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Resumen

Introduccion: La nefropatia IgA (NIgA) es la glomerulonefritis
primaria mas comun, con una progresion a la insuficiencia renal de
15-40%. Su diagnodstico se realiza a través de la biopsia renal siendo

un método invasivo y no exento de complicaciones.

Objetivo: Encontrar una asociaciéon entre un patron de péptidos en
sangre/orina de pacientes con NIgA y las lesiones histoldgicas

descritas en la biopsia renal segun la clasificacion de Oxford.

Material y métodos: Estudio prospectivo, que incluye 19 pacientes
con diagnodstico de NIgA y 14 sujetos sanos utilizados como controles
en el periodo 2006-2009, excluyendo aquellos que presentaban
reaccion extracapilar. Se incluyeron datos clinicos y bioquimicos al
momento del diagndstico y a los 24 meses. Las lesiones histoldgicas
fueron evaluadas segun la Clasificacion de Oxford. El analisis
protedmico fue realizado mediante la tecnologia de esferas
magnéticas y espectrometria de masas (MALDI-TOF MS). Se

considero el doble de la creatinina como variable de mal prondstico.

Resultados: Se encontraron 55 péptidos (13 en suero, 26 en plasma,
16 en orina) que permitieron diferenciar los pacientes de los

controles. Existe una asociacién significativa entre los péptidos
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derivados de uromodulina y alfa-1-antitripsina en orina, vy
bradiquinina en plasma y la lesién tubulointersticial y la
glomeruloesclerosis. Ademas, existe una asociacidon con una peor
funcién renal, tanto del perfil de péptidos urinarios m/z (1769, 1898,
1913, 1945, 2378, 2491, 2977, 3004, 3389, 3406, 4752) como con

el perfil de péptidos en suero/plasma m/z (5337,9289).

Conclusién: El analisis protedmico en sangre y orina permite
identificar un perfil de péptidos asociado con las lesiones histoldgicas

en pacientes con NIgA.



Introduccion

La nefropatia IgA es la glomerulonefritis primaria mas comun en el
mundo, siendo una causa importante de insuficiencia renal que
conduce a enfermedad renal terminal (ERCT) en el 15-40% de los

pacientes después de 20-25 afios de seguimiento 1.

Caracteristicas clinicas tales como el sexo, proteinuria > 1gr/dia,
aumento de la creatinina sérica y la hipertensidon se han asociado con
un mal prondstico 2. Ademds, hallazgos anatomopatolégicos en el
momento del diagndstico tales como la glomeruloesclerosis y la lesion
tubulointersticial se han descrito también como predictores de mal

prondstico renal 3.

Actualmente el diagndstico de la nefropatia por IgA se realiza por
biopsia renal, basado en criterios patoldgicos que incluyen Ila
presencia de depdsitos de IgA mesangial difusa en el estudio de
inmunofluorescencia. La clasificacion de Oxford es un reciente
método de clasificaciéon histopatoldgica, que evalia las variables
histoldgicas utilizando un método cuantitativo relativamente sencillo.
Esta nueva evaluacién ha demostrado ser mas precisa en el analisis

de las biopsias de nefropatia IgA °.

De esta forma el caracter invasivo de la biopsia renal y sus
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complicaciones asociadas pueden contraindicar el procedimiento en
algunos pacientes, lo que ha llevado a la busqueda de nuevas

alternativas diagndsticas no invasivas.

En la ultima década, la protedmica se ha aplicado ampliamente en
diversos campos de la medicina incluyendo la nefrologia, utilizandose
para estudiar simultdneamente cientos de proteinas *®. La sangre y
la orina son dos de los fluidos bioldgicos mas utilizados en proteémica
clinica, ya que pueden obtenerse de forma no invasiva, ademas que
permite identificar marcadores relacionados con la enfermedad

glomerular de forma directa **°.

El andlisis peptidico es un método de identificacién de péptidos
diferenciales en auge, que esta ganando popularidad en la blusqueda

208 an las enfermedades

de posibles nuevos biomarcadores
glomerulares. El fraccionamiento mediante esferas magnéticas
acoplado a la espectrometria de masas MALDI-TOF (MALDI-TOF MS),
se ha introducido recientemente como una técnica de identificacion
de péptidos urinarios, permitiendo un andlisis rapido y de alto

rendimiento 22731,

Por lo tanto, hemos querido utilizar este método para comparar
perfiles de péptidos en sangre y orina en pacientes diagnosticados de

nefropatia IgA, a través de biopsia renal, con sujetos sanos con la
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finalidad de encontrar un perfil de péptidos asociado a las lesiones
histoldgicas encontradas en la biopsia renal segun la clasificacion de

Oxford.



Material y métodos

Poblacion de estudio

Se ha realizado un estudio prospectivo, incluyendo pacientes
diagnosticados de NIgA entre junio de 2006 y noviembre de 2009 en
el Departamento de Nefrologia del Hospital Germans Trias i Pujol
(Barcelona, Espana). Todos los procedimientos se realizaron de
conformidad con la Declaracion de Helsinki de 1971, revisada en
2008. Los comités de ética local aprobaron el protocolo de estudio y
todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito

para participar.

