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RESUMEN




La nefropatia IgA (NIgA) es la glomerulonefritis mas comdn en nuestro medio,
caracterizada por una amplia variabilidad clinica, que va desde un curso benigno
hasta la insuficiencia renal rapidamente progresiva. Su diagndéstico se realiza a
través de biopsia renal, siendo un procedimiento invasivo y no excento de
complicaciones. Ademas, se sabe que el 40% de los pacientes diagnosticados
de NIgA evolucionaran a enfermedad renal cronica terminal en un periodo de 20
afos. Se han descrito factores clasicos de mal prondstico, inespecificos y que
comparten con otras enfermedades renales. Por este motivo, es necesaria la
bdsqueda de nuevos biomarcadores que sirvan de ayuda al nefrlogo en la
identificacion de esta enfermedad y de los grupos de mayor riesgo de evolucion,
en los que un tratamiento temprano y dirigido seria de gran utilidad. La
proteGmica representa una herramienta accesible y reproducible que permite la
identificacion en sangre y orina, de péptidos relacionados a procesos biolégicos.
En los estudios que conforman esta tesis doctoral, se han aplicado técnicas
protedmicas mediante la espectrometria de masas para identificar un perfil de
péptidos en sangre, plasma y orina, asociado a parametros clinicos, bioquimicos
e histolégicos en una cohorte de pacientes con NIgA primaria y con depoésitos de
C4d. Como resultados, identificamos los péptidos C4a, bradicinina, a-1-
antitripsina (A1AT), B2 microglobulina y uromodulina (UMOD) que diferenciaban
correctamente a los pacientes con NIgA de su grupo control y que se asociaban
con los pardmetros de peor evolucion renal como proteinuria, niveles de
creatinina, doble de la creatinina, glomeruloesclerosis y afectacion
tubulointersticial. Ademas, en la NIgA con depdsitos de C4d, los péptidos ALAT
y C4a, se asociaban con este grupo Yy lo diferenciaban de su grupo control, C4d
negativo. A través de curvas ROC se establecieron puntos de corte de estos
péptidos que discriminaban correctamente entre grupos. También los pacientes
con NIgA y depdsitos de C4d mostraban niveles mas elevados de proteinuria y
lesiones de glomeruloesclerosis e hipercelularidad endocapilar mas graves que
los pacientes C4d negativos, confirmando su peor prondstico renal. Nosotros
proponemos el uso de técnicas protedmicas como herramienta en la busqueda
de marcadores de mal pronéstico renal en la NIgA, para establecer un
diagndstico precoz e identificar pacientes de mayor riesgo de evolucion renal,

tributarios de terapias mas agresivas.
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ABSTRACT




IgA nephropathy (IgAN) is the most common primary glomerulonephritis
worldwide, characterized by wide clinical variability, ranging from a benign to
rapidly progressive renal failure. The diagnosis of IJQAN is made by renal biopsy,
being an invasive procedure with potential complications. Moreover, the majority
of patients with IgJAN have a progressive disease, with 40% of cases reaching end
stage renal disease within 20 years after diagnosis. It has been described poor
risk factors similar to others renal diseases, for this reason its necessary to search
specific new biomarkers to help the nephrologist in the treatment decision. These
molecules would have to be able to identify a group of patients with a poor
prognosis, with a higher risk of progression to end stage kidney disease (ESKD)
in which the benefit of early and aggressive treatment is clear. Proteomics
approachs represents an accessible and reproducible tool that allows us identify
in blood and urine peptides related to biological processes. In the present study,
proteomic techniques have been applied through mass spectrometry to identify a
profile of peptides in blood, plasma and urine, associated with clinical, biochemical
and histological parameters in a cohort of patients with primary IgAN and IgAN
with C4d deposits. As a result, we found C4a, bradykinin, A1AT and B2
microglobulin  serum peptides, and A1AT and UMOD urinary peptides
differentiated patients with IgAN from control subjects; and were associated with
worse renal outcomes: double of creatinine, glomerulosclerosis and
tubulointerstitial damage/tubular atrophy. In addition, in the IgAN with C4d
deposits study, we found higher urinary and plasma levels of eptides A1AT and
C4a in IgAN C4d positive patients than C4d negative. In addition, histological
lesions glomerulosclerosis and endocapillary hypercellularity lesions were
significantly associated with IgAN C4d positive group, a worse renal prognosis
group. A potential cut-off was defined that discriminated correctly between groups.
We propose the use of proteomic techniques in the search for markers of poor
renal prognosis in IgAN can help to establish an early diagnosis and identify a
group of patients with a poor renal evolution and tributary of more aggressive

therapies.
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INTRODUCCION




6.1. Nefropatia IgA. Historia y conceptos generales.

La nefropatia IgA (NIgA) también conocida como enfermedad de Berger, fue
descrita por primera vez en 1968 por Jean Berger, nefrdlogo parisino y Nicole
Hinglais patdloga, como una glomerulopatia con depdsitos de IgA-IgG
principalmente mesangiales, siendo hasta la actualidad, el principal hallazgo
diagnéstico en biopsias renales. Berger, en colaboracion con Pierre Galle,
especialista en microscopia electronica, describio los "depdsitos intercapilares
de fibrinoides" en pacientes con glomerulonefritis cronica, un primer paso hacia

su futura descripcion de la nefropatia por IgA(1).

En 1967, en una sesidon de “Actualités Néphro-logiques de I'Hopital Necker”,
Berger presentd un panorama de las lesiones renales en funcion de su patrén de
inmunofluorescencia. Entre estos hallazgos, habia identificado depdsitos de IgA
glomerular en algunos pacientes con glomerulonefritis cronica o purpura de
Schonlei-Henoch. Un informe oral a la Société de Néphrologie en Paris en el
invierno de 1968 fue seguido por la publicacion en francés de un resumen de
menos de una pagina(2) citindose repetidamente en todo el mundo, y titulado
"Les dépdts intercapillaires d'IgA-IgG”. Se trataba de 25 pacientes que se
presentaban con hematuria recurrente y con lesiones focales y segmentarias por
microscopia optica, en quienes el reactivo de IgA marcaba fuertemente junto al
reactivo de 1gG. Berger extendié sus observaciones el siguiente afio,
describiendo una nefropatia caracterizada por la presencia de depdsitos
mesangiales de IgA-1gG, refiriendo que todos los pacientes tenian proteinuria
moderada y hematuria microscoépica persistente, y algunos de ellos "tenian uno
o varios episodios de hematuria macroscopica que generalmente ocurrian
durante un dolor de garganta"(2). Al principio hubo cierta reticencia a dar crédito
a las observaciones de Berger al reconocer que la nefropatia por IgA era una
entidad clinico-patolégica distinta. Actualmente no sélo es aceptada, sino que
representa la nefropatia mas comun como causa de glomerulonefritis primaria
en el mundo, siendo una de las principales causas de enfermedad renal cronica

(ERC) y fallo renal a nivel mundial.

