcador de la severidad de la lesion renal en pacientes con NIgA. Ademas,
los niveles urinarios de MBL y C4d podrian aplicarse en la practica clinica como biomarcadores sensibles y
especificos de la presencia de sus respectivos depdsitos mesangiales. Los niveles urinarios de EGF, MCP-1 e
IL-6 mejoran la capacidad predictiva de modelos que incluyen la el filtrado glomerular (FG) y la edad para estimar
la fibrosis intersticial. La combinacion de los niveles de MCP-1 y EGF, o de los niveles de MCP-1 e IL-6,
proporcionan un poder predictivo similar y parecen ser los mas apropiados para ser aplicados a la préactica
clinica. Ademas, la exactitud de la ratio EGF/creatinina para predecir la excrecion de 24 h depende del FG y del
grado de fibrosis intersticial resultante. La excrecion diaria de EGF se correlaciona méas fuertemente con la
fibrosis que la ratio EGF/creatinina y su determinacion deberia emplearse en estudios dirigidos a evaluar la
excrecién de EGF como un biomarcador prondstico precoz en individuos con FG elevados, o en estudios
disefiados para estimar la masa tubular en pacientes con enfermedad renal cronica avanzada. Por Ultimo, los
resultados indican que en las medidas de la ratio EGF/creatinina debe aplicarse el valor de referencia del cambio
(VRC) para evaluar un cambio clinico significativo en los pacientes. Ademas, deben emplearse distintos VRCs en
funcién del grado de fibrosis intersticial y/o GFR.






Summary

Urinary levels of molecules related to the activation of complement and to the local inflammatory environment
inducing renal injury have been widely studied as potential predictive markers of disease severity and prognosis
in IgA nephropathy (IgAN). However, the role of these molecules as potential biomarkers remains poorly defined
for several reasons. On one hand, the association between the urinary levels of some of these molecules and
their respective mesangial deposits has not been adequately analyzed, and the contribution of molecules involved
in the lectin pathway to complement activation in tubular cells is unknown. There are also no studies comparing
the predictive ability of interstitial fibrosis among several urinary markers of renal injury progression. In addition,
the data available are based on measurements obtained in spot-urine samples, and the accuracy of such
measurements to estimate the 24h urine excretion has not been analyzed. Finally, the sources of variation subject
to these measures have not been estimated, which are necessary to correctly interpret the results and define the
methodological specifications.

This thesis provides new data to the existing literature on these molecules through four observational
studies performed in cohorts of patients with IgAN. The studies were focused on measurements of mannose
binding lectin (MBL), C4d, C5b-9, properdin, interleukin 6 (IL-6), epidermal growth factor (EGF), monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) and transforming growth factor 31 (TGFB-1). The ability of urinary levels of
complement related proteins to identify the local complement pathways activated in kidney biopsies was
assessed, as well as the ability of urinary levels of cytokines and growth factors to predict the amount of interstitial
fibrosis. The accuracy of spot-urine EGF measurements to predict the daily EGF excretion was also analyzed.
Finally, sources of variation subject to urinary EGF measurements were estimated.

This thesis concludes that urinary MBL contributes to the activation of complement by the lectin pathway
in tubular cells and is associated with the severity of tubulointerstitial injury, and therefore could be considered as
a potential marker of the severity of kidney injury in patients with IgAN. Urinary levels of MBL and C4d might be
used in clinical practice as sensitive and specific biomarkers of the presence of their respective mesangial
deposits. Results also show that urinary levels of EGF, MCP-1 and IL-6 improve the predictive ability of models
including glomerular filtration rate (GFR) and age to estimate kidney interstitial fibrosis. The combination of MCP-
1 and EGF levels, or MCP-1 and IL-6 levels, provide similar predictive power and appear to be the most
appropriate to be applied in clinical practice. In addition, the spot EGF/creatinine ratio do not provide an adequate
prediction of 24h excretion of EGF. In addition, the accuracy of the EGF/creatinine ratio to predict the 24h
excretion depends on GFR and on the ensuing degree of interstitial fibrosis. Daily EGF excretion correlates more
strongly with fibrosis than EGF/creatinine ratio, and its use is preferred both in studies that aim to analyze the
value of EGF excretion as an early prognostic biomarker in individuals with high GFR values, as well as in those
designed to estimate the tubular mass from urinary levels of EGF in patients with advanced chronic renal disease.
Finally, the results show that in the EGF/creatinine ratio measurements the reference change value (RCV) should
be applied to assess a clinically significant change in patients. In addition, different RCVs should be used
depending on the degree of interstitial fibrosis and/or GFR.
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Introduccidn

1. Conceptos generales: molécula IgA

1.1. Sintesis y estructura de la molécula IgA

La molécula de IgA humana se secreta en las células B durante la semana 11 después del
nacimiento, en contraposicion a las células secretoras de moléculas IgG e IgM, que son de
aparicion mas temprana. Los niveles séricos de IgA son normalmente indetectables en el
nacimiento y los niveles del adulto se alcanzan aproximadamente en la pubertad. La IgA se
divide en 2 subclases: IgAl y IgA2. La diferencia principal entre ambas subclases reside en
gue la IgAl contiene una regién bisagra constituida por una secuencia de 13 aminoacidos
entre los dos dominios constantes de las cadenas pesadas, de la cual carece la IgA2. La
subclase IgA1l ademas presenta cadenas de carbohidratos en la regién bisagra unidas,
mediante enlaces de O, a los aminoacidos de Thr o Ser (Woof and Kerr, 2006). Esta
diferencia en la estructura de la IgA1 respecto a la de IgA2 explica la resistencia de IgA2 a la
accion de proteasas bacterianas y su predominio en las secreciones mucosas. Ambas
subclases, IgAl e IgA2, presentan cadenas de carbohidratos unidos, mediante enlaces de

N, a aminoacidos de Asn.

La sintesis de O-glicanos en la region bisagra de la IgA1 tiene lugar por la accién de
varias glicosiltransferasas que actian de forma secuencial. En primer lugar la enzima
UDPGalNAc:polipéptido transferasa une un residuo GalNac mediante enlace O-glicosidico a
los aminoé&cidos Ser o Thr situados en la regidn bisagra de la molécula IgA1 (Iwasaki et al.,
2003), aunque recientemente se ha descubierto que otras transferasas también pueden
iniciar la O-glicosilacion a partir de GalNac (Horynova et al., 2013). En el siguiente paso la
enzima [-1,3-galactosiltransferasa (C1GalT1), dependiente de la chaperona Cosmc, une

una Gal con enlace B-1,3 al residuo GalNac terminal (Ju et al., 2002; Ju and Cummings,

17



Introduccién. Conceptos generales

2002). Finalmente, la enzima a-2,3-sialiltransferasa puede actuar, o no, uniendo acido sialico
a la galactosa terminal (Novak et al., 2015; Monteiro, 2005). También se puede unir una
unidad de acido sialico al residuo GalNac mediante enlace a-2,6, por la accion de la a-2,6-
sialiltransferasa-ll (ST6GALNAC2) (Novak et al., 2015).

Se ha demostrado que existe heterogeneidad de la O-glicosilacion de la IgA1 (Novak
et al., 2000; Tarelli et al., 2004) y que las distintas glicoformas existentes de IgAl circulante

son producidas por el nimero de sitios que ocupan los O-glicanos (hasta 6 sitios) y por la

composicién de carbohidratos que constituye cada O-glicano unido a Ser/Thr (Figura 1.1).

Condicionesfisiologicas NefropatialgA

r r
z r )

Ser/Thr —=

Regidn
bisagra

TT

GalNac

|\ JI Gal

NeuNac

lgAl 0O-glicoformas

Figura 1.1. Diferentes O-glicoformas existentes en la region bisagra de la IgAl
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Introduccién. Conceptos generales

1.2. Distribucion de la IgA

La IgA se distribuye en el organismo en dos compartimentos diferenciados. El plasma y las

mucosas.

La IgA sintetizada en secreciones mucosas (slgA) esta constituida por la cadena J y

es polimérica, mayoritariamente dimérica. En este compartimento pueden encontrarse las
subclases IgA1 o IgA2, dependiendo de la localizacion del tejido mucoso: en el tracto
respiratorio y gastrointestinal la IgA se encuentra mayoritariamente IgA1, mientras que en el
intestino delgado y tracto genital femenino prevalece la subclase IgA2. El resto de
secreciones mucosas (saliva, lagrimas o leche materna) contiene aproximadamente la
misma proporcion de IgAl que de IgA2 (Mestecky et al., 2005).
La IgA dimérica que contiene la cadena J se secreta en la lamina propia. Esta se une de
forma covalente en el polo basal de la célula epitelial a un receptor especifico para la IgA
polimérica (plgR) formando un complejo dimero de IgA/RR, que se internaliza y transporta
hacia el polo luminal, donde el complejo se rompe por la accién de proteasas, de forma que
slgA esta constituida por el dimero de IgA unido a un fragmento del receptor llamado
componente secretor (CS) (Monteiro and Van De Winkel, 2003).

N-glicanos

' -
\\

Region
bisagra

Figura 1.2. IgA1 dimérica plasmética
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La IgA plasmatica se genera principalmente en las células B en la médula 6sea y
algunos organos linfoides periféricos (Kutteh et al., 1982; Crago et al., 1984). La IgA
plasmatica constituye una quinta parte de la cantidad total de inmunoglobulinas, debido a su
catabolismo répido. En individuos sanos, la subclase predominante en suero es IgAl en
forma monomérica (90%), existiendo un porcentaje menor de IgA polimérica (plgA),
normalmente formando dimeros (Kutteh et al., 1982) (figura 1.2).

1.3. Funciones de la IgA

La slgA juega un papel principal en la inmunidad innata protegiendo las superficies mucosas
(respiratoria, gastrointestinal, genitourinaria) de la invasién de distintos patdgenos. Actla por
varios mecanismos distintos. El mecanismo principal de accién de la sIgA es la exclusion
inmune, que previene la adhesion de patégenos a las células huésped de forma que la sigA
liberada en el lumen interacciona con los antigenos y evita su diseminacion. Otro posible
mecanismo es la neutralizacién, por parte de plgA, de antigenos que han penetrado en la
lamina propia, y su excrecién a través de la barrera epitelial por transcitosis via plgR en
forma de inmunocomplejos (IC), minimizando de esta forma la carga de los mismaos en la
circulacion. Ademas plgA puede neutralizar antigenos intracelulares durante el transporte
transepitelial mediado por pIgR, y excretarlos en forma de IC a la superficie mucosa. Otros
mecanismos posibles son la neutralizacion intracelular del lipopolisacarido de las bacterias
gram negativas via plgA, bloqueando la respuesta inflamatoria mediada por NF-kB; o la
neutralizacion de antigenos y quimioquinas proinflamatorias en la superficie mucosa vy
lamina propia por parte de los carbohidratos del componente SC o de la sIgA (Monteiro and
Van De Winkel, 2003; Corthésy, 2010; Woof and Kerr, 2006). La slgA se considera una
molécula relativamente antiinflamatoria ya que no fija ni activa el complemento
eficientemente, contribuyendo a la preservacion de la integridad de las superficies mucosas
(Monteiro and Van De Winkel, 2003).

La IgA monomeérica plasmatica tiene actividad antiinflamatoria, ya que es capaz de
inhibir funciones como la fagocitosis mediada por IgG, la actividad bactericida, estrés
oxidativo o liberacion de citoquinas (Kerr, 1990). Un argumento a favor de las propiedades
antiinflamatorias de la IgA plasmética es que la deficiencia de IgA esta relacionada con

alergia y autoinmunidad (Jacob et al., 2008). No obstante, dependiendo del tipo y de la

20



Introduccién. Conceptos generales

estructura, la IgA, también puede actuar como molécula pro-inflamatoria en procesos

patogénicos (Pabst, 2012).

1.4. Receptores de la IgA

La IgA se puede unir a distintos tipos de receptores que pueden ser expresados en distintos
tipos de células. Los receptores descritos en la actualidad para la molécula IgA1 son FcaRl
(CD89), Fca/uR, receptor de transferrina (CD71 o TfR), receptor especifico del SC (SCR),
receptor de asialoglicoproteina (ASGPR) y receptor especifico para la IgA polimérica (plgR).

El receptor para el fragmento Fc de la IgA humano (FcaRl) se halla expresado en
neutrofilos, eosindfilos, algunos monocitos y macréfagos, células dendriticas intersticiales y
células de Kupffer. En sangre, la mayoria de células que expresan FcaRI son neutrdfilos,
mientras que en la mucosa intestinal y genitourinaria los macrofagos no expresan FcaRl
(Woof and Kerr, 2006; Monteiro and Van De Winkel, 2003). La estructura de FcaRl es una
cadena alfa de constituida por dos dominios extracelulares, una regién transmembrana y
una cola citoplasmatica corta, carente de patrones de sefializacion. El sitio de unién esta
localizado en el dominio extracelular distal a la membrana (EC1) del receptor donde se une
a la interfase de los dominios Ca2 y Ca3 de IgAFc (Woof and Kerr, 2006; Monteiro and Van
De Winkel, 2003). FcaRl presenta poca afinidad por la IgA monomérica y se une mas
eficientemente a IgA polimérica. También se une débilmente, aunque especificamente, a
slgA. FcaRl puede ir o no asociado a FcRy en el lado citoplasméatico. FcRy contiene el
patrén de sefializacion ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif), el cual esta
constituido por dos secuencias Tyr-X-X-Leu separadas por 7 aminoacidos. Cuando FcaRl se
asocia con la subunidad FcR-y se forma el trimero FcaRla/yy y se inicia la fosforilacién de
FcRy -ITAM’s. Esto produce el reclutamiento de una serie de tirosin quinasas,
desencadenando una cascada de sefalizacion que culmina en el ensamblaje de un
complejo adaptador multimolecular capaz de regular la sefializacion (Woof and Kerr, 2006;
Monteiro and Van De Winkel, 2003). Cuando FcaRIl no se asocia a FcRy, actua reciclando
mIgA. Cuando se asocia, puede producir respuesta inhibidora o activadora, dependiendo del
tipo de ligando al que se une. Estos dos tipos de funciones contrapuestas estan mediadas
por ITAM. De esta forma, ITAM induce la inhibicion celular en respuesta a la union a de
mlIgA a FcaRlI, mientras que cuando plgA se une a FcaRl, ITAM induce activacién celular,

dando lugar a un amplio abanico de respuestas bioldgicas, que incluyen citotoxicidad celular
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dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis, liberacion de citoquinas, generacion de
superéxidos, movilizacion del Ca, degranulacién, y presentacion de antigeno (Woof and
Kerr, 2006). Es decir FcaRl tiene una funcién dual, dependiendo del ligando al que se le

una.

Otro receptor descrito es Fca/uR, el cual se expresa en la mayoria de linfocitos B y
macrofagos en raton, y ha sido identificado también en humano. Se expresa en 6rganos
linfoides secundarios, por lo que participa en la inmunidad sistémica y mucosa. El receptor
Fca/uR puede unirse a IgA e IgM (Monteiro and Van De Winkel, 2003). Se ha descrito que
Fca/uR murino media la endocitosis de bacterias opsonizadas con IgM por parte de las
células B. De la misma forma el receptor podria desencadenar la captacién
microorganismos opsonizados con IgA (Woof and Kerr, 2006). Se han identificado
transcritos Fca/pR en células mesangiales humanas, expresados por la accién de citoquinas
proinflamatorias como IL-1, sugiriendo que dicho receptor juega un papel regulador durante

a inflamacién (Monteiro and Van De Winkel, 2003).

El receptor de transferrina (CD71) también se ha descrito como receptor de IgA,
concretamente de IgAl polimérica. Este receptor puede expresarse en las células
mesangiales. En concreto, se halla hiperexpresado en enfermos afectos de nefropatia IgA, y
se ha sugerido que este receptor puede estar asociado con los depdésitos renales de IgA
(Woof and Kerr, 2006).

El receptor especifico del SC (SCR) une SC y sIgA pero no IgA plasmatica.
Desencadena degranulacion y produccién de superédxido en los eosindfilos (Woof and Kerr,
2006; Monteiro and Van De Winkel, 2003).

El receptor asialoglicoproteina (ASGPR) se expresa en hepatocitos y reconoce
residuos terminales de Gal en glicoproteinas séricas, incluyendo IgA, donde se une para
internalizarla y degradarla. Este mecanismo de degradacién representa la ruta mayoritaria

de aclaramiento de IgA plasmatica (Monteiro and Van De Winkel, 2003).
Finalmente, plgR transporta plgA (dimérica) hacia las secreciones mucosas y

participa en varios mecanismos de transporte de antigenos localizados en la lamina propia o

intracelulares para ser excretados a la mucosa (Woof and Kerr, 2006).
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2. Nefropatia IgA

2.1. Definicion

La nefropatia IgA (NIgA) es una enfermedad glomerular caracterizada por depositos
mesangiales de IgA con morfologia granular asociada a proliferacién de células y matriz
mesangial, y clinicamente caracterizada por presencia de hematuria microscépica, asociada

0 no a proteinuria, y a episodios de hematuria macroscépica (Berger and Hinglais, 1968).

2.2. Caracteristicas demogréficas

Las manifestaciones clinicas se inician mayoritariamente en la segunda y tercera década de
la vida (D’Amico, 2004) con una mayor proporcion de hombres que de mujeres (Geddes et
al., 2003) y mayor proporcién en raza blanca y asiatica que en raza negra (Jennette et al.,
1985; Seedat et al., 1988).

En Espafiia, la NIgA se diagnostica mayoritariamente entre los 20 y 60 afios de edad
y el 75% de los pacientes son varones (Registro espafiol de glomerulonefritis, 2014).

2.3. Epidemiologia

La NIgA es la glomerulonefritis primaria mas frecuente en casi todo el mundo. Existen
diferencias en la prevalencia de la enfermedad segun el area geogréafica estudiada. En
términos de prevalencia (expresada en porcentaje de casos respecto al total de
glomerulonefritis primarias 0 porcentaje de casos respecto al total de biopsias renales), la
prevalencia global estimada en Asia, Australia y Europa occidental corresponde a alrededor
del 35%, 20%, y 25%, respectivamente, a excepcion del Reino Unido y Holanda donde se
sitia alrededor del 10% y 5% respectivamente. Las prevalencias menores registradas se
encuentran en el norte de EEUU (alrededor del 5%, exceptuando la prevalencia registrada
en los indicios americanos de Nuevo México del 38%) y en Canada (alrededor del 10%)
(D’Amico, 1987; Julian et al., 1988; Smith and Tung, 1985). En términos de incidencia, la
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incidencia estimada en Europa (Francia, Holanda, Alemania e Italia) es de 15 a 40 nuevos
casos por millon de poblacién por afio. En EEUU, la incidencia estimada es de 12 casos por
millén de poblacién por afio (Donadio and Grande, 2002).

En Espaiia, un 16% de las biopsias renales que se realizan son diagnosticadas como
NIgA, siendo la causa mas frecuente de enfermedad renal biopsiada en adultos (Registro
espaniol de glomerulonefritis, 2014).

2.4. Curso clinico

La NIgA es una enfermedad muy heterogénea, en cuanto a los hallazgos histopatolégicos
encontrados, la presentacion clinica, progresion clinica, pronéstico y respuesta al

tratamiento.

El curso clinico es muy variable, observdndose desde presentaciones
completamente benignas con buen prondstico a largo plazo (Gutiérrez et al., 2012) hasta
enfermos que desarrollan insuficiencia renal terminal (Donadio and Grande, 2002; Le et al.,
2012a). La mayoria de pacientes mantienen la funcién renal estable presentando lesiones
renales minimas durante décadas, e incluso algunos llegan a remitir parcial o
completamente. En algunos casos la remisién es espontanea (Hotta et al., 2002; D’Amico,
2004). No obstante, en un porcentaje significativo de pacientes se observa una progresion
lenta a insuficiencia renal, caracterizada morfolégicamente por la expansion y proliferacion
mesangial gradual en el tiempo hacia esclerosis mesangial. En algunos casos los pacientes
progresan rapidamente con creatinina sérica elevada, glomerulosclerosis y fibrosis
intersticial en la biopsia (D’Amico, 2004). En el momento del diagndstico muchos pacientes
ya presentan un grado avanzado de la enfermedad, con hipertension, proteinuria y/o funcion
renal disminuida. El curso clinico en la infancia se suele seguir desde la etapa temprana de
la enfermedad, y en estos casos las lesiones observadas en la biopsia renal no suelen ser
severas. El porcentaje de remision espontanea en la poblacion pediatrica es variable
dependiendo de las variables clinicas, histoldgicas y demograficas en el momento del
diagndstico (Shima et al., 2013; Coppo et al., 2017).

La supervivencia renal a los 10 afios en la mayoria de los estudios realizados en

Europa, Asia y Australia es del 81-87% (D’Amico, 2004). Estudios previos en poblacion
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pediatrica han dado estimaciones de supervivencia del 95% a los 10 afios del diagnostico (a
edades inferiores a 15 afios) (Kusumoto et al., 1987) y del 87% a los 10 afios del diagndstico
(a edades inferiores a 18 afios) (Wyatt et al., 1995). No obstante, un estudio reciente indica
gue a edades inferiores a 18 afios la supervivencia estimada a los 15 afios después del
diagnostico es del 94% (Coppo et al., 2017). Existe una variabilidad en la supervivencia
dependiendo de la zona geogréafica de estudio. En las regiones con politicas de deteccién
precoz de la enfermedad se suelen reclutar enfermos con progresion mas lenta (Geddes et
al., 2003).

En adultos, la presencia de insuficiencia renal en el momento del diagnéstico, la
hipertensién arterial, la proteinuria persistentemente superior a 1 g/24h y lesiones de
esclerosis glomerular y/o intersticial en la biopsia, han sido identificados como predictores

independientes fuertemente asociados a la evolucion a insuficiencia renal terminal.

2.5. Patogenia

A pesar de los avances recientes en el conocimiento de la NIgA, hasta la fecha no se ha
encontrado mecanismo patolégico comun que explique el desarrollo de la enfermedad, lo
que indica que probablemente no debe haber un solo tipo de NIgA, sino varias entidades
con mecanismo patogénico, curso clinico y respuesta al tratamiento distintos, y que tienen

en comun el depdésito mesangial de IgA.

La NIgA se caracteriza por la presencia de depésitos mesangiales de IgAl. Existen
evidencias que sugieren que el origen de la patogenia se encuentra en las alteraciones
estructurales de la molécula IgA1 que producen cambios en las propiedades fisicoquimicas
de la molécula que favorecen el depdésito mesangial: por un lado, el hecho de que algunos
enfermos con NIgA trasplantados vuelvan a tener depésitos de IgA1 mesangiales (Odum et
al., 1994), y de que en algunos individuos trasplantados con rifiones de donante con NIgA
subclinica desaparezcan los depositos de IgAl (Silva et al.,, 1982), hace pensar que los
depoésitos mesangiales de IgAl tienen un origen extra-renal. Por otro lado, hasta la fecha, no
se ha encontrado ningun antigeno especifico por el que la IgA1 se deposite en el glomérulo.
La hipétesis actual mas establecida indica que el desarrollo de la NIgA se puede dividir en

cinco etapas principales (figura 2.3):

25



Introduccién. Nefropatia IgA

2.5.1. Alteracioén de la estructura molecular de la IgA1

2.5.2. Formacion de inmunocomplejos circulantes que contienen IgA1l alterada
2.5.3. Deposito mesangial de los inmunocomplejos circulantes

2.5.4. Activacién de la célula mesangial

2.5.5. Progresion de la lesibn mesangial hacia insuficiencia renal cronica

2.5.1. Alteracion de la estructura molecular de la IgA1l

El hecho de que los depésitos de IgA en los enfermos con NIgA sean mayoritariamente de la
subclase IgA1 y no de la IgA2, ha producido que la mayor parte de los andlisis dirigidos a
elucidar la estructura molecular de IgA en dichos enfermos se haya centrado en la regiéon

bisagra de la IgALl.

No obstante, no se ha encontrado un método ideal para purificar la IgA1 en pacientes
con NIgA. Muchos estudios sobre la O-glicosilacién de la IgA1 purifican la IgA1 con columna
de Jacalina unida a agarosa. La Jacalina es una lectina especifica de Gal-1,3-GalNAc. Esto
introduce un sesgo de antemano ya que al querer purificar IgA1l de pacientes con NIgA, la
Jacalina aislara fundamentalmente la IgA1 que contenga dichos residuos terminales, por lo
que gran cantidad de IgAl aberrantemente glicosilada (existe un porcentaje mayor de IgA
hipogalactosilada en enfermos con NIgA) no queda retenida en la columna y no puede
aislarse adecuadamente para su posterior estudio. La cromatografia de afinidad con
anticuerpos anti IgA no es un método adecuado para purificar la IgA1, ya que para eluir la
IgA se requiere un eluyente acido, que degrada los residuos carbohidratos de la IgA1. Un
método alternativo consiste en separar distintas fracciones mediante distintas columnas de
afinidad que tengan inmovilizadas lectinas especificas para distintos residuos (Amore et
al., 2001). No obstante, los métodos basados en lectinas también tienen sus limitaciones,
tanto para aislar fracciones como para caracterizar las O-glicoformas de la IgAl. Se ha
observado que algunas lectinas no son especificas y no solo se unen a IgAl sino que
también lo hacen a IgA2 e IgG. Ademas se han observado diferencias en la capacidad de
union de una misma lectina dependiendo del fabricante y del método utilizado para el
analisis (western blot o ELISA) (Moore et al., 2007).

A pesar de las limitaciones técnicas existentes para aislar la IgA en dichos enfermos,

varios estudios, basados en distintas técnicas de analisis, han analizado la estructura de los
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O-glicanos en la molécula IgA1 en pacientes con NIgA, llegando a la misma conclusion, que
la region bisagra de la molécula IgAl tiene un patron de glicosilacion alterado en
comparacion con los controles, concretamente se halla hipogalactosilada y/o desializada,
tanto en suero (Allen et al., 1995; Moldoveanu et al., 2007; Allen et al., 1999; Hiki et al, 1998;
Barrat et al, 2007) como en los depdsitos glomerulares de IgA1l (Hiki et al., 2001; Allen et
al., 2001; Giannakakis et al., 2007; Novak et al., 2007). En dichos enfermos, la alteracion de
O-glicosilacion se restringe a la IgA1 y no se ha encontrado en otras proteinas séricas.

Ademas, existe heterogeneidad de las O-glicoformas de la molécula IgALl.

Existen dos hip6tesis principales acerca del origen de la alteraciéon estructural de IgA1 sérica

hallada en pacientes con NIgA:

Por un lado, se ha demostrado que las células B plasmaticas de pacientes con NIgA
secretan principalmente IgA polimérica deficiente en galactosa (IlgAgaldef) (Suzuki et al.,
2008), y varios estudios apuntan hacia una disfuncion postranscripcional, es decir una
disfuncion de las galactosiltransfersas que intervienen en la O-glicosilacién de la molécula
IgAl. En este sentido, se ha encontrado que la expresion mRNA y/o la actividad de
C1GalT1, o la expresion de Cosmc estd disminuida (Allen et al., 1997; Qin et al., 2005;
Suzuki et al., 2008), mientras que la expresion y la actividad de a-2,6-sialiltransferasa
(ST6GALNAC?2) esta aumentada en pacientes con NIgA (Suzuki et al., 2008).
Recientemente se ha demostrado que el miARN-148b y el miARN Let-7b pueden estar
asociados a una disminucion de la expresion de C1GalTl y de UDPGalNAc:polipéptido
transferasa (Serino et al., 2012). Estos resultados justificarian la produccién de IgAl
hipogalactosilada por déficit de actividad O-galactosilaciéon y/o por hipersializacion
prematura. Otros estudios presentan distintos resultados relacionados con la regulacién de
las glicosiltransferasas. Por un lado se ha descrito que la expresibn de mRNA de
ST6GALNAC2 en linfocitos B esta disminuida en pacientes con NIgA y se asocia con la
disminucién de acido sidlico de la IgAl sérica en los pacientes (Ding JX et al., 2008). Otros
estudios han identificado polimorfismos en los genes de la C1GALT1 asociadas a la
susceptibilidad de NIgA (Li et al., 2007a; Pirulli et al., 2009). También se ha descrito que el
haplotipo ADG en la region promotora de ST6GALNAC2 presenta una frecuencia
aumentada en pacientes con NIgA (Li et al., 2007b), y que existe asociacion entre dos
haplotipos de genes que codifican ambas glicosiltransferasas (C1GALT1/ST6GALNAC?2) y
predisposicién a NIgA (Zhu et al., 2009). Se ha sugerido que algunas citoquinas podrian

contribuir, a través de la desregulacién de las enzimas (3-1,3-galactosiltransferas y la a-2,3-
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sialiltrasferasa, a la disminucion de la galactosilacion de la molécula IgA1 (Yamada et al.,
2010; Suzuki et al., 2014).