Criterios de inclusion

Para su inclusién, los pacientes debian ser mayores de 18 afos,
mostrar signos clinicos de enfermedad renal, tales como presencia de
proteinuria con funcién renal estable o diferentes grados de
insuficiencia renal, presencia de hematuria, en los que se indicaba
una biopsia renal. Sélo se incluyeron pacientes con nefropatia IgA
primaria. Los pacientes con glomerulonefritis y reaccion extracapilar
(presencia de semilunas) fueron excluidos. Los sujetos sanos se
utilizaron como controles para establecer un perfil de péptidos normal

(Tabla 1).



Parametros clinicos y bioquimicos

Los siguientes datos clinicos se recogieron en el momento del
diagnodstico: edad, género, historia de hipertension, diabetes mellitus
o dislipidemia. Datos bioquimicos como: niveles séricos de &acido
urico, albimina y colesterol, proteinuria, hematuria, presién arterial
sistdlica y diastdlica, fueron recogidos en el momento de la
realizacién de la biopsia renal y a los dos afos de seguimiento. De
igual forma se registraron durante el estudio el uso de estatinas y de
tratamiento antihipertensivo basado en el bloqueo del sistema renina-

angiotensina-aldosterona (SRAA).

Biopsia renal

Se obtuvo una muestra de biopsia renal percutanea de cada paciente
al inicio del estudio, antes del inicio de tratamiento con bloqueadores
del sistema renina-angiotensina-aldosterona (BSRAA),
corticoesteroides o cualquier otro tratamiento inmunosupresor.

Las biopsias renales fueron procesadas y analizadas de forma
rutinaria a través del microscopio optico, inmunofluorescencia y
microscopia electrénica de acuerdo con el procedimiento estandar. En
el estudio de microscopia Optica, las muestras fueron procesadas y
tefiidas con hematoxilina/eosina, &cido periddico de Schiff, plata

metenamina, tricrémico de Masson, y rojo Congo.

En el momento de la biopsia, las muestras de biopsias renales eran
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revisadas por un patélogo y evaluaba las variables histopatoldgicas
de acuerdo con la clasificacion de Oxford. Las cuatro variables
incluidas dentro de la clasificacion de Oxford se describen a
continuacién: Score mesangial: <0,5 (MO0) o >0,5 (M1);
Glomeruloesclerosis segmentaria: ausente (S0) o presente (S1);
hipercelularidad endocapilar: ausente (EO) o presente (El); atrofia

tubular/fibrosis intersticial <25% (T0), 26 a 50% (T1) o >50% (T2)3.

Recogida muestras de sangre

Fueron tomadas muestras de sangre de los pacientes incluidos, en el
mismo dia en que se realizaba la biopsia renal *. Las muestras de
plasma-EDTA y de suero se obtuvieron por centrifugacién a 2200 g
durante 10 min, para eliminar particulas y restos celulares. Se
alicuotaron las muestras para evitar ciclos de congelacién-
descongelacion, siendo posteriormente almacenadas a -80 °© C hasta

SuU uso.

Recogida muestras de orina

Fueron tomadas muestras de orina frescas de la primera miccion de
la mafiana el mismo dia de la realizacién de la biopsia renal *.
Posteriormente las muestras de orina fueron centrifugadas a 2100 g
durante 30 min a 4 °C para eliminar restos celulares. El sobrenadante
fue ajustado a un pH de 6,5 con NH4HCO3 (1M) para minimizar la

precipitacion de proteinas durante el almacenamiento, y se alicuoté
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para evitar ciclos de congelacién-descongelacién, siendo
posteriormente almacenados a -80 °C hasta su uso %*. No se afiadi6
inhibidores de la proteasa a las muestras y no fue necesaria la
normalizacién de concentracidn de proteinas en las muestras de orina

para el andlisis proteémico .

Extraccion de los péptidos e identificacion por MALDI-TOF MS

Los péptidos en plasma y suero (80 mL), y en el sobrenadante de las
muestras de orina (110 mL) se extrajeron usando esferas
magnéticas. El kit de extraccion de péptidos utilizado para las
muestras de sangre fue el MB-IMAC Cu (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania), que se basa en la afinidad de los péptidos para los iones
de cobre inmovilizado en la superficie de las esferas magnéticas;
mientras que en el caso de las muestras de orina las esferas
utilizadas estaban recubiertas con cadenas alifaticas C18 (Dynabeads
® RP-C18, Invitrogen, Paises Bajos). En este caso los péptidos son

capturados a través de interacciones hidréfobas.