Desde hace mas de 40 afios ha sido el patron de glomerulopatia primaria mas
frecuente identificada en regiones donde la biopsia renal es realizada de
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rutina(3). Numerosos esfuerzos en forma de estudios multicéntricos, han sido
disefiados con la intencién de mejorar nuestros conocimientos acerca de esta
patologia, enfocados en entender los pasos claves del proceso

inmunopatogénico.

Puede presentarse en todas las etapas de la vida, teniendo un pico de mayor
incidencia en la segunda y tercera década. Afecta a hombres y mujeres en una
proporcion 2:1 con preferencia en sujetos caucasicos, siendo relativamente rara
en raza negra(4-6) y predominantemente en América, Europa oriental y Asia,

afectando en esta Gltima zona a ambos sexos por igual(3).

El diagnoéstico de esta enfermedad se realiza a través de biopsia renal, sin
embargo, se han descrito biomarcadores urinarios, séricos y plasmaticos que
identifican procesos clave en su historia natural. Avances en las técnicas
diagnésticas en la actualidad, han creado la necesidad de encontrar moléculas
que nos permitan identificar signos de mal prondstico precoces y nos obligan a
pensar en cuales son los procesos decisivos de intervencion en esta patologia.

Son estas dudas planteadas las que han dado origen a esta tesis doctoral.

6.2. Epidemiologia

La prevalencia de la NIgA varia segun el area geografica y depende del registro
gue se evalle (registros de biopsias renales o de trasplante renal). Existe una
alta incidencia en las regiones del Este Asiatico y Pacifico atribuibles a
diferencias geoespaciales(7). Por ejemplo, en estudios multicéntricos y de
revisiones sistematicas basadas en registro de biopsias (realizados en Europa y
América del Norte) se sugiere una incidencia poblacional de al menos
2.5/100000 habitantes(8). En nifios también varia segun la distribucién
geografica: la incidencia segun registros japoneses de biopsias renales, es ocho
veces mayor que el registro americano (4.5 versus 0.57/100,000/ai0)(8,9). En
un estudio realizado en China(5) que incluian 13.510 biopsias renales, la
nefropatia IgA constituia el 45% de todos los casos de glomerulonefritis primaria.
Sin embargo, debe considerarse que pueden evidenciarse depdésitos de IgA en
estudios anatomopatoldégicos de biopsias renales sin evidencia de enfermedad

renal (en un rango de 3-16% en sujetos sanos)(10,11).
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Se ha sugerido que la variabilidad genética juega un rol importante en la
variacion de la prevalencia interregional(12,13). Cohortes agrupadas del estudio
de validacion de la clasificacion de Oxford para la nefropatia IgA (VALIGA) y
cohortes de Norte América indican una tasa de desarrollo de enfermedad renal
cronica terminal (ERCT) o disminucion del filtrado glomerular en un 27% a los 10
afios del diagnostico(14-16). Segun el registro de glomerulonefritis de la
Sociedad Espafiola de Nefrologia (S.E.N.)(17), para el 2018, la NIgA suponia el
19,6% del total de biopsias renales en adultos entre 19 y 45 afios, y del 14,2%
del total de biopsias renales en adultos entre 46 y 65 afios. En general, en
poblacién adulta, representa la glomerulonefritis (GN) primaria mas frecuente

sometida a biopsia en nuestro medio.

La variacion de la prevalencia puede reflejar diferencias regionales en la
indicacion de biopsia renal. Muchos pacientes se detectan por cribado rutinario
de orina debido a la presencia de hematuria/proteinuria como manifestacion
clinica Unica. Por este motivo la prevalencia puede resultar mayor en paises con
un programa activo de analisis urinarios y un umbral bajo de rendimiento de la
biopsia renal en pacientes con hematuria asintomatica aislada, como Japon y
Corea, donde las pruebas se realizan rutinariamente en escuelas y en el lugar
de trabajo(5,8). Por el contrario, los médicos en América del Norte rara vez
biopsian a un paciente con hematuria aislada o proteinuria leve, lo que resulta

en una aparentemente menor prevalencia de la enfermedad(18).

6.3. Fisiologia de lainmunoglobulina A

La inmunoglobulina A es la Ig mas abundante en el ser humano(19) y esta
presente en todos los mamiferos y aves(20). En humanos, fisiolégicamente las
primeras células B con expresion de IgA aparecen en la semana 11 después del
nacimiento, a diferencia de lo que ocurre con IgG e IgM, de aparicibn mas
temprana(21-23). De forma habitual el nivel sérico de IgA es indetectable en el
momento del nacimiento y los niveles del adulto no se logran hasta la
pubertad(19,24). Existen dos subclases de IgA: IgA1 (90%) e IgA2 (10%)(20)
que difieren entre si en la insercion en union doble de 8 aminoacidos en la region

bisagra en la IgA2. Esta diferencia estructural explica la resistencia de la IgA2 a
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las proteasas bacterianas y a su mayor frecuencia en las mucosas. La IgA se
halla distribuida en el organismo en dos compartimentos principales: La IgA que
circula liboremente en el plasma y la IgA que es secretada a las mucosas (IgA

secretoria)(25).

En individuos sanos, la union bisagra esta constitutida por 16 aminoacidos,
enriquecida por residuos de serina y treonina, contando con mas de 6 lugares de
union susceptibles de O-glicosilacion. La estructura del core de los O-glicanos
esta compuesta por residuos de N-acetilgalactosamine (GalNAc) y galactosa

(Gal), ambos potencialmente sializados(7,26,27).

La IgA mas abundantre, IgAl, es de tipo monomérica y producida por células
plasmaticas de la médula 6sea y liberada directamente a la circulacion
sanguinea. En contraposicion, la IgA producida por las células plasmaticas
asociadas al tejido linfoide de mucosas es secretada en forma de dimeros
constituidos por dos moléculas de IgA unidas por una pieza de union,
denominada componente J(26). Dichos dimeros, para ser secretados a la
superficie mucosa, deben unirse a un receptor especifico, el receptor para IgA

polimérica, presente en el polo basal de las células epiteliales

La IgA1 posee una region bisagra rica en residuos de serina, prolina y treonina
(16 aminoacidos) donde se unen en posiciones 3-5, ocasionalmente 6, en forma

de uniones O-oligosacaridos (Figura 1).