Por otro lado, el hecho de que algunos pacientes tengan episodios de hematuria
macroscopica después de una infeccion de vias altas sugiere que la IgA1 anémala podria
provenir de mucosas, puesto que la IgA del tracto gastrointestinal respiratorio superior es
polimérica y de la subclase IgAl. Los resultados obtenidos en algunos estudios coinciden
con esta hipétesis. En primer lugar, hay estudios que demuestran que algunos pacientes
con NIgA presentan depdésitos de sIgA en el mesangio (Oortwijn et al., 2007). Ademas, se ha
encontrado que tanto en pacientes con NIgA como en controles hay un incremento de IgA
hipoglicosilada circulante cuando ésta se expone a antigeno de mucosas en comparacion a
cuando se expone a antigeno sistémico, sugiriendo que se producen distintas glicoformas
dependiendo del lugar de exposicion del antigeno, y que el hecho de encontrar una
proporcion significativa incrementada de IgA1 hipoglicosilda en suero de pacientes con NIgA
indica un desplazamiento de las células B del compartimento de mucosas al compartimento
sistémico (Smith et al., 2006). Otros datos que apoyan esta hipétesis indican que la IgAl
andmala circulante de enfermos afectos de NIgA puede provenir de mucosas porque dicha
molécula comparte algunas caracteristicas de IgA1 de mucosas, como la estructura
polimérica (Barratt et al., 1999; Layward et al., 1993; Leinikki et al., 1987; Ots et al., 1999), el
hecho de que esta constituida por cadena J (Tomana et al., 1999), y es de baja afinidad
(Layward et al., 1994). Esta hipotesis se refuerza con datos de algunos estudios, los cuales
no han encontrado diferencias en la actividad C1GalT1/Cosmc o en la expresion de mRNA
en estos pacientes (Buck et al., 2008), que han descrito que la expresion de mRNA de
ST6GALNAC?2 en linf B esta disminuida en pacientes con NIgA (Ding JX et al., 2008), o que
no han encontrado polimorfismos en el gen C1GALT1C1 asociados a la susceptibilidad de
NIgA (Li et al, 2009). Los resultados obtenidos en este conjunto de estudios podrian sugerir
gque en la NIgA existen otros factores, distintos de las glicosiltransefrasas, que intervienen en
la distinta O-glicosilacion de la IgAl, y que la IgA1 anormalmente glicosilada no es debida a
un defecto en la capacidad de O-glicosilacion de la molécula sino que es un reflejo de la

situacion inmunologica en la que es producida.

En enfermos con NIgA, la alteracion en la estructura de la IgAl y la prevalencia de
las distintas O-glicoformas circulantes existentes pueden influir en la formacién de IC y
agregados circulantes patologicos, y consecuentemente en el grado de deposicion

mesangial y la posterior activacion celular e inflamacion glomerular. Asimismo las distintas
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O-glicoformas podrian influir tanto en la presentacion como en la progresion de la
enfermedad en cada caso individual. Se desconoce si el patron de glicosilacion es constante
0 cambia con el tiempo (Barrat et al., 2007).

2.5.2. Formacién de inmunocomplejos circulantes que contienen IgA1l alterada

Varios estudios han demostrado que, en enfermos con NIgA, la IgAl sérica estructuralmente

alterada puede formar IC por varios mecanismos inmunolégicos y no inmunoldgicos:

Por un lado, la alteracién estructural provoca cambios fisicoquimicos que pueden
inestabilizar la molécula y formar complejos por autoagregacion (Kokubo et al., 1998;
Kokubo et al., 1997).

También se han propuesto otros mecanismos inmunolégicos de formacion de IC, por
reconocimiento del epitopo GalNac de la IgAl hipogalactosilada por parte de 1gG o IgA1l
circulante (Tomana et al., 1999; Suzuki et al., 2009; Hiki et al., 1996; Novak et al., 2007). En
este sentido se ha identificado una mutacion de substitucion de alanina por serina en la
region Fab de los anticuerpos IgG de enfermos afectos de NIgA, la cual incrementa la
afinidad de IgG por la IgA1 hipogalactosilada respecto la IgG de controles que no presentan
la mutaciéon (Suzuki et al., 2009). No obstante, también se han detectado anticuerpos 1gG
contra IgAl en individuos sanos, probablemente producidos en respuesta a la exposicion de
residuos GalNac en la superficie de algunos virus y bacterias durante procesos infecciosos
(Cisar et al., 1995), aunque se desconoce si estos anticuerpos tienen la misma especificidad
que las IgG especificas contra la IgAl hipogalactosilada hallada en el suero de estos
enfermos (Jackson et al., 1987; Jackson, 1988). El origen de estos anticuerpos especificos
contra IgAl estructuralmente alterada es desconocido, aunque se especula que podrian
originarse por mutacién somatica durante la respuesta inmune, o ser producidos en
respuesta a virus o bacterias que expresan GalNac en su superficie. No obstante, en una
cantidad significativa de enfermos con NIgA no se encuentran depoésitos de IgG en las

biopsias renales (Nasri, 2013).
Otros estudios han encontrado anticuerpos contra lectinas de origen alimentario en

pacientes con NIgA, sugiriendo que estas lectinas podrian formar complejos circulantes con

IgAl (Coppo et al., 1989; Rostoker et al., 1989). En concreto un estudio experimental indicé
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que la gliadina era capaz de unirse directamente a los complejos circulantes IgAl-sFcaRl,
amplificando su tamafio (Smeurd et al., 2009). Otros estudios han demostrado que en
enfermos con NIgA se forman complejos circulantes de IgA con proteinas de matriz
extracelular (MEC) (van der Wall Bake et al., 1992; Davin et al., 1991).

Finalmente, se ha evidenciado que FcaRI también esté implicado en la formacién y/o
amplificacion de los complejos circulantes de IgAl. La IgA polimérica interacciona con el
receptor de membrana linfomonocitario FcaRl, y desprende el dominio extracelular del
receptor, generandose un complejo circulante plgAl-FcaRl (Monteiro et al., 2002). En
enfermos con NIgA se han observado niveles aumentados de FcaRlI soluble formando parte
de los complejos circulantes, y niveles de expresion disminuidos de FcaRI libre de
subunidad y en la membrana de las células circulantes (Grossetéte et al., 1998; Launay et
al., 2000). ElI hecho de que en enfermos con NIgA se hayan detectado depdsitos
mesangiales de plgAl-FcaRl podria explicar por qué, en pacientes con NIgA progresiva, los
niveles circulantes de plgAl-FcaRl son superiores a los pacientes con NIgA no progresiva
(Robert et al., 2015). Algunos estudios experimentales han corroborado el papel de FcaRl
en la patogénesis de la NIgA (Launay et al., 2000). Se ha desarrollado un modelo de raton
doble transgénico, que expresa IgA1l y FcaRI humanas, el cual desarrolla espontaneamente
fenotipo de IgAN, con niveles circulantes y depésitos mesangiales de IgAl-FcaRl,
inflamacién, hematuria y proteinuria. Estos resultados indican que los complejos IgAl-FcaRl
son nefritogénicos (Berthelot et al., 2012). FcaRI también esta implicado en la progresiéon de
la lesion renal hacia insuficiencia renal crénica, ya que juega un papel importante como

mediador de la infiltracion leucocitaria intersticial.

La presencia de IgA hipoglicosilada formando parte de complejos circulantes no
puede explicar por si sola la aparicion de NIgA, debido a que familiares directos de enfermos
con NIgA presentan niveles elevados de IgAl hipogalactosilada y no desarrollan dicha
enfermedad (Gharavi et al., 2008), y debido a que en aproximadamente un 20% de los
enfermos con NIgA no se detectan niveles de IgAl hipogalactosilada. En estos casos, los

mecanismos que causan el depdsito renal de IgA no son conocidos.
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2.5.3. Depo6sito mesangial de los inmunocomplejos circulantes

El siguiente paso en la via patogénica del desarrollo de la NIgA es la deposicion mesangial

de IC circulantes y su interaccion con las células mesangiales.

Las macromoléculas circulantes formadas que contienen IgAlgaldef persisten en la
circulacion porque no pueden ser facilmente degradadas por el higado, bien debido a que el
gran tamafno de los complejos formados imposibilita el acceso al receptor ASGPR a través
del endotelio fenestrado, o bien porque el receptor no puede reconocer los residuos de la
molécula IgAl porque el acceso esta impedido por la union de IgG (Novak et al., 2002). Los
complejos circulantes acaban accediendo al area mesangial ya que el endotelio fenestrado
de los capilares glomerulares es mayor, permitiendo la entrada y deposicion de los mismos
al mesangio renal. Una gran parte de las IgA depositada en el mesangio es del tipo IgAl y
se presenta en forma de varios IC (Novak et al., 2007; Launay et al., 2000; Kokubo et al.,
1998).

Se ha demostrado experimentalmente que los IC circulantes presentan mas afinidad
por las células mesangiales en los pacientes con NIgA en comparacion a los controles
(Wang Y et al., 2004; Novak et al., 2002). Sin embargo, hasta la fecha no se ha encontrado
ningun antigeno especifico por el que la IgA1 se deposite en el glomérulo, por lo que hay
estudios que se han centrado en investigar posibles interacciones fisicoquimicas de IgA1
con el mesangio. El depésito mesangial de IC que contienen IgA1 hipogalactosilada resulta
favorecido por la afinidad de los mismos por los componentes de matriz mesangial como
fibronectina, laminina o colageno (Kokubo et al., 1998; Coppo et al., 1993), o por la
interaccion con receptores mesangiales especificos (Robert et al., 2015; Novak et al., 2015).
Respecto a la interaccibn con receptores mesangiales especificos de complejos que
contienen IgA hipogalactosilada, estudios in vitro han demostrado que las células
mesangiales unen e internalizan los IC circulantes que contienen IgA hipoglicosilada de
pacientes con NIgA con mas afinidad que los IC circulantes de controles sanos, IgA
hipogalactosilada libre o IgA normal (Duque et al., 1997) y se ha sugerido que la union de
estos IC a las células mesangiales se produce a través receptores especificos de IgA1
(Novak et al., 2002; Monteiro, 2005). FcaRl y/o ASGPR han sido propuestos como
receptores especificos de IgAl, pero hasta la fecha no se ha podido demostrar ninguno de
los dos (Gomez-Guerrero et al., 1993; GOmez-Guerrero et al., 1998; Bagheri et al., 1997;
Kashem et al., 1997; Diven et al., 1998; Westerhuis et al., 1999; Leung et al., 2000; Barrat et
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al., 2000; Novak et al., 2002). CD71 ha sido identificado en células mesangiales como
receptor especifico de IgA, responsable del depdsito de IgA1 mesangial. Su expresion se ha
encontrado incrementada en enfermos de NIgA en comparacién a controles, colocaliza con
los depdsitos mesangiales de IgA1 (Moura et al., 2001) y presenta mayor afinidad por plgAl
hipogalactosilada de pacientes con NIgA (Moura et al., 2004). No obstante, otros estudios
han encontrado sobreexpresion de CD71 en glomérulo de enfermos con otras
glomerulopatias que presentan depdsitos de IgA, de lo que se deduce que la expresion
elevada de CD71 en el glomérulo no es especifica de la NIgA (Haddad et al., 2003).
También se ha demostrado experimentalmente, con un modelo de doble transgénico de
ratbn que expresa IgAl y FcaRl humanos, que CD71 interacciona con los complejos
circulantes IgAl-FcaRl mediante la unién especifica con FcaRI, induciendo la
sobreexpresion de CD71 y de transglutaminasa (TG) en la superficie de la célula mesangial.
La sobreexpresion de TG a su vez produce la sobreexpresion de CD71 (Berthelot et al.,
2012). Los datos de este estudio concuerdan con estudios previos en los que se ha
encontrado que la TG se encuentra sobreexpresada en el mesangio de pacientes con NIgA,
y que ademas se relaciona con el desarrollo de la fibrosis intersticial y que su nivel de
expresion correlaciona con la severidad de la enfermedad (Shweke et al., 2008; Ikee et al.,
2007). Otro receptor especifico candidato del depésito de IC que contienen IgA en la NIgA
es Fca/uR. Estudios in vitro han demostrado que Fca/UR se expresa en células mesangiales
humanas, se une a IgA y IgM, y se sobreexpresa por la accién de IL-1 producida por
monocitos infiltrados o por células locales glomerulares (McDonald et al., 2002). No obstante
el papel de dicho receptor en la unién de complejos circulantes en enfermos afectos de NIgA

permanece desconocida.

Por otro lado, se ha descrito que alrededor del 15% de los pacientes con NIgA se
observan depdsitos de sIgA, y éstos colocalizan con depésitos de MBL y C4d (Oortwijn et
al., 2007). El mecanismo de depésito de la slgA en el mesangio renal permanece

desconocido.

2.5.4. Activacion de la célula mesangial
Varios estudios han encontrado, mediante distintos experimentos con glicoformas

aberrantes de IgA1l sintetizadas o aisladas de enfermos con NIgA, que los IC depositados

activan las células mesangiales produciendo la proliferacion de las mismas (Novak et al.,
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2005; Wang Y et al., 2004; Novak et al., 2007). Otros estudios contradicen estos resultados
indicando que la IgAl procedente de pacientes con NIgA provoca una disminucion de la
proliferacion de las células mesangiales e incrementa la apoptosis (Amore et al., 2001).
Estos distintos resultados podrian explicarse si se tiene en cuenta que caracteristicas como
la composiciéon o el tamafio de los IC circulantes pueden afectar de forma distinta a la
activacion de las células mesangiales (Novak et al., 2005). También hay que tener en cuenta
que las glicoformas aberrantes de IgAl utilizadas en estos estudios para analizar la
activacion de las células mesangiales, se obtienen de formas distintas y tienen tamafio y
estructura distinta, pudiendo afectar los resultados obtenidos y dificultar la comparacion
entre estudios. Ademas los IC depositados pueden inducir en las células mesangiales la
expresion de citoquinas como el factor de crecimiento transformante 1 (TGFB-1) (Wang Y
et al., 2004), interleucina 6 (IL-6) (van den Dobbelsteen et al., 1994a), interleucina 1 (IL-1),
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), (Haddad et al., 2003; Amore et al., 1993) o inhibidor de
la migracion de macréfagos (MIF) (Leung et al, 2003); factores de crecimiento como el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Gesualdo et al., 1994; Boor et al., 2014)
guimioatractantes como la proteina quimioatractante de monocitos (MCP-1), interleucina 8
(IL-8) o proteina inflamatoria de macréfagos 1 (MIP-1) (Duque et al., 1997); factores
vasoactivos como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, endotelina, PAF o NO; asi
como disminuir la expresion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Amore et
al., 2000), aumentar la secrecién de componentes de MEC (Wang Y et al., 2004), modular la
expresion de integrinas (Peruzzi et al., 2000), o activar el sistema del complemento, jugando

un papel como mediadores en el proceso del desarrollo y la progresion de la enfermedad.

Los mecanismos inductores principales propuestos de la activacion de la célula
mesangial a partir del depdsito de IgA son la interaccion de IgAl polimérica con receptores
mesangiales especificos y la activacién del complemento a través de la via alternativa o de

las lectinas.

Activacion através de receptores mesangiales especificos

Como se ha comentado previamente, algunos estudios indican que, en enfermos con NIgA,

la plgA induce la sobreexpresion de CD71, la liberacion de citoquinas y la proliferacion

celular (Moura et al., 2005; Tamouza et al., 2012). En concreto, un estudio experimental ha

demostrado que FcaRl, aislado o formando parte de complejos que contienen IgAl, es
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capaz de unirse directamente a CD71 e induce la sobreexpresién de CD71 mesangial, asi
como la proliferacion de células mesangiales, secrecién de citoquinas proinflamatorias,
aumento de infiltracion leucocitaria y activacion del complemento. Se ha identificado la
enzima TG como mediadora en este proceso, formando parte de un loop de amplificacion de
respuesta patogénica. Concretamente, TG se sobreexpresa secundariamente tras la
interaccion de los complejos IgA1-FcaRI con CD71. TG a su vez induce la sobreexpresion
de CD71 y estabiliza la interaccion de los complejos IgA1-FcaRlI con el receptor CD71. TG
colocaliza con la IgA depositada y, en ausencia de TG, se reducen significativamente los
depdsitos de IgAl, disminuye la expresion de CD71 y no se desarrolla la disfuncién renal
(Berthelot et al., 2012).

Activacion del sistema del complemento

La activacion del complemento en la NIgA puede originarse localmente en el glomérulo tras
la deposicion mesangial de los IC. En los pacientes con NIgA, los depédsitos mesangiales de
IgAl se asocian frecuentemente a depdsitos mesangiales de factores del complemento de la
via alternativa, C3 (>90%), factor H (30-90%) y properdina (75-100%), asi como con
depoésitos mesangiales de factores del complemento de la via de las lectinas, MBL (17-
25%), MASP-1 y MASP-2 y C4d (Maillard et al., 2015). Varios estudios han demostrado que
las células mesangiales activadas producen un aumento de los componentes de la via
alternativa C3 y factor H (van den Dobbelsteen et al., 1994b; Wan et al., 2007; Tomino et al.,
1981). Otro estudio indica que los productos de activaciéon de la via alternativa, C3a y Cba,
en las células mesangiales pueden inducir la sintesis de DAF (Cosio et al., 1994; Abe et al.,
1998). Por otro lado, la via de las lectinas también puede estar implicada en la NIgA. Varios
estudios indican que algunos pacientes con NIgA presentan depoésitos de MBL asociados a
IgA, que codepositan con L-ficolin, MASP y/o C4d (Roos et al., 2006; Endo et al., 1998), en
ausencia de Clg. Aunque se ha demostrado que MBL se puede unir a IgA polimérica
circulante (Roos et al., 2006; Roos et al., 2001) activando C3 y C4 (Roos et al., 2001) e
indicando que al menos una parte del depdsito de MBL y L-ficolin podria provenir de los
niveles circulantes de complejos ya preformados con MASP, no se puede excluir que puede
haber una produccion local de moléculas derivadas de la activacion de la via de las lectinas
en el mesangio, por la interaccién directa de MBL con el glomérulo lesionado. Todos estos
datos sugieren que, en enfermos afectos de NIgA, el complemento se activa localmente

través de la via alternativa o la via de las lectinas, que estas dos vias no son mutuamente
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excluyentes, y que el complemento juega un papel importante en la patogénesis y desarrollo
de la NIgA.

No obstante, existen evidencias de que el complemento también puede activarse a travées de
los IC circulantes por la via alternativa. En primer lugar, se han encontrado niveles séricos
aumentados de fragmentos derivados de la fragmentacion de C3 en pacientes con NIgA
(Wyatt et al., 1987; Zwirneret al., 1997). En segundo lugar, mediante analisis protedmico de
IC circulantes en enfermos con NIgA y generados in vitro, se han detectado los productos
derivados de la fragmentacién de C3b i C3bBb (iC3b, C3c, C3dg y C3d) en fracciones de
elevada masa molecular, indicando que los IC tienen una superficie activadora en la que se
une C3bBb (Maillard et al., 2013).

2.5.5. Progresién de la lesion mesangial hacia insuficiencia renal crénica

La hipétesis predominante sobre el mecanismo de progresion de lesion renal en la NIgA
establece que las células mesangiales activadas por el deposito de IgA estructuralmente
alterada, liberan mediadores de inflamacion que alteran la barrera de filtracion glomerular e
inducen la lesién podocitaria (Lai et al., 2009), permitiendo su paso al tubulo y activando las
células epiteliales tubulares proximales (Lai et al., 2005). La proteinuria producida por la
pérdida de integridad de la barrera de filtracion glomerular también juega un papel
importante en la progresion de la lesion tubulointersticial. Cuando la proteinuria es masiva, la
gran carga filtrada al lumen tubular es captada por los lisosomas de las células epiteliales
tubulares, los cuales liberan agentes téxicos (Remuzzi, 1999). Ademas, entre las proteinas
que pasan a la luz tubular, se encuentran moléculas capaces de activar la cascada del
complemento en el polo luminal de las células tubulares. En concreto, la properdina,
componente activador de la via alternativa del complemento, se produce en enfermos
afectos de NIgA por la activaciéon de la via alternativa en la célula mesangial activada, y
pasa a la luz tubular, activando la via alternativa en las células tubulares, y contribuyendo a
la induccion de la lesion tubulointersticial (Gaarkeuken et al., 2008; Zaferani et al., 2011).
Las células epiteliales tubulares activadas a su vez también liberan mediadores de
inflamacién y mediadores quimiotacticos produciendo infiltracién y amplificando la respuesta
inflamatoria (Ong and Fine, 1994a; Fine et al., 1993; Ong and Fine, 1994b; Abboud, 1993;
Gesualdo et al., 1995). La infiltracion leucocitaria y la inflamacion inducen el aumento de

sintesis de MEC, que en Uultima instancia produce la fibrosis intersticial. La lesién
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tubulointersticial juega un papel principal en la progresién de la enfermedad renal a
insuficiencia renal terminal, y es un proceso comun e independiente de la causa inicial de

nefropatia (figura 2.1).

Entre los mediadores potencialmente implicados en la progresion de la lesién de la
NIgA, se pueden destacar la IL-6, MCP-1 y el TGFB-1. El factor de crecimiento epidérmico
(EGF), especifico de las células tubulares, también ha sido ampliamente estudiado. Estas

moléculas han cobrado mucho interés en este campo en los Ultimos afos.

El TGFB-1 es una citoquina multifuncional perteneciente a la familia TGF, y es la
isoforma predominante en humanos. Es secretada por varios tipos celulares entre los que
destacan macrofagos, linfocitos plaquetas o células endoteliales. TGFB-1 esta implicado en
varios procesos, dependiendo del contexto fisiolégico en el que se encuentra, como la
proliferacién celular, diferenciacion, apoptosis, respuesta inmune y remodelaciéon de la MEC
(Roberts and Sporn, 1993; Lawrence, 1995). TGFB-1 esta implicado en el desarrollo de la
fibrosis renal progresiva. Induce la sintesis de MEC e inhibe la degradacién de la misma,
activa los miofibroblastos e induce la liberacién de coldgeno a la MEC (Goumenos et al.,
2001; Meng et al., 2013). También juega un papel importante en la regulacion de la
infamacion renal, a través de la induccion de MCP-1, y esta implicado en la apoptosis de las
células epiteliales tubulares, células endoteliales, podocitos, asi como en la proliferacion de
fibroblastos renales (Meng et al., 2013). En enfermos afectos de NIgA, la expresién de
TGFB-1 esta incrementada en células mesangiales y endoteliales, células epiteliales

tubulares y células del infiltrado intersticial (Taniguchi et al., 1999a).

La MCP-1 pertenece a la familia de las citoquinas quimiotacticas CC y se localiza
mayoritariamente en células endoteliales, fibroblastos y células mononucleares. Su
expresion aumenta por la accion de varias citoquinas (IFN-a/B, IL-1B, IFN-y, TNF-qa, IL-4, M-
CSF, GM-CSF, PDGF, TGFpB-1), IC o componentes exdgenos. Su funcién principal mas
conocida es el reclutamiento de monocitos mediante adhesion y extravasacion a través del
endotelio vascular, aunque también participa en otros procesos como la memoria
inmunoldgica, la induccién de la liberacion de diversas enzimas e histamina, o la induccion
de la expresion de moléculas de adhesion (Kim and Tam, 2011). En enfermos afectos de
NIgA, es una de las moléculas directamente implicadas en el reclutamiento de leucocitos al

intersticio renal y se encuentra sobreexpresada en células parietales glomerulares, células
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tubulares corticales y células mononucleares infiltradas (Yokoyama et al., 1998; Sun et al.,
2009; Kim and Tam, 2011; Grandaliano et al., 1996)

La IL-6 es una citoquina multifuncional que puede ser secretada por monocitos,
células T, fibroblastos, células epiteliales, células endoteliales y células mesangiales (Ruef
et al., 1990; Bauer et al., 1988; Kirnbauer et al., 1989; Sironi et al., 1989; Van Snick et al.,
1986; Weissenbach et al., 1980), y que puede actuar sobre varios tipos celulares
aumentando la proliferacion celular (Ruef et al., 1990; Koike et al., 1988; Hodgkin et al.,
1988; Aarden et al., 1987), regulando la respuesta de fase aguda en el higado (Gauldie et
al., 1987) o mediando la diferenciacién de células B en células secretoras de anticuerpos
(Muraguchi et al., 1988). La expresion renal de IL-6 en la NIgA esta aumentada en células
mesangiales, en células del tabulo proximal y células del infiltrado intersticial (Taniguchi et
al., 1999b; Tomino et al., 1991; Ruef et al., 1990).

La EGF se secreta en el Asa ascendente de Henle y en el tibulo contorneado distal.
Actlia como factor tréfico de las células epiteliales tubulares renales, regenerando el tejido
tras una lesion tubular (Humes et al., 1989; Yen et al., 2015). En pacientes con lesiones
tubulointersticiales, incluida la NIgA, la expresion de EGF se encuentra disminuida en el Asa
de Henle y el tubulo contorneado distal (Gesualdo et al., 1996; Ranieri et al., 1996).

Paralelamente, el receptor FcaRl linfomonocitario juega un papel principal en la
progresion de la lesion hacia insuficiencia renal cronica. FcaRI no solo esté implicado en el
depoésito mesangial de complejos nefritogénicos en la NIgA, sino que, a través de los IC y
otros complejos circulantes, también es un mediador de la progresion de la enfermedad a
través de la activacion e infiltracion de leucocitos hacia el intersticio. Como se ha comentado
previamente, mientras que la interaccion de FcaRI con mIgA induce inhibicién celular, la
interaccion con plgAl induce activacién celular de los leucocitos. De esta forma, en
enfermos con NIgA, la plgA circulante se une a FcaRIl de membrana y, a través de la
subunidad FcRy que contiene ITAM se produce una respuesta proinflamatoria, provocando
la activacion de células mononucleares de la sangre periférica, las cuales migran hacia el
mesangio renal guiadas a su vez por los quimioatractantes liberados por las células
mesangiales activadas (Kanamaru et al., 2007). La infiltracioén leucocitaria es la inductora de
la lesion intersticial y juega un papel principal en la progresion y cronificacién de la lesion

hacia fibrosis.
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Figura 2.1. Progresion de la lesion mesangial hacia la lesion tubulointersticial. El depésito de IC circulantes que
contienen IgA estructuralmente alterada activa las células mesangiales, las cuales liberan mediadores de
inflamacién, factores de crecimiento o quimioquinas que alteran la barrera de filtracién glomerular e inducen la
lesién podocitaria. Los mediadores producidos tras la activacion de la célula mesangial, que incluye asi como las
proteinas plasmaticas pasan a la luz tubular por la pérdida de integridad de la barrera de filtracién glomerular.
Entre las proteinas que pasan a la luz tubular, también se pueden encontrar moléculas del sistema del
complemento producidas tras la activacion de la célula mesangial, o los propios IC circulantes. Los distintos
componentes que constituyen la proteinuria generada por estos mecanismos activan las células tubulares, las
cuales a su vez también liberan mediadores de inflamacion, factores de crecimiento, activan el sistema del
complemento,y liberan mediadores quimiotacticos, produciendo infiltracion y amplificando la respuesta

inflamatoria, induciendo el aumento de sintesis de MEC que en Ultima instancia produce la fibrosis intersticial.
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2.6. Formas de presentacion clinica

Previamente se ha comentado que existe una gran variabilidad en la presentacién clinica de
la enfermedad. Datos concretos indican que los enfermos afectos de NIgA presentan niveles
elevados de creatinina entre el 2 y 59% de los casos, hipertension entre el 6 y el 49% de los
casos, proteinuria rango nefrotico entre el 1 y el 33% de los casos, y episodios de hematuria
macroscépica entre el 20 y el 78% de los casos (D’Amico, 2004). La presentacién clinica
mas comun en adultos es la hematuria microscopica asociada o no a proteinuria superior a
19/24h. Ocasionalmente se pueden producir episodios de hematuria macroscépica
intermitente y recurrente, que coinciden con infecciones del tracto respiratorio superior o
gastroenteritis. En pacientes adultos la proteinuria raramente se encuentra en el rango de
sindrome nefrético (>3.5g/24h). La insuficiencia renal aguda es poco frecuente, se desarrolla
esporadicamente en casos de lesion inflamatoria severa con formaciéon de semilunas, o
asociada a episodios de hematuria macroscopica (Coppo and D’Amico, 2005). En poblacién
pediatrica, las formas de presentacion clinica y las lesiones histolégicas suelen ser menos
severas que las encontradas en los adultos. Las formas de presentacion clinica mas
comunes son la hematuria microscopica o los episodios recurrentes de hematuria
macroscopica. Raramente presentan hipertension (D’Amico, 2004; Hisano and Hueda,
1989).