Las muestras de plasma, suero y orina fueron procesadas por
duplicado, y cada duplicado fue analizado dos veces en la placa
MALDI (AnchorChip 600/384, Bruker Daltonics). Asi, se obtuvieron
cuatro espectros de MALDI para cada muestra, adquirida para valores

m/z desde 1000 a 10.000.
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Se utilizd el sistema ClinProTools (v2.0; Bruker Daltonics) para
analizar los perfiles de péptidos. Los detalles sobre el analisis de
MALDI-TOF MS vy la seleccién de los péptidos de interés, estan

descritos en estudios anteriores de nuestro grupo3°-32,

Analisis estadistico

La normalidad de las variables se evalué mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las variables continuas se expresaron como
media £ desviacion estandar, mediana y rango y se compararon
mediante el test U de Mann-Whitney. Las variables categdricas se
analizaron mediante chi-cuadrado o la prueba de probabilidad exacta
de Fisher. Las asociaciones entre variables se analizaron mediante el

coeficiente de correlacidon de Spearman.

El analisis estadistico fue realizado con el programa SPSS v15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL) considerando significacion estadistica un p-

valor <0,05.
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Resultados

Se incluyeron 19 pacientes con NIgA y 14 sujetos sanos incluidos
como controles. Las caracteristicas clinicas y bioquimicas basales y al

seguimiento se describen en la Tabla 1.

Se observaron diferencias significativas entre los grupos con respecto
a la edad y a la funcion renal, pero no en el género. Ademas, se
compararon las variables clinicas y bioquimicas en el momento de la

biopsia con aquellos al final del seguimiento (24 meses).

Durante el seguimiento, un total de n=5 pacientes (26,3%)
alcanzaron el doble de la creatinina sérica observandose una
diferencia significativa al final del seguimiento. Por otro lado Ia
proteinuria disminuyd en el ultimo control de seguimiento. Ademas,
se observaron diferencias significativas entre los valores basales y de

seguimiento en los niveles de colesterol y de albumina plasmatica.

Identificacion de péptidos relacionados con la nefropatia IgA
en sangre y orina

Como se muestra en la Tabla 2, el perfil de péptidos en suero/plasma
y orina en pacientes con NIgA mostré una diferencia significativa
respecto al de los sujetos sanos, y utilizando Clinprotools se

obtuvieron 13 péptidos diferenciales en suero, 26 en plasma y 16 en
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orina que permitieron diferenciar entre pacientes con NIgA de los
sujetos sanos de forma estadisticamente significativa. De estos
péptidos, dos péptidos en plasma y seis en orina han sido

identificados por nuestro grupo en trabajos previos 3%,

Nuestros resultados anteriores demostraron que los péptidos
detectados en el plasma con m/z=1063 y m/z=1898 correspondian a
la bradiquinina (KNG1l) y factor del complemento C4 (C4A),
respectivamente 32. Asi mismo, los péptidos detectados en la orina
con m/z=1898 y 1913 correspondian a la uromodulina (UMOD), vy los
péptidos de m/z=1945, 2392, y 2505 correspondian a la alfa-1-
antitripsina (A1AT), y el péptido m/z=2714 correspondia a la beta-2-

microglobulina (B2M) 3,

Asociacion entre los péptidos relacionados con la nefropatia
IgA y las lesiones histoldgicas de acuerdo a la clasificacion de
Oxford

Las lesiones histoldgicas de los pacientes NIgA se resumen en la

Tabla 3.

Como se muestra en la Tabla 4 los péptidos con m/z 1466, 1617,
3193, 3264, 5337, 5889, 5905, 5966 y 9289 en suero, los péptidos
con m/z 1063, 1078, 2661 y 2790 en plasma, y los péptidos con m/z

1769, 1898, 1945, 2491, 2977, 3004, 3389, 3406, 4658 y 4752 en
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orina de los pacientes con NIgA se asociaban con la lesidon de fibrosis

intersticial/atrofia tubular (IFTA).

Al evaluar la afectacion tubulointersticial T2 (> 50%) en los pacientes
con NIgA, observamos que los péptidos en suero con m/z 1466,
1617, 5905, 5966, 9289 estaban aumentados en pacientes con lesidn
tubulointersticial T2 en comparacidon con los otros dos grupos (TO,
T1). Pero, no se encontraron diferencias significativas en los péptidos
en suero m/z 3264, 5337, 5889 entre los diferentes grados de

afectacion tubulointersticial.

En el plasma, los péptidos con m/z 2661 y 2790 estaban aumentados
y los péptidos con m/z 1063, 1078 estaban disminuidos en los
pacientes con lesidn tubulointersticial T2 en comparacién con los

otros dos grupos (TO, T1).

En la orina, los péptidos urinarios con m/z 1945 y 2491 estaban
aumentados en comparacién con el grupo de pacientes con afectacion

tubulointersticial TO y T1.

De forma contraria, los péptidos urinarios con m/z 1769, 1898, 2977,
3004, 3389, 3406, 4658, y 4752 estaban disminuidos en los
pacientes con afectacion tubulointersticial T2, en comparaciéon con el

grupo de pacientes con afectacion TO y T1.

-16 -



Como se muestra en la Figura 1a-d, los péptidos urinarios con m/z
1945, 2392 y 4013 de pacientes con lesién S1 aumentaron, pero el
péptido con m/z 3389 disminuyd en comparacién con los pacientes
con NIgA clasificados como glomeruloesclerosis segmentaria S0. Sin
embargo, no se hallaron asociaciones entre la glomeruloesclerosis y

los péptidos en suero y plasma.