Fig. 1. Estructura molecular de la inmunoglobulina A.
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Andlisis de los oligosacaridos unidos a IgAl sérica y IgA secretora revelan que
consisten en una familia de estructuras basadas en un nucleo de manosil
quitobiosa (acetilglucosamina), que muestran una marcada heterogeneidad en
el tipo y numero de residuos de carbohidratos terminales (galactosa y acido
sidlico) y del nivel de fucosilacién(28-30). La mayoria de los glicanos unidos a
N-oligosacaridos son de tipo complejo biantenario degalactosilados, aunque se
han detectado algunas estructuras triatenarias y un pequefio porcentaje de

estructuras tetratenarias(20).

Una vez formada la IgA dimérica (dlgA), es transportada dentro de las
secreciones mucosales por el receptor polimérico de Ig (plgR) expresado en la
superficie basolateral de las células de la barrera epitelial de la mucosa (Figura
1f). El pIgR une y transporta especificamente inmunoglobulinas poliméricas(12).
Como la IgA dimérica es la inmunoglobulina polimérica predominante en la
superficie de la mucosa, forma el ligando principal y la carga del receptor. Tras
la unién, el complejo plgR-dIgA se internaliza y transfiere a través de la célula
una serie de vesiculas a la superficie apical. La porcion extracelular de plIgR,
ahora unida por un puente disulfuro a digA, se escinde para producir un
fragmento conocido como componente secretor (SC) (Figura 1f y 1g). El
complejo de digA y SC, denominado IgA secretora (S-IgA, Figura 1e), se libera

en las secreciones que bafan la superficie de la mucosa(23,31).
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La porcién extracelular de plgR que se une al ligando se pliega en cinco dominios
similares a los dominios variables de anticuerpos de las inmunoglobulinas,
denominados D1 a D5 desde el extremo N, y otra region menos globular que
contiene el sitio de escision que libera SC (Figura 1fy 1g). Se cree que SC adopta
una estructura que se curva sobre si misma cuando no se encuentra unido
(Figura 1g). La interaccion con dIgA requiere los primeros tres dominios (D1 —
D3) de plgR. D4 y D5 parecen contribuir indirectamente a la afinidad de
interaccion. D1 en particular tiene un papel critico en la union de dIgA, a traves
de bucles de superficie andlogos a las regiones determinantes de

complementariedad (CDR) de dominios variables(20,28).

En la literatura se han descrito cinco receptores capaces de unirse a la molécula
de IgA sérica y secretora(20,23,25,32), con diferentes sefales intracelulares y
funciones, no relacionados estructuralmente: FcaRI (CD89), plgR (receptor
polimérico), TfR1 o receptor de la transferrina (CD71), el receptor Fca/pR (capaz
de unir la IgM y la IgA), receptor de células M y el receptor de eosinofilos
(especifico del SC y de la SIgA). De todos estos, el CD89 es el principal receptor

involucrado en el papel antiinflamatorio de la IgA.

Interaccion con FcaRIl (CD89)

Este receptor esta codificado en la region LRC (Leucocyte Receptor Cluster) del
cromosoma 19 y se expresa en la superficie de las células de linaje mieloide
como monocitos/macrofagos, células dendriticas, neutréfilos, eosindfilos y
células de Kupffer. Su unién con la IgA desencadena diversos mecanismos que
incluyen fagocitosis, liberacion de citocinas y oxigeno activado ademas de

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos(32,33).

El CD89 esta formado por dos dominios Ig-like (EC1 y EC2) orientados en angulo
recto, uniéndose a la IgA a través del dominio EC1 que reconoce la interfase de
los dominios CH2 y CH3 de ésta, permitiendo que una sola molécula de IgA se
pueda unir a dos receptores(23) (Figura 2). Ademas, el CD89 puede estar
asociado a la subunidad intracitoplasmatica del Fcy que contiene un dominio
ITAM o bien libre (y-less). Esta porcién libre, y-less, participa en la homeostasis

de la IgA sérica, mientras que el CD89 asociado al Fcy puede inducir respuestas
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activadoras o inhibidoras, dependiendo del ligando que se una(25) (Figura 2)

La union de un ligando monomérico causa dimerizacion del receptor que
induce la fosforilacion parcial del dominio ITAM, induciendo el reclutamiento de
la proteina SHP-1 fosfatasa la cual tiene un fuerte poder inhibitorio.

La union de un ligando polimérico o de inmunocomplejos produce la
agregacion del receptor induciendo la fosforilacién total del dominio ITAM, que
comporta el reclutamiento de quinasas activadoras como la quinasa SYK y una

respuesta activadora.

Fig. 2. Unién de los complejos Gd-IgAl con el receptor CD89.
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Interaccién con plgR

Esta interaccion no covalente, se produce en el dominio 1 de pIgR con la porcion
Fc de la IgA. Se considera que el dominio de la IgA principalmente involucrado
es el Ca3 (13,31). Un bucle expuesto formado por los residuos 402-410 que se
encuentra en los tramos superiores del dominio Ca3, con los residuos Phe411,
Val413 y Thr414 son los que tienen roles claves, teniendo menor contribucién el
residuo cercano Lys377 y el bucle de interfaz Pro440 — Phe443 (Figura 1b).
Curiosamente, el altimo bucle también esta involucrado en la union de FcaRl, lo
gue puede ofrecer una explicacién de la incapacidad reportada de la SIgA para

desencadenar la fagocitosis (34) Sin embargo, D1 de pIgR se une a solo una de
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las dos regiones de Fc en la SIgA, dejando potencialmente el otro disponible

para la participacion de FcaRl, si se adopta la orientacion correcta.

Interaccion con Fca/uR

El receptor Fca/uR humano, es un receptor que se une a IgA e IgM (37) y que
se encuentra en células dendriticas foliculares de amigdalas, en macréfagos,
células plasmaticas y células de Paneth de la lamina propia, ademas de los
centros germinales del intestino. Aunque la funcion del Fca/uR humano ain no
estd completamente clara, estas ubicaciones son consistentes con un papel en
la coordinacion de la respuesta inmune, al menos en ciertos tejidos mucosos.
Fca/uR esta localizado cerca del plgR en el cromosoma humano 1. Ademas, su
dominio N-terminal comparte homologia con el dominio 1 de pIgR, y la presencia
de ciertos residuos conservados sugiere que estos dominios comparten una
estructura similar(20)). En particular, los bucles tipo CDR de ambos dominios
comparten similitud, lo que implica que pueden compartir un modo similar de
interaccidon con dIgA. Fca/pR interactia solo con formas poliméricas de IgA e

IgM, pero la presencia de la cadena J no parece ser esencial (34).