En Espafia (Registro espafiol de glomerulonefritis, 2014), las formas de presentacién clinica

mMAas comunes son las siguientes (tabla 2.1):

Alteraciones urinarias asintométicas

La mayoria de los pacientes adultos cursan con alteraciones urinarias asintomaticas
(39.9%), es decir, microhematuria asociada a proteinuria no nefrética. Las alteraciones
urinarias suelen detectarse en controles clinicos sistematicos, son persistentes y en algunos

casos se asocian con algun episodio de hematuria macroscoépica a lo largo de su evolucion.

Hematuria macroscopica

Alrededor de un 9.4% de los pacientes adultos presentan un cuadro de hematuria
macroscopica que aparece después de una infeccion de vias respiratorias superiores o tras
una gastroenteritis. En algunos pacientes, la amigdalectomia, el ejercicio fisico, las
extracciones dentales y las vacunaciones son factores precipitantes. Puede haber dolor

lumbar por distension de la capsula renal, mialgias, astenia, febricula y disuria. No suele
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asociarse a oliguria, edemas, hipertension ni deterioro de la funcién renal. Todo el cuadro
clinico remite espontdneamente en menos de una semana. En los intervalos asintométicos

persiste la microhematuria, la proteinuria moderada o ambas.

Sindrome nefrético

El sindrome nefrotico se observa en el 12.7% de los casos y puede aparecer sin
hipertensién ni deterioro de la funcién renal y sustrato morfolégico de rifion Opticamente
normal, posiblemente, como una variante del sindrome nefrético idiopatico, o asociado a
insuficiencia renal cronica e hipertensién arterial, en el contexto de lesiones glomerulares

evolucionadas.

Insuficiencia renal aguda

Un 11.5% de los enfermos debutan con un cuadro de insuficiencia renal aguda. Esta
situacion puede deberse a una proliferacién extracapilar en mas del 50% de los ovillos,
como ocurre en las glomerulonefritis rApidamente progresivas. En otras ocasiones coincide
con un brote de hematuria macroscopica tipico de esta enfermedad, con lesiones
predominantemente tubulares (necrosis, cilindros hematicos ocluyendo la luz) y glomérulos
poco alterados. En estos casos, a pesar de la aparente gravedad del cuadro suele haber
recuperacion espontanea de la funcién renal, ya que las lesiones son debidas al efecto
téxico reversible de la hemoglobina u otros productos liberados por los hematies sobre las

células del epitelio tubular.

El resto de los pacientes se diagnostican al estudiar la causa de una insuficiencia renal
crénica o bien tras presentar un sindrome nefritico agudo. Aunque la presién arterial es
normal en la mayoria de los enfermos en el momento del diagnostico, la prevalencia de
hipertensién es mas elevada comparada con los sujetos normales de igual edad y sexo. Un
porcentaje muy bajo de enfermos debutan con hipertension arterial acelerada-maligna,

similar a las de origen esencial.
Algunos pacientes con NIgA pueden desarrollar al cabo de cierto tiempo un cuadro

sistémico de HSNP. Estas dos entidades tienen las mismas alteraciones histologicas e

inmunohistoquimicas y una patogenia similar.
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En resumen, en Espafia la presentacion clinica méas frecuente en adultos es la hematuria
microscopica, mientras que en mayores de 65 afios la presentacion clinica mas comun es la

insuficiencia renal aguda, seguido del sindrome nefrético.

Tabla 2.1. Datos clinicos de la NIgA. Registro espafiol de glomerulonefritis. Periodo 1994-2013

Poblacién total

Caracteristicas clinicas N = 2019 15-65 afios > 65 afos
Sexo (% H) 75.1

Hipertension arterial (%) 52.8

Edad (afios) 41.0£17.6 40.1+13.1 72.9145.2
Creatinina sérica (mg/dl, mediana) 2.1+2.2 2.0+1.9 3.4+3.0

Proteinuria (g/24h, mediana) 2.5£2.6 2.5£2.5 2.9£2.8

MDRD4 60.2+45.2 55.8+32.1 29.3+21.0

Sindromes mas frecuentes

Alteraciones urinarias asintomaticas (%) 37.7 39.9 18.9
Hematuria macroscépica (macroscépica/microscoépica) 11.8 9.4 0.3
Sindrome nefrético (%) 13.2 12.7 17.9
Insuficiencia renal aguda (%) 115 9.8 34.7
Insuficiencia renal cronica (%) 16.7 18.2 16.5
Sindrome nefritico (%) 6.9 6.9 8.4

2.7. Caracteristicas anatomopatoldgicas

El estudio anatomopatol6gico de la biopsia renal incluye la descripcién de los patrones
histol6gicos observados mediante inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, microscopia
electronica y microscopia Optica. El estudio debe realizarse en un minimo numero de

glomérulos para minimizar los falsos negativos y maximizar la fiabilidad de los resultados.

El diagnéstico de la NIgA se realiza con la deteccion por inmunofluorescencia de
depoésitos mesangiales de IgA, que son patognomonicos y se distribuyen difusamente, con
patron granular, en los ejes mesangiales en todos los glomérulos, y en menor proporcion en

las paredes capilares glomerulares (Berger and Hinglais, 1968; Wyatt and Julian, 2013). El
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deposito de IgA puede ir o no acompafiado de depésitos de IgG o IgM mesangiales (Haas
M, 2007; Berthoux et al.,, 2012). También se observan depdsitos de factores del
complemento. Los depdsitos de C3 y properdina se observan practicamente en todos los
casos (Wyatt, 1993; Miyazaki et al., 1984; Rauterberg et al., 1987), y también es frecuente
encontrar depésitos de MBL, C4, C4d (Endo et al., 1998; Roos et al., 2006; Maeng et al.,

2013; Espinosa et al., 2014), habitualmente en ausencia de C1q.

La microscopia electrénica confirma la presencia de los depdésitos en los ejes
mesangiales, asi como en los espacios subendoteliales y subepiteliales (Biondo et al. 1995;

Danilewiks and Wagrowska-Danilewicz, 1996; Haas M, 2007).

La clasificacion de la lesién histopatoldgica se realiza mediante microscopia 6ptica.
Los cambios histoldgicos observados pueden ser variables tanto segun el paciente
estudiado, como dentro de una misma muestra biopsiada. Ademas, el estudio de los
cambios histolégicos con los sistemas de clasificacion existentes, previos a la introduccion
del consenso internacional Oxford en 2009 (Roberts et al., 2009; Cattran et al., 2009), ha
sido dificultoso. Estos sistemas en general utilizan distintos criterios de seleccién de
variables histolégicas, definiciones imprecisas, y sin previa evaluacion de la reproducibilidad
de las variables histolégicas evaluadas. Todo ello hace que la evaluacion de la lesion renal
sea dificil de aplicar y poco reproducible. A raiz de estas dificultades, se desarroll6 un
consenso internacional de clasificacion de las variables histol6gicas observadas en la NIgA
(sistema de clasificacién Oxford), que seleccioné aquellas variables con una definicibn mas
precisa, mas reproducibles y mas faciles de identificar en la practica clinica, con el fin de
estandarizar la clasificacion y el grado de severidad de los patrones histolégicos
observados.
Los cambios histopatolégicos glomerulares mas comunes hallados en pacientes con NIgA
son el incremento de MEC mesangial y la hipercelularidad mesangial. Otras lesiones que se
pueden observar son la esclerosis segmentaria debido al aumento de la MEC, afectando a
una parte del glomérulo; las adhesiones (area de continuidad entre el ovillo glomerular y la
capsula de Bowman) que suelen incluirse como lesiones de esclerosis glomerular; la
hipercelularidad endocapilar; y la necrosis glomerular, la cual es poco comin y su
observacién es poco reproducible al microscopio 6ptico. Por otro lado también puede
observarse proliferacién extracapilar celular o fibrocelular, en funcién de si la lesién incluye o
no MEC: La presencia de semilunas es poco frecuente (proliferacion extracapilar que afecta
minimo al 25% de la circunferencia glomerular) y se asocia a NIgA rapidamente progresiva.

A nivel tubular, las lesiones observadas mas comunes son la fibrosis intersticial y la atrofia
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tubular, que indican el aumento de la MEC intertubular y el porcentaje de tubulos que
presentan disminucion del didmetro de la luz tubular. La inflamacion intersticial indica la
infiltracién de células inflamatorias en el cértex intersticial. Estas ultimas lesiones tubulares
son mas caracteristicas de enfermedad renal crénica avanzada. Otras lesiones tubulares
poco frecuentes, observadas en los pacientes con hematuria macroscopica e insuficiencia
renal aguda secundaria son la necrosis tubular con necrosis de células epiteliales y cilindros
celulares que obstruyen la luz tubular. En estos pacientes no suelen observarse apenas
lesiones glomerulares. Finalmente, en los vasos puede aparecer hialinosis arteriolar, aunque

es una lesion muy poco comun en estos enfermos.

Figura 2.2. Imagenes caracteristicas de biopsias de enfermos afectos de nefropatia IgA. Tincion con
hematoxilina-eosina en la que se aprecia proliferacion de células mesangiales y aumento de matriz mesangial de
distribucion segmentaria (A), tincion de PAS que demuestra incremento difuso en la matriz mesangial (B) y
lesiones de esclerosis segmentaria asociadas a proliferacion de matriz mesangial (C), y tincién de

inmumnoflorescencia en la que se evidencian depositos mesangiales de IgA (D). x 400.
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La tabla 2.2 resume la informacion requerida para el estudio anatomopatolégico de la
biopsia renal segun las recomendaciones del consenso internacional Oxford 2009.

Tabla 2.2. Elementos recomendados para el estudio anatomopatolégico de la biopsia renal segun el
consenso internacional Oxford 2009

L Variables histopatolégicas Otros cambios Numero
Metodologia utilizada

basicas histopatolégicos glomérulos

- Microscopia Optica - Hipercelularidad mesangial - Necrosis glomerular - Minimo 8
(indice M0/M1)

- Inmunohistoquimica - Glomerulosclerosis segmentaria - Presencia de semilunas
indice S0/S1

- Microscopia electrénica - Hipercelularidad endocapilar - Lesiones vasculares
indice EO/E1
- Atrofia tubular/fibrosis intersticial - Infiltracion leucocitaria
indice TO/T1/T2

- Cilindros celulares

2.8. Diagnostico

La NIgA puede sospecharse ante una presentacion clinica similar a la descrita previamente,
pero ésta no es patognomonica, por lo que la NIgA solamente se confirma con la presencia

de depdésitos mesangiales de IgA.

En los casos de presentacion de brotes recurrentes de hematuria macroscépica hay
que hacer el diagndstico diferencial con la glomerulonefritis aguda postinfecciosa, y con
infecciones del tracto urinario o urolitiasis. La glomerulonefritis aguda postinfecciosa se
distingue de la NIgA porque presenta sindrome nefritico con hipocomplementemia y un
intervalo de tiempo mas amplio, de dos a tres semanas, entre la infeccién respiratoria y la
afectacion glomerular. En el caso de las infecciones del tracto urinario y urolitiasis, la
presencia de hematies dismérficos en el sedimento urinario orienta que la hematuria es de

causa glomerular y no infecciosa (Kincaid-Smith and Fairley, 2005).
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También puede observarse una presentacion y curso clinico similar a la NIgA en el
caso de la nefropatia de membrana basal fina, el sindrome de Alport (nefritis hereditaria) y la
glomerulonefritis membranoproliferativa (D’Amico, 1987), pero el estudio de la biopsia renal
por microscopia oOptica, inmunofluorescencia y microscopia electrénica ayudan a diferenciar
estas entidades de la NIgA. Ademas, los antecedentes familiares de nefritis y la presencia
de sordera orientan hacia el diagnéstico de sindrome de Alport. El diagnoéstico de la
glomerulonefritis membranoproliferativa también se orienta por la deteccibn de niveles

séricos disminuidos de factores del complemento (Glassock, 2008).

Las variables histopatolégicas halladas por microscopia éptica en la NIgA no son
especificas de la NIgA. La hipercelularidad mesangial e incremento de matriz mesangial,
hallazgos patolégicos mas comunes en enfermos afectos de NIgA, también pueden
observarse en otras enfermedades renales como la nefropatia diabética, glomerulosclerosis
focal y segmentaria, o enfermedades sistémicas con afectacion glomerular. Por otro lado,
algunas enfermedades presentan depdsitos mesangiales de IgA, aunque no todas
presentan disfuncion o lesion glomerular. La tabla 2.3 contiene la lista de las enfermedades
asociadas al depésito mesangial de IgA. Entre dichas enfermedades cabe destacar la
purpura de Schonlein-Henoch (HSPN) como causa primaria de depésito de IgA que
presenta patrones histologicos muy similares a los de la NIgA. En la HSPN también se
observan niveles séricos elevados de IC que contienen IgAl hipogalactosilada, asi como
autoanticuerpos contra la IgA1 hipogalactosilada y activacion del sistema del complemento,
pero se distingue de la NIgA en que la HSPN es una enfermedad sistémica que afecta
mayoritariamente a pequefios vasos de la piel, tracto gastrointestinal, rifiones vy
articulaciones (Davin, 2011; Davin and Coppo, 2014; Wyatt and Julian, 2013).
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Tabla 2.3. Enfermedades asociadas a depdsito mesangial IgA (Donadio and

Primarias Secundarias

Sin manifestaciones sistémicas Enfermedades autoinmunes
Nefropatia IgA idiopatica Nefropatia membranosa

Espondilitis anquilopoyética
Con manifestaciones sistémicas Enfermedad de Reiter
Purpura de Schoénlein-Henoch Artritis psoriasica

Artritis reumatoide

Enteropatia por gluten
Dermatitis herpetiforme
Enfermedad de Crohn
Granulomatosis de Wegener
Crioglobulinemia mixta
Inmunotrombocitopenia familiar
Uveitis

Episcleritis

Lupus eritematoso

Neoplasias

Carcinoma de pulmon, laringe, faringe, pancreas
Gammapatia monoclonal IgA

Carcinoma secretor de mucina

Micosis fungoide

Linfoma no-Hodkin

Mieloma

Infecciones

VIH

Tuberculosis
Toxoplasmosis
Osteomielitis
Brucelosis

Virus de Epstein-Barr
Citomegalovirus

Otras

Hepatopatias crénicas (especialmente alcohdlicas)
Shunts portosistémicos

Hemosiderosis pulmonar

Enfermedades broncopulmonares (incluida la
Hemorragia alveolar

Mastitis recurrente
Eritema nodoso

46



Introduccién. Nefropatia IgA

2.9. Tratamiento

A pesar de los avances realizados en el conocimiento de la patogenia de la NIgA,
actualmente no existe ningun tratamiento especifico dirigido contra la enfermedad. La
aplicacion del tratamiento en pacientes con NIgA se centra principalmente en la disminucién
o el control de los factores de riesgo de insuficiencia renal terminal en dichos pacientes, es
decir, el control de la presién arterial y la disminucién de la proteinuria. Un grupo de expertos
internacional ha publicado las guias KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes),
gque se centran en el tratamiento de las distintas enfermedades glomerulares, y en concreto

de la NIgA (KDIGO clinical practice guideline for glomerulonephritis, 2012).

Los objetivos terapéuticos en los pacientes con NIgA propuestos por las guias
KDIGO (Tabla 2.4) son la disminucién de la proteinuria por debajo de 1g/24h, y la
disminucion de la presion arterial por debajo de 130/80 mmHg. Los enfermos con cifras
normales de presion arterial, FG y valores de ratio proteina/creatinina urinaria
persistentemente inferiores a 0,2 no requieren ser tratados, aunque dichas variables clinicas

y bioguimicas deben ser monitorizadas en controles clinicos periddicos.

En pacientes con proteinuria superior a 1g/24h y con cifras de presion arterial
superiores a 130/80 mmHg, se recomienda el uso de inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina 1l (ACE-l) y bloqueantes de receptores de angiotensina Il (ARB),
pudiéndose aumentar la dosis de dichos farmacos en caso de hipertensién. En el caso de
los enfermos con proteinuria persistentemente superior a 1g/24h, que no disminuye a pesar
del tratamiento con ACE-l o ARB ni con el control de la presién arterial, y que presenten
cifras de FG superiores a 50ml/min/1.73m?, se sugiere el uso de corticosteroides y de aceite

de pescado.

El tratamiento combinado de inmunosupresores (ciclofosfamida o azatioprina) con
corticosteroides se reserva para enfermos con NIgA rapidamente progresiva (presencia de
semilunas en méas del 50% de glomérulos y disminucion rapida de la funcién renal). Se
sugiere no tratar con inmunosupersores a pacientes con cifras de FG inferiores a

30ml/min/1.73m?, excepto en pacientes con NIgA rapidamente progresiva.

Se sugiere no utilizar mofetil micofenolato ni farmacos antiplaquetarios para el tratamiento

de pacientes con NIgA.
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Los pacientes con FG persistentemente inferior a 30ml/min/1.73m? pueden ser
tratados con ACE-l o ARB como medida de soporte para enlentecer el progreso de la
enfermedad. El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para los enfermos que

requieren tratamiento de reemplazo renal.

Existen varias formas atipicas de NIgA. En pacientes con enfermedad de cambios
minimos que presentan depoésitos de IgA, se recomienda el tratamiento para la enfermedad
de cambios minimos. En pacientes afectos de NIgA que presentan insuficiencia renal aguda
(IRA) asociada a hematuria macroscopica, necrosis tubular aguda y cilindros eritrocitarios, y
gue no remiten, se sugiere realizar una segunda biopsia durante el brote de hematuria, para

detectar la causa de la lesion tubular, y aplicar medidas de soporte para la IRA.

En la actualidad, no hay ningln tratamiento eficaz que pueda evitar la progresion a

enfermedad renal crénica en enfermos de mal prondstico.
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Tabla 2.4. Recomendaciones y sugerencias para el tratamiento de la NIgA. Guias KDIGO

Tratamiento antiproteinurico y antihipertensivo

Recomendacién

. Tratar con ACE-I o ARB cuando proteinuria es
>1 g/24h, considerando el aumento de dosis
dependiendo de las cifras de presion arterial

Corticosteroides

Sugerencia

. Tratar con ACE-I o ARB si la proteinuria se mantiene entre
0.5y 1 g/24h, en adultos.

. Considerar el aumento de dosis de ACE-l o ARB hasta
niveles tolerables para alcanzar cifras de proteinuria < 1
g/24h.

Recomendacioén

Sugerencia

. Tratar con corticosteroides los pacientes con proteinuria
persistentemente > 1g/24h, que no disminuya a pesar del
tratamiento durante 3-6 meses con ACE-l o ARB ni con el
control de la presion arterial, y que presentan cifras de FG >
50ml/min/1.73m?

Inmunosupresores (ciclofosfamida, azatioprina, mofetil micofenolato, ciclosporina)

Recomendacién

Otros tratamientos

Sugerencia

. No tratar con corticosteroides combinados con
ciclofosfamida o azatioprina los pacientes con NIgA (excepto
en pacientes con NIgA crescéntica con deterioro rapido de la
funcién renal

. No tratar con inmunosupresores los pacientes con FG <30
ml/min/1.73m? (excepto en pacientes con NIgA crescéntica
con deterioro rapido de la funcién renal)

. No tratar con mofetil micofenolato

Recomendacién

Formas atipicas

Sugerencia

. Tratar con aceite de pescado los pacientes con proteinuria
persistentemente > 1 g/24h, que no disminuya a pesar del
tratamiento durante 3-6 meses con ACE-1 o0 ARB ni con el
control de la presion arterial.

. No tratar con agentes antiplaquetarios.

. No realizar amigdalectomia.

Recomendaciéon

. Pacientes con enfermedad de cambios
minimos con depositos de IgA: se recomienda
el tratamiento para la enfermedad de cambios
minimos.

Sugerencia

. Pacientes con IRA asociada a hematuria macroscopica,
necrosis tubular aguda y cilindros eritrocitarios, que no
remiten: aplicar medidas de soporte para la IRA

. Pacientes con NIgA crescéntica con deterioro rapido de la
funcién renal: tratar con corticosteroides y ciclofosfamida
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2.10. Factores pronosticos

En enfermos afectos de NIgA, los factores prondsticos de evolucion a insuficiencia renal
cronica que existen actualmente son principalmente demograficos, clinicos e

histopatologicos.

Los numerosos estudios existentes de analisis de factores prondsticos incluyen
diferentes disefios (con inclusién de distinto niumero de enfermos, grados distintos de
severidad de la enfermedad en el momento de la inclusién, distintos tiempos de
seguimiento, diferencias en el tipo de tratamiento y en el nimero de enfermos tratados), y
emplean distintas variables de desenlace, distintos sistemas de clasificacion de la lesion
histopatologica o distintos tratamientos estadisticos de datos. Todo ello hace que los
resultados obtenidos sean dificiles de comparar e interpretar. No obstante, en muchos de los
estudios independientes realizados, se han identificado consistentemente varios factores
pronosticos. En adultos, la presencia de insuficiencia renal en el momento del diagndéstico, la
hipertension arterial, la proteinuria persistentemente superior a 1 g/24h y la presencia de
esclerosis glomerular o intersticial en la biopsia, han sido identificados como predictores
independientes de la evolucion a insuficiencia renal cronica, tanto en andlisis univariante
como en multivariante (Alamartine et al., 1991; D’Amico, 2004; Feehally, 2001; Coppo and
D’Amico, 2005). La tabla 2.5 resume los factores pronésticos establecidos en la NIgA. Los
factores prondsticos identificados en estos estudios explican una parte de la variacién en la
progresion de la enfermedad. Los factores genéticos y los factores ambientales podrian

explicar otra parte de la variabilidad.

2.10.1. Factores pronosticos demograficos

Los estudios que evallian la edad y el sexo como marcadores prondsticos no han mostrado

resultados consistentes (D’Amico, 2004).
2.10.2. Factores pronosticos clinicos
En adultos, la presencia de insuficiencia renal en el momento del diagndstico, la hipertension

arterial y la proteinuria persistentemente superior a 1 g/24h han sido identificadas como

variables clinicas predictoras independientes de la evolucion a insuficiencia renal terminal,
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tanto en analisis univariante como en multivariante (D’Amico, 2004; Coppo and D’Amico,
2005).

No obstante, algunos estudios no consideran el FG como factor de riesgo, y utilizan
dicha variable como criterio de seleccion de la poblacion de estudio. De esta forma, en un
estudio se identificé la hipertension, la proteinuria superior a 1g/24h, y la severidad de la
lesién histolégica como predictores independientes de progresion hacia insuficiencia renal
terminal, en pacientes en tratamiento y con FG normal al inicio del estudio (Berthoux et al.,
2011). Otro estudio identific6 como predictores independientes de progresion el nUmero de
eritrocitos en orina, la hipertension y la lesion glomerular y arterioscleriosis en la biopsia, en
pacientes con funcién renal normal al inicio del estudio (Rauta et al., 2002). Por otro lado,
algunos estudios indican que las variables que se obtienen durante el seguimiento
demuestran ser predictores mas potentes que las que se obtienen al inicio del estudio
(Bartosik et al., 2001; Kobayashi et al., 1997; Donadio et al., 2002). Entre ellos, un estudio
identificd la hipertension y la proteinuria durante el seguimiento como predictores
independientes fuertemente asociados a la velocidad de descenso de la funcion renal, y el
modelo realizado con estas dos variables ofrecia un mejor ajuste conforme aumentaba el
tiempo de seguimiento (Bartosik et al., 2001). Otro estudio identificé la proteinuria y la
creatinina sérica al afio de seguimiento, como predictores independientes de progresion a

insuficiencia renal terminal (Donadio et al., 2002).

Tanto la hematuria microscopica como la hematuria macroscépica no parecen ser
factores prondsticos consistentes, ya que no todos los estudios las identifican como tal y, en
muchos de los estudios en los que dichas variables son identificadas mediante andlisis
univariante, las asociaciones dejan de ser estadisticamente significativas cuando estas
variables se introducen en analisis multivariante (Coppo and D’Amico, 2005). La
composicion de la proteinuria como variable prondstica negativa en enfermos con NIgA
también muestra resultados discordantes (Nagy et al., 1987; Woo et al., 1991; Peters et
al., 2009).

En poblacion pediatrica hay menos estudios, probablemente debido a que el
porcentaje de pacientes que progresa a insuficiencia renal terminal es bajo y las pruebas
estadisticas aplicadas tienen poca potencia. No obstante, los factores de riesgo clinicos

hallados de insuficiencia renal terminal coinciden con los de los adultos (D’Amico, 2004).
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2.10.3. Factores pronosticos histologicos

Los estudios realizados hasta la fecha para identificar factores prondsticos histolégicos han
empleado distintos sistemas de clasificacion de la lesion histopatolégica. Antes de la
introduccion en el 2009 del sistema internacional de clasificacion Oxford (Roberts et al.,
2009), el estudio de marcadores prondsticos histolégicos con los sistemas de clasificacion
existentes ha sido dificultoso. Estos sistemas en general utilizan distintos criterios de
seleccion de variables histologicas, definiciones imprecisas, y sin previa evaluacién de la
reproducibilidad de las variables evaluadas (Lee et al., 1982; Haas, 1997; Alamartine et al.,
1990; Katafuchi et al., 1998; Wakai et al., 2006; Manno et al., 2007). Todo ello hace que la
evaluacién de la lesion renal sea poco reproducible y dificil de aplicar en la préactica clinica.
A pesar de ello, muchos de los estudios relevantes basados en estos sistemas de
clasificacion previos al sistema Oxford, han identificado distintas lesiones histopatolégicas
en el momento del diagndstico como variables prondsticas de progresion a insuficiencia
renal terminal, y muchos de estos estudios coinciden en que las lesiones glomerulares
activas, como la proliferacion mesangial, endocapilar o extracapilar, y necrosis han sido
identificadas como los predictores mas potentes que explican la pérdida de funcién renal o
de respuesta al tratamiento. Por otro lado, las lesiones avanzadas y cronicas, como la
glomerulosclerosis, la atrofia tubular o la fibrosis intersticial han sido identificadas como los
predictores mas potentes de insuficiencia renal terminal (D’Amico, 2004; Roberts et al.,
2009).

Segun la clasificacion Oxford de la lesion histopatolégica en enfermos afectos de
NIgA, la glomerulosclerosis, la hipercelularidad mesangial, la proliferacion endocapilar y la
fibrosis intersticial/atrofia tubular se identifican como variables predictoras independientes de
desenlace, independientemente del FG inicial, y de la proteinuria y la hipertension tanto al
inicio como durante el seguimiento (Cattran et al., 2009). Algunas de las asociaciones
identificadas con el sistema de clasificacion Oxford coinciden con las encontradas con los

sistemas previos de clasificacion.

En poblacion pediatrica, las variables histopatoldgicas identificadas como predictores
independientes de progresion hacia insuficiencia renal terminal son la fibrosis
intersticial/atrofia tubular (Le et al., 2012b). No obstante, un estudio reciente ha analizado el
poder predictivo de distintas variables clinicas e histoldgicas mediante modelo estadistico de

arboles de regresion y clasificacion, identificando la hipercelularidad mesangial y la
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proteinuria superior a 0,49/24h/1.73m? como variables predictivas de mal prondstico en
pacientes con edad inferior a 23 afios. En pacientes con edad inferior a 16 afios, la ausencia
de hipercelularidad mesangial y el FGe superior a 90ml/min/1.73m? se asocia a remisién de
la proteinuria (Coppo et al., 2017).

Hay que tener en cuenta que el tratamiento con glucocorticoides e inmunosupresores
reduce el valor predictivo de las variables prondésticas identificadas segun la clasificacion
Oxford (Coppo et al., 2014).