En cuanto a la hipercelularidad endocapilar, la lesidon descrita como
EO, se asocid con una disminucién de los péptidos con m/z 1546 y
3264, mientras que el péptido con m/z 3242 estaba aumentado en el
suero de pacientes con nefropatia IgA (Figura 2a-c). Ademas, los
péptidos con m/z 3242 y m/z 8602 estaban aumentados en el plasma
de los pacientes que presentaban hipercelularidad endocapilar (E1)
(Figura 3a-b). No se hallaron asociaciones entre los péptidos

urinarios.

No se observaron asociaciones entre los péptidos de suero/plasma u

orina y la proliferacion mesangial en los pacientes con NIgA.

Como se muestra en la Tabla 4, los péptidos con m/z 1466, 1617,
3193, 3264, 5337, 5889, 5905, 5966 y 9289 en suero, los péptidos
con m/z 1063, 1078, 2661 y 2790 en el plasma, y los péptidos con
m/z 1769, 1898, 1945, 2491, 2977, 3004, 3389, 3406, 4658 y 4752

en orina de los pacientes con NIgA estaban asociados con la lesidn
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fibrosis intersticial / atrofia tubular (IFTA).

Asociacion entre péptidos y doble de la creatinina sérica

Como se describié anteriormente, se observd un asociacion entre los
péptidos con m/z 2953, 5337, 9289 en el suero y m/z 9287 en el
plasma con una peor evolucidon de la funciéon renal en los pacientes
con NIgA. Ademas, se observd una asociacion entre los péptidos de
orina con m/z 1769, 1898, 1913, 1945, 2491, 2756, 2977, 3004,

3389, 4752 y el doble de la creatinina sérica en el mismo grupo.

Asociacion entre los péptidos y los parametros clinicos.

No se encontraron asociaciones entre los parametros clinicos y el

perfil de péptidos de suero/plasma y orina de los pacientes con NIgA.

Se hallé una correlacion inversa entre los péptidos urinarios derivados
de la UMOD (m/z 1898, 1913) y los niveles basales de creatinina
sérica y proteinuria. Del mismo modo, se encontré una correlaciéon
positiva entre los péptidos derivados de A1AT (m/z 1945, 2392,

2505) y la proteinuria.

La mayoria de nuestros pacientes presentaban diferentes grados de
hematuria en el momento del diagndstico, por lo que no fue posible

determinar la influencia de la hematuria en los cambios del perfil de
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péptidos.
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Discusion

La importancia de la nefropatia IgA se basa en su incidencia y
pronostico: de un 15 a 40% de los casos presentan insuficiencia renal

3

crénica terminal después de 20-25 afios de seguimiento 33, lo que

requiere la busqueda de técnicas de temprano y facil diagndstico.

En este estudio prospectivo, nos propusimos realizar un analisis
preliminar el cual tiene como principal objetivo identificar a través del
anadlisis protedmico en sangre y orina potenciales biomarcadores
peptidicos asociados a las lesiones histoldgicas que marcan un peor

pronostico de la enfermedad utilizando la clasificacién de Oxford.

Nosotros observamos un perfil de péptidos en suero/plasma y en
orina, en pacientes con NIgA que permitid diferenciarlos de los
sujetos sanos. De los péptidos obtenidos a través del analisis de
muestras de orina, hemos identificado en el grupo de pacientes dos
péptidos correspondientes a uromodulina (UMOD) (m/z 1898, 1913),
tres péptidos correspondientes a la alfa-1-antitripsina (A1AT) (m/z
1945, 2392, 2505) y un péptido derivado de la B2microglobulina (m/z
2714). También fueron identificados en el plasma de pacientes con
NIgA un péptido con m/z 1063 que correspondia a la Bradiquinina y
un segundo péptido con m/z 1898 que correspondia a fragmentos

del complemento C4a.
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La nefropatia IgA puede presentarse con un curso muy variable, que
puede ir desde una histologia practicamente normal hasta formas
agresivas de dafo glomerular o tubular como afectacién glomerular
necrotizante severa, glomeruloesclerosis, atrofia tubular avanzada o
fibrosis intersticial. La atrofia tubular/ fibrosis intersticial y la
glomeruloesclerosis han sido identificados como potentes predictores
de mal prondstico en esta glomerulopatia 3*

También factores de riesgo como el sexo masculino, la hipertensidn,
la proteinuria, ausencia de hematuria y la insuficiencia renal se han
descrito como marcadores de peor evolucidn de la enfermedad renal
2.