Otras funciones protectoras de la IgA

Actividad protectora mediada por glicanos: Se ha demostrado que los
glicanos de IgA interactian con receptores o fimbrias dependientes de sacéaridos
en las superficies bacterianas(35) y, por lo tanto, inhiben la uniéon de varias
especies de bacterias a las superficies mucosas. Potencialmente, la S-IgA puede
servir como una molécula efectora tanto de la inmunidad innata como de la
adaptativa, a través de su bloqueo constitutivo de receptores tipo lectina en
microbios y el reconocimiento especifico de antigenos por su CDR,
respectivamente(29).

Interaccién con el complemento: La IgA carece de los residuos identificados
en las regiones Fc de IgG o IgM que se unen a C1q, en consecuencia, no activa
la via clasica del complemento. Recientemente se ha indentificado la activacion
de la via alternativa del complemenyo por IgA agregada por -calor,
desnaturalizada o generada de forma recombinante. Esta activacién parece

estar inducida por anticuerpos IgG o IgM(20). Este efecto también es replicado
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por los fragmentos Fabo generados por la escision de los anticuerpos IgA1 con
la proteasa de IgA. Estos agregados mixtos de IgG e IgA desnaturalizadas por
calor activan la via alternativa en proporcion al contenido de IgG, y de la unién
covalente de C3b a las cadenas pesadas de IgG, no a IgA(36—39). Otros reportes
describen la lisis dependiente del complemento o la opsonizacidén de bacterias
encapsuladas probablemente por estimulo de los inmunocomplejos IgA, y que

surgen de la activacion de la via alternativa por los polisacaridos bacterianos.

Ademas, se ha demostrado que la -IgA activa la via de las lectinas, al unir la
lectina de union a manosa (MBL)(40). Sin embargo, esto depende de la
disponibilidad de residuos terminales de manosa (o N-acetilglucosamina), los
cuales han sido reportados como cadenas de glicanos expresadas por las
moléculas de IgA. La importancia in vivo de la activacion de esta via por S-IgA
(u otras formas moleculares de IgA) sigue siendo incierta.

Otras funciones: la molécula de IgA posee funciones clasicas que incluyen la
inhibicion de la adherencia de microbios a las superficies de mucosas, inhibe las.
enzimas bacterianas incluyendo las strptococus glicosiltransferasa y bloquea las
proteinas de unién a glicanos del streptococo oral, todas ellas contribuyentes a

la formacion de placa dental(20).

Una vez consideradas todas estas caracteristicas, podemos entender como una
alteracion estructural en la molécula de IgA o de union con recptores, son
capaces de producir toda la cascada de eventos que sustentan el proceso
fisiopatoldgico de esta enfermedad. Sin embargo, son multiples y no un Unico

proceso, los que explican los desencadenantes de esta cascada de eventos.

6.4. Patogénesis

El hallazgo central en el proceso fisiopatogénico en pacientes con NIgA es la
presencia de IgA andmala circulante. Sin embargo, si hacemos una revision de
la literatura, podemos evidenciar que no existe un mecanismo patogénico Unico,
sino que el desarrollo de la enfermedad es secundario a multiples

desencadenantes o “hits”’(41). La confluencia de varios factores en un mismo
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individuo es lo que se conoce como proceso de multiples estimulos. La hipétesis
central en la fisiopatogenia de la enfermedad se basa en la produccién de una
IgA anomala circulante (Hit 1), que genera un autoanticuerpo IgG (o IgA en
menor proporcion) dirigido contra la region bisagra O-glicanos (Hit 2) especifico
contra IgA, produciendo complejos inmunes formados por IgA1 polimérica (IgAl
deficiente en galactosa) (Hit 3) y C3. Todos estos hallazgos conllevan finalmente
a 3 procesos patogénicos principales: el depésito mensagial de una IgA
estructuralmente alterada (Hit 4), como consecuencia la activacion del sistema
de complemento e inflamacion local y finalmente el dafio renal
establecido(16,42)

5.4.1 Factores desencadenantes

6.4.1.1. 1gA1l degalactosilada (Hit 1)

Multiples estudios han confirmado la presencia de alteraciones en la glicosilacion
en la molécula de IgA desde hace mas de 20 afos. La teoria del proceso
fisiopatogénico que cuenta con mayor evidencia cientifica es la produccion de
una IgA con déficit en la glicosilacion. Esta molécula denominada “anémala” se
encuentra tanto en suero como en glomérulo, formando depdsitos inmunes. A
pesar de que aun se desconoce los desencadenantes y el lugar especifico donde
se produce esta molécula andémala, modelos experimentales sugieren que
desencadenantes ambientales como bacterias (comensales o patdégenas) son
capaces y necesarias para estimular la produccion a nivel de tejido linfoide
asociado a mucosa. Algunos autores consideran que el origen de la IgAl
deficiente en galactosa son las células plasmaticas de la médula 6sea, pero no
es conocido hasta el momento si la produccion es continua o si responde a
estimulos ambientales o locales. De cualquier modo en sangre periférica se
encuentra un exceso de IgA1l deficiente en galactosa como consecuencia a una

producciéon anémala.

La molécula de IgAl contiene 17 aminoacidos en la region bisagra (La region
bisagra de IgAl se extiende en 13 aminoacidos mas que la region bisagra de
IgA2)(41) , la cual sufre modificaciones co/post-traslacionales modificado por la
adicion de una monoscéarido, sustituyendo un residuo de serina por

treonina(19,20). Multiples estudios experimentales demuestran que un defecto
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en la region bisagra (entre los AA 223 y AA 240) que contienen serina y treonina,

es el responsable de la formacion de la molécula mal glicosilada.