Los factores prondsticos inmunohistoquimicos que se han asociado a mal pronéstico

no han sido considerados por el sistema de clasificacion Oxford. Algunas de estas variables

se detallan en la seccién 1.2.12 (Nuevos biomarcadores predictivos en la NIgA).
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Tabla 2.5. Factores prondsticos en la NIgA

Factores prondsticos no consistentes

Factores pronésticos identificados en la mayoria de

R ) en la mayoria de estudios
estudios independientes relevantes . .
independientes relevantes

Demogréficos

. Edad
. Sexo
Clinicos
. Filtrado glomerular reducido . Hematuria macroscopica
. Proteinuria > 1g/24h al inicio y durante el seguimiento . Hematuria microscopica
. Hipertensién arterial al inicio y durante el seguimiento . Composicion de la proteinuria

Histologicos

Previos a la clasificacion Oxford

- Predictores de pérdida de funcién renal o de respuesta al
tratamiento:

. Proliferacion mesangial

. Proliferacion endocapilar

. Proliferacion extracapilar

. Necrosis
- Predictores de insuficiencia renal terminal:
Glomerulosclerosis

. Atrofia tubular

. Fibrosis instersticial

Clasificacion Oxford

Predictores independientes (independientemente del FG
inicial, y de la proteinuria y la hipertensién tanto al inicio
como durante el seguimiento):

. Glomerulosclerosis

. Hipercelularidad mesangial

. Proliferacion endocapilar

. Fibrosis intersticial/atrofia tubular
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2.11. Limitaciones de los factores prondsticos. Justificacion de la

busqueda de nuevos biomarcadores predictivos en la NIgA

Existen varios inconvenientes para el uso de los factores pronosticos establecidos en la
practica clinica habitual. En primer lugar los factores de riesgo establecidos no predicen el
riesgo individual de desenlace ya que el curso de la NIgA es muy variable. Adema4s, algunos
de estos factores pronésticos identifican una lesion predominantemente avanzada, cronica e
irreversible. Por otro lado, el momento del diagnéstico (biopsia) no suele coincidir con el
momento de inicio de la enfermedad, por lo que muchos pacientes se presentan en etapas
avanzadas de la enfermedad en el momento del diagndstico. En estos casos el valor que
aportan estos marcadores como factores prondsticos es escaso. Finalmente, los factores
pronosticos histologicos establecidos requieren la practica de una biopsia renal que, a parte
de los riesgos asociados que conlleva al ser un método invasivo, puede dar lugar a falsos

negativos debido al caracter segmentario y focal de las lesiones.

Todo ello justifica la necesidad de identificar biomarcadores precoces no invasivos,
antes de que aparezcan lesiones de fibrosis renal irreversible, que reflejen la severidad y/o

sean marcadores prondsticos de NIgA.

2.12. Nuevos biomarcadores predictivos en la NIgA

Varias moléculas han sido estudiadas en los ultimos afios, y son consideradas como
potenciales biomarcadores que predicen la severidad y el prondstico de la NIgA. A
continuaciéon se describen algunos de los marcadores mas destacados, clasificados en tres

grupos (figura 2.3):
2.12.1. Biomarcadores relacionados con la IgA1l estructuralmente alterada

2.12.2. Biomarcadores relacionados con la activacion del complemento

2.12.3. Biomarcadores relacionados con la progresion de la lesion renal
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Mecanismo patogénico Potenciales biomarcadores de
severidad y/o progresion

Niveles séricos elevados de
lgA1galdef

Autoanticuerpos IgG
Autoanticuerpos IgA
Anticuerpos microbianos
Lectinas de origen alimentario
Proteinas de MEC

/ FcaRl soluble

Formacién de inmunocomplejos > Niveles séricos inmunocomplejos IgA1-IgG
circulantes + Niveles séricos de complejos FcaRI-IgA

|

Depdsito mesangial

—_— Niveles seéricos IgAgaldef
+ Niveles séricos autoanticuerpos IgG, IgA

» Niveles urinarios de FcaRl soluble

L% » Depodsitos mesangiales de C3, CD3 C4d,
> MBL
» Niveles de expresion renal de CD71
« Niveles urinarios de factor H, C3, C4a,
MBL, C5b-9

Activacion célula mesangial

+ Niveles de expresion renal de IL-6, TGFb-1,
> MCP-1, EGF

+ Niveles urinarios de IL-6, MCP-1, EGF

+ Ratio EGF/MCP-1, IL-6/MCP-1 en orina

Progresion de la lesién renal

Figura 2.3. Mecanismo patogénico de la NIgA y su relacidon con algunos de los potenciales biomarcadores

predictivos de la actividad y/o pronéstico de la enfermedad

2.12.1. Biomarcadores relacionados con IgAl alterada

Como se ha descrito previamente, se considera que el origen de la NIgA radica en la IgAl
circulante estructuralmente alterada, la cual forma IC circulantes formados en gran parte por
la union de autoantigenos especificos contra la region bisagra de la IgAl. Varios estudios se
han centrado en analizar los niveles séricos de IgA1 hipogalactosilda (IgAgaldef), asi como
de autoanticuerpos IgA y/o 1gG dirigidos contra dicha molécula y los IC circulantes formados
por la unién IgAgaldef-IgA o IgAgaldef-lgG como posibles marcadores de la NIgA. De esta
forma, se han detectado niveles séricos significativamente elevados de IgA
hipogalactosilada y de autoanticuerpos en pacientes con NIgA respecto a controles sanos y

controles con otras nefropatias (Moldoveanu et al., 2007; Yanagawa et al., 2014; Suzuki
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et al., 2009), asi como niveles urinarios significativamente elevados de IC IgAl-IgG de alto
peso molecular en enfermos con NIgA respecto a controles sanos y controles con otras
nefropatias (Matousovic et al., 2006). No obstante, ni la IgA hipogalactosilada ni los
autoanticuerpos son marcadores especificos de la NIgA, ya que se han detectado niveles
elevados de IgA hipogalactosilada en algunos familiares de pacientes que no desarrollan la
enfermedad (Gharavi et al., 2008) y de autoanticuerpos en otras glomerulopatias de origen
inmune (Zhang J et al.,, 2009). Los niveles circulantes de IgA hipogalactosilada muchas
veces tampoco corresponden con los niveles de autoanticuerpos, ni hay una correlacion
consistente entre autoanticuerpos IgG contra IgA hipogalactosilada y la deposicién

glomerular de los mismos.

A pesar de lo mencionado en el péarrafo anterior, se ha demostrado que los niveles
séricos de IgA hipogalactosilada se asocian con los factores prondsticos clasicos de la
enfermedad y con la progresion de la enfermedad independientemente de los factores
prondsticos clasicos (Zhao et al., 2012). Otro estudio independiente ha demostrado que los
niveles séricos de IgA hipogalactosilada, juntamente con niveles séricos de marcadores de
estrés oxidativo (advanced oxidation protein products, AOPPs), se asocian al descenso de
FG (Camilla et al., 2011). Estos datos indican que dichos niveles podrian considerarse
marcadores de severidad y de progresion de la NIgA. Los niveles séricos de autoanticuerpos
lgG también correlacionan con algunos marcadores de actividad de la enfermedad como la
proteinuria y/o la severidad de la lesion histol6gica (Yanagawa et al., 2014; Berthoux et al.,
2012; Suzuki et al., 2009), indicando que dichos niveles podrian ser Gtiles como marcadores
de severidad de la enfermedad. También se ha demostrado que hay asociacion entre los
niveles de autoanticuerpos en el momento de la biopsia y la progresion de la enfermedad
(Berthoux et al., 2012), aunque estos datos requieren ser validados con estudios de

seguimiento mas largos que den resultados con mayor potencia estadistica.

Por el momento, los métodos de analisis de IgA hipogalactosilada y compuestos
relacionados no pueden ser estandarizados y aplicados a la practica clinica, ya que hay que
tener en cuenta que existen limitaciones relacionadas con la metodologia empleada para la
cuantificacion de dichos compuestos. Muchos de estos estudios cuantifican los marcadores
con métodos basados en lectinas, los cuales tienen limitaciones de sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad debido a la especificidad variable de las lectinas empleadas
para el analisis (Moore et al., 2007), y debido a que los autoanticuerpos pueden ser

polireactivos y la molécula de IgA1 presenta heterogeneidad de O-glicosilacion.
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Otras moléculas que contribuyen a la formacion de complejos y/o unién con IgAl, y
gue se han descrito como potenciales marcadores en la NIgA son FcaRl y CD71. Se ha
demostrado que los niveles séricos de los complejos de FcaRI-IgA se asocian a la severidad
de la NIgA (Vuong et al., 2010). Un estudio reciente ha demostrado que los niveles urinarios
de FcaRI soluble y TG estan significativamente disminuidos en pacientes con NIgA con
proteinuria frente a pacientes en remision y dichas moléculas urinarias podrian ser un
potencial marcador que discrimine, en funcién de la proteinuria, enfermedad renal activa
frente inactiva, asi como podrian ser de utilidad para el seguimiento de estos pacientes
(Moresco et al., 2016). Por otro lado, dado que la lesion histolégica renal esta establecida
como un marcador pronéstico de la NIgA, el hecho de encontrar una asociacion entre
incremento de expresiéon de receptor CD71 y grado de proliferacién celular hace que CD71

se pueda considerar un marcador candidato de prondstico de NIgA (Haddad et al., 2003).

2.12.2. Biomarcadores relacionados con la activacién del complemento

Se han publicado varios estudios que indican que los niveles séricos, urinarios y/o depdsitos
glomerulares de algunos factores del complemento, tanto de la via alternativa como de la via
de las lectinas, pueden ser potenciales marcadores de severidad y prondstico de la
enfermedad.

Biomarcadores de la via alternativa en biopsia renal

Se han detectado depdsitos de varias proteinas de la via alternativa del complemento en
biopsia renal. Los depédsitos mesangiales de C3 se han asociado con aumento de los niveles
de creatinina sérica, grado de severidad histolégica (Nasri et al., 2013), y con progresion
hacia insuficiencia renal terminal (Kim et al., 2012). Otro estudio reciente ha demostrado que
la combinacion de los depdésitos glomerulares de C4d y CD3 son predictores independientes

de insuficiencia renal terminal (Faria et al., 2015).

Biomarcadores de la via de las lectinas en biopsia renal

Algunos estudios indican que en enfermos con NIgA la activacion de la via de las lectinas se
asocia a la severidad y progresion de la enfermedad. En concreto, se ha demostrado que los
depositos de MBL asociados a depdsitos de L-ficolin, MASP-2 y C4d, se asocian con la
proteinuria y con la severidad de la lesion histolégica (proliferacion mesangial, proliferacion

extracapilar, glomerulosclerosis, infiltracién intersticial) (Roos et al., 2006). Otros estudios
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han confirman este hallazgo, detectando depdésitos de MBL que se asocian a la severidad
clinica e histolégica de la enfermedad (Matsuda et al., 1998; Liu et al., 2013) y a la
progresion de la enfermedad (Liu et al., 2013). Por otro lado se ha descrito que los depdsitos
mesangiales de C4d hallados en enfermos con NIgA se asocian con la hipertension, FGe,
proteinuria, glomerulosclerosis y fibrosis intersticial/atrofia tubular (Nasri et al., 2015;
Espinosa et al.,, 2014; Sahin et al., 2014), y recientemente C4d se ha identificado como
predictor independiente de progresion a insuficiencia renal terminal independientemente de
FGe y la proteinuria (Espinosa et al., 2014; Faria et al., 2015). Tras el descubrimiento de los
depdsitos de C4d como marcadores de rechazo humoral en el trasplante renal (Watschinger
and Pascual, 2002), la tinciébn C4d es actualmente una técnica histolégica implantada en la
practica clinica rutinaria y por lo tanto podria ser implantada en el andlisis rutinario de los

enfermos afectos de NIgA dado su potencial valor como marcador prondstico.

Biomarcadores séricos de la via alternativa

Varios estudios han detectado niveles séricos alterados de moléculas relacionadas con la
via alternativa del complemento en enfermos afectos de NIgA. Algunos de ellos indican que
la ratio IgA/C3 se encuentra aumentada en dichos pacientes y se asocia a progresion de la
enfermedad (Komatsu et al., 2004; Zhang J et al., 2013). También se han detectado en
algunos enfermos niveles séricos disminuidos de C3 que se asocian a la progresion hacia
insuficiencia renal terminal (Kim et al.,, 2012), y niveles séricos elevados de productos
derivados de la fragmentacion de C3 (Zwirner et al., 1997: Wyatt et al., 1987) que se asocian
con algunas variables de severidad y con la progresion de la enfermedad (Zwirner et al.,
1997). Los estudios realizados sobre los niveles plasméticos de factor H muestran
resultados inconsistentes (Edey et al, 2009; Onda et al, 2007). También se han detectado
niveles séricos aumentados de factor |, factor B y properdina en pacientes con NIgA (Onda
et al., 2007).

Biomarcadores urinarios de la via alternativa

En cuanto a los marcadores urinarios relacionados con la activacion de la via alternativa del
complemento, se han encontrado niveles urinarios elevados de factor H en pacientes con
NIgA que correlacionan con los niveles de expresion renal, con la proteinuria y la
disminucion de la funcién renal, y con el grado de severidad histoldégica glomerular y
tubulointersticial (Zhang JJ et al., 2009; Onda et al., 2011).
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Biomarcadores urinarios de la via de las lectinas

En enfermos con NIgA, también se han detectado algunos marcadores urinarios
relacionados con la activacion de la via de las lectinas. En concreto se han detectado
niveles urinarios incrementados de C3 y C4a (Mucha et al., 2014), y de MBL en dichos
enfermos, que se asocian a la severidad de la lesion histologica y a la proteinuria (Liu et al.,
2012).

En relacion a los niveles urinarios de factores del complemento de la via alternativa y de
las lectinas, también se ha observado que otras nefropatias asociadas a proteinuria cursan
con excrecién urinaria de C5b-9 y otros factores del complemento (Schulze et al., 1991;
Ogrodowski et al., 1991; Morita et al., 2000), las cuales se asocian a severidad clinica e
histologica de la enfermedad (Onda et al., 2011). Los datos obtenidos hasta el momento
sugieren que se produce una activacion del complemento en las células epiteliales tubulares
proximales, y que la properdina filtrada a la luz tubular juega un papel principal como
inductora de la activacion de la via alternativa en dichas células (Gaarkeuken et al., 2008;
Zaferani et al., 2011). Un estudio confirma estos datos, en el cual se observo una elevada
excrecion urinaria de properdina en algunos enfermos con distintas glomerulopatias que
cursan con proteinuria, y que su presencia se asociaba a una mayor excrecion de C5b-9,
independientemente de la proteinuria y de la funcion renal (Siezenga et al., 2010). No se
conoce en qué medida contribuyen a los niveles de excrecion urinaria de los distintos
factores del complemento, la proteinuria inespecifica filtrada a la luz tubular, la activacion del
complemento local glomerular o la activacion del complemento intratubular. No obstante, el
hecho de que se haya relacionado la activacion del complemento tubular con la induccién de
la fibrosis tubular (Abe et al., 2004; Tang et al., 2009), sugiere que los niveles urinarios de
varios factores del complemento en la NIgA también podrian servir como marcadores de

progresion de la lesién tubulointersticial hacia insuficiencia renal crénica.

2.12.3. Biomarcadores relacionados con la progresién de la lesion renal

Varias proteinas implicadas en la lesion tubulointersticial han sido evaluadas como
marcadores de progresion a insuficiencia renal terminal en pacientes con enfermedad renal.
Algunas de las mas estudiadas son NGAL, B-2-microglobulina, NAG, LFABP, o KIM-1
(Bolignano et al., 2009; Kamijo et al.,, 2004; Kamijo et al., 2005; Nielsen et al., 2010;

Waanders et al., 2009; Bosomworth et al., 1999). Algunos de estos marcadores también han
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sido estudiados en pacientes con NIgA. En concreto, se ha demostrado que la [(B2-
microglobulina se asocia a la progresion de la enfermedad en analisis univariante, aunque
no proporciona un valor pronostico superior al de los marcadores clasicos como la
proteinuria en el analisis multivariante (Peters et al., 2009). En cuanto a la NGAL, se han
detectado niveles urinarios elevados en enfermos afectos de NIgA, que correlacionan con la
proliferacion mesangial y la lesiéon tubulointersticial (Ding H et al., 2007), y niveles de
expresion renal que se asocian a la progresion a insuficiencia renal terminal (Yavas et al.,
2013). Por otro lado, se ha demostrado que los niveles de expresion renal de KIM-1 en
pacientes con NIgA son predictores independientes de insuficiencia renal terminal (Kwon et
al., 2013), y que los niveles urinarios se encuentran elevados en dichos pacientes, se
asocian con el grado de severidad clinica e histolégica de la enfermedad (Peters et
al., 2011; Xu et al., 2011) y son predictores independientes de insuficiencia renal terminal
(Peters et al.,, 2011). Sin embargo estos marcadores estdn mas relacionados con las
consecuencias de la lesién renal que con los mecanismos patogénicos del desarrollo de la

lesion en la NIgA.

Varias moléculas implicadas en estos mecanismos han sido estudiadas como
posibles marcadores de severidad y pronostico de la NIgA. Varios estudios han detectado
en dichos pacientes aumentos de expresion renal de IL-6, MCP-1 y TGFB-1 (Tomino et al.,
1991; Taniguchi et al., 1999b; Ranieri et al., 1996; Taniguchi et al., 1999a; Yokoyama et al.,
1998; Sun et al., 2009; Kim and Tam, 2011; Grandaliano et al., 1996) y disminucion de la
expresion renal de EGF (Ranieri et al., 1996) respecto a controles sanos, asi como
asociaciones significativas entre los niveles de expresion renal de EGF y MCP-1 con sus
respectivos niveles urinarios (Ju et al.,, 2015; Kim and Tam, 2011). También se ha
encontrado asociacion de los niveles de expresion renal de dichas moléculas con el grado
de severidad histoldgica. En concreto los niveles de expresion de IL-6 en el &rea mesangial
y en células tubulares proximales de pacientes con NIgA se asocian con la severidad de
glomerulosclerosis y la severidad de la lesion tubulointersticial (Tomino et al., 1991; Ranieri
et al.,, 1996); los niveles de expresion de TGFB-1 mesangiales, endoteliales y células
epiteliales tubulares se asocian con el grado de severidad de la lesion glomerular y
tubulointersticial (Taniguchi et al., 1999b; Goumenos 2002; Meng et al., 2013), los niveles
de expresion de MCP-1 en células epiteliales tubulares correlacionan con la severidad de la
lesién tubulointersticial e infiltrado monocitario (Grandaliano et al., 1996); los niveles de
expresion de EGF en células epiteliales tubulares correlacionan con la severidad de la lesion

tubulointersticial (Ranieri et al., 1996). Ademas también se ha descrito que la expresion renal
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de IL-6 correlaciona con el pronéstico de la enfermedad (Taniguchi et al., 1999b). Por otro
lado, se ha descrito correlacion entre niveles urinarios de IL-6 y MCP-1 y la severidad clinica
de la enfermedad (Tomino et al., 1991; Saitoh et al., 1998), asi como correlacion entre
niveles urinarios de MCP-1, IL-6, EGF y el grado de severidad histolégica. Respecto a las
correlaciones de los niveles urinarios con el grado de severidad histologica, se ha
demostrado que existe una correlacién positiva entre niveles urinarios de MCP-1 con la
severidad de la fibrosis intersticial y el grado de infiltracion leucocitaria (Grandaliano et al.,
1996; Saitoh et al., 1998; Morii et al., 2003; Stangou et al., 2009; Yokoyama et al., 1998),
correlacion de niveles urinarios de IL-6 con el grado de esclerosis glomerular y fibrosis
intersticial, y correlacion negativa entre niveles urinarios de EGF y el grado de severidad de

lesion tubulointersticial (Stangou et al., 2009).

Ademas algunos estudios han evaluado las ratios entre algunas de las citoquinas
mencionadas como posibles marcadores de severidad clinica, histolégica y/o como posibles
marcadores prondsticos. En concreto, se ha demostrado que la ratio EGF/MCP-1 urinaria
determinada en el momento de la biopsia correlaciona con varios factores de riesgo clasicos
(grado de severidad histolégica, hipertension y FG), y tiene una buena sensibilidad y
especificidad para predecir la progresion de la enfermedad independientemente del resto de
factores de riesgo, con una capacidad predictiva superior a la proporcionada por EGF y
MCP-1 aisladas y superior a la de los factores de riesgo clinicos e histolégicos individuales
(Torres et al., 2008). Otro estudio muestra que la ratio IL-6/MCP-1 en orina también se
asocia al grado de severidad histolégica y podria considerarse como potencial marcador de

progresion de la NIgA (Ranieri et al., 1996).

Por dltimo, también se ha demostrado que, de entre varias citoquinas estudiadas,
Gnicamente los niveles urinarios de EGF se asocian fuertemente con el grado de deterioro
de la funcién renal y pueden ser empleados como marcador predictivo de la progresion de la
funcién renal (Stangou et al.,, 2009), y otro estudio reciente ha identificado EGF urinario
como predictor independiente de progresion de la insuficiencia renal cronica, mas potente
que la albuminuria y el FGe (Ju et al.,, 2015). Los datos mostrados en estos estudios
sugieren que la excrecion urinaria de EGF podria ser un potencial marcador subrogado del
grado de fibrosis intersticial asi como potencial predictor independiente de la progresion de

la NIgA hacia insuficiencia renal terminal.
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2.12.4. Otros biomarcadores

Un estudio reciente identific6 mediante analisis protedmico un perfil de 13 proteinas de bajo
peso molecular que clasificaba a los pacientes con NIgA de forma consistente a la
clasificacion Oxford, y permitia discriminar pacientes en estadios avanzados la enfermedad
de pacientes en estadios precoces. Las proteinas identificadas estaban implicadas en la
activacion del sistema del complemento, la coagulacion y las interacciones receptor-MEC, y

correlacionaban con la severidad de la enfermedad (Kalantari et al., 2013).

Por otro lado, el desarrollo de un indice de riesgo que refleje los efectos acumulativos
de los predictores independientes individuales puede ser util para identificar los individuos
con mas riesgo de progresar a insuficiencia renal terminal. Ademas estos indices podrian
ser aplicados a la préctica clinica ya que las variables que los componen son facilmente
medibles en el laboratorio, y pueden irse actualizando con nuevas variables a medida que
surjan potenciales marcadores que puedan ser validados, con el fin de mejorar su poder
predictivo. Varios estudios han desarrollado indices de riesgo que reflejan los efectos
acumulativos de distintas variables predictoras individuales (Goto et al., 2009; Berthoux et
al., 2011; Xie et al., 2012). Bethoux et al (Berthoux et al., 2011) calcularon un indice de
riesgo en pacientes con tratamiento y con FG normal o ligeramente disminuida. El indice
estaba constituido por la hipertension, proteinuria y lesiones histopatolégicas globales
severas (clasificadas segun el indice global 6&ptico) como variables predictoras
independientes. Goto et al (Goto et al., 2009) también desarrollaron un indice constituido por
8 variables independientemente asociadas a insuficiencia renal terminal: sexo, edad, presion
arterial sistolica, proteinuria, microhematuria, allbimina sérica, FG y severidad de las
lesiones renales clasificadas segun criterios nacionales. No obstante no se ha tenido en
cuenta la influencia del tratamiento, ya que los pacientes que son tratados y respondedores
probablemente producen infraestimaciones del indice. El indice calculado por Xie (Xie et al.,
2012) incluye el FG, la albumina sérica, la hipertension y la hemoglobina como predictores
independientes. No se observaron variables histopatolégicas como predictoras
independientes, por lo que no se incorporaron en el indice. El indice tiene un mayor poder
discriminante en comparacion a los predictores individuales. El FG y la hipertension es una
variable comun a los tres indices mencionados (exceptuando el FG en el indice de Berthoux,
en el que no se incluye esta variable en el modelo de regresion mdltiple). También
incorporan la proteinuria y/o o la albimina sérica. El resto de variables difiere. El indice con

mayor poder predictivo es el calculado por Xie (Xie et al., 2012). Uno de los componentes
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del indice de Jingyuan es la hemoglobina, que se identifico como predictor independiente de
insuficiencia renal terminal, y es la variable con mas peso en la ecuaciéon después del FG.
Considerando el hecho de que en este estudio la anemia mostraba asociacion en el analisis
univariante, este hallazgo podria estar relacionado con evidencias previas de que la anemia
es un factor de riesgo independiente de progresion de enfermedad renal (Mohanram et al.,
2004, Staples et al., 2010). No obstante, el resto de variables que constituyen dichos indices
son distintas, lo que dificulta la comparacion entre ellos. Ademas, el célculo de los indices
esta realizado con variables histolégicas clasificadas con distintos criterios. Podrian
recalcularse los indices considerando la clasificacion de las variables histopatolégicas segun
el sistema Oxford (Cattran et al., 2009), para poder hacer mas comparables los indices.

Ademas, los indices pronésticos requieren ser validados con cohortes independientes.

Ademas se han detectado niveles alterados de microARN (miRNA), tanto en tejido,
células y orina, relacionados con la patogénesis y progresion de la NIgA (Szeto and Li,
2014). En concreto se ha demostrado que los niveles de expresion renal de miR-223 se
asocian con la activaciéon de células endoteliales glomerulares (Bao et al., 2014), y los
niveles urinarios de miR-3613-3p y miR-4668-5p correlacionan con la severidad de la
enfermedad (Wang N et al.,, 2015). No obstante, se requieren mas estudios clinicos y de
laboratorio que demuestren que estos marcadores se pueden aplicar a la practica clinica
habitual. Tampoco se ha evaluado el poder predictivo de estas moléculas como marcadores

de progresion de la NIgA.

Finalmente, se han realizado estudios genéticos de ligamiento y de asociacién del
genoma completo en familias y cohortes de enfermos afectos de NIgA. Mediante estudios de
asociacion de genoma completo han sido identificados varios loci asociados a la NIgA. De
esta forma se ha encontrado asociacion de la enfermedad con la region del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) (Feehally et al., 2010). Otro estudio encontrd 5 loci asociados
a susceptibilidad de NIgA: 3 en el grupo de genes que codifican para la clase | y Il del MHC,
1 (CFH/CFHR) en el grupo de genes que codifican para el factor H y compuestos
relacionados, y 1 (HORMAD2) en el grupo de genes que codifican para oncostatina M y
factor inhibidor de leucemia, citoquinas que estan implicadas en la inmunidad innata y la
inflamacién (Gharavi et al., 2011). Un estudio independiente confirm6é 4 de los 5 loci
identificados en el estudio previo y detectd 2 loci adicionales, DEFA y TNFSF13 (Yu et al.,
2012). TNFSF13 codifica APRIL, es un ligando de la familia de receptores TNF y juega un

papel importante en la generacion de células B secretoras de IgA y en el cambio de clase
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IgAl1 a IgA2. DEFA codifica para defensinas, que son péptidos implicados en la inmunidad
innata, aumentan la permeabilidad de membranas de patdgenos, modulan la respuesta

inflamatoria y pueden actuar como quimioatractantes

2.13. Aplicacion de los biomarcadores urinarios predictivos en la NIgA a
la practica clinica: Utilidad clinica de los niveles urinarios medidos en
orina puntual y en orina de 24h, y aplicaciones de la estimacion de la

variacion biolégica

Anteriormente se ha descrito el papel de varias moléculas, medidas en orina, implicadas en
la patogénesis y desarrollo de la NIgA, como potenciales marcadores precoces de actividad
y prondstico en la NIgA. Para que dichas moléculas puedan ser aplicadas a la préactica
clinica previamente debe validarse su utilidad clinica realizando estudios independientes en
cohortes distintas, con distintas metodologias, y deben definirse las caracteristicas pre-
analiticas, analiticas y post-analiticas mas adecuadas que cumplan dicho fin (Cummings et
al., 2010; Hayes, 2015; Lee et al., 2006). En este sentido todos los datos clinicos disponibles
sobre el valor predictivo de estas moléculas hasta la fecha se han basado en estudios que
utilizan una Unica medida de la ratio de su excrecidn respecto la creatinina, en muestras de
orina puntual. No obstante, no se ha analizado la concordancia ni se ha comparado la
utilidad clinica como marcadores predictivos entre las medidas obtenidas en orina puntual y
las obtenidas con orina de 24h. Tampoco se han estimado las fuentes de variacion sujetas a
la medicion de dichas moléculas. Estos estudios son necesarios para poder definir las
especificaciones en los métodos de andlisis utilizados, e interpretar correctamente los
resultados obtenidos, y deberian realizarse previamente a la implantacion de los métodos

determinacion de dichas moléculas al laboratorio clinico asistencial.