En este sentido, numerosos esfuerzos han sido dirigidos a encontrar
una asociacion entre una amplia gama de lesiones histoldgicas y las
manifestaciones clinicas de esta patologia. La clasificacion de Oxford
es una reciente clasificacidon histopatoldgica que incluye cuatro
lesiones bien definidas, desarrollada como un sistema de evaluacion
cuantitativo util y reproducible de la nefropatia IgA, en el que se
analizan cada una de las lesiones histoldogicas como potentes
predictores de la evolucion de la enfermedad renal. Asi, a través de
esta clasificacion, es posible encontrar de forma mas precisa un
diagnodstico histologico para posteriormente ofrecer un prondstico de
la enfermedad, beneficiando el inicio de tratamiento terapéutico

temprano.
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Recientemente, nuevos métodos han sido descritos para identificar
biomarcadores bioldgicos en diferentes tipos de fluidos, entre ellos el
analisis proteémico. En un estudio previo de nuestro grupo 3°, hemos
demostrado que el perfil de péptidos obtenido a través de la
tecnologia de esferas magnéticas unido a MALDI-TOF permite evaluar
diferencias entre péptidos urinarios de pacientes con enfermedad
glomerular croénica y poblacion sana, sugiriendo un patréon de
péptidos diferencial como paso previo hacia la clasificacion de los
pacientes con enfermedad glomerular. En este estudio, fue descrita
una combinacion de péptidos urinarios derivados de la UMOD vy de la
Al1AT capaces de clasificar correctamente a los pacientes con

enfermedad glomerular.

En el presente estudio, buscamos una asociacidon entre los péptidos
presentes en suero/plasma y orina, y las lesiones histoldgicas de

acuerdo a la clasificacion de Oxford.

Hemos observado que de las cuatro lesiones histoldgicas valoradas, la
lesidon tubulointersticial era la que se asociaba de forma significativa a
un mayor numero de péptidos. En concreto, se observd una
correlacién positiva entre el dafio tubulointersticial y los niveles del
péptido derivado de la A1AT (m/z 1945), y una asociacién inversa
entre los niveles del péptido derivado de la UMOD (m/z 1898) y la
bradiquinina (m/z 1063) con la lesién tubulointersticial.
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Es bien conocido, que la A1AT actua protegiendo la matriz
extracelular del ataque de los neutréfilos, de alli sus efectos anti-
inflamatorios y anti-apoptdticos, por lo que las células epiteliales
tubulares renales podrian producir A1AT en respuesta al dano
tubulointersticial 3. Ademas la A1AT se ha considerado como una
proteina fibrinolitica (proteasa sérica inhibidora de trombina) inducida
en respuesta a la hematuria. Sin embargo también se ha descrito en
la literatura un desequilibrio entre proteasas y sus inhibidores
tisulares en el area inflamatoria, lo que podria justificar el papel de
esta proteina en los procesos inflamatorios involucrados en la
fisiopatologia de las enfermedades glomerulares. Todos estos
hallazgos podrian justificar los altos niveles de A1AT encontrados en
orina ya que es practicamente ausente en la orina normal. A pesar de

esto no esta completamente claro el papel que juega la presencia de

A1AT a nivel urinario.

Estos mismos resultados han sido descritos en otros estudios en los
que se detectaron niveles aumentados de A1AT tanto en tejido de
renal y en orina de pacientes con NIgA en comparacién con sujetos

sanos 3°.

Pero no sélo la A1AT tiene un papel relacionado con la lesion
tubulointersticial. Nosotros encontramos una asociacion inversa entre
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la UMOD vy la lesion tubulointersticial. Estos resultados concuerdan
con los descritos por otros autores que encontraban bajas
concentraciones de UMOD en la orina de pacientes con NIgA asociada

a la lesion atrofia tubular/fibrosis intersticial en biopsias renales 36

En cuanto a la uromodulina, es una glicoproteina expresada en las
células tubulares renales epiteliales, que representa la proteina
urinaria mas abundante. Estudios recientes sugieren un papel de la
UMOD en la enfermedad renal cronica. Alteraciones en la excrecidon
urinaria de UMOD se han asociado con la reduccién de la tasa de

filtrado glomerular (TFG) en diversas nefropatias .

En un estudio anterior, nuestro grupo de trabajo ha observado una
correlacién inversa entre la UMOD, la creatinina sérica y la proteinuria
en pacientes con enfermedad glomerular. En la NIgA, Wu y col.>!
observaron un perfil de péptidos en orina relacionado con esta
enfermedad glomerular. Los autores encontraron una disminucion en
la excrecion urinaria de la UMOD, sugiriendo que era capaz de
discriminar entre los pacientes con NIgA y el grupo de sujetos sanos.
En nuestro estudio, el patrén de péptidos encontrado podria ser

marcador de la lesién histoldgica y del dafio tubulointersticial, no

pudiendo asegurarse que sea especifico de la nefropatia IgA.

Por otra parte, en el plasma se ha identificado también un péptido
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con m/z 1063 que corresponde a un péptido derivado del
guinindgeno, la bradiquinina. Nosotros observamos una disminucién
significativa de los niveles de bradiquinina en el grupo de pacientes
gue presentaban mayor afectacion tubulointersticial (T2) en

comparacion con los otros grupos (TO, T1).

La bradiquinina es un nonapéptido derivado del quininégeno. El
quinindégeno es un componente del sistema calicreina-quinina. Todas
las quininas son fuertes agonistas del receptor de la bradiquinina 2.
La activacion de esta via de sefializacion conduce a la produccién de

6xido nitrico y prostaglandinas 8.