Fig. 3. Estructura de la IgA degalactosilada. Regidén bisagra y unién con
oligosacaridos.
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En condiciones normales, estos aminoacidos incorporan una molécula de
galactosa a través de la union de N acetil-galactosamina (Gal NAc) por la accion
de la enzima beta 1-3 galactosil-transferasa, formando el disacarido Gal-Gal
Nac. Este complejo a su vez puede incorporar una o dos unidades de &cido
sialico mediante la accion de la enzima alfa-2,3 sialil transferasa(43). Tanto el
residuo de galactosa como la Gal NAc pueden incorporar un residuo de acido
sidlico en las configuraciones alfa-2,3 o la alfa-2,6 respectivamente. Se ha
propuesto que la incorporacion de acido siadlico a la molécula de Gal Nac
previene la adicion futura de galactosa(27,44,45). Los pacientes con IgAN han
aumentado los niveles circulantes de IgA1 con glucanos abreviados compuestos
de N-acetilgalactosamina (GalNAc), con o sin &cido sialico, que carecen de una

fraccion de galactosa (Figura 3).

La causa del déficit de la glicosilacion no se conoce con exactitud. No se han
descrito mutaciones en el ADN ni deleciones en el RNAm que codifica la region
bisagra, por lo que algunos autores consideran que el defecto podria ser post
transcripcional. A pesar de las diferentes hip6tesis hasta ahora planteadas, se
sabe que el defecto de la degalactosilacion de la IgA es hereditario(3,27) pero
Su expresion unica no es suficiente para el desarrollo de enfermedad. En 20%

de los enfermos con NIgA no se detectan niveles de IgA1 degalactosilada (y el
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mecanismo de depdsito renal es desconocido) y en familiares de pacientes con
NIgA se detectan niveles elevados en sangre de NIgA sin desarrollar

patologia(27).

Otros autores plantean la hipétesis de que las células B de sujetos con nefropatia
IgA tienen un déficit de la galactosilacién, ademas de una actividad reducida de
beta 1-3 galactosil transferasa y de su chaperona (COSMC)(45). La accién de
esta chaperona permite el correcto plegado y estabilidad de la molécula de IgA.
Existe evidencia que demuestra un aumento en la actividad de la alfa-2,3 sialil
transferasa asi como una disminucion en la actividad de la C1GalT1 (core 1 beta
1-3 galactosiltransferasa) y/o de la COSMC (core 1 beta 1-3 galactosiltransferasa
chaperona-uno molecular) capaz de bloquear el proceso de incorporacion de la
galactosa(46). Algunos grupos de investigacion han estudiado la expresion de la
glicosiltransferasa, y a pesar de tener resultados no concluyentes se cree que
una disminucién de la expresion del C1GalT1l y /o COSMC sin factores clave en
la produccion de la IgAl degalactosilada(43,45). Por otro lado una excesiva
sializacién de la GalNAc por la alfa 2-6 dialiltransferasa, en combinacién con el
mecanismo anterior, pueden ser los responsables de los cambios en la region
bisagra de la IgA1(46).

Ademads, se han detectado mutaciones de la enzima involucrada en la
glicosilacién asi como de la expresion de sugen ST6 GALNA C2, en pacientes
con expresion clinica, pero sin poder concluir su relacién con el déficit de la
glicosilaciébn. Se han descrito mutaciones en dos haplotipos de genes que
codifican ambas glicosiltransferasas (C1 GALT1/ST6 GALNA C2) vy
predisposicion a nefropatia IgA(47).

Finalmente, también existe evidencia de la influencia de factores genéticos en la
composicién de glicoformas de IgA1 en cohortes americanas de IgAN familiares
y formas de IgAN esporadicas en China(43). La heredabilidad de la IgAl
deficiente en galactosa se observa en diversos grupos raciales y no se explica
por la variacion en los niveles de IgA en suero, lo que sugiere que distintos
mecanismos genéticos influyen en la produccion y la glucosilacion de 1IgA1(41).
Estos datos también indican que la glucosilacion de IgA1 aberrante precede a la

enfermedad clinicamente manifiesta y constituye un factor de riesgo heredado
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para el desarrollo de IgAN. Ademas, debido a que la mayoria de las personas
con niveles elevados de IgA1 deficiente en galactosa no muestran signos clinicos
de dafio renal, este defecto hereditario es insuficiente para causar IgAN, lo que

implica procesos patdgenos adicionales.

Los datos del estudio de la asociacion del genoma completo, GWAS(13), han
identificado un locus en el cromosoma 22g12.2 que influye en la susceptibilidad
a IgAN. Este locus también esté asociado con la variacion en los niveles de IgA
en suero y se ha asociado previamente con el riesgo de enfermedad inflamatoria
intestinal, lo que implica aun mas el rol de regulacion de la mucosa en la

inflamacion.

Una vez formada la molécula de IgA denominada anémala, inicia el proceso
patogénico a través de tres mecanismos fundamentales: a través de la formacion
de agregados poliméricos con otras moléculas de IgA, unién a través del receptor
Fc alfa de las superficies celulares de las células linfoides y mononucleadas, que
se rompen y producen complejos IgA polimérica-RR alfa soluble, con afinidad al
mesangio y por ultimo la regidén hipoglicosilada de la region bisagra expone
residuos inmunogénicos que generan la produccion de autoanticuerpos IgG
circulantes y en consecuencia la formacion de inmunocomplejos IgA1 polimérica-
IgG. El resultado final de estos procesos es la formacion de agregados o e
inmunocomplejos que persisten en circulacion al no poder ser reconocidos por
los receptores hepaticos, depositandose en el mesangio renal por su gran
afinidad con proteinas de matriz extracelular o a través de la interaccién con
repectores mesangiales especificos (Ver receptores mesangiales). No es un
anico hallazgo, sino la combinacion de mdltiples procesos patogénicos lo que
conllevan al desarrollo de la NIgA. Esta es la teoria descrita recientemente y

conocida como la teoria de los multi-hit(41).