En relacion a la determinacion de las ratios de dichas moléculas en orina puntual,
ésta suele ser una forma habitual de estimar la mayor parte de su excrecién diaria en lugar
de medir su excrecién en orina de 24h, ya que la recoleccién de la orina de 24h utilizada
para determinar las tasas de excrecién promedio pueden ser engorrosas y poco fiables,
debido a la sobre o la infra recoleccion. Las determinaciones con ratios son generalmente
adecuadas para variables como la proteinuria o la microalbuminuria, que no dependen
directamente de la masa tubular total (Price et al., 2005). No obstante, no todas las

moléculas implicadas en la patogénesis y el desarrollo de la NIgA medibles en orina
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cumplen este requisito. Por ejemplo, la excrecion urinaria de EGF medida en orina puntual y
expresada como la ratio EGF/creatinina podria introducir errores en la interpretacion clinica,
puesto que los niveles de ambas moléculas dependen de la masa tubular total. Por ello seria
conveniente comprobar, antes de ser aplicados a la practica clinica, si hay concordancia
entre las determinaciones de dichas moléculas en orina puntual y las realizadas en orina de
24h.

Otro de los estudios hasta la fecha pendiente de realizar, es la estimacion de las
fuentes de variacién sujetas a la medicion de los distintos biomarcadores en enfermos
afectos de NIgA. Estos estudios son necesarios tanto para interpretar correctamente los
resultados obtenidos como para definir las especificaciones de la calidad del método
analitico. La medicién de cualquier magnitud biolégica medible en el laboratorio clinico, esta
principalmente sujeta a tres fuentes de variacién: La primera fuente de variacion es la
variacién pre-analitica, producida por el proceso preanalitico, durante la extraccion,
transporte y pre-tratamiento de la muestra. El proceso preanalitico en el laboratorio clinico
es comUnmente estandarizado y controlado, de manera que la variacidon pre-analitica es
generalmente minima. La segunda fuente de variacion es la analitica, que se produce en el
proceso analitico utilizado para medir la magnitud del interés. Por ultimo, la variacion
biol6gica (VB): estd constituida por la variacién biologica intra-sujeto e inter-sujeto. La
variacion bioldgica intra-sujeto se define como la distribucion aleatoria de los valores
observados alrededor de un punto homeostatico en el mismo individuo. La variacién
bioldgica inter-sujeto se debe a diferencias entre los puntos homeostaticos entre individuos
de la misma magnitud (Fraser and Harris, 1989; Ricos et al., 2004; Fraser, 2001). De esta
forma, la variacion total sujeta al resultado de una prueba de laboratorio es la suma de
varios componentes de la variacion: preanalitica, analitica y VB.

La interpretacion del resultado obtenido en una prueba determinada se realiza con el indice
de individualidad (Il), que se calcula a partir de los componentes de la variacion total.
Dependiendo de su valor (Fraser and Harris, 1989; Fraser, 2001; Harris, 1981), es posible
determinar si es mas apropiado comparar un resultado aislado con los intervalos de
referencia basados en la poblacién (valor de referencia poblacional, VRP) o evaluar si la
diferencia entre dos resultados consecutivos del mismo individuo es clinicamente
significativo (valor de referencia del cambio, VRC) (Ricés et al., 2004). Ademas, debido a
gue la variacion intra-individual de algunos marcadores especificos de la enfermedad puede
verse influida tanto por la enfermedad como por el tratamiento, el uso de VRC estimado de

individuos sanos para monitorizar individuos con una patologia particular puede no ser
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adecuado (Ric0s et al., 2007). Por lo tanto, en los ultimos afios se ha incrementado el uso
de RCV estimado a partir de individuos con ciertas patologias.
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3. Hipotesis

Los marcadores de actividad y prondsticos clasicos establecidos de la NIgA estan asociados
a varias desventajas que frecuentemente limitan su uso en la practica clinica de una forma
eficaz. Por un lado, debido al curso heterogéneo de la enfermedad, no predicen el riesgo
individual de desenlace. Por otro lado, muchos pacientes se presentan en etapas ya
avanzadas de la enfermedad en el momento del diagnéstico, y en estos casos el valor
afadido de estos marcadores es escaso. Adema4s, algunos de estos marcadores identifican
una lesion predominantemente avanzada e irreversible. Por dltimo, los factores prondsticos
histolégicos establecidos requieren la practica de una biopsia renal que, ademas de los
riesgos asociados que conlleva por ser un método invasivo, puede dar lugar a falsos

negativos debido al caracter segmentario y focal de las lesiones.

Todo ello justifica la necesidad de identificar biomarcadores precoces no invasivos,
antes de que aparezcan lesiones de fibrosis renal irreversible, que reflejen la actividad de la
enfermedad y/o sean marcadores pronosticos de NIgA. Los avances recientemente
incorporados al conocimiento de la patogenia de la NIgA han identificado numerosas
variables implicadas en la patogénesis y desarrollo de la NIgA que pueden contribuir a
conseguir dicho objetivo. Entre todas estas variables, algunas resultan especialmente

atractivas por la posibilidad de ser analizadas y evaluadas a corto plazo.

En este sentido, la evaluacién de la excrecion urinaria de moléculas que reflejen la
severidad y el prondstico de la NIgA es un factor clave para la evaluacién clinica de las
enfermedades glomerulares, entre las que se encuentra la NIgA. En concreto, los niveles
urinarios de algunas moléculas relacionadas con la activacién del complemento (properdina,
lectina de unién a manosa (MBL), C4d, C5b-9, y con la progresién de la lesion renal,
(interleucina-6 (IL-6), factor de crecimiento epidérmico (EGF), proteina quimioatractante de
monocitos de tipo 1 (MCP-1) y factor de crecimiento transformante 1 (TGFB-1), han sido
ampliamente estudiados e identificados como potenciales marcadores predictivos de
severidad y pronoéstico de la enfermedad, y podrian tener utilidad en la practica clinica. Sin
embargo, deben realizarse méas estudios independientes en cohortes distintas, con distintas
metodologias, que corroboren los datos ya obtenidos y/o aporten mas informacién que
amplie el conocimiento de la patogenia y el desarrollo de la enfermedad, para validar la
utilidad clinica de dichas moléculas, con el fin de ser implantadas a la practica clinica

habitual.
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Hasta la fecha, ningun estudio ha evaluado los niveles de excrecion urinaria de C4d y
de MBL como predictores de los depdsitos mesangiales de ambas proteinas, ni se ha
estudiado si los niveles urinarios de dichas proteinas reflejan, al menos en parte, la
activacion de la via de las lectinas en las células tubulares. Ademas, ningun estudio ha
realizado una comparacién entre distintos marcadores de progresion de la lesion renal, para
analizar cudl de ellos correlaciona mejor con las lesiones de fibrosis intersticial. El presente
proyecto pretende contestar estas preguntas aportando nuevos datos, a través de dos
estudios observacionales independientes con enfermos afectos de NIgA, y en donde
principalmente se han realizado determinaciones urinarias dichos marcadores. En un
estudio se evalla la utilidad de los niveles urinarios de MBL y C4d como predictores
independientes de los niveles de expresion mesangial de las mismas y se analizan las
variables asociadas a la activacion local del complemento. En otro estudio se comparan los
niveles urinarios de IL-6, EGF, MCP-1 y TGF-1 para determinar cual de dichas moléculas o
combinaciones de las mismas tiene mayor capacidad de predecir la extension de fibrosis

intersticial.

Por otro lado, los estudios realizados hasta la fecha utilizan una Unica medida de
concentracion de dichos marcadores expresados respecto la concentracion de creatinina, en
muestras de orina puntual, y no se han realizado estudios que analicen la concordancia ni
comparen la utilidad clinica entre dichas medidas y las obtenidas con orina de 24h como
marcadores predictivos, especialmente en los marcadores que puedan estar relacionados
con la masa tubular. Asimismo, tampoco hay estudios que estimen las fuentes de variacion
sujetas a las medidas de dichos marcadores, los cuales son necesarios para poder
interpretar correctamente los resultados y definir las especificaciones de la metodologia de
analisis utilizada. De esta forma, en este proyecto se pretende analizar, mediante otros dos
estudios independientes, por un lado si hay diferencias entre la medida de la ratio
EGF/creatinina en orina puntual frente a la medida de la excrecién diaria de EGF, y cual de
las dos medidas es mas adecuada para predecir la extension de fibrosis intersticial. Por otro
lado, se realiza un estudio para determinar los componentes de la variacion biologica de la

ratio EGF/creatinina en orina puntual.
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4. Objetivos

Se han planteado cuatro objetivos generales compuestos por varios objetivos especificos:

4.1. Primer objetivo

Analizar, en enfermos afectos de NIgA, las variables clinicas, bioquimicas e histolégicas
asociadas a la activacion local del complemento, y la capacidad de los niveles urinarios de
MBL o C4d para identificar la presencia de depdsitos mesangiales de C4d o MBL.

Este objetivo se compone de los siguientes objetivos especificos:

e Analizar los niveles urinarios de MBL, C4d, properdina y C5b-9 en enfermos afectos de

NIgA y en un grupo control de enfermos renales sin NIgA.

e Analizar las correlaciones de los niveles urinarios de MBL, C4d, properdina y C5b-9 y las

variables clinicas, bioquimicas e histolégicas en dichos enfermos.

e |dentificar, mediante analisis multivariante, los predictores independientes clinicos,

bioquimicos e histolégicos de los niveles urinarios de C4d, MBL, properdina y C5b-9.

e Establecer, mediante curvas ROC, los puntos de corte de los niveles urinarios de MBL y
C4d con mayor sensibilidad y especificidad para predecir la presencia de depositos

renales de ambas proteinas.
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4.2. Segundo objetivo

Analizar en enfermos afectos de NIgA, cuales de las moléculas IL-6, EGF, MCP- 1 o TGF[3-
1, o combinaciones de las mismas, tiene mayor capacidad de predecir la extensién de

fibrosis intersticial.

Este objetivo se compone de los siguientes objetivos especificos:

e Analizar las correlaciones entre niveles urinarios de IL-6, MCP-1, TGFB-1 y EGF, y
variables clinicas, bioquimicas y variables histol6gicas cuantitativas y categorizadas
segun la clasificacién Oxford (indices M, E, S, y T) en enfermos afectos de NIgA.

e |dentificar, mediante analisis multivariante, los predictores independientes clinicos,

bioquimicos e histolégicos de la excrecién urinaria de IL-6, MCP-1, TGFB-1 y EGF.

e Realizar modelos predictivos que predigan mejor la extensién de las lesiones de fibrosis
intersticial y analizar cudl de las citoquinas urinarias 0 qué combinacion de ellas tiene

mayor capacidad predictiva.
o Identificar los predictores independientes de la fibrosis categorizada segun la

clasificacion Oxford.

4.3. Tercer objetivo

Analizar en enfermos afectos de NIgA, la concordancia entre la ratio EGF/creatinina en orina
puntual y la excrecion de EGF de 24h y comparar el poder predictivo de la extensién de
fibrosis intersticial, tanto en la ratio EGF/creatinina en orina puntual como en la excrecién de
EGF de 24h.

Este objetivo se compone de los siguientes objetivos especificos:
e Analizar, mediante Passing-Bablok y Bland-Altman, la intercambiabilidad entre las

medidas realizadas con la ratio EGF/creatinina en orina puntual y las realizadas con la

excrecion urinaria de 24h de EGF.
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Identificar, mediante andlisis multivariante, los predictores independientes de la magnitud
de las diferencias entre la ratio EGF/creatinina y la excrecion de 24h de EGF.

Analizar el sesgo, precision y exactitud de la ratio EGF/creatinina para predecir la
excrecion de EGF de 24h, en el conjunto global de la poblacion y tras clasificar la

poblacion segun los terciles de FG.

Analizar, mediante andlisis univariante y multivariante, la capacidad de la ratio
EGF/creatinina y de la excrecion de EGF de 24h, para predecir la extensién de fibrosis

intersticial.

4.4. Cuarto objetivo

Analizar en enfermos afectos de NIgA, los componentes de la variacion total de la ratio

EGF/creatinina.

Identificar, mediante analisis multivariante, los predictores independientes clinicos,

bioguimicos e histolégicos de la variacion de los niveles urinarios de EGF.

Estimar los componentes de la variacion total de las medidas de EGF urinarias (variacion
analitica, variacion intraindividual y variacion interindividual), tanto en el conjunto de la
poblacion como en la poblacibn agrupada segun terciles de los predictores
independientes hallados en el analisis multivariante previo, y comparar los componentes

de la variacién estimados en funcién de dichos terciles.

Estimar el indice de individualidad (ll), tanto en el conjunto de la poblacibn como en la

poblacion agrupada segun terciles de fibrosis y FG.
Estimar el valor de referencia del cambio (VRC) tanto en el conjunto de la poblacién

como en la poblacion agrupada segun terciles de fibrosis y FG, y analizar si existen

diferencias significativas entre los VRC estratificados segun dichos terciles.
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5. Metodologia

Para cumplir los objetivos planteados se realizaron cuatro estudios, cada uno dirigido a
responder uno de los cuatro objetivos y sus subobijetivos. La metodologia empleada en cada

uno de estos estudios se detalla a continuacion:

5.1. Metodologia empleada para el analisis del primer objetivo

5.1.1. Pacientes y disefio del estudio

Se estudio un total de 96 pacientes con NIgA idiopética diagnosticada por biopsia renal.
Antes de realizar la biopsia renal y de iniciar cualquier tratamiento, se registraron variables
demograficas y clinicas, y se obtuvieron muestras de sangre, y orina de la segunda miccién
de la mafana. En las muestras de sangre se midié la concentracion creatinina sérica y se
estimo el filtrado glomerular (FGe) mediante la ecuacion CKD-EPI (Levey et al., 2009). Se
almaceno el suero restante a -80°C para la posterior determinaciéon de las concentraciones
de properdina, MBL, C5b-9 y C4d. En las muestras de orina se realiz6 el estudio del
sedimento urinario, y las que presentaron piuria se descartaron del estudio. Posteriormente
se centrifugaron a 1500g durante 10 min y se midieron las concentraciones de proteinas y
creatinina. La orina restante se almacendé a —80 °C para la posterior determinacion de
properdina, MBL, C5b-9, y C4d.

En el momento de obtener las muestras, ningdn paciente recibia tratamiento con
bloqueadores de los receptores de la angiotensina Il, inhibidores de la ECA, combinaciones
de ambos, ni antagonistas de la aldosterona. Ningun paciente fue tratado con esteroides ni
otros medicamentos inmunosupresores y ningun paciente recibié paricalcitol.

Se realizaron las mismas determinaciones en un grupo control de 30 enfermos que habian
sido estudiados por presentar proteinuria, con o sin alteracion de la funcién renal, y en los
que se apreciaron lesiones de glomeruloesclerosis asociadas a inmunofluorescencia
negativa en la biopsia renal, y que presentaban edades, distribucion por sexos, niveles de
FGe, proteinuria y porcentaje de hipertension comparables al grupo de enfermos con NIgA.
El protocolo de estudio se desarroll6 siguiendo las normas de Helsinki y fue aprobado por el
Comité de Etica del hospital. Todos los enfermos proporcionaron su consentimiento

informado.
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5.1.2. Determinaciones bioquimicas

Las medidas de concentracion de creatinina se realizaron mediante ensayo enzimatico,
trazable a la espectrometria de masas con dilucién isotopica (IDMS) (CREA plus, Hitachi
Modular P-800; Roche Diagnostics, Berlin, Germany). Este ensayo se basa en la conversion
de creatinina en glicina y peroxido de hidrégeno. Este dltimo reacciona con 4-
aminofenazona y acido 2,4,6-triiodo-3-hidroxibenzoico para formar un cromogeno que se
mide fotométricamente La concentracion de proteinas en orina se midié mediante un ensayo
colorimétrico automatizado (AU5400, Beckman Coulter).

Las concentraciones séricas y urinarias de properdina, MBL, C4d y C5b-9 se midieron
mediante sistemas de ELISA comerciales: ELISA properdina (Hycult Biotech, Uden, The
Netherlands), ELISA MBL (Hycult Biotech, Uden, The Netherlands Antibodyshop, Gentofte,
Denmark), ELISA C5b-9 (BD Biosciences, San José, California, USA) y ELISA C4d (Quidel
MicroVue TM C4d Fragment, San Diego, California, USA). Las medidas de concentracion de
cada una de las muestras se realizaron por duplicado y se obtuvieron mediante una curva
de calibracion con patrones purificados y sueros de referencia obtenidos de los fabricantes.
Los coeficientes de variacion interplaca fueron inferiores al 13% en todas las moléculas
analizadas. Las concentraciones urinarias de dichas moléculas se expresaron en valor
absoluto y tras ajustar por concentracion de proteinas (ng/mg proteinas) y de creatinina

(ng/mg creatinina).

5.1.3. Estudio anatomopatoldgico de las biopsias renales

El tejido renal se fij6 en parafina, y se realizaron cortes de 4um que se tifieron con
hematoxilina-eosina, tricromico de Masson, acido periodico de Schiff y metenamina de

Jones. Los estudios de inmunofluorescencia se realizaron en muestras de tejido congeladas,
utilizando anticuerpos contra las inmunoglobulinas A, G y M, fibrindgeno, C3 y Cl1q. Las
tinciones inmunohistoquimicas para properdina, MBL, C4d y C5b-9 se realizaron en cortes
de 4um, desparafinados y rehidratados tras recuperacion de antigeno por coccién en
microondas durante 5 min en tampoén Tris/EDTA, pH 8,5. Para dichas tinciones se utilizaron
los siguientes anticuerpos: properdina (anti-MRP2 antibody [EPR10997(2)] (ab187644)
Cambridge, UK), MBL (monoclonal antibody to mannose-binding lectin [3E7] Rockford Road,
IL,USA) y C5b-9 (anti-C5b-9 antibody [aE11l] (ab66768) abcam, Cambridge, UK). Como

controles positivos se utilizaron biopsias de enfermos con rechazo humoral, nefropatia
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membranosa y glomerulonefritis membranoproliferativa, y como controles negativos,
biopsias de enfermos con nefropatia por cambios minimos. Mediante morfometria
cuantitativa, utilizando un autoanalizador Olympus WCE2, se contabilizé el porcentaje de
glomérulos con lesiones de proliferacion mesangial, esclerosis segmentaria, proliferacion
intracapilar, asi como el porcentaje de infiltracion celular intersticial y fibrosis intersticial. Las
biopsias renales fueron clasificadas siguiendo los criterios de Oxford 2009 (Roberts et al.,
2009).

5.1.4. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como media y desviacibn estandar para las
variables con distribucion normal, o como mediana y cuartiles para las variables con
distribucion no normal. Las diferencias entre las medias de 2 grupos se evaluaron mediante
la prueba t de Student para datos independientes o la prueba de Mann-Whitney. Las
diferencias entre proporciones se evaluaron mediante la prueba Chi-cuadrado o la prueba
exacta de Fischer. Para el andlisis de correlacion entre variables cuantitativas se utilizé el
coeficiente de correlacion de Spearman. Para analizar los predictores independientes de los
niveles urinarios de properdina, MBL, C4d y C5b-9 en orina, se realiz6 un andlisis de
regresion simple univariante, seguido de un analisis de regresion multivariante con
introduccion manual de las variables paso a paso, considerando el logaritmo de la
concentracion de cada molécula como variable dependiente, y tras comprobar la normalidad
de su distribucién. Mediante curvas ROC, se identificaron los niveles urinarios de C4d y MBL
con mayor sensibilidad y especificidad para la identificacion de pacientes con depdésitos
renales de C4d y MBL. Se consideré estadisticamente significativo todo valor de p < 0,05. El

analisis estadistico se realizé6 mediante el programa SPSS version 20.0.

5.2. Metodologia empleada para el andlisis del segundo objetivo

5.2.1. Pacientes y disefio del estudio

Se estudio un total de 58 pacientes con NIgA idiopéatica diagnosticada por biopsia renal.
Antes de realizar la biopsia renal y de iniciar cualquier tratamiento, se registraron las

variables demograficas y clinicas, y se obtuvieron muestras de sangre, orina de 24h y orina
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de la segunda miccién de la mafiana. Se midi6 la concentracion de creatinina sérica y se
determind se determiné el FG de dos maneras: estimado por CKD-EPI (FGe) (Levey et al.,
2009) y calculado mediante el aclaramiento plasmatico de *'Cr-EDTA de la siguiente forma:
se administr6 3 MBq de °'Cr-EDTA por inyeccién intravenosa. Se extrajeron, del brazo
contralateral a la infusion, cuatro muestras de sangre venosa a las 2, 2.5, 3y 4h después de
la inyeccion. El FG se calculé por interseccion de la pendiente y se corrigié a 1,73 m? de
superficie corporal (Chantler et al., 1969). Se determiné la excrecion de proteinas en la orina
de 24h. En las muestras de orina de la segunda miccién de la mafiana, se realizé el estudio
del sedimento urinario, y las orinas que presentaron piuria se descartaron del estudio. El
resto de orinas se centrifugaron a 1500g durante 10 min y se almacenaron a —80° C para la
posterior medida de las concentraciones de IL-6, EGF, MCP-1 y TGFB-1. En el momento de
obtener las muestras de orina, ningun paciente recibia tratamiento con bloqueadores de los
receptores de la angiotensina Il, inhibidores de la ECA, combinaciones de ambos, ni
antagonistas de la aldosterona. Ningun paciente fue tratado con esteroides ni otros
medicamentos inmunosupresores y ningun paciente recibié paricalcitol.

El estudio se realiz6 siguiendo las normas de Helsinki, fue aprobado por el Comité de Etica

del hospital y todos los pacientes firmaron un consentimiento informado.

5.2.2. Determinaciones bioquimicas

La idoneidad de la recogida de la orina de 24h se evalu6 mediante la comparacion de la
creatinina total en la muestra con la creatinina predicha: 28 - (0,2xedad)xkg en hombres y
23,8 - (0,17xedad)xkg en mujeres en mg/dia (Cockroft and Gault, 1976). Las medidas de
concentracion de creatinina se realizaron mediante ensayo enzimatico, trazable a IDMS
(Hitachi Modular P-800 Roche Diagnostics, Berlin, Germany). La concentracion de proteinas
en orina se determiné mediante un ensayo colorimétrico automatizado. Las concentraciones
urinarias de EGF, IL-6, MCP-1 y TGFB-1 se midieron mediante kits de ELISA comerciales
(Quantikine R&D Systems, Minneapolis, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para medir la concentraciéon total de TGFB-1 (latente + activo), las muestras de orina se
diluyeron con 4 volumenes de solucion salina tamponada con fosfato, y se afiadié6 HCI hasta
obtener un pH de 2,5 a 2,0. Después de 30 min a temperatura ambiente, el pH se reajusto a
7,4 con NaOH (Ellis et al., 1998). Las medidas de concentracion de cada una de las
muestras se realizaron por duplicado y se obtuvieron mediante una curva de calibracién con

patrones purificados y sueros de referencia obtenidos de los fabricantes. Los coeficientes de
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variacion intraserial se calcularon realizando 10 determinaciones repetidas de 3 muestras
con concentraciones conocidas, en la misma placa, y fueron inferiores al 5% en las 3
muestras y para todas las moléculas. Los coeficientes de variacion interserial se calcularon
realizando 10 determinaciones repetidas de 3 muestras con concentraciones conocidas, en
distintas placas, y fueron inferiores al 7% en las 3 muestras y para todas las moléculas. Las
concentraciones urinarias se ajustaron por concentracion de creatinina, y se expresaron en
pg/mg creatinina (IL-6) o ng/mg de creatinina (EGF, MCP-1 y TGF[3-1).

5.2.3. Estudio anatomopatoldgico de las biopsias renales

Mediante morfometria cuantitativa, utilizando un autoanalizador Olympus WCE2, se
contabilizo el porcentaje de glomérulos con lesiones de proliferacion mesangial, esclerosis
segmentaria, proliferacion intracapilar, asi como el porcentaje de infiltracion celular
intersticial y fibrosis intersticial. Las biopsias renales fueron clasificadas siguiendo el
documento de consenso internacional de Oxford 2009 (Roberts et al., 2009).

5.2.4. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como media y desviacion estandar para las
variables con distribucion normal, o como mediana y cuartiles para las variables no
normales. Las diferencias entre las medias de dos grupos se evaluaron mediante la prueba t
de Student o la prueba de Mann-Whitney. La comparacion de proporciones se realizo
mediante la prueba Chi cuadrado la prueba exacta de Fischer. El andlisis de correlaciones
entre variables cuantitativas se realizé con el coeficiente de correlacion de Pearson. Se
realiz6 un analisis de regresion mdltiple para identificar los predictores independientes de las
concentraciones urinarias de IL-6, MCP-1, TGFB-1 y EGF. Con objeto de analizar la relacion
entre cada una de las moléculas estudiadas y la extension de las lesiones de la fibrosis
glomerular e intersticial, se realiz6 un andlisis univariante, seguido de un andlisis de
regresion multiple paso a paso, tomando la extension de fibrosis como variable dependiente
tras transformacion logaritmica y comprobar de la normalidad de su distribucion. Asimismo,
se clasificé a los pacientes en 2 grupos en funcion de la presencia (T1+T2) o la ausencia
(TO) de lesiones de fibrosis intersticial en la clasificacion de Oxford y, tras un andlisis

univariariante de seleccién de variables, se realiz6 un andlisis de regresion logistica paso a
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paso, con un método de introduccién manual basado en el cambio de —LR, para identificar
las variables independientemente asociadas a la presencia de fibrosis intersticial. La
calibracion del modelo por categorias de riesgo se realizO mediante la prueba de Hosmer-
Lemeshow (Hosmer and Lemeshow, 1995). En todos los casos se considerd
estadisticamente significativo un valor de p<0,05. Para el andlisis estadistico se ultilizo el
programa SPSS versién 20.0.

5.3. Metodologia empleada para el analisis del tercer objetivo

5.3.1. Pacientes y disefio del estudio

Se reclutaron 58 pacientes con NIgA primaria confirmada por biopsia renal y con un FG
superior a 30 mL/min/1,73 m?. Antes de realizar la biopsia renal se registraron diferentes
variables demograficas y clinicas, y se obtuvieron muestras de sangre, orina de 24h y orina
de la segunda miccién de la mafiana. El FG se midi6 usando el aclaramiento plasmatico de
*ICr-EDTA (Chantler et al., 1969). En las orinas puntuales se realizé6 el estudio del
sedimento urinario, y las que presentaron piuria se descartaron del estudio. El resto de
orinas, se centrifugaron a 1500g durante 10 min y se almacenaron a —80° C para la posterior
medida de las concentraciones de EGF y creatinina en las orinas puntuales, y las de EGF y
proteinas en las orinas de 24h. En el momento de la extraccién de las muestras, ningln
paciente habia recibido tratamiento con bloqueadores de los receptores de la angiotensina
(ARB), inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, combinaciones de ambos,
antagonistas de aldosterona, cimetidina, cotrimoxazol o cualquier otro farmaco que altere la
secrecion de creatinina tubular. Ademas, ninguno de los pacientes habia sido tratado con
esteroides, otros farmacos inmunosupresores o paricalcitol, antes de su inclusiéon en este
estudio.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica del hospital. Todos los enfermos

proporcionaron su consentimiento informado.

5.3.2. Determinaciones bioquimicas

La idoneidad de la recogida de la orina de 24h se evalué mediante la comparacion de la

creatinina total en la muestra con la creatinina predicha: 28 - (0,2xedad)xkg en hombres y
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23,8-(0,17xedad)xkg en mujeres en mg/dia (Cockroft and Gault, 1976). Las medidas de
concentracion de creatinina se realizaron mediante ensayo enzimatico, trazable a IDMS
(Hitachi Modular P-800 Roche Diagnostics, Berlin, Germany). La concentracion de proteinas
en orina se determiné mediante un ensayo automatizado colorimétrico.

Las concentraciones urinarias de EGF se analizaron con un kit comercial de ELISA (Human
EGF Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las medidas de concentracion de cada una de las muestras se
realizaron por duplicado y se obtuvieron mediante una curva de calibracién con patrones
purificados y sueros de referencia obtenidos de los fabricantes. El coeficiente de variacién
intraserial se obtuvo con tres muestras de pacientes de concentraciones conocidas,
realizando 10 medidas repetidas en cada una de ellas, en la misma placa, y dicha precision
fue inferior al 4%, tanto a bajas (media: 12,5 pg/mL) como a altas concentraciones (media:
150 pg/mL). El coeficiente de variacion interserial se obtuvo con tres muestras de pacientes
de concentraciones conocidas, en 10 series analiticas separadas, y ésta fue inferior al 7%,
tanto a bajas (media: 13,2 pg/ml) como a altas concentraciones (147 pg/mL). En las
muestras de orina puntual, las concentraciones de EGF se ajustaron por la excrecién de

creatinina y se expresaron como ug/g. La excrecion de EGF de 24 h se expreso6 en ug/24h.