Por lo tanto, las quininas son
potentes vasodilatadores renales y presentan actividades

antitrombdticas y antifibréticas.

En pacientes con NIgA, Rocchetti y col.'® describen también una
disminucion significativa en la excrecidon urinaria de quinindgeno en
pacientes con NIgA, y especialmente en pacientes no respondedores
a la terapia con IECAs. Los autores especulan acerca de que la
diferencia en la excrecidon de orina del quinindgeno, podria ser reflejo

de la gravedad del dano renal en pacientes con NIgA.

En nuestro grupo de estudio, los pacientes no recibian tratamiento
con inhibidores del sistema renina angiotensina aldosterona o

antagonistas de receptores de angiotensina II al momento del
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diagnodstico por lo que no podiamos comparar el efecto de estos
farmacos en los perfiles de péptidos. Se requieren mas estudios con

una mayor inclusion de los pacientes para demostrar este efecto.

De la misma forma, se encontrd una asociacién entre cuatro péptidos
urinarios y la glomeruloesclerosis. De estos péptidos, tres de ellos
(m/z 1945, 2392 y 4013) estaban aumentados en pacientes con S1.
Por otro lado, el péptido con m/z 3389 estaba aumentado en

pacientes con SO.

En estudios anteriores, Kang y col. 3

observaron que la
glomeruloesclerosis segmentaria y la lesidon atrofia tubular/fibrosis
intersticial reflejaban dafio croénico, pudiendo utilizarse como
predictor de evolucion a largo plazo en pacientes con NIgA. Nuestros

hallazgos podrian reflejar que los péptidos encontrados constituyan

marcadores de lesién glomerular crénica en la poblacién estudiada.

De manera similar se identificaron cinco péptidos, en suero m/z 1546,
3264, 3242, y en plasma m/z 3242, 8602. De todos ellos los péptidos
de plasma y suero con m/z 3242 y el péptido de plasma con m/z
8602 aumentaban en presencia de hipercelularidad endocapilar (E1).
Mientras que los péptidos de suero m/z 1546 y 3264 estaban

aumentados en la lesion EO.
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Muchos de los pacientes con NIgA muestran proliferacion mesangial,
por lo tanto, esta puntuacion se define como el nimero de células
mesangiales por drea mesangial. Estudios anteriores han
demostraron una relacién entre la hipercelularidad mesangial y el
grado de actividad de la enfermedad. En nuestro grupo todos los
pacientes estaban categorizados como M1 al momento del
diagndstico por lo que no se pudo comparar patrones de péptidos

entre M1 y MO.

Por ultimo, se observd una asociacién entre algunos péptidos en
suero, plasma y orina y el doble de la creatinina tomado como
predictor de peor prondstico renal. De los péptidos identificados se
encontrd una asociacién inversa entre la uromodulina y el doble de la
creatinina, y una asociacion positiva entre el péptido alfa-1-
antitripsina y el doble de la creatinina. Con base en estos hallazgos
podriamos utilizar estos péptidos identificados como potenciales

biomarcadores predictores de la evolucion renal.
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Limitaciones del estudio

Nosotros hemos encontrado una asociacion de un perfil de péptidos
con las lesiones histoldgicas descritas en la clasificacién de Oxford. No
podemos asegurar que la disminucion de concentraciones urinarias de
UMOD o incrementos en la excrecion de A1AT estén relacionadas
Unicamente con la enfermedad glomerular, ya que al momento del
diagndstico nuestro grupo de estudio presentaba diferentes estadios
de insuficiencia renal ademas de diferentes grados de lesidn
tubulointersticial, pudiéndose corresponder estos péptidos a un

biomarcador de disfuncion renal o de dano tubulointersticial.

Por otro lado, es necesario ampliar el nUmero de pacientes incluidos
en el estudio con la finalidad de disminuir las limitaciones en cuanto
reproducibilidad, y de esta forma obtener un patrén de péptidos

especifico y mas amplio.

Del mismo modo, la mayoria de nuestros pacientes presentaban
algun grado de afectacién mesangial siendo catalogados dentro del
score M1. Esta caracteristica de nuestra poblacion de estudio no nos

permitié evaluar la influencia de esta lesidon en el perfil de péptidos.

Finalmente, se conoce la complejidad en la identificacién de los

péptidos en fluidos bioldgicos, representando un punto crucial para
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conocer cual es la funcidon que podrian desempefiar en el proceso de

esta enfermedad.
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Conclusiones

La nefropatia IgA es una enfermedad glomerular con un mecanismo
patogénico incierto. El analisis protedmico nos permite obtener un
patrén de péptidos que podria acercarnos al diagnostico no invasivo
de la NIgA y su relacion con las lesiones histoldgicas. Futuros
estudios con una inclusion mas amplia de pacientes son necesarios
para clarificar el rol de la UMOD/A1AT urinaria y la Bradiquinina

plasmatica en el proceso fisiopatoldgico de la nefropatia IgA.
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Leyendas figuras

Figura 1 - Péptidos en orina que se diferencian segin la lesion
glomeruloesclerosis segmentaria.