5.4.1.2. Ac IgG contra IgA degalactosilada (Hit 2 y Hit 3)
Los cambios estructurales de la molécula de IgA producto de los alteraciones
conformacionales en la region bisagra, exponen epitopes que se consideran

dianas antigénicas(43) y que desencadenan la formacion de inmunocomplejos.
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El principal anticuerpo circulante encontrado en suero de pacientes con NIgA es
el IgG, siendo estos anticuerpos especificos contra la region bisagra de IgA1(45).
A pesar de que no se conoce el desencadenante de la formacion de los
autoanticuerpos, se han descrito genomas que contienen alelos de
susceptibilidad a formas esporadicas de IgA, en la regién del antigeno
leucocitario humano(12,13). Por otra parte, se ha demostrado que en la NIgA
existen cambios en la expresion del inmunoproteosoma de células
mononucleares en sangre periférica. Este cambio fenotipico a un proteosoma
mas catalitico sugiere una mayor eficiencia en el procesamiento y presentacion
de antigenos en la NIgA y pareciera presentarse como una respuesta del
huésped a activaciones del sistema inmunes como en las infecciones virales (a
través de la liberaciéon del interferon gamma)(48). Otra hipétesis alternativa es
que los anticuerpos que atacan la region bisagra de la inmunoglobulina A, son
anticuerpos formados contra los carbohidratos presentes en las paredes de las
células microbianas, que por reaccién cruzada forman complejos inmunes contra
la regién bisagra de una IgA mal galactosilada. Por tanto, en periodos de
infeccion de mucosas, incrementan los inmunocomplejos y secundariamente se
asocia hematuria macroscopica intermitente. Es un caso desafortunado de lo
gue se denomina mimetismo molecular. Otro factor que contribuye a la formacion
de estos inmunocomplejos es el receptor para células mieloides CD89. Ya sea
en su forma soluble (sCD89) o unida a membrana, tienen un papel critico en la
formacion de IC. Se postula que ambas son capaces de unirse de forma estable
a la molécula de IgA polimérica y de misma forma capaz de depositarse a nivel

mesangial.

En cuanto a los inmunocomplejos, estan constituidos por una molécula IgA1
deficiente en galactosa, un anticuerpo IgG o IgA unido a la region bisagra O-
glicano, y una molécula del complemento (en la mayoria de los casos C3)(41).
Por este motivo es fundamental que exista un exceso de IgA degalactosilada
circulante (IgAl o-glicoformas) para la formacion de estos inmunocomplejos.
Estos complejos contienen una alta afinidad por el mesangio, por lo que sus
depdsitos son responsables directos de la inflamacién y la proliferacion
mesangial presentes en biopsias renales. Ademas, la activacion local del

complemento y la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona se
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cree contribuyen a la produccién de glomeruloesclerosis y fibrosis tubulo-

intersticial, y finalmente a la pérdida de la funcion renal(49) (Figuras 4a vy 4b).

Fig. 4. Activacion celular y depdsito de inmunocomplejos a nivel mesangial. A.
Produccion de IgA secretora por la activacion de células B y T. B. Depdsito de
inmunocomplejos y activacion de la via alternativa del complemento.
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Sin embargo, la presencia de IgA1 O-glicoforma, como Unico desencadenante,
es insuficiente para producir la enfermedad, por lo que se requiere un segundo
estimulo capaz de activar el proceso fisiopatolégico. Se ha propuesto que este
segundo estimulo lo constituye la formacién de inmunocomplejos I1gG e IgA
glicano-especificos, los cuales son capaces de reconocer la region bisagra de la
IgA1l degalactosilada. Actualmente se sabe que los niveles de IgAl
degalactosilada estan influenciados, en mayor medida, por factores genéticos (al

igual que en otras enfermedades autoinmunes) y de la misma manera influencian
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la formacion de inmunocomplejos en la NIgA.

Ademas, estos autoanticuerpos IgG exhiben caracteristicas unicas (CDR3) en la
regién variable de sus cadenas pesadas(50) Especificamente, la tercera posicidon
en CDR3 es tipicamente serina en pacientes con IgAN, una caracteristica
necesaria para la union eficiente de la IgG a IgA1 deficiente en galactosa. Es
importante destacar que los niveles séricos de anticuerpos IgG especificos para
IgA1l deficiente en galactosa se correlacionaron con la gravedad de la
enfermedad(41,50). No se sabe si la sustitucién de serina CDR3 se origina a
partir de mutaciones somaticas que surgen durante la maduracion de las células
productoras de anticuerpos o de mutaciones hereditarias de la linea

germinal(41).

Una hipétesis alternativa para la formacion de inmunicomplejos ha sido
propuesto por , describen el papel de la forma soluble del receptor Fca (sCD89)
en puede generar complejos con Gd-IgAl. En particular, se ha encontrado una
asociacion entre los niveles de complejos séricos de sCD89-IgA y la gravedad
de enfermedad en pacientes con nefropatia IgA(31). Se sugiere que los
pacientes que presentan progresion de enfermedad tienen niveles mas elevados
de sCD89 que su grupo control (no progresadores), por lo que los complejos
sCD89-plgA podrian ser protectores. En contraste, en un modelo animal se
sugiere que la interaccion entre Gd-IgAl, sCD89, receptor de transferrina y
transglutaminasa 2 en las células mesangiales son necesarias para el desarrollo

de la enfermedad(51).

Las sefiales mas fuertes en el reciente GWAS para IgAN se localizaron dentro
del complejo mayor de histocompatibilidd (MHC), responsable de la codificacion
de polipéptidos en las células T presentadoras de antigeno, una regién altamente
asociada con el riesgo de muchos trastornos autoinmunes. Analisis genéticos
identificaron tres loci de susceptibilidad independientes dentro del MHC(3). El
efecto genético mas fuerte se observé para el locus MHC-II que contiene los
genes HLA-DQB1, DQAL1 y DRBL1. Este efecto parecia ser transmitido por un
haplotipo altamente protector DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602.
Especificamente, el alelo DQB1*0602 redujo las probabilidades de enfermedad
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en mas del 50% por copia. Este es un alelo HLA clasico relativamente comun,
presente en 10 a 20% de europeos y 2 a 10% de asiaticos. El segundo efecto
genético independiente es de una region que abarca dos genes que codifican
transportadores asociados con el procesamiento de antigenos (TAP1y TAP2) y
dos genes que codifican componentes del inmunoproteasoma (PSMBS8 vy
PSMB9). Estas moléculas procesan los antigenos en el citosol y los transportan
al reticulo endoplasmico para transportarlos a la superficie celular en asociacion
con las moléculas de MHC-I. Todavia no est& claro cual de estos cuatro genes
esta involucrado en la susceptibilidad a NIgA. Finalmente, el tercer locus de
asociacion esta en el cromosoma 6p21 y codifica las moléculas MHC-II DPAL,
DPB1yDPB2,y por lo tanto también se relaciona con el proceso de presentacion

del antigeno.

5.4.1.3. Receptor de lalgA en la célula mesangial (Hit 4)

A pesar que el hallazgo diagnostico principal es el depdsito de IgA a nivel
mesangial, existe una asociacion entre la intensidad del depdsito de IgA vy el
grado de afectaciéon glomerular y tabulo intersticial(52). La interaccién de los
depdsitos de IgAl1 con las células mesangiales produce una proliferacion de
estas, sintesis de matriz mesangial y/o lesién celular. Esta interaccion esta
mediada por dos mecanismos principales: La interaccion de IgA1 polimérica con
receptores mesangiales especificos y por la activaciéon del sistema del
complemento a través de la via alternativa o la via de las lectinas (Figura 5), que

sera explicado en el apartado “activacion del complemento/via de las lectinas”.