5.3.3. Estudio anatomopatoldgico de las biopsias renales

La extension de fibrosis intersticial fue analizada en tejido renal por cuatro nefropatélogos
entrenados en cortes de 5um que se tifieron con tricromico de Masson y se contabilizaron

mediante morfometria cuantitativa con un autoanalizador (Olympus WCE?2).

5.3.4. Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como media y desviacion estandar para las variables con
distribucion normal o como mediana y cuartiles para las variables no normales. La
comparacion de proporciones se realizO mediante la prueba de Chi-cuadrado o la prueba
exacta de Fischer. Las correlaciones entre variables cuantitativas se analizaron con el
coeficiente de correlacion de Pearson. Para evaluar las diferencias entre las medidas de
ratio EGF/creatinina y las de excrecién de EGF de 24h se aplic6 la prueba t de Student para

muestras apareadas. La relacion entre las medidas de la ratio EGF/creatinina en orina
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puntual y su respectiva excrecion de 24h, se analiz6 mediante el analisis de regresion
Passing-Bablok (Passing and Bablok, 1983). Los limites de concordancia entre dichas
medidas se analizaron mediante los gréficos de Bland-Altman (Bland and Altman, 1999). El
sesgo se calculé como la media de las diferencias individuales entre las medidas de la ratio
EGF/creatinina y las de excrecién de EGF en orina de 24h. La precision se establecio como
la desviacion estandar del sesgo. La exactitud fue evaluada con el porcentaje de pacientes
con valores de ratio EGF/creatinina dentro del 30 y del 50% de la excrecion de EGF en
orina de 24h (K/DOQI clinical practice guidelines for chronic kidney disease: evaluation,
classification, and stratification, 2002). Se realiz6 un analisis univariante seguido de andlisis
de regresion multivariante para identificar las variables independientes asociadas a la
magnitud de las diferencias entre las medidas de la ratio EGF/creatinina y las de excrecion
diaria de EGF.

Mediante el coeficiente de correlacion intraclase se evalu6é la reproducibilidad
interobservador de la extension de fibrosis intersticial, obtenida por los cuatro
nefropatélogos. Con fines estadisticos, se utilizé la mediana de las cuatro medidas. Para
analizar la capacidad de EGF para predecir la extension de fibrosis intersticial, se realiz6 un
andlisis univariante, seguido de un analisis de regresion mdltiple por pasos, tomando la
extension de fibrosis intersticial como variable dependiente después de su transformacion
logaritmica y verificacion de la normalidad de su distribucion.

En todos los casos, se considerd estadisticamente significativo un valor de p <0.05. Los
andlisis estadisticos se realizaron mediante los paquetes de andlisis estadistico SPSS
version 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA), y Med-Calc (Broekstraat 52, 9030 Mariakerke,
Belgium).

5.4. Metodologia empleada para el analisis del cuarto objetivo

5.4.1. Pacientes y disefio del estudio

Se reclutaron 58 pacientes con NIgA primaria confirmada por biopsia renal, con FG superior
a 30 mL/min/1.73m?, calculado por *'Cr-EDTA (Chantler et al., 1969). Dichos pacientes no
presentaron signos de hipertension maligna ni evidencia de lesiones extracapilares en la
biopsia renal.

Antes de realizar la biopsia, y de iniciar cualquier tratamiento, se registraron las variables

demogréficas y clinicas, y se obtuvieron muestras de sangre, orina de 24h, y orina de la
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segunda miccion de la mafiana. Se midié la concentracion de creatinina sérica (mg/mL), la
excrecion de proteinas en orina de 24h (g/24h) y se determiné el FG de dos maneras:
estimado por CKD-EPI (FGe) y calculado mediante el aclaramiento plasmatico de **Cr-EDTA
(Chantler et al., 1969).

Los pacientes fueron seguidos semanalmente durante 4 semanas tras la biopsia. En cada
control se obtuvieron muestras de suero para medir la creatinina sérica y determinar el FGe
estimado mediante la ecuacién CKD-EPI, y orinas de la segunda miccién donde se midi6 la
concentracion de EGF, proteinas y creatinina.

En el momento de obtencién de las muestras, ningln paciente recibié tratamiento con
bloqueadores de receptores de angiotensina Il (ARB), inhibidores de ECA, combinaciones
de ambos o0 antagonistas de aldosterona. Ademas, ningun paciente fue tratado con
esteroides u otros farmacos inmunosupresores o paricalcitol antes de la inclusién o durante
el seguimiento.

No se observaron cambios en el FGe ni en la proteinuria en las 4 semanas posteriores a la
biopsia renal.

Los procedimientos pre-analiticos para la extraccion de muestras se realizaron de acuerdo
con un protocolo estandarizado establecido para minimizar la variacion pre-analitica: se
extrajeron muestras de sangre en ayunas por la mafiana mediante técnicas venipuntura
convencionales. Después de dejarlas coagular, se centrifugaron a 3500 g durante 10 min.
Se recogieron las orinas de la segunda miccion de la mafiana y, tras analizar el sedimento
urinario, se centrifugé a 1500g durante 10 minutos y se conservé a -80°C, para las medidas
posteriores de las concentraciones de EGF, creatinina y proteinas. Las muestras de orina
con presencia de piuria se descartaron del estudio.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del hospital. Todos los enfermos

proporcionaron su consentimiento informado.

5.4.2. Determinaciones bioquimicas

La concentracion de creatinina se determin6 mediante ensayo enzimatico, trazable a IDMS
(CREA plus, Hitachi Modular P-800, Roche Diagnostics, Berlin, Germany). El coeficiente de
variacion interserial fue inferior al 3%. La concentracion de proteinas en la orina se
determiné mediante un ensayo colorimétrico automatizado. El coeficiente de variacién

interserial fue inferior al 5%.
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La concentracion urinaria de EGF se determin6 mediante un kit de ELISA comercial (Human
EGF Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para cada paciente, la concentraciéon de EGF se midié por
duplicado en 3 muestras obtenidas en los 3 primeros controles clinicos semanales. Todas
las medidas de EGF se analizaron en la misma serie, en placas del mismo lote. La variacion
analitica se calculé con medidas duplicadas de cada una de las muestras, tal y como se
describe en el apartado de andlisis estadistico. Las concentraciones se obtuvieron mediante
una curva de calibracién con patrones purificados y sueros de referencia obtenidos de los

fabricantes. Los resultados se expresaron como ng/mg de creatinina.

5.4.3. Estudio anatomopatoldgico de las biopsias renales

El porcentaje de fibrosis intersticial fue analizado por cuatro nefropatélogos entrenados, en
cortes de 5um tenidos con tricromico de Masson, mediante morfometria cuantitativa con un

analizador de imagenes (Olympus WCE2).

5.4.4. Andlisis estadistico

Para la medida de EGF urinario se realizé un estudio de valores extremos mediante boxplot
(percentiles 2,5 y 97,5), tanto para las medidas intra-sujeto como para el conjunto total de
datos. Se excluyeron valores extremos de las medidas de EGF intra-sujeto en 9 pacientes (6
pacientes con 1 valor extremo, y 3 pacientes con 2 valores extremos). Con el mismo
método, se comprobd que no habia valores extremos para el resto de variables incluidas en
el estudio. Después de eliminar los valores extremos de las medidas intra-sujeto, se aplicé el
test de Levene para comprobar la homogeneidad de las varianzas entre los pacientes. Se
aplico el test de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de las distribuciones de las
variables incluidas en el estudio.

La comparacion entre dos medias intra-sujeto se realizé con la t de Student para medidas
repetidas y la comparaciéon de mas de dos medias intra-sujeto, mediante andlisis de
varianza para medidas repetidas. El andlisis de las correlaciones entre variables

cuantitativas se realizé6 mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson.

83



Desarrollo. Metodologia

Los componentes de la variacion total (variacion analitica y variacion inter- e intra-sujeto) se
calcularon segun el método publicado por Fraser y Harris (Fraser and Harris, 1989). Los
componentes de la variacién se expresaron en porcentajes relativos a la media (coeficientes
de variacion, CV). La variacion analitica (CVa) se obtuvo a partir de los duplicados de cada
una de las muestras determinadas. La variacion total (CVtotal) se obtuvo calculando el CV
de todos los datos. La variacion intra-sujeto (CVi) se calculé con la media de todos los CV
de todas las medidas de cada paciente, y restando CVa de la misma. La variacién inter-
sujeto (CVQ) se obtuvo restando CVa y CVi de CVtotal.

La evaluacién de diferencias estadisticamente significativas en los componentes de la
variacién biolégica se calcul6 a partir de los intervalos de confianza asociados a cada uno de
los componentes (Roraas et al., 2012). El Il se calcul6 de acuerdo con la ratio obtenida de
Ricos et al (Ricos et al., 2004). El VRC se calculd de acuerdo con la férmula dada por Harris
et al (Harris and Yasaka, 1983), para una probabilidad de un cambio bidireccional
significativo del 95%.

Con fines estadisticos, la excrecion urinaria de EGF fue recalculada como la media de todas
las medidas de EGF en un mismo individuo durante todo el seguimiento, el porcentaje de
extension de fibrosis intersticial se introdujo como la media de los valores obtenidos por los
cuatro observadores independientes y el FG se introdujo con los valores de *'Cr-EDTA del
inicio del seguimiento.

Después de seleccionar las variables asociadas con los niveles de excrecién de EGF en el
andlisis univariante, se realiz6 un analisis de regresion multiple para identificar los
predictores independientes de los mismos. Posteriormente, las muestras de los pacientes
fueron estratificadas en terciles para cada uno de los predictores independientes
encontrados y, en cada caso, los componentes de la variacion total, asi como el Il y el VRC
fueron recalculados.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el paquete estadistico SPSS 20.0
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6. Resultados

Los resultados se exponen a continuacion, agrupados en funcion del objetivo planteado:

6.1. Resultados referentes al primer objetivo

En la tabla 6.1.1 se resumen las caracteristicas clinicas, bioquimicas y anatomopatoldgicas
de los pacientes con NIgA, dependiendo de la presencia o ausencia de depdsitos
mesangiales de C4d o MBL en las biopsias renales y las de los enfermos del grupo control.
No se apreciaron diferencias en edad, distribucion por sexos, FGe, ni hipertension entre los
grupos. Los enfermos con NIgA C4d positivos presentaron niveles urinarios de MBL, C4d y
C5b-9 significativamente superiores a los de los enfermos C4d negativos y a los del grupo
control. Los niveles urinarios de properdina fueron significativamente superiores en los
enfermos con NIgA que en el grupo control, sin diferencias entre enfermos C4d positivos y
negativos. Todas las biopsias de enfermos con NIgA presentaron depdsitos mesangiales de
C3 y de C5b-9. Un total de 27 enfermos (28,1%) presentaron depdésitos mesangiales de
C4d, y 25 enfermos (26%) presentaron depédsitos de MBL. De los 27 enfermos C4d
positivos, 25 (92,5%) presentaron depdésitos mesangiales de MBL que colocalizaron con los
depésitos de C4d. Con relacion a los enfermos C4d negativos, los enfermos C4d positivos
presentaron menor prevalencia de macrohematuria, mayor prevalencia de lesiones S1 y
mayores lesiones de fibrosis intersticial. En la figura 6.1.1 se muestran ejemplos
representativos de tinciones inmunohistoquimicas con depésitos mesangiales de MBL, C4d,
properdina, C3 y C5b-9.
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Tabla 6.1.1. Caracteristicas clinicas, bioquimicas y anatomopatolégicas de los pacientes con NIgA
dependiendo de la presencia o ausencia de depositos mesangiales de C4d o MBL en las biopsias
renales, y del grupo control

IgA C4d+ IgA C4d- Controles
N=27 N=69 N=30
Edad (afios) 35,8 (12,9) 34,9 (15,5) 38,4 (18,9) 0,36 0,39 0,34
Sexo V n (%) 19 (70,3) 43 (62,3) 20 (66,6) 0,61 0,58 0,49
Macrohematuria n (%) 8 (30) 30 (43,4) 0 0,21 0,001 0,001
Hipertension n (%) 5 (18,5) 13 (19,0) 7 (23,3) 0,92 0,90 0,89
Creatinina (mg/dL) 1,31 (0,5) 1,19 (0,4) 1,21 (0,3) 0,036 0,039 0,24
FGe (ml/min/1,73 m2) 89,6 (15,8) 93,1 (11,5) 90 (8,9) 0,21 0,35 0,42
Microhematuria (cel/pL) 96 (27) 111 (46) 0 0,58 NA NA
CPC (g/g) 2,3(0,9) 1,3(0,6) 1,2 (0,5) 0,039 0,024 0,31
Clasificacion Oxford
M1 n (%) 9(33,3) 20 (28,8) - 0,96 NA NA
S1n (%) 10 (37) 12 (17,4) - 0,039 NA NA
E1n (%) 4(14,8) 10 (14,4) - 0,82 NA NA
Fibrosis n (%) 0,027 0,019 0,23
TO 13 (48) 47 (68) 21 (70)
T1 10 (37) 15 (22) 7 (23)
T2 4 (15) 7 (10) 3(10)
Inmunohistoquimica
C3 27 (100) 69 (100) 0 0,95 NA NA
Properdina 24 (88,8) 57 (82,6) 0 0,84 NA NA
C4d+ n (%) 27 (100) 0 (0) 0 0,000 NA NA
MBL+ n (%) 25 (90) 0 (0) 0 0,00 NA NA
C5b-9+ n (%) 27 (100) 69 (100) 0 0,8 NA NA
Niveles séricos
C4d (ug/mL) 8,2 [2,1-74,6] 9,6 [1,9-91,3] 6,8 [2-66] 0,42 0,45 0,39
C5b-9 (ng/mL) 291 [19,5-457] 287 [33,2-498] 229 [17,3-298] 0,23 0,34 0,41
MBL (ng/mL) 709 [276-1723] 812 [195-1845] 754 [188-1786] 0,36 0,38 0,34
Properdina (ug/mL) 26 [6-56] 21,2 [4,8-69] 20,8 [3,9-54,5] 0,81 0,79 0,86
Niveles urinarios
CA4d/creatinina (ng/mg) 29,5 [2,1-58] 7,1[2,2-8,5] 2,2 [0-4,1] 0,02 0,000 0,001
C5b-9/creatinina (ng/mg) 72,6 [7-296] 58,3 [6—280] 5,1[0,1-23] 0,04 0,000 0,001
MBL/creatinina (ng/mg) 3,82[0,6-8,4] 1,02 [0-0,8] 0,06 [0-0,2] 0,03 0,000 0,000
Properdina/creatinina (ng/mg) 0,61 [0,02-1,7] 0,57 [0- 0,78] 0,12 [0-0,23] 0,44 0,004 0,003

Los resultados de las variables cuantitativas se expresan como media (DE). Los resultados de las variables categoricas se
expresan como valor absoluto (porcentaje). Los niveles séricos y urinarios de C4d, C5b-9, MBL y properdina corresponden a
la mediana y [P25-P75].

CPC: cociente proteinuria/creatinina; FGe: filtrado glomerular estimado; NA: no aplicable; pl: diferencias entre pacientes con
NIgA C4d positivos y C4d negativos; p2: diferencias entre enfermos con NIgA C4d positivos y controles; p3: diferencias entre
enfermos con NIgA C4d negativos y controles.
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Figura 6.1.1. Imagenes de tinciones inmunohistoquimicas representativas de la presencia de depdésitos
mesangiales de MBL, C4d, properdina, C3 y C5b-9. a) MBL. b) C4d. c y d) Properdina (la positividad para
deposito de properdina se observo tanto en el area mesangial como en el epitelio tubular). ) C3. f) C5b-9.
Técnica streptavidina peroxidasa (x200).
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En la tabla 6.1.2 se muestra la matriz de correlaciones entre las distintas variables
bioquimicas y anatomopatoldgicas. Los niveles urinarios de properdina, C4d y MBL y C5b-9
fueron independientes de sus respectivos niveles séricos (r: 0,09; p: 0,34; r: 0,09; p: 0,76; r:
0,02; p: 0,59, respectivamente) y tuvieron correlaciones negativas con el FGe y positivas con
la extension de la glomeruloesclerosis focal, los infiltrados y la fibrosis intersticial. Ademas,
todos ellos mostraron una correlacion significativa con la proteinuria. Los depdsitos de MBL
y C4d tuvieron una elevada correlacién entre si y con los niveles de C5b-9. Los niveles de
properdina se asociaron significativamente con los de C5b-9 y, de forma débil, con los de
MBL y C4d.

Tabla 6.1.2. Matriz de correlaciones entre variables clinicas, bioquimicas e histopatolégicas

FGe ENDO Infilt int Prop C4d C5b-9 MBL
FIB -0,56**
GS 0,21* 0,25*
ENDO 0,13 0,11 0,26*
Infilt int -0,23* 0,48** 0,31* 0,07
Prop -0,38** 0,43** 0,24* 0,01 0,29*
C4d -0,42** 0,35** 0,23* 0,04 0,38** 0,37**
C5b-9 -0,37** 0,43** 0,25* 0,01 0,40** 0,48** 0,66**
MBL -0,49** 0,38** 0,30* 0,13 0,41** 0,24* 0,75** 0,59**
CPC -0,37** 0,38** 0,26* 0,03 0,19* 0,46** 0,39** 0,54** 0,43**

FGe: filtrado glomerular estimado; FIB: porcentaje de fibrosis intersticial; GS: porcentaje de glomérulos con
esclerosis segmentaria; ENDO: porcentaje de glomérulos con proliferacién endotelial; Infilt int: porcentaje de
infiltrado celular intersticial; MBL: niveles urinarios de MBL (ng/mg creatinina); Prop: niveles urinarios de
properdina (ng/mg creatinina); C4d: niveles urinarios de C4d (ng/mg creatinina); C5b-9: niveles urinarios de
C5b-9 (ng/mg creatinina); CPC: cociente proteinuria/creatinina.

* p <0,05.
** p <0,01.

En la tabla 6.1.3 se resumen los predictores independientes de los niveles urinarios de
properdina, C4d, MBL y C5b-9 en el analisis de regresion mdltiple y la proporcion de la
variabilidad explicada por las variables predictoras, para cada una de ellas. El cociente
proteinuria/creatinina (CPC) se identific6 como un predictor independiente comudn a todas
ellas, pero su influencia y su peso fueron distintos en cada caso. En el caso de los niveles
de properdina, C4d y MBL, los principales predictores fueron la presencia de depdsitos
mesangiales de properdina, C4d y MBL, respectivamente, mientras que el CPC tuvo un

peso inferior en cada una de ellas. Los principales predictores independientes de los niveles
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de C5b-9 fueron el nivel urinario de properdina y el de MBL y, en mucho menor grado, el

CPC.

Tabla 6.1.3. Predictores independientes de

MBL/creatinina y C5b9/creatinina en orina mediante analisis de regresién multiple

Variables

dependientes Variables predictoras

los cocientes properdina/creatinina C4d/creatinina,

Cociente Cociente proteinuria/creatinina 0,008 0,002 0,48 0,003
properdina/creatinina*  pepgsito mesangial de properdina 0,73 0,10 0,69 0,000 04
Cociente Cociente proteinuria/creatinina 0,009 0,004 0,44 0,005
C4d/creatinina* Depésito mesangial de C4d 0,42 0,12 0,58 0,002 068
Cociente Cociente proteinuria/creatinina 0,006 0,003 0,40 0,007
MBL/creatinina* Depésito mesangial de MBL 0,61 0,14 0,65 0,000 07
Cociente MBL/creatinina 0,59 0,37 0,81 0,000
gggi-%?é?eatinina* Cociente properdina/creatinina 0,22 0,28 0,46 0,002 0,70
Cociente proteinuria/creatinina 0,09 0,01 0,19 0,046

B: coeficiente estandarizado; R2: porcentaje de la variabilidad explicada por el conjunto de las variables

independientes.

* Las variables dependientes fueron introducidas en el modelo tras transformacion logaritmica y comprobacion

de su distribucién normal.

En la figura 6.1.2 se representa los diagramas de dispersion entre la excrecion urinaria de

MBL, C4d, C5b-9 y properdina y el CPC. En conjunto, se observa que la excrecién urinaria

de las 4moléculas tiende a aumentar a medida que lo hace la proteinuria (ver tabla 6.1.2).

Sin embargo, enfermos con niveles de proteinuria bajos pueden tener niveles de excrecion

elevados de MBL, C4d, C5b-9 y properdina, mientras que enfermos con proteinuria elevadas

pueden tener niveles de excrecion bajos de todas ellas.
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Figura 6.1.2. Diagramas de dispersion entre el cociente proteinuria/creatinina y los niveles urinarios de MBL,
D4d, C5b-9 y properdina. a) MBL. b) C4d. c) C5b-9. d) Properdina.

En las figuras 6.1.3 y 6.1.4 se representan las curvas ROC con las que se analiza el valor de
los niveles urinarios de C4d y de MBL para predecir la presencia de sus respectivos
depdsitos mesangiales y se especifican los puntos de corte con mayor sensibilidad y
especificidad tanto en valores absolutos como tras ajustar por creatinina y proteinuria. Para
la prediccion de la presencia de depdsitos mesangiales de C4d, los niveles urinarios tuvieron
una sensibilidad y especificidad similar, tanto en términos absolutos como tras ajustar por
creatinina o proteinuria. Para la prediccion de los depdsitos mesangiales de MBL, la
sensibilidad fue también similar, independientemente de la forma de expresion de la
concentracion urinaria de MBL, pero la especificidad fue mayor (p: 0,027) al expresar el nivel
de MBL en términos absolutos o como cociente con la creatinina que al expresarlo mediante
el cociente MBL/proteinuria.
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0
1 — especificidad
Valor Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%)
C4d ng/dL 883,4 75 (46-95) 73 (54-87)
C4d/creat ng/mg 8,2 72,7 (41-94) 83,9 (66-95)
C4d/prot ng/mg 14,9 90 (58,7-99) 73 (54-87)

Figura 6.1.3. Andlisis de la capacidad predictiva de los niveles de C4d en orina para la identificacion de la
presencia de depdsitos mesangiales de C4d mediante curva ROC. No se apreciaron diferencias significativas
entre las curvas correspondientes a los valores absolutos de C4d y las curvas correspondientes a los cocientes

C4d/creatinina o C4d/proteinuria. ABC: area bajo la curva; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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1 — especificidad

Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%)
MBL orina ng/dL 0,61 83,9 (62-95) 81,6 (65-92)
MBL/creat ng/mg 0,76 71 (47,8-88,2) 93 (78,6-98,1)
MBL/prot ng/mg 0,25 95 (76,2-99,1) 48 (27,8-68,7)

Figura 6.1.4. Analisis capacidad predictiva de los niveles de MBL en orina para la identificacion de la presencia
de depositos mesangiales de MBL mediante curva ROC. No se apreciaron diferencias significativas entre las
curvas correspondientes a los valores absolutos de MBL y las correspondientes a los cocientes MBL/creatinina o
MBL/proteinuria. ABC: area bajo la curva; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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6.2. Resultados referentes al segundo objetivo

En la tabla 6.2.1 se resumen las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas de la muestra

de enfermos incluida en el estudio.

Tabla 6.2.1. Caracteristicas clinicas, bioquimicas e histopatolégicas de
los enfermos con NIgA

N: 58

Edad (afios) 48,1 + 26,1
Sexo (H(%) /M(%)) 40 (68,9)/18 (31)
Creatinina (mg/dL) 1,18 £0,9
FGe (ml/min/1,73 m?) 85,9 +16,5
FG (ml/min/1,73 m?) 85,2 +23,1
Proteinuria (g/24 h) 1,79 £0,61
Hematuria microscopica (cel/pl) 99 + 45
Hematuria macroscépica n (%) 23 (39,6)
PAS (mmHg) 138 + 18
PAD (mmHg) 76 +19

Clasificacién de Oxford

M1 n (%) 15 (26)

E1n (%) 17 (29,3)

S1n (%) 17 (29,3)

TO n (%) 29 (50)

T1n (%) 16 (27,5)

T2 n (%) 13 (22,4)
IL-6 (pg/mg o creatinina) 14, 8 [5-131]
EGF (ng/mg o creatinina) 17,9 [8,1-32]
MCP-1 (ng/mg o creatinina) 0,56 [0,31-0,96]
TGFB-1 (ng/mg o creatinina) 28,4 [4,1-61,2]

Los datos cualitativos se expresan como frecuencia absoluta (porcentaje). Los datos
cuantitativos representan la mediaxDE o la mediana y [P25-P75].

EGF: factor de crecimiento epitelial; IL-6: interleucina 6; MCP-1: proteina
quimioatractante de monacitos de tipo 1; PAD: presion arterial diastélica; PAS: presion
arterial sistdlica; TGF 1: factor de crecimiento transformante 1. FG: filtrado glomerular
medido mediante el aclaramiento de *'Cr-EDTA
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En la tabla 6.2.2 se resume la matriz de correlaciones entre las variables analizadas en el
estudio. En lo que respecta a la relacion con las variables histologicas, se aprecié una
asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de IL-6, MCP-1 y TGFB-1 y la
extension de la glomeruloesclerosis focal, y entre los niveles de MCP-1 y TGFB-1 y la
extension de infiltrado intersticial. Asimismo, se aprecié una correlacién positiva entre la
extension de las lesiones de fibrosis intersticial y el nivel urinario de IL-6, MCP-1y TGFB-1y
negativa entre las lesiones de fibrosis intersticial y el nivel urinario de EGF. Sin embargo, no
se observd asociacién de ninguna de dichas moléculas con la presencia de proliferacion
intracapilar. Se aprecié una correlacion significativa entre niveles urinarios de IL-6, MCP-1,
TGFB-1 y proteinuria. Los niveles de EGF solo tuvieron asociacion con el grado de fibrosis

intersticial y con el FGe.

Tabla 6.2.2. Matriz de correlaciones entre variables clinicas, bioquimicas e histopatol6gicas

FGe FIB GS ENDO Infilt int IL-6 EGF TGFB-1 MCP-1
FIB -0,46*
GS 0,19 0,25**
ENDO 0,13 0,11 0,26**
Infilt int -0,21**  0,46* 0,28** 0,07
IL-6 -0,39* 0,35* 0,21** 0,04 0,25*
EGF 0,63* -0,63* -0,15 0,01 0,20 -0,45**
TGFB-1 -0,23* 0,38* 0,20** 0,13 0,21** 0,52* -0,18
MCP-1 -0,32**  0,40* 0,20** 0,05 0,40** 0,38* - 0,22** 0,65*
Prot -0,57*  0,28* 0,26** 0,03 0,24** 0,29** -0,11 0,44** 0,45**

FGe: filtrado glomerular estimado por CKD- EPI; FIB: porcentaje de fibrosis intersticial; GS: porcentaje de
glomérulos con esclerosis segmentaria; ENDO: porcentaje de glomérulos con proliferacién intracapilar; Infilt Int:
superficie total de infiltrado intersticial; IL-6: interleucina 6; EGF: factor de crecimiento epitelial; TGF(3-1: factor
de crecimiento transformante 1;MCP-1: proteina quimioatractante de monocitos de tipo 1; Prot: proteinuria de
24 h

*p <0,01.

** p < 0,05.
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Al categorizar a los enfermos segun la clasificacion de Oxford (tabla 6.2.3), no se apreciaron
diferencias significativas en ninguna de las moléculas estudiadas en funcion de los indices
M, E 0 S. Los enfermos con indices de fibrosis intersticial T1 y T2 presentaron niveles
significativamente superiores de IL-6, MCP-1 y TGFB-1, y niveles de EGF significativamente
inferiores que los enfermos TO, pero no se apreciaron diferencias significativas entre T1 y
T2.