Diagrama de cajas de las diferencias en los péptidos urinarios de m/z
1945 (a), m/z 2392 (b), m/z 4013 (c) y m/z 3389 (d) en pacientes
con NIgA entre ausencia (S0) o presencia (S1) de la lesién
glomeruloesclerosis segmentaria. Los valores atipicos se representan
como circulos.

Figura 2 - Péptidos en suero que se diferencian segin la
lesion hipercelularidad endocapilar.

Diagrama de cajas de las diferencias en suero de m/z 1546 (a), 3264
(b), m/z 3242 (c) en pacientes con NIgA entre ausente (EO) y
presente (E1) de la lesion hipercelularidad endocapilar. Los valores
atipicos se representan como circulos.

Figura 3 - Péptidos en plasma que se diferencian segin la
lesion hipercelularidad endocapilar.

Diagrama de cajas de las diferencias en plasma de m/z 3242 (a) y
m/z 8602 (b) en pacientes con NIgA entre ausente (EQO) y presente
(E1) de la lesién hipercelularidad endocapilar. Los valores atipicos se
representan como circulos.

Figura 4 - Diferencias en los péptidos uromodulina, alfa-1-
antitripsina y bradiquinina segin la lesion fibrosis intersticial/

atrofia tubular
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Diagrama de cajas de las diferencias en orina de m/z 1898 (a) y m/z
1945 (b), en plasma de m/z 1063 (c) en pacientes con NIgA entre
ausente (TO) y presente (T1, T2) de la lesién fibrosis
intersticial/atrofia tubular. Los valores atipicos se representan como

circulos.
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Tablas
Tabla 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas y datos

bioquimicos de los pacientes con NIgA y sujetos sanos

Pacientes con NIgA

Al to d Al final del Sujetos
momento de

: - seguimiento sanos
la biopsia renal

(24 meses)

NUmero de
19 14
personas
Edad, anos 42 29,5
Rango (33-52) (25,75-41)*
Sexo, n(%)
Hombres 15 (79) 6 (43)
Hipertension,
n(%) No
Si 12 (63)
Diabetes, n(%)
No
Si 1(5)
Dislipidemia,
n(%) No
Si 9 (47)
Creatinina
o 2.00 3.16° 0.84%*
sérica, mg/dL
Rango 1.40-2.57 1.26-6.18 0.71-0.97
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Proteinuria,

2.28 1.30
g/24 horas Negativa
Rango 1.20-4.26 0.52-3.27
Colesterol,
194 147°
mg/dL Nd
Rango 157-221.75 131.5-213
Acido Urico,
7.4 7.4
mg/dL Nd
Rango 5.45-8.30 6.55-9.20
Albumina
) 34 40°
sérica, g/L Nd
Rango 31-39 36.75-42.40
Bloqueo RAAS,
n(%)
Si 7 (36.8) 17 (89,4)
IECASs 5 (26.3) 11(57,8)
ARA II 1(5.3) 3(15,7) No
IECAs mas
ARAII 1(5.3) 3(15,7)
Estatinas, n(%)
Si 4 (21.1) 9 (47,3)

Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (DE) o
medianas y rangos segln convenga. Test U de Mann-Whitney con
significacidén estadistica (P<0.05) entre pacientes con NIgA y sujetos

sanos. ~ Test chi-cuadrado o Test exacto de Fisher (P<0.05) entre
_39_



pacientes con NIgA y sujetos sanos. °Test de Wilcoxon con
significacién estadistica. (P<0.05) en pacientes con NIgA entre el
tiempo inicial de la biopsia renal yel final del seguimiento. SRAA:
Sistema renina-angiotensina-aldosterona; IECAs: Inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina; ARAII: Antagonistas de los

receptores de la angiotensina II; n.d.: no disponible.
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Tabla 2 - Diferencias en el perfil de péptidos entre pacientes con NIgA y sujetos sanos

Swiss-
Péptido MH™ Proteina Fold- P
Fluido biolégico Prot
MALDI-TOF abreviada change® valor™
accession

1063 n.d. n.d. +3.23 0.008
1079 n.d. n.d. +2.77 0.046
1532 n.d. n.d. -0.63 0.040
1618 n.d. n.d. -0.53 0.052
Suero 1898 n.d. n.d. -0.62 0.002
2023 n.d. n.d. +2.03 0.010
2864 n.d. n.d. -0.45 0.014
2934 n.d. n.d. -0.57 0.003
3159 n.d. n.d. -0.50 0.003
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3193 n.d. n.d. -0.54 0.007
4283 n.d. n.d. -0.60 0.026
5337 n.d. n.d. -0.80 0.010
5967 n.d. n.d. -0.51 0.008
1049 n.d. n.d. -0.24 0.001
1063° P01042 KNG1 -0.25 0.003
1079 n.d. n.d. -0.16 0.010
1084 n.d. n.d. -0.08 <0.001
1100 n.d. n.d. -0.15 0.001
Plasma
1360 n.d. n.d. -0.35 0.002
1532 n.d. n.d. -0.33 0.001
1607 n.d. n.d. +4.62 0.001
1779 n.d. n.d. +2.48 <0.001
1848 n.d. n.d. +1.55 0.003
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1866
1883
1898°
1936
1960
2008
2023
2312
2358
2375
2486
2863
3242

4576

n.d.

n.d.