De los receptores descritos, el receptor denominado TfR1 o CD71 (receptor de
trasnferrina) se encuentra localizado en las células mesangiales(25,31). En
situaciones normales es un receptor muy poco expresado en el mesangio, y es
capaz de unir los inmunoclomplejos formados por IgG-IgA e internalizarlos,
produciendo la expresion de transglutaminasa 2, que posteriormente induce
mayor expresion de TfR1, induciendo asi un circuito de amplificacion
patogénico(31), lo que produce una hiperexpresién en enfermos con NIgA. Se
ha establecido una relacién entre la expresién de CD71 y la gravedad de la
afectacion renal lo que le confiere la importancia a este receptor. CD71 es capaz

de unir IgA polimérica, pero no IgAl1 monomérica, y diversos datos
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experimentales han demostrado que la union IgA1 polimérica-CD71 causa una
activacion de la célula mesangial que, como resultado, prolifera y produce IL-6,
TGF beta y otras citoquinas(23,25). Gd-IgA1 por si sola no es capaz de activar
a las células mesangiales. Para esto deben formar complejos inmunes
patbgenos que se unan al mesangio e inicien la cascada de activacion(53).
Finalmente los factores de crecimiento como los derivados de plaquetas (PDGF)
se consideran moléculas inductoras de proliferacion mesangial a través de sus
propiedades quimioatrayentes de células mesenquimales por lo que juegan un
papel importante en el proceso mesangioproliferativo(15,54).vRecientemente se
ha identificado a la B-1,4 galactosiltransferasa como un receptor potencial para

la porcion Fc de IgA(55).

Fig. 5. Resumen de la patogénesis de la nefropatia por Inmunoglobulina A
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5.4.1.4. Activacion del complemento

La activacion del complemento es considerado como el principal mecanismo
patogénico en la nefropatia IgA. Estudios clinicos y genéticos describen defectos
en la regulacion de la via alternativa del complemento como principal hallazgo
en la inmunopatogénesis de la NIgA. La activacion de la via de las lectinas
también estd implicada en el proceso fisiopatogénico, procesos que culminan en

la produccion de inflamacion.

Existen tres vias de activacion del complemento(56) (Figura 6): la via clasica, de

menor influencia dentro del proceso fisiopatolégico de la enfermedad e involucra
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a la activacion del Clq, la via de las lectinas que a diferencia de la via clasica
contiene opsonina y lectina de union a manosa Yy ficolinas en lugar de C1q; y
finalmente la via alternativa enla que intervienen la C3 convertasa. En las tres
vias, la convertasa C3 activa y se escinde formando C3a y C3b y también el de
C5 a Ch5a y C5b. EI C5b forma el complejo de atague de membrana con otros

Componentes reclutados del complemento (C6, C7, C7, C8 yC9). EIl complejo
de atague de membrana es el producto final citolitico de la cascada del
complemento, que forma un canal transmembrana que causa lisis osmaética de

la célula diana.

54.14.1 Clésica

Se sabe que su participacion en el proceso fisiopatol6lgico es reducida, sin
embargo esta involucrada en la NIgA a través de la activacion del complejo C1
(compuesto de una molécula de C1g, dos moléculas de C1r y dos moléculas de
Cl1s, por lo tanto formando C1qr2s2)(56). Esta activacion ocurre cuando C1q se
une a los complejos antigeno-anticuerpo formados por IgM o 1gG, o cuando Clq
se une directamente a la superficie de un patégeno. Esta minima intervencion
no justifica el desarrollo del proceso inflamatorio encontrado en los pacientes con
NIgA.

5.4.1.4.2 Alternativa

La IgA polimérica es capaz de activar la via alternativa del complemento, aunque
en algunas biopsias de enfermos con NIgA, se encuentra MBL colocalizando
depodsitos de IgA-MBL y sugiriendo una activacion de la via de las lectinas
(36,38,39). La via alternativa es el principal activador de la cascada del
complemento en la NIgA y el principal responsable del depdsito de C3. También,
factores del complemento como factor H (CFH) y properdina que se encuentran
en biopsias renales de pacientes con NIgA(37,39,57) evidencian la activacion de

esta via.

El codepdsito mesangial de C3 e IgA es caracteristico de la NIgA, estando
presente en al menos el 90% de las biopsias(58) y se correlaciona con la
gravedad y la progresion de la NIgA, lo que sugiere que la activacion del

complemento, particularmente a través de la via alternativa, contribuya con la
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lesion glomerular(57). EI C4 mesangial, y particularmente el fragmento de
activacion C4d, se identifica con frecuencia en las biopsias de NIgA. Esto, junto
con la ausencia casi universal de C1q en depdésitos, indica que la via de lectina
también activa el complemento en la NIgA, y que es poco probable que la via
clasica contribuya a la patogénesis. La presencia glomerular de C3 solo implica
actividad de la via alternativa; la presencia de C4 y C3 en ausencia de Clq
implica actividad de la via de las lectinas, posiblemente con amplificacion
dependiente de la via alternativa; y la actividad de la via clasica se evidenciaria
por depdsitos glomerulares de C3, C4, Cl1q e IgG.

De forma tipica ens biopsias renales de pacientes con IgAN se encuentran
componentes de la via alternativa que incluyen C3, en mas del 90%, properdina
en el 75% —100% y factor H (FH) en el 30% —90% de los casos(57). También se
han identificado otros reguladores de esta via, como las proteinas FHR(59).
Recientes pubilcaciones sustentan(39,57) la participacion de la proteina
relacionada con el factor H (FHR) 1 y de (FHR) 5 con la activacion de la via
alternativa del complemento(60). De la participacibn del Factor H en la

patogénesis de la enfermedad, ver apartado biomarcadores/Factor H.

Por otro lado, la evidencia de la activacion del complemento no se limita a los
riilones. Se observaron niveles disminuidos de C3 en plasma con elevacion de
derivados de C3 (iC3b y C3d) en algunos pacientes con NIgA indicando que la
activacion del complemento sistémico y la regulacién posterior a través del AP
también pueden ocurrir en la fase fluida(61). Para respaldar esto, los ensayos in
vitro que usan IgA unida a la placa o agregados mostraron que IgA1 pudo
desencadenar la cascada del complemento y la escision de C3 a través de la via
alternativa; y los analisis protedmicos sfiericos de gd-IgA1-IC revelaron la

presencia de productos de degradacion de C3 como iC3b, C3c y C3dg(59,62).