Tabla 6.2.3. Niveles urinarios de IL-6, MCP-1, TGFB-1 y EGF en los enfermos con NIgA, clasificados

segun los criterios de Oxford

n IL-6 MCP-1 TGFB-1 EGF
M1 15 10,8 [4,5-12] 0,42 [0,2-0,9] 25,4 [4,1-62,2] 12,2 [9,4-17]
MO 33 10,2 [3,9-11,6] 0,37[0,2 -1,1] 27,1[5,1-55,3] 13,4 [8,6-16]
El 17 10,6 [4,2-15,3] 0,38[0,1-0,8] 27,8 [4,6-59] 12,8 [8,5-17]
EO 41 9,9 [1,2-12,4] 0,40 [0,3-0,7] 25,4 [4,2-56] 13,1 [9-16]
s1 17 12,1* [6,2-47] 0,40 [0,2-0,7] 48 [24,1-55,5] 13,6 [8-17,1]
S0 41 4,1[2,3-7,4] 0,39 [0,2-0,8] 17,8 [3,9-29,4] 12,9 [7,9-15]
TO 29 3,2 [2,3-4,1] 0,28 [0,06-1] 19,2 [3,1-38,3] 21,3 [14,5-26]
T1 16 7,9 [3,5-11,6] 1,47 0,7 -1,9] 22[6,1-55,2] 12,6 [6,3-18]
T2 13 26,9 [6,2-50,4]  4,6**[0,8 -5,5] 49++x [7,6-73,3] 3,200 [1,7-4,8]

Los valores representan medianas y [P2s-Ps).
*p=0,028 S1 vs. SO.

*+ p = 0,0032 para tendencia lineal.

*+x p = 0,035 para tendencia lineal.

**+x D =0,029 T2 vs. T1 + TO.

x+xxx D = 0,0167 para tendencia lineal.
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En la tabla 6.2.4 se resumen los predictores independientes de la excrecion urinaria de cada
una de las moléculas estudiadas en los andlisis de regresion mdltiple y el porcentaje de la
variabilidad de cada una de ellas explicada por el conjunto de variables independientes. En
todos los casos se aprecian asociaciones independientes y significativas con la superficie de
fibrosis intersticial. Ademas también se aprecian asociaciones significativas de la IL-6,
TGFB-1 y MCP-1, con la esclerosis glomerular, de la MCP-1 con el infiltrado intersticial, y de
la IL-6 y MCP-1 con la proteinuria.

Tabla 6.2.4. Predictores independientes de los concentraciones de IL-6, MCP-1, TGFB-1 y EGF en orina

en los modelos de regresion multiple

IL-6 Beta IC 95% t Sig.

Constante 2,9 0,021
Esclerosis glomerular 0,13 0,09-0,31 35 0,002
Fibrosis intersticial 0,29 0,18-0,42 4.4 0,001
Proteinuria 0,11 0,06-0,19 2,8 0,007

R2: 0,56 ANOVA p < 0,0001

MCP-1 Beta IC 95% t Sig.

Constante 45 0,000
Esclerosis glomerular 0,41 0,22-0,53 8,9 0,000
Fibrosis intersticial 0,39 0,10-0,75 3,9 0,002
Infiltrado intersticial 0,20 0,13-0,39 2,5 0,021
Proteinuria 0,16 0,81-0,22 3,7 0,035

R2: 0,49 ANOVA p: 0,026

TGFB-1 Beta IC 95% t Sig.

Constante 1,9 0,036
Esclerosis glomerular 0,20 0,13-0,29 3,4 0,004
Fibrosis intersticial 0,18 0,05-0,27 1,8 0,041

R2: 0,47 ANOVA p: 0,035

EGF Beta IC 95% t Sig.
Constante 2,3 0,023
Fibrosis intersticial 0,25 0,16-0,31 17,7 0,000

R2: 0,39 ANOVA p: 0,008
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En los andlisis de regresion multiple para predecir la extension de las lesiones de fibrosis
intersticial, la mayor capacidad predictiva se aprecié con los modelos que incluyeron la
edad, el FGe, la MCP-1 vy, o bien la el EGF o bien la IL-6, pero no ambos a la vez, ya que
entre ellos se detecto colinealidad (tabla 6.2.5).

Tabla 6.2.5. Modelos predictivos de la extensién de la lesiones de
fibrosis intersticial mediante analisis de regresion multiple

IC 95%
FGe 0,11 0,06-0,21 34 0,033

Edad 0,16 0,04-0,19 3,7 0,028

R* 0,22 ANOVA p: 0,034

Modelo 1 p: 0,001

FGe 0,08 0,02-0,10 2.3 0,045

Edad 0,09 0,03-0,13 2,7 0,036

MCP-1 0,19 0,13-0,36 4,1 0,012 p: 0,001
EGF 0,16 0,09-0,31 3,9 0,041 D

R% 0,38 ANOVA p: 0,016 p: 0,9

Modelo 2

FGe 0,07 0,04-0,12 2.3 0,040

Edad 0,10 0,06-0,15 2,4 0,042 )

MCP-1 0,21 0,14-0,39 3,6 0,027

IL-6 0,07 0,02-0,24 2.3 0,040

R% 0,41 ANOVA p: 0,023

Al clasificar a los enfermos en 2 categorias en funcion de la presencia (T1+T2) o ausencia
(TO) de fibrosis en las biopsias segun la clasificaciéon de Oxford, en el analisis de regresion
logistica se aprecid que los predictores independientes de fibrosis fueron la edad, el FGe, la
MCP-1 y el EGF (tabla 6.2.6). El modelo tuvo una buena capacidad predictiva con un area
bajo la curva de 0,87+0,07 (p: 0,0001) y una buena calibracion para todas las categorias de
riesgo (tabla 6.2.7). Los niveles de TGF(B-1, ademas de asociarse con la esclerosis
glomerular y con la fibrosis intersticial, tuvieron una asociacién muy significativa con los
niveles de IL-6 y MCP-1. La introduccion del nivel de TGFB-1 en los modelos, manteniendo

MCP-1 e IL-6, causo colinealidad y, al introducir el nivel de TGFB-1en lugar del de MCP-1 o
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el de IL-6 en los modelos, tanto el de regresion multiple como el de regresion logistica,
perdieron capacidad predictiva de forma significativa.

Tabla 6.2.6. Modelo de regresion logistica para estimar la probabilidad de presentar fibrosis grado T1-

T2 de Oxford en la biopsia renal

B ET Wald (O] IC 95% Sife]
FGe -0,23 0,07 10,4 0,70 0,68-0,91 0,001
Edad 0,02 0,003 86 1,025 1,02-1,036 0,003
EGF -0,52 0,26 3,92 0,59 0,36-0,96 0,034
MCP-1 0,30 0,11 6,79 1,34 1,07-1,68 0,009
Edad (por afio). ABC: 0,87+0,07.

p: 0,0001.

EGF: factor de crecimiento epitelial (por cada aumento en 1 ng/m% de creatinina); FGe: filtrado glomerular estimado
mediante la ecuaciéon CKD-EPI (por cada aumento de 1 ml/min/1,73 m®); MCP-1: proteina quimiotractante de monocitos de
tipo 1 (por cada aumento en 1 ng/mg de creatinina).

Tabla 6.2.7. Calibracion del modelo logistico por categorias de riesgo,
mediante la prueba de Hosmer-Lemeshow

*Categorias Fibrosis =1

de riesgo Observado Esperado

<0,11 0 0,2 6
0,112-0,185 1 0,4 6
0,186-0,244 4 3,2 7
0,245-0,381 5 4,2 7
0,382-0,453 5 4,9 6
0,454-0,672 5 51 6
0,673-0,798 6 5,7 6
0,798-0,872 7 7 7
>0,872 7 7 7

No se apreciaron diferencias significativas entre el nimero de enfermos observados y
esperados con lesiones de fibrosis intersticial por el modelo en ninguna de las categorias de
riesgo. Chi2: 6,98; p: 0,90.

* Categorias de riesgo: probabilidad de presentar fibrosis intersticial estimada por el modelo
logistico.

Fibrosis = 1: presencia de fibrosis de grado T1 o T2
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6.3. Resultados referentes al tercer objetivo

En la Tabla 6.3.1 se resumen las caracteristicas clinicas, bioguimicas e histopatoldgicas de
la cohorte en estudio. No se rechaz6é ninguna orina de 24h debido a una excrecién

inadecuada de creatinina.

Tabla 6.3.1. Caracteristicas clinicas, bioquimicas e
histoldégicas de los pacientes con NIgA

n=58

Edad (afios) 48,1 + 26,1
Sexo (%M) 69

FG (ml/min/1.73 m?) 85,2+ 23,1
Proteinuria (g/24 h) 1,79 £0,61
EGF (ng/mg o creatinina) 17,9 [8,1-32]
EGF 24h (ug/24h) 21,4+11,9
Fibrosis intersticial (%) 17,3+ 14,4

Los datos cualitativos se expresan como frecuencia absoluta
(porcentaje) Los datos cuantitativos son representados como la media
+ DS, o como la mediana [P25-P7s)

EGF: factor de crecimiento epitelial. FG: filtrado glomerular medido
mediante el aclaramiento de **Cr-EDTA

La Figura 6.3.1 muestra graficamente los resultados del analisis de regresion de Passing-
Bablok entre las medidas de la ratio EGF/creatinina y las de EGF de 24 h, junto con su
correspondiente ecuacion de regresion. La interseccion de la ecuacion de regresion fue -
19,74 (IC 95%: -26,08 - (-13,39)). La pendiente fue 2,00 (IC 95%: 1,69 - 2,32). El modelo de
regresion no mostré desviacion significativa de la linealidad (p=0,54). Estos resultados

indican que hay un error sistematico y proporcional entre ambas medidas.
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Figura 6.3.1. Recta de regresion de Passing-Bablok entre las medidas de la ratio EGF/creatinina y las medidas
de EGF de 24h

La Figura 6.3.2 muestra el grafico de Bland-Altman, que analiza la concordancia entre las
medidas de la ratio EGF/creatinina y las de EGF de 24h, asi como los limites de
concordancia entre dichas medidas. Los resultados muestran que, aunque el intervalo medio
de las diferencias entre ambas mediciones incluye el O, la distribucion de puntos indica un
error proporcional entre las dos medidas.

De acuerdo con los resultados obtenidos con los modelos de Passing-Bablok y Bland-
Altman, la relacién entre las dos medidas no cumplié con los criterios de intercambiabilidad,
e indicO que existia un sesgo sistematico y proporcional entre las medidas de la ratio
EGF/creatinina y las de EGF de 24h.
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Figura 6.3.2. Gréfico de Bland-Altman. Analisis de la concordancia entre las medidas de la ratio EGF/creatinina y
las medidas de EGF de 24h

En los andlisis de regresion simple, las diferencias entre las medidas de la ratio
EGF/creatinina y las de EGF en orina de 24h se asociaron significativamente con el FG, la
proteinuria y la extension de fibrosis intersticial (tabla 6.3.2(a)). En el analisis de regresion
multiple, los predictores independientes de las diferencias fueron el FG y la fibrosis
intersticial, los cuales, en conjunto, representaron el 63% de la variabilidad (R2: 0,63, F:
71,4, p: 0,000) (Tabla 6.3.2(b)).
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Tabla 6.3.2. Variables asociadas con las diferencias entre la ratio EGF/creatinina y la excrecion de EGF

de 24h en el analisis de regresién simple (a) y multiple (b)

(a) B ES t p R?
FG 0,23 0,02 8,43 0,000 0,49
Fibrosis intersticial -0,32 0,04 -7,64 0,000 0,38
Proteinuria (g/24h) -3,42 0,97 -3,9 0,000 0,21
(b)
FG 0,15 0,03 4,72 0,000

0,63
Fibrosis intersticial -0,17 0,04 -3,11 0,000

FG: filtrado glomerular medido mediante el aclaramiento de *'Cr-EDTA

La Tabla 6.3.3 resume el sesgo, la precision y la exactitud de la ratio de EGF/creatinina en la
prediccion de la excrecion de EGF de 24h en el conjunto global de la poblacion y tras
clasificar a los pacientes de acuerdo con los terciles de FG. El coeficiente de correlaciéon
intraclase (CCIl) entre la ratio EGF/creatinina y la excrecion de 24h de EGF en el total de la
muestra fue de 0,72 (IC 95%: 0,57-0,82). La ratio EGF/creatinina sobreestimé la excrecion
diaria de EGF a niveles bajos de FG y la subestimé a niveles altos de FG.

En los analisis de regresion simple, la excrecion de EGF de 24h resulté ser un predictor mas
fuerte de fibrosis que la ratio EGF/creatinina (R* 0,51 vs 0,27; p: 0,003). En el andlisis de
regresion multiple, el FG y la excrecién de EGF de 24h resultaron ser los Unicos predictores
independientes de fibrosis intersticial y, en conjunto, representaron el 62% de su

variabilidad.
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Tabla 6.3.3. Precision, sesgo y exactitud de la ratio EGF/creatinina en la prediccién de la excrecién de EGF de 24 h en el conjunto total de la poblaciéon y
después de clasificar a los pacientes de acuerdo con los terciles de FG.

: Media + SD Media = SD ratio ccl . :
(;el_r/ﬁqlliijlclj%':n?z) E@?zii? EGF/((;Jrglzt)inina (C1 95%) Sesgo Precision Exgglg%d%d(%/:)tro ExactltBLé)(:/od(%/r:)tro del
<=79 9,1+3,6 16,2+ 4,4 0,76 (0,48-0,90) -7,1 2,7 0,000 15,8 36,8
79-95 21,2+57 20,1+5,3 0,97 (0,93-0,99) -0,04 1,2 0,85 70 80
>95 32,7 £10,5 245+6,5 0,82 (0,60-0,92) 8,1 5,2 0,000 62 73
Todos 21,4+119 20,7+6,4 0,72 (0,57-0,82) 0,3 7 0,72 37,9 63,8

CCl: coeficiente de correlacion intraclase. FG: filtrado glomerular medido mediante el aclaramiento de *'Cr-EDTA
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6.4. Resultados referentes al cuarto objetivo

La Tabla 6.4.1 resume las caracteristicas clinicas, bioquimicas e histopatoldgicas de los
pacientes con NIgA al inicio del estudio. El andlisis de varianza para medidas repetidas no
mostré cambios significativos en la presion arterial, FGe, nUmero de células sanguineas en
el sedimento urinario o proteinuria durante las 4 semanas de seguimiento (p: 0,45, 0,62,
0,48 y 0,76, respectivamente). Los resultados de los componentes de la variacién total y los
parametros derivados de las concentraciones urinarias de EGF se muestran en la Tabla
6.4.2.

Tabla 6.4.1. Caracteristicas clinicas, bioquimicas e histopatoldgicas de
los pacientes con NIgA al inicio del estudio

N=58

Edad (afios) 48,1 + 26,1
Sexo (%M) 69
Creatinina (mg/dL) 1,18 + 0,90
Proteinuria (g/24h) 1,79+ 0,61
FG (ml/min/1.73 m?) 85,2 + 23,1
Fibrosis intersticial (%) 17,3+144
EGF (ng/mg creatinina) 17,9 [8,1-32]

Los datos cuantitativos se son representados como la media + DS, o como la
mediana [P25-P75]

EGF: factor de crecimiento epitelial; FG: filtrado glomerular medido mediante el
aclaramiento de *'Cr-EDTA

Tabla 6.4.2. Componentes de la variacion total y
parametros derivados obtenidos de la excrecion

urinaria de EGF

N =58

CVtotal (%) 46,4
CVa (%) 6,9
CVi (%) 4,6
CVg (%) 34,9
Il 0,24
VRC 23,0

CVa: coeficiente de variacién analitica; CVg: coeficiente de
variacién inter-sujeto; CVi. Coeficiente de variacion intra-sujeto; II:
indice de individualidad; VRC: valor de referencia del cambio
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En el andlisis multivariante, se encontré que el grado de fibrosis intersticial y el FG (medido
mediante el aclaramiento de *'Cr-EDTA) fueron predictores independientes de la excrecion
urinaria de EGF (Tabla 6.4.3).

Tabla 6.4.3. Predictores independientes de la excrecion urinaria de EGF en el analisis de regresion
multiple

Beta IC 95%
Constante 10,87 3,01- 18,73 2,8 0,008
Fibrosis intersticial -0,23 -0,34 - (-0,11) -3,8 0,000
FG 0,09 0,02 - 0,17 2,5 0,014

R? 0.50 ANOVA p: 0.000

FG: Filtrado glomerular medido mediante el aclaramiento de **Cr-EDTA

Después de clasificar a los pacientes en terciles de acuerdo con los valores de FG,
calculado mediante *'Cr-EDTA, y fibrosis (Tabla 6.4.4 (a) y (b)), se observa que tanto CVi
como CVg varian segun los terciles de ambas variables. CVi es significativamente mayor en
el tercil mas bajo de FG y en el tercil mas alto de fibrosis. CVg aumenta significativamente a
medida que los terciles de FG disminuyen y también es significativamente menor en el tercil
mas bajo de fibrosis. El indice de individualidad (I) es inferior a 0,6 en todos los subgrupos
de pacientes. El valor de referencia del cambio (VRC) aumenta con el aumento de la

magnitud de los terciles de fibrosis y con la disminucién de la magnitud de los terciles FG.
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Tabla 6.4.4. Efecto del FG (a) y FIB (b) sobre la excrecion de EGF y sobre los componentes de la variacion

biolégica y parametros derivados

Terciles de FG (a) Mediana EGF [RIC] CVtotal CVa CVi (IC 95%) CVg (IC 95%)

(ML/min/1.73 m? (ng/mg) (%) (%) (%) (%) ! VRC
<=79 8,48 [5,39-14,17] 61,3 6,9 8,3 (6,9-9,9) 46,1 (38,3-57,0) 0,23 29,9
79 - 95 14,88 [13,36-17,76] 40,6 6,9 3,1(0,4-4,5) 30,6 (25,9-37,5) 0,25 21,0
>05 19,12 [13,42-23,57] 29,6 6,9 2,4 (0-4,0) 20,3 (17,0-25,0) 0,36 20,3
Terciles de FIB (b) Mediana EGF [RIC] CVtotal CVa CVi (IC 95%) CVg (IC 95%)

(%) (ng/mg) (%) (%) (%) (%) ' e
<=7,7 19,12 [14,10-23,83] 27,9 6,9 1,5 (0-3,5) 19,5 (16,2-24,3) 0,36 19,7
7,7-26,3 15,3 [13,46-17,77] 40,4 6,9 2,1(0-3,8) 31,4 (26,4-38,5) 0,23 20,1
> 26,3 8,63 [5,51-13,20] 47,3 6,9 10,3 (8,8-12,1) 30,1(25,1-37,2) 0,41 34,3

FG: Filtrado glomerular medido mediante el aclaramiento de **Cr-EDTA; FIB: porcentaje de fibrosis intersticial; CVa: coeficiente de
variacion analitica; CVg: coeficiente de variacion inter-sujeto; CVi. Coeficiente de variacion intra-sujeto; 1l: indice de individualidad;
VRC: valor de referencia del cambio. RIC: Rango intercuartilico.
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7. Discusion

El primer estudio realizado para analizar el primer objetivo y subobjetivos planteados, fue un
estudio observacional en el que se recluté 96 enfermos afectos de NIgA, en los cuales se
registraron distintos parametros demograficos y clinicos antes de realizar la biopsia, y en los
que se extrajeron muestras de sangre y orina de la segunda miccién de la mafiana para
determinar la concentracion de properdina, MBL, C5b-9 y C4d, y creatinina. En las muestras
de orina también se determind la concentracion de proteinas. Ningun paciente recibid
tratamiento especifico en el momento de obtencién de las muestras. Mediante morfometria
cuantitativa se cuantificé el porcentaje de glomérulos con lesiones de proliferacion
mesangial, esclerosis segmentaria, proliferacion endocapilar, asi como el porcentaje de
infiltrado intersticial y fibrosis intersticial. Ademas se clasificaron las biopsias renales segun
la clasificacion Oxford. Como grupo control se reclutaron 30 enfermos renales que
presentaron lesiones de glomerulosclerosis en ausencia de inmunofluorescencia en la
biopsia renal y con caracteristicas demograficas y clinicas similares a las del grupo afecto de
NIgA. El 28% de enfermos afectos de NIgA presentd depdsitos de C4d positivos, con menor
frecuencia de macrohematuria, proteinuria superior, y mayores lesiones de esclerosis
glomerular y de fibrosis intersticial, clasificadas segun el sistema Oxford, respecto a los

enfermos C4d negativos.

Los niveles urinarios de MBL, C4d y C5b-9 fueron significativamente superiores en el
grupo de enfermos con NIgA C4d positivos respecto al grupo de enfermos C4d negativos y
al grupo control, mientras que, en los niveles urinarios de properdina, a pesar de ser
significativamente superiores en el grupo de enfermos con NIgA que en el grupo control, no

se observaron diferencias entre los grupos C4d positivo y C4d negativo.

En la biopsia renal se realizaron tinciones inmunohistoquimicas para detectar
properdina, MBL, C4d y C5b-9, y los resultados mostraron que todos los enfermos de NIgA
presentaron depoésitos mesangiales de C3 y C5b-9, la mayor parte de ellos asociados a
depositos de properdina, lo que indica que en la NIgA las células mesangiales activan el
complemento por la via alternativa. Estos resultados concuerdan con los de otros estudios
previos (Rauterberg et al., 1987; Miyazaki et al., 1984; Roos et al., 2006; Bene and Faure,
1987; Espinosa et al.,, 2014). Algunos de los enfermos afectos de NIgA presentaron
depdsitos mesangiales de C4d (28%), de los cuales la mayor parte colocalizaron con MBL,

lo que sugiere que, en algunos enfermos, las células mesangiales también activan el
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complemento por la via de las lectinas. Estos resultados también coinciden con los de otros
estudios previos (Endo et al., 1998; Liu et al., 2013; Roos et al., 2006; Espinosa et al., 2014;
Sahin et al., 2014; Faria et al.,, 2015). En algunos pacientes también se encontraron
simultdneamente depdsitos de C4d y C3 o properdina, que podria indicar que en estos
pacientes podria activarse simultdneamente la via alternativa y de las lectinas. La activacion
de las dos vias podria explicar en parte por qué los pacientes con depositos mesangiales de
C4d tienen lesiones glomerulares e intersticiales mas severas y disminucion de la funcion
renal (Roos et al., 2006).

Se estudiaron las correlaciones entre los niveles séricos y urinarios de properdina,
MBL, C4d y C5b-9, las distintas variables anatomopatoldgicas cuantitativas, la proteinuria y
el FGe, y se representd mediante graficos de dispersion la relaciébn entre los niveles
urinarios de cada una de dichas moléculas y la proteinuria. Los resultados obtenidos
mostraron que los niveles urinarios de properdina, C4d y MBL y C5b-9 no correlacionaron
con sus respectivos niveles séricos, Y si correlacionaron con el FGe, la proteinuria, y con la
extension de la glomeruloesclerosis, infiltracion celular y fibrosis intersticial, indicando que
existe una asociacion entre los niveles urinarios de dichas moléculas y el grado de severidad
clinica e histolégica de la enfermedad. Los niveles urinarios de C4d y MBL tuvieron una
elevada correlacion entre si y con los niveles urinarios de C5b-9. Los niveles urinarios de
properdina se asociaron significativamente con los de C5b-9 y débilmente con los de C4d y
MBL. Los gréaficos de dispersion indicaron que la excrecion urinaria de properdina, C4d y
MBL y C5b-9 tiene tendencia a aumentar a medida que lo hace la proteinuria. No obstante,
tanto a niveles altos como a niveles bajos de proteinuria se observaron discordancias con

los niveles urinarios para las 4 moléculas estudiadas.

Los resultados obtenidos en el andlisis multivariante muestran que la mayor parte de
la variabilidad de los niveles urinarios de properdina, MBL y C4d es explicada por los
depdsitos mesangiales de las mismas, y en menor medida por la proteinuria. Estos
resultados indican que la excrecién urinaria de dichas moléculas podria proporcionar
informacion del tipo de via que se esta activando y sobre la intensidad del depdsito. En el
caso de los niveles urinarios de C5b-9, los principales predictores fueron los niveles

urinarios de MBL y properdina y, en menor grado, la proteinuria.
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Mediante el analisis con curvas ROC, se obtuvieron los puntos de corte de los
niveles urinarios de C4d y MBL con mayor sensibilidad y especificidad, tanto en valor
absoluto como tras ajustar por creatinina y por proteinuria, para predecir sus respectivos
depositos. En el caso de los niveles urinarios de C4d la sensibilidad y especificidad fueron
similares en los tres casos. En el caso de los niveles urinarios de MBL, la sensibilidad
también fue similar en los tres casos, pero la especificidad fue menor cuando se ajustaron

los niveles por proteinuria.

Segun los resultados obtenidos se podria deducir que la excrecion urinaria elevada
de properdina, C5b-9, MBL y C4d que se observa en pacientes de NIgA no parece ser
debida exclusivamente a la proteinuria causada por la pérdida de integridad de la barrera de
filtraciobn glomerular. En primer lugar, aunque la proteinuria correlaciona con cada una de
estas proteinas en el analisis univariante, los gréaficos de dispersibn muestran discordancias
entre la proteinuria y cada uno de los niveles urinarios tanto a valores altos como a valores
bajos de proteinuria. Ademas, los niveles urinarios de cada una de las proteinas no
correlacionan con los niveles séricos de las mismas. En segundo lugar, los resultados de
cada uno de los analisis multivariantes realizados para identificar los predictores
independientes de los niveles urinarios de dichas moléculas, muestran que, aunque la
proteinuria se identifica como variable predictora de la excrecién urinaria de cada una de las
variables, ésta explica s6lo una parte de la variacion observada en los niveles urinarios de
cada una de las proteinas, en comparacion con la presencia de sus respectivos depdsitos
mesangiales. En tercer lugar, los niveles urinarios de las cuatro moléculas estudiadas en el
grupo de enfermos con NIgA son significativamente superiores a los del grupo control, el
cual presenta excrecion de proteinas comparable al grupo de enfermos. Por ultimo, los
niveles urinarios de C4d y MBL fueron significativamente superiores en los enfermos C4d
positivos que en los enfermos C4d negativos y que en los enfermos con otras nefropatias no

mediadas por activacion del complemento, tras ajustar por proteinuria.

El hecho de que los niveles urinarios de C4d y MBL fueran significativamente
elevados en los enfermos con presencia de depdsitos de ambas moléculas, que los
depdésitos de C4d y MBL fueran predictores independientes de sus correspondientes niveles
urinarios, y que las curvas ROC obtenidas para ambas moléculas mostraran una elevada
sensibilidad y especificidad, tanto en valores absolutos como normalizados por creatinina o

proteinuria, para identificar enfermos con depdsitos mesangiales de C4d y MBL, sugiere que
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los niveles urinarios de C4d y MBL podrian ser considerados como potenciales marcadores
subrogados de los depdsitos de dichas proteinas en los pacientes con NIgA.

Por dltimo, los resultados de este estudio aportan nueva informacion sobre la
activacion del complemento por la via de las lectinas en las células tubulares: Los niveles
urinarios de C4d correlacionaron fuertemente con los de MBL, y éstos ultimos, en los
modelos de regresion multiple, fueron predictores independientes de la excrecion de C5b-9,
independientemente de la proteinuria y de los niveles urinarios de properdina. Estos datos
sugieren que, ademas de la presencia de properdina en la orina que activa la via alternativa
del complemento en las células tubulares (Gaarkeuken et al., 2008; Zaferani et al., 2011,
Hsu and Couser, 2003; Abbate et al., 2008), la MBL urinaria podria también contribuir a la
activacion del complemento en la luz tubular a través de la via de las lectinas. Estos datos
pueden ayudar a elucidar la causa por la que los enfermos que presentan depdsitos
mesangiales de MBL y C4d y mayor excrecion urinaria de ambas proteinas, tienen mayor
extension de lesiones tubulointersticiales en el momento del diagndstico, tal y como se
muestra en este estudio y en otros (Roos et al., 2006; Liu et al., 2013; Mucha et al., 2014;
Espinosa et al., 2014; Sahin et al., 2014; Nasri et al., 2015; Faria et al., 2015), incluso tras
ajustar por proteinuria, y podrian explicar por qué los niveles urinarios elevados de MBL se
identifican como un signo del mal prondstico (Liu et al., 2012).