POCOL4

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
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n.d.

n.d.

Cd4A

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

+4.05

+3.03

+2.52

+6.71

+1.75

+6.38

+8.22

-0.11

-0.20

-0.31

-0.24

-0.14

-0.39

-0.21

0.001

0.001

0.001

<0.001

0.014

<0.001

<0.001

0.001

0.001

0.001

0.007

<0.001

0.033

0.009



Orina

4965
4981
1898°
1913°
1945°
2378
2392°
2491
2505°
2714°
2977
3004
3389

3406

n.d.

n.d.

PO7911

PO7911

P01009

n.d.

P01009

n.d.

P01009

P61769

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
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n.d.

n.d.

UMOD

UuMOD

A1AT

n.d.

A1AT

n.d.

A1AT

B2M

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

+20.34

+22.73

-0.21

-0.09

+9.66

+2.14

+3.62

+3.10

+10.57

-0.28

-0.36

-0.31

-0.31

-0.27

0.002

0.002

<0.001

<0.001

<0.001

0.006

0.001

<0.001

<0.001

0.001

<0.001

0.001

<0.001

<0.001



4013 n.d. n.d. +1.26 0.049

4294 n.d. n.d. -0.59 0.049
4658 n.d. n.d. -0.43 <0.001
4752 n.d. n.d. -0.30 <0.001

@péptidos de Bradiquinina (KNG1) y factor del complemento C4 (C4A) identificados por el analisis de MALDI-
TOF/TOF MS, en orden ascendente por masa/carga en MH+ (Dalton) descrito previamente 32. PPéptidos de
uromodulina (UMOD), alfa-1-antitripsina (A1AT) y beta-2-microglobulina (B2M) identificados por HPLC-MS/MS
analysis, en orden ascendente de masa/carga MH+ (Dalton) descrito previamente 3°. *Ratio entre el valor de la
mediana del area del péptido en los pacientes con NIgA comparado con sujetos sanos. El valor (+) y (-) hace
referencia al incremento o decremento del valor del area péptido respectivamente. **Test de significacidon
estadistica U de Mann-Whitney (P<0.05). UMOD: uromodulina; A1AT: alfa-1-antitripsina; B2M: beta-2-

microglobulina; KNG1: Bradiquinina; C4A factor de complemento C4; n.d.: no disponible.
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Table 3 - Breve descripcion de las lesiones histologicas segin

la clasificacion de Oxford en pacientes con nefropatia IgA

Pacientes con
Lesiones histoldgicas NIgA
(n=19)

IFTA, n(%)

TO 6 (32)
T1 8 (42)
T2 5 (26)
Glomeruloesclerosis segmentaria y focal,
n(%)
SO 3 (16)
S1 16 (84)

Hipercelularidad endocapilar, n(%)
EO 12 (63)
El 7 (37)
Proliferacion mesangial, n(%)
MO 0 (0)

M1 19 (100)
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Tabla 4 - Diferencias en el perfil de péptidos segln la lesion fibrosis intersticial/atrofia tubular (IFTA)

-B0 -



Fluido Péptido TO T1 T2 p*
(m/z)
14.59 6.80 61.44
1466 0.020
(11.14-77.66) (2.17-9.65) (22.84-99.24)
28.47 13.46 44.50
1617 0.029
(22.80-60.53) (8.93-15.51) (22.75-62.99)
58.13 23.42 38.35
3193 0.030
(41.11-70.71) (14.69-32.80) (37.84-81.76)
76.38 29.37
3264 74.01 0.029
(58.46-99.35) (20.14-35.33)
(55.00-113.65)
220.49 109.47 191.20
5337 0.016
(214.37-235.50)  (54.45-164.65) (119.59-212.96)
Suero
248.44 198.39
5889 283.06 0.052
(221.10-293.41)  (52.45-246.57)
(270.31-453.76)
1090.49 1042.24 1731.53
5905 0.041
(918.54-1283.53) (249.00-1205.96) (1358.88-1891.18)
95.33
5966 117.38 232.90 0.049
(86.83-140.95)
(32.35-133.61) (177.94-343.53)
204.63
9289 371.75 417.34 0.036
(87.63-321.87)
(295.27-378.63)  (349.94-485.85)
257.50 20.02
1063 0.049

(106.62-973.82)

273.48

(12.91-28.53)
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Tabla 5 — Relacion entre el doble de la creatinina y los

péptidos en diferentes fluidos biologicos

Fluido Péptidos R o
(m/z)
2953 0.062 0.040
Suero 5337 -0.615 0.040
9289 0.711 0.014
Plasma 9287 0.615 0.040
1769 -0.718 0.001
1898 -0.734 0.001
1913 -0.598 0.007
1945 0.603 0.006
orina 2491 0.465 0.045
2756 -0.443 0.058
2977 -0.564 0.012
3004 -0.639 0.004
3389 -0.529 0.020
4752 -0.530 0.020

53