El segundo estudio realizado para analizar el segundo objetivo y subobjetivos
planteados, fue un estudio observacional en el que se recluté una cohorte de 58 enfermos
con NIgA, en la que registraron variables demograficas, clinicas y bioquimicas de cada uno
de los pacientes antes de realizar la biopsia renal y de iniciar cualquier tratamiento. Se
extrajeron muestras de sangre, orina de la segunda miccion de la mafiana donde se
midieron las concentraciones de IL-6, EGF, MCP-1y TGFB-1, y orina de 24h donde se midio
la concentracion de proteinas. Ningun paciente recibio tratamiento especifico en el momento
de obtener las muestras de orina. Al igual que en el estudio previo, se cuantificaron las
lesiones renales mediante morfometria cuantitativa y se clasificaron las biopsias renales

segun el sistema Oxford.
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Mediante correlaciones, se estudiaron las asociaciones entre los niveles urinarios de
IL-6, EGF, MCP-1 y TGFB-1, las distintas variables anatomopatolégicas cuantitativas, la
proteinuria y el FGe. En relaciéon a las variables histolégicas, se observaron asociaciones
estadisticamente significativas entre los niveles de IL-6, MCP-1 y TGFB-1 con la extensiéon
de la glomerulosclerosis focal y fibrosis intersticial, y no se observaron asociaciones
significativas entre dichos niveles y la presencia de proliferacion endocapilar. Los niveles
urinarios de EGF correlacionaron negativamente con la extension de fibrosis intersticial. Al
categorizar las variables segun la clasificacion Oxford, de los distintos indices M E S o T,
solamente se observaron niveles urinarios de IL-6, MCP-1 y TGFB-1 significativamente
superiores y de EGF significativamente inferiores en enfermos con indices de fibrosis
intersticial T1 y T2 respecto a enfermos con TO. Respecto a las correlaciones de variables
clinicas y bioquimicas, se observaron asociaciones significativas de IL-6, MCP-1 y TGF(-1
con la proteinuria, y de EGF y MCP-1 con el FGe. Estos resultados indican que, en
pacientes con NIgA, los niveles urinarios de IL-6, EGF, MCP-1 y TGFB-1 se asocian al grado
de severidad clinica e histolégica de la enfermedad. También se observé autocorrelacion
significativa entre los niveles urinarios de MCP-1, IL-6 y TGF-1, lo que sugiere que podrian
explicar un mismo mecanismo patogéenico comun. EGF correlacioné significativamente con
IL-6.

Mediante andlisis univariante y multivariante se identificaron los predictores
independientes de las concentraciones urinarias de IL-6, EGF, MCP-1 y TGFB-1. En todas
las moléculas la extension de fibrosis intersticial se identific6 como variable independiente.
También se identifico la esclerosis glomerular en el caso de la IL-6, MCP-1y la TGF-1; y el
infiltrado intersticial en el caso de la MCP-1. Estos resultados concuerdan con resultados
obtenidos en otros estudios previos. Por un lado, varios estudios indican que la expresion
renal de IL-6 en la NIgA esta aumentada en células mesangiales, en células del tabulo
proximal y en células del infiltrado intersticial (Taniguchi et al., 1999b; Tomino et al., 1991;
Ruef et al., 1990) y los niveles de expresién correlacionan con la severidad de la esclerosis
glomerular y la severidad de la lesion tubulointersticial (Tomino et al., 1991; Ranieri et al.,
1996). Ademas varios estudios previos también indican que los niveles urinarios de IL-6 se
asocian significativamente a lesiones de esclerosis glomerular y fibrosis intersticial (Stangou
et al.,, 2009). La expresion de TGFB-1 también se ha visto incrementada en células
mesangiales, endoteliales, células epiteliales tubulares y células del infiltrado intersticial
(Taniguchi et al., 1999b) y los niveles de expresion correlacionan con el grado de severidad

de la lesion glomerular y tubulointersticial (Taniguchi et al., 1999a; Goumenos et al., 2002;
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Meng et al., 2013). La correlacion encontrada de los niveles urinarios de TGFB-1 con la
extension de esclerosis glomerular e intersticial en este estudio también coincide con la de
otros (Nonaka Takahashi et al., 2008; Han et al., 2005; Sato et al., 2004; Lai et al., 2003;
Goumenos et al., 2002). En cuanto a las asociaciones encontradas de los niveles urinarios
de MCP-1 con las distintas variables histologicas, varios estudios también han encontrado
niveles de expresion de MCP-1 aumentados en células parietales glomerulares, células
tubulares corticales y células mononucleares infiltradas en pacientes afectos de NIgA
(Yokoyama et al., 1998; Sun et al., 2009; Kim and Tam, 2011; Grandaliano et al., 1996) que
correlacionan principalmente con la severidad de la lesion tubulointersticial e infiltrado
monocitario (Grandaliano et al., 1996), y correlaciones entre los niveles urinarios de MCP-1
con la extension de la esclerosis glomerular, fibrosis intersticial, e infiltrado intersticial
(Grandaliano et al., 1996; Saitoh et al., 1998; Morii et al., 2003; Stangou et al., 2009;
Yokoyama et al., 1998). Por ultimo, la correlaciéon negativa de los niveles urinarios de EGF
con la extension de las lesiones de fibrosis intersticial, también concuerda con evidencias
previas que demuestran que la expresion de EGF en células epiteliales tubulares se
encuentra disminuida en enfermos afectos de NIgA (Ranieri et al., 1996), y los niveles de
expresion asi como los niveles urinarios se asocian a la severidad de la lesion
tubulointersticial (Ranieri et al., 1996; Stangou et al., 2009). Por tanto las asociaciones
encontradas en el andlisis de regresion multiple coinciden con las de otros estudios previos
e indican que los niveles urinarios de IL-6, MCP-1 y EGF pueden ser utiles como
marcadores de severidad histolégica (Grandaliano et al., 1996; Saitoh et al., 1998; Morii et
al., 2003; Stangou et al., 2009; Yokoyama et al., 1998; Meng et al., 2013). La proteinuria se
identifico como variable independiente en el caso de la IL-6 y MCP-1.

Con los resultados obtenidos en el analisis multivariante para encontrar los
predictores de los niveles urinarios de IL-6, EGF, MCP-1 y TGFB-1, se realizd regresion
lineal multiple y regresion logistica para identificar las variables predictoras independientes
de la fibrosis intersticial en forma cuantitativa y categorizada, respectivamente.

Mediante regresion lineal multiple, se obtuvieron distintos modelos. El mejor predictor de la
extension de fibrosis intersticial en todos ellos fue el FGe, pero los modelos que incluyeron
FGe, edad, MCP-1 vy, o bien EGF, o bien IL-6 tuvieron una capacidad predictiva superior. El
nivel urinario de MCP-1 est4 presente como predictor independiente en los dos modelos
seleccionados, complementando la informacién aportada por EGF o la aportada por IL-6,
segun el modelo. No se pudieron incluir a la vez IL-6 y EGF en un mismo modelo, ya que se

produjo colinealidad al correlacionar entre si. Tampoco se pudo afadir TGFB-1 en ninguno
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de los dos modelos debido a que la elevada correlacién entre TGFB-1 y MCP-1 también
causaba colinealidad. Al sustituir TGFB-1 por MCP-1 o EGF la capacidad predictiva de los
modelos, tanto en el de regresion multiple como en el de regresion logistica, disminuy6
significativamente.

En el modelo de regresion logistica, se identificaron como variables predictoras de los
indices T1 y T2 de fibrosis, la edad, FGe, MCP-1 y EGF, coincidiendo con uno de los
modelos de regresion lineal multiple y complementando la informacion obtenida
previamente. Este modelo tuvo un alto poder predictivo con un area bajo la curva de 0,87 y
una buena discriminacion para todas las categorias de riesgo, es decir, no se observaron
diferencias significativas en el niumero de enfermos con lesiones de fibrosis intersticial

observada y estimada con el modelo.

Los resultados obtenidos tanto en la regresién lineal multiple como en la regresion
logistica sobre los predictores independientes de la extension de fibrosis intersticial indican
que IL-6, MCP-1 y EGF aportan una informacién adicional y mas precisa sobre la extensiéon
de fibrosis intersticial en comparacion con el FGe aislado, y en consecuencia estas
moléculas pueden aportar datos relevantes en la practica clinica. Hasta la fecha ningun
estudio ha realizado un estudio comparativo de cual de los biomarcadores explica mejor la
extension de fibrosis intersticial. En este sentido los resultados de este estudio aportan
nueva informacion sugiriendo que la combinaciéon de variables edad, FGe, MCP-1 y, o bien
EGF o bien IL-6, predicen la extension de fibrosis intersticial con mas fuerza que el FGe

aislado.

Los resultados obtenidos en el primer y segundo estudios se consideran una prueba
de concepto, por lo que su utilidad clinica debe ser validada previamente, confirmando de
forma independiente los datos obtenidos en otras cohortes, con mayor nimero de pacientes,
y con métodos analiticos distintos, antes de poder ser aplicados a la préactica clinica. Por
ello, los modelos predictivos descritos solo pueden considerarse validos para las
condiciones en las que se han realizado las mediciones y para el grupo de enfermos

estudiado.
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El tercer estudio se realiz6 en la misma cohorte de 58 enfermos afectos de NIgA
reclutada en el segundo estudio. Se determinaron distintas variables demograficas, clinicas
y bioquimicas antes de realizar la biopsia renal y recibir tratamiento especifico. Se
obtuvieron muestras de orina de la segunda miccion de la mafiana donde se determinaron
las ratios EGF/creatinina, y orina de 24h donde se midieron las concentraciones de EGF y
de proteinas. El FG se midi6 mediante el método *’Cr-EDTA. La extension de fibrosis

intersticial se analizé en las biopsias renales mediante morfometria cuantitativa.

El andlisis de concordancia entre las medidas realizadas con la ratio EGF/creatinina
y las realizadas con la excrecion urinaria de 24h de EGF mediante Passing-Bablok y Bland-
Altman, mostré que las medidas de la ratio EGF/creatinina no eran intercambiables con las
medidas en orina de 24h, existiendo un error sistematico y proporcional entre ambas.
Mediante regresién multivariante se identificaron el FG y la fibrosis intersticial como

predictores independientes de las diferencias observadas entre ambas medidas.

La excrecion urinaria de moléculas que reflejan lesién glomerular o tubular,
generalmente se realiza midiendo la concentracion de la molécula de interés en orina
puntual y expresandola en funcién de la concentracién de creatinina, para evitar medir la
excrecion total de 24h que implica realizar un proceso de recoleccién que es engorroso y
sujeto a riesgo de sobre-recoleccion o infra-recoleccion. La utilizacion de las ratios en orina
puntual en lugar de la excrecion urinaria de 24h en general es adecuada para moléculas que
no dependen directamente de la masa tubular total (Price et al., 2005), pero en moléculas
cuyos niveles cambian en funcién de la masa tubular, como es el caso de la EGF, la
utilizacion de la ratio puede dar lugar a errores de interpretacion, ya que ésta depende de
dos moléculas cuyo nivel disminuye paralelamente a la masa tubular pero a distinto ritmo.
De esta forma, una reduccion proporcional de EGF y creatinina mantendra la ratio inalterada
a pesar de existir una reduccién progresiva de la masa tubular, mientras que si una de las
moléculas disminuye mas rapido que la otra, la ratio sobreestimara o infraestimara la
excrecion de 24h de EGF. Este hecho se refleja en los resultados obtenidos en el andlisis de
regresion multiple y en la medida de la exactitud de la ratio EGF/creatinina para predecir la
excrecion de 24h de EGF. Los resultados del andlisis multivariante mostraron que las
diferencias observadas entre la ratio EGF/creatinina y excrecion diaria de EGF dependen del
FG y de la fibrosis. Los resultados del analisis de exactitud mostraron que la capacidad de la
ratio de EGF/creatinina para predecir la excrecion de 24 horas de EGF depende de la

distribucion de valores del FG. De esta forma, en el segundo tercil de FG, la ratio
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EGF/creatinina en orina predice con mayor exactitud la excrecion de 24h de EGF. Sin
embargo, en el primer y el tercer tercil de FG la ratio EGF/creatinina sobreestimé e
infraestimd, respectivamente, la excrecion diaria de EGF. El hecho de que la magnitud de
las diferencias observadas entre la ratio EGF/creatinina y excrecion diaria de EGF dependan
del FG, y este ultimo se asocie a su vez al nivel de excrecion de creatinina y a la extension
de fibrosis intersticial ademas explicaria la amplia variabilidad observada de los grados de
asociacion entre la ratio EGF/creatinina y la extension de fibrosis en diferentes estudios
(Ranieri et al., 1996; Stangou et al., 2009; Ju et al., 2015; Worawichawong et al., 2016). Los
estudios que incluyen pacientes con valores de FG en el rango del segundo tercil de FG
obtenido en este estudio generalmente obtendran correlaciones mas fuertes entre la ratio
EGF/creatinina y la extension de fibrosis que los estudios que incluyen pacientes con

valores de FG inferiores o superiores al mismo.

Hasta donde sabemos, ninguno de los estudios ha medido la excrecién de 24h, y por
lo tanto en estos estudios no se ha podido comprobar si la excrecion de 24h de EGF es
mejor predictor de fibrosis que la ratio EGF/creatinina. En este estudio se comparé la
capacidad predictiva de la extension de fibrosis de la ratio EGF/creatinina y de la excrecion
diaria de EGF. Los resultados del andlisis univariante indicaron que tanto la ratio
EGF/creatinina como la excrecion de 24h de EGF correlacionaron con la extension de
fibrosis intersticial, no obstante la excrecion de 24h de EGF se asoci6 més fuertemente a la
fibrosis que la ratio EGF/creatinina. Los resultados del andlisis multivariante mostraron que
los predictores independientes de la fibrosis intersticial fueron la excrecion diaria de EGF y el
FG. La presencia de estas dos variables independientes en la ecuacion que se
complementan podria explicarse considerando que la medicion de los valores absolutos del
FG mediante el aclaramiento de *'Cr-EDTA proporciona informacion relacionada con el area
de filtracién glomerular, mientras que la excrecion urinaria de EGF se considera un indicador

del niamero de células tubulares (Ranieri et al., 1996; Ju et al., 2015; Gesualdo et al., 1996).

El cuarto estudio, al igual que en el segundo y tercer estudios, se realiza en una
cohorte de 58 enfermos afectos de NIgA en los que se registran distintas variables
demogréficas, clinicas y bioquimicas. Ningun paciente recibio tratamiento especifico antes

de ser incluido en el estudio. Antes de realizar la biopsia renal, se obtuvieron muestras de
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sangre, orina de 24h y orina de la segunda miccién de la mafiana, en las que se determind
la concentracion de creatinina sérica, concentracion de proteinas de 24h, y la ratio
EGF/creatinina, respectivamente. Ademas se calculé el FG mediante el método *'Cr-EDTA.
Se realiz6 un seguimiento semanal de la cohorte durante 4 semanas y en cada control se
obtuvieron muestras de sangre para determinar la concentracién de creatinina sérica y el
FGe por CKD-EPI, asi como orina de la segunda miccion de la mafiana para determinar las
ratios EGF/creatinina y proteina/creatinina. En la biopsia renal se analiz6 la extensién de
fibrosis intersticial. Se comprobd que no hubo cambios significativos durante el seguimiento

en la presion arterial, FGe, y proteinuria.

Se identificaron la extension de fibrosis intersticial y el FG como predictores
independientes de la variacibn de los niveles urinarios de EGF mediante analisis

multivariante.

Se estimaron los componentes de la variacion total de las medidas de EGF urinarias
tanto en el conjunto de la poblacién como en la poblacién agrupada segun terciles de los
predictores independientes hallados en el analisis multivariante previo (fibrosis y FG). Segun
los resultados obtenidos en la cohorte estudiada, CVa no cumple con las especificaciones
deseables (CVa debe ser <0.5CVi) o minimas (CVa debe ser <0.75CVi) de la calidad
analitica, que son los criterios de calidad mas comunmente utilizados para la imprecision
analitica. De acuerdo con Fraser et al (Fraser and Petersen, 1999), la imprecision analitica
debe minimizarse para realizar una correcta monitorizacion del paciente a través de
resultados consecutivos de una magnitud. Cuanto menor sea la variacion analitica, mayor
sera la sensibilidad para detectar cambios en dos medidas consecutivas. Por lo tanto, el
método analitico utilizado en este estudio debe ser estandarizado y validado para definir las
especificaciones de calidad analitica para la imprecision, antes de considerar su aplicacién
en estudios clinicos. Por otro lado, tanto el CVi como el CVg son significativamente mas
altos en el tercil de FG mas bajo que en el mas alto, lo cual concuerda con que dichos
coeficientes también sean significativamente mas altos en el tercil de fibrosis mas alto que
en el mas bajo. El hecho de que la magnitud del CVg sea distinta en funcion del tercil de FG
podria indicar que para disefiar estudios con suficiente potencia estadistica donde se
comparen niveles urinarios de EGF entre grupos hay que tener en cuenta la distribucion de

los FG de los pacientes incluidos.
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Se calcularon los parametros derivados de los componentes de la variacion total, el
indice de individualidad (1) y el valor de referencia del cambio (VRC), tanto en el conjunto de
la poblacion como en la poblacion agrupada segun terciles de fibrosis y FG. El indice de
individualidad (ll) obtenido en este estudio fue inferior a 0,6 tanto para el conjunto de la
poblacién como en los distintos grupos de acorde con los terciles de GFR y/o fibrosis. El Il
se emplea para decidir si se debe utilizar el valor de referencia del cambio (VRC) o el valor
de referencia poblacional (VRP) para comparar un resultado obtenido. Mientras que a
valores de Il superiores a 1,4 es mas apropiado comparar un resultado con el VRP, con I
por debajo de 0,6 es mas apropiado usar el VCR (Harris, 1981; Ricés et al., 2007; Plebani
and Lippi, 2012; Harris, 1974; Fraser, 2004). La elevada individualidad obtenida en este
estudio indica que se debe utilizar el valor de referencia del cambio (VRC) en lugar del valor
de referencia poblacional (VRP) para interpretar los resultados obtenidos. El VRC calculado
en este estudio varia en funcién del FG y de la extension de fibrosis intersticial, como
resultado de los cambios en CVi y CVg. Los resultados obtenidos indican que en los
pacientes con enfermedad renal mas grave (en la cohorte estudiada FG <= 79
ml/min/1,73m? o FIB> 26,3) el VCR es significativamente mayor que en los pacientes con

enfermedad renal menos grave.

Los principales puntos fuertes del tercer y cuarto estudios son que la medida del FG
se ha realizado mediante *'Cr-EDTA, que es un método directo y objetivo, y que la
distribucion de valores de FG de la cohorte estudiada es amplia. No obstante, el nUmero de
pacientes incluidos en el estudio es bajo y no hay validacion externa, y por lo tanto los
puntos de corte del FG que definen la ratio EGF/creatinina en la prediccién de la excrecion
de EGF de 24 h deben considerarse validos sdlo en las condiciones de medida utilizadas en

estos estudios y para la cohorte de pacientes estudiada.
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8. Conclusiones

Las conclusiones finales se agrupan segun el objetivo general y sus correspondientes

subobjetivos planteados:

8.1. Conclusiones del primer objetivo

En enfermos afectos de NIgA los niveles urinarios de los factores de complemento MBL,
C4d, properdina y C5b-9 son significativamente elevados respecto al grupo control con
enfermedad renal, e independientes de la proteinuria generada por la pérdida de
integridad de la barrera de filtracion glomerular. Ademas, los enfermos con NIgA con
presencia de depdésitos mesangiales C4d y MBL también tienen niveles urinarios
significativamente elevados de dichas moléculas respecto a los que no presentan

depdsitos mesangiales de C4d.

En enfermos afectos de NIgA, los niveles urinarios de MBL, C4d, properdina y C5b-9
correlacionan con la proteinuria, el FGe, la extension de fibrosis e infiltracion intersticial, y
en menor medida, el porcentaje de esclerosis glomerular, indicando que los niveles
urinarios de dichas moléculas se asocian al grado de severidad clinica y tubulointersticial.
Los niveles urinarios de MBL y C4d correlacionan fuertemente entre si y con los niveles
urinarios de C5b-9, y los niveles urinarios de properdina se asocian significativamente
con los de C5b-9 y débilmente con los de C4d y MBL. Estos datos sugieren que en la
NIgA, ademas de la activacion de la via de alternativa del complemento en las células
tubulares por parte de la properdina, la MBL también puede activar el complemento en
dichas células por la via de las lectinas, contribuyendo a la progresion de la lesion

tubulointersticial.

Los predictores independientes de los niveles urinarios de properdina, MBL y C4d es
explicada por los depdsitos mesangiales de las mismas, y en menor medida por la
proteinuria. En el caso de los niveles urinarios de C5b-9, los principales predictores
fueron mayoritariamente los niveles urinarios de MBL y properdina. Estos resultados
indican que la excrecion urinaria de properdina, MBL y C4d puede proporcionar
informacion del tipo de via que se esta activando y la intensidad del depésito. Por otro

lado, los predictores identificados de la excrecién de C5b-9 refuerzan la hip6tesis de que
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la excrecion urinaria de MBL contribuye a la activacion del complemento en las células

tubulares por la via de las lectinas.

e Segun los resultados obtenidos en las curvas ROC, los niveles urinarios de C4d y MBL
tienen una elevada sensibilidad y especificidad, tanto en valor absoluto como ajustados
por creatinina y proteinuria, para predecir sus respectivos depoésitos mesangiales,
indicando los niveles urinarios de C4d y MBL podrian ser considerados como marcadores

subrogados de la presencia de depdésitos mesangiales de dichas moléculas.

8.2. Conclusiones del segundo objetivo

e En enfermos con NIgA idiopatica, los niveles urinarios de IL-6, MCP-1 y TGFf-1
correlacionan significativamente con la extension de la glomerulosclerosis focal y fibrosis
intersticial y los niveles urinarios de EGF correlacionan negativamente con la extension
de fibrosis intersticial. Al categorizar las variables segun la clasificaciéon Oxford los niveles
urinarios de IL-6, MCP-1 y TGF[3-1 son significativamente superiores y los niveles de EGF
significativamente inferiores en enfermos con indices de fibrosis intersticial T1 y T2
respecto a enfermos con TO. Respecto a las correlaciones de variables clinicas vy
bioquimicas, se observaron asociaciones significativas de IL-6, MCP-1 y TGFB-1 con la
proteinuria y de EGF y MCP-1 con el FGe. Estos resultados indican que, en pacientes
con NIgA, los niveles urinarios de IL-6, EGF, MCP-1 y TGFB-1 se asocian al grado de
severidad clinica e histologica de la enfermedad. También se observo autocorrelacion
significativa entre los niveles urinarios de MCP-1, IL-6 y TGFB-1, indicando que estas

moléculas podrian explicar un mismo mecanismo patogénico comun.

e La extension de fibrosis intersticial es un predictor independiente comun de los niveles
urinarios de IL-6, MCP-1, TGFB-1 y EGF. La esclerosis glomerular es un predictor
independiente de los niveles urinarios de IL-6, MCP-1 y la TGFB-1. El infiltrado intersticial
es un predictor independiente de los niveles urinarios de MCP-1. Estos resultados indican
gue los niveles urinarios de IL-6, MCP-1 y EGF pueden ser Utiles como marcadores de
severidad histologica. La proteinuria se identific6 como variable independiente en el caso
de la IL-6 y MCP-1, indicando que los niveles urinarios de dichas moléculas también

podrian ser marcadores de severidad clinica.
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Los modelos de regresion lineal multiple que incluyeron FGe, edad, MCP-1 y, o bien
EGF, o bien IL-6 tuvieron una capacidad predictiva de la extension de fibrosis intersticial
superior al modelo constituido Unicamente por FGe y edad.

Las variables predictoras de fibrosis en el modelo de regresion logistica, son la edad,
FGe, MCP-1 y EGF. Este modelo tiene un alto poder predictivo y una buena

discriminacién para todas las categorias de riesgo.

8.3. Conclusiones del tercer objetivo

Segun los resultados de Passing-Bablok y Bland-Altman, las medidas de la ratio

EGF/creatinina no son intercambiables con las medidas en orina de 24h.

Los predictores independientes de la magnitud de las diferencias entre la ratio
EGF/creatinina y la excrecion de 24h de EGF son el FG y la fibrosis intersticial. Estos
resultados podrian explicar la diferente capacidad de la ratio de EGF/creatinina para
predecir la excrecion de 24 horas de EGF en funcion del FG, y la amplia variabilidad
observada en diferentes estudios en la magnitud de asociaciébn entre la ratio

EGF/creatinina y la extension de fibrosis.

En el segundo tercil de FG, la ratio EGF/creatinina en orina predice con menor sesgo, Y
mayor precision y exactitud la excrecion de 24h de EGF. Sin embargo, en el primer y el
tercer tercil de FG la ratio EGF/creatinina sobreestimé e infraestimé, respectivamente, la
excrecion diaria de EGF, lo que sugiere que, en pacientes afectos de NIgA idiopatica con
FG elevados o disminuidos, deberia emplearse preferentemente la excrecién diaria de

EGF en lugar de la ratio EGF/creatinina.

El andlisis univariante muestra que la excrecion de 24h de EGF se asocia mas
fuertemente a la extension de fibrosis intersticial que la ratio EGF/creatinina. En el modelo
multivariante se observa que los predictores independientes de la fibrosis intersticial son
la excrecion de 24h de EGF y el FG, aportando informacion complementaria relacionada

con la masa tubular y con el area de filtracion glomerular, respectivamente.
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8.4. Conclusiones del cuarto objetivo

La fibrosis intersticial y el FG son predictores independientes de la variacion de los

niveles urinarios de EGF.

e CVa no cumple con las especificaciones deseables 0 minimas de la calidad analitica.
Tanto el CVi como el CVg son significativamente méas altos en el tercil de FG mas bajo
qgue en el mas alto, y en el tercil de fibrosis méas alto que en el mas bajo.

e El indice de individualidad (Il) obtenido en este estudio es inferior a 0.6, tanto para el
conjunto de la poblacion como en los distintos terciles de FG y/o fibrosis, indicando que
se debe utilizar el VRC para interpretar los resultados obtenidos.

e EI VRC varia en funcion del FG y de la extension de fibrosis intersticial, lo que sugiere
que en pacientes con NIgA con enfermedad renal mas grave el VRC es

significativamente mayor que en los pacientes con enfermedad renal menos grave.

8.5. Conclusiones finales

En resumen, en enfermos con NIgA idiopatica, los niveles urinarios de MBL se asocian a los
depdsitos mesangiales de MBL y C4d, a los niveles urinarios de C4d y C5b9, y a la
extension de las lesiones tubulointersticiales, independientemente de la proteinuria y del FG,
sugiriendo que la MBL urinaria contribuye a la activacién del complemento por la via de las
lectinas en las células tubulares y a la progresién de la lesion tubulointersticial. Por otro lado,
los niveles urinarios de MBL y C4d podrian ser considerados como biomarcadores sensibles

y especificos de la presencia de depdsitos mesangiales de dichas proteinas.

Las concentraciones urinarias de IL-6, TGFB-1, MCP-1, EGF en dichos enfermos no
predicen adecuadamente la extensién de las lesiones de proliferacion mesangial,
intracapilar, ni la esclerosis glomerular, pero si mejoran significativamente la prediccion de la
fibrosis intersticial, juntamente con el FG, tras ajustar por la edad. Los resultados aportados
en este estudio indican que la combinacion de los niveles de MCP-1 y EGF, o de los niveles

de MCP-1y IL-6, aportan un poder predictivo similar sobre la superficie de fibrosis.
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Conclusiones

Por otro lado, en enfermos con NIgA, la excrecion diaria de EGF correlaciona mas
fuertemente con la fibrosis intersticial que la ratio EGF/creatinina. Y su determinacion
deberia emplearse, o bien en estudios dirigidos a evaluar la excreciéon de EGF como un
biomarcador prondstico precoz en individuos con FG elevados, o bien en estudios disefiados

para estimar la masa tubular en pacientes con enfermedad renal crénica avanzada.

Ademas, las medidas de EGF urinario por ELISA en dichos enfermos producen una
alta individualidad, lo que impide el uso de valores de referencia poblacionales,
considerandose mas adecuado el VRC para evaluar la evolucion clinica de los pacientes
con dicha metodologia. La magnitud del VRC depende del FG y de la extensién de fibrosis
intersticial. En concreto, en enfermos con fibrosis baja o FG elevada deben emplearse VRC

menores que en enfermos con fibrosis elevada y/o bajo FG.

En conjunto, este proyecto aporta nuevos datos sobre los biomarcadores
relacionados con el complemento y la progresibn de la lesiébn renal, ampliando el
conocimiento de la patogenia y del desarrollo de la NIgA, y por otro lado aporta informacién
sobre la utilidad clinica de las medidas de la ratio EGF/creatinina en orina puntual respecto a
las de la excrecion diaria de EGF, asi como estima la variacion biologica de la ratio
EGF/creatinina, con el fin de realizar una correcta interpretacion clinica de los resultados,
contribuyendo a la validacion clinica de los mismos, con el fin de poder ser aplicados a la

practica clinica habitual como marcadores de severidad y pronésticos de la enfermedad.
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