Los codepdsitos mesangiales de C3, el consumo de C3 y el aumento de los
fragmentos de degradacion de C3 en plasma, se correlacionan con las
caracteristicas clinicas y lesiones histopatolégicas de peor pronostico en la
NIgA(61,63), lo que respalda la contribucion de la via alternativa en la

patogenesis de la lesién glomerular.
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54.1.4.3 Via de las lectinas

Esta via se activa mediante la union de moléculas de reconocimiento de patrones
(PRM) que incluyen lectina de unidbn a manosa (MBL), ficolinas y lectinas, a
patrones moleculares asociados a patdgenos. Los complejos resultantes pueden
activar de forma variable las serina proteasas (MASP) asociadas a MBL que
consisten en MASP-1, MASP-2 y MASP-3(40,64,65).

La activacion de MASP da como resultado la formacion de C4ay C4b a través
del clivaje de C4; C2a y C2b a partir de C2. De forma similar, en la ruta clasica,
C4b y C2a se unen posteriormente para formar C3 convertasa. La via de las
lectinas se desencadena directamente por la hidrélisis espontdnea de C3 [C3
(H20)], debido a la ruptura del enlace tioéster. Este cambio de forma permite la
unién del factor de proteina plasmatica B [C3 (H20) Bb, convertasa C3]. Esta
convertasa escinde las proteinas C3 en C3a y C3b, que luego son capaces de
unirse covalentemente a una superficie de membrana patégena(7,57). La
formacién de una convertasa C3, C4bC2b y activacion C3(66) dan paso a la fase
final de la via del complemento. La evidencia inmunohistolégica de la activacion
de la via de la lectinas es la identificacion de C4d en ausencia de C1q en biopsias
renales. Los componentes adicionales encontrados incluyen MBL, ficolinas y
MASP(40).

Asi pues, el depésito glomerular de las proteinas de la via de las lectinas se
asocia con la gravedad de la NIgA. Endo et al detectaron MBL y MASP-1 en
biopsias renales del 24% de los pacientes con NIgA y el 3% de otras
glomerulopatias(67). El MBL / MASP-1 depositado se asocié con el depdsito
glomerular de C3b / C3c y C5b9, pero no se correlacion6 con los marcadores
séricos de activacion del complemento o con los marcadores clinicos de
gravedad en la NIgA. Roos et al demostraron que el depdsito de MBL glomerular,
L-ficolin, MASP1/3 y C4d en un 25% de una cohorte de 60 pacientes con
NIgA(40). El depdésito glomerular se asociaba de forma significativa a los
pardmetros de gravedad de la enfermedad establecidos en el estudio
especificamente la proteinuria, niveles elevados de creatinina e insuficiencia

renal.
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En un estudio de nuestro medio, se encontrd que pacientes con NIgA con niveles
urinarios de properdina, MBL, C4d y C5b-9 elevados tenia una correlacion
significativa con el filtrado glomerular, con la proteinuria y con la severidad y
extension de las lesiones de fibrosis(68) y que niveles urinarios de C4d y de MBL
podian identificar a enfermos que presentaban depdsitos mesangiales de ambas

proteinas.

En un modelo animal, se demostr6 que el codepédsito de MBL e IgA en
glomérulos de ratones con NIgA ya la activacion de la via de las lectinas, fue
similar en ratones que desarrollaban IgA de forma espontanea (gddY) y ratones
con niveles de IgA elevados en sangre (HIGA). En estos modelos, se midieron
niveles séricos de inmunocomplejo IgA-IgG2a, IgA-MBL-A e IgA-MBL-C
mediante ELISA, evidenciandose que los niveles de IC de IgA-MBL en ratones
gddY fueron mas altos que los ratones HIGA, lo que sugiere que el IC sérico
capaz de activar la via de las lectinas en glomérulos consiste en una IgA
aberrante unida a MBL(56).

En cuanto al C4d, en un estudio espafiol disefiado por Espinosa et al, se
demostré que existian depédsitos de C4d glomerular y ausencia de Clg en
biopsias renales de 283 pacientes con NIgA(69). El depdsito de C3 se identificd
en una proporcion igual de casos positivos y negativos de C4d. Se argumentoé
gue los pacientes podrian clasificarse en funcion de la evidencia glomerular de
una o ambas activaciones de la via de las lectinas o de la via alternativa.
Posteriormente al analisis multivariante, la tincion glomerular positiva de C4d fue
un predictor significativo de enfermedad renal crénica terminal (ERCT)(69). El
resto de consideraciones del C4d, se discuten en el apartado nuevos

biomarcadores/C4d.

Por otro lado, existe un realcion entre el depoésito de gd-IgAl y la inflamacion
globular en la patogénesis de NIgA. Los residuos de GalNac expuestos en la
molécula de IgA aberrante, pueden desencadenar la activacion de la via de las
lectinas debido a la interaccion con ficolinas(40). Los datos in vitro demuestran
que la IgA purificada del suero humano normal se une a los complejos MBL-
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MASP. La presencia de MBL-MASP conduce a los depésitos de C3 y C4 sobre
IgA en ausencia de actividad de la via clasica, lo que indica que MBL puede
unirse a la plgA y activar el complemento a través de la via de las lectinas(70).

Por lo tanto las fracciones poliméricas de IgA de pacientes con NIgA pueden
demostrar una fuerte union de MBL(40), pero existe una variabilidad significativa

en pacientes con IgAN y controles sanos.

Fig. 6. Vias de activacion del complemento.
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5.4.1.5. Activacién y/o lesion de la célula mensangial

A pesar de gue los mecanismos de este depdsito son desconocidos, se cree que
una union al receptor mesangial localizado a nivel tejido renal es el principal
responsable de la activacion local del complemento y por ende el inicio del
proceso inflamatorio. Como se ha explicado anteriormente, el receptor CD71 o
receptor de transferrina es el reponsable de la sefializacion e internalizacion de

la sefal.

Por otro lado, datos recientes sugieren que la NIgA podria ser una podocitopatia,
lo que puede obligar a modificar los modelos actuales de patogénesis(60). La
expansién mesangial presente en la NIgA, puede ir acompafiada de un prolapso

capilar que podria causar desprendimiento podocitario(71). Esta reaccién
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cruzada de mesangio-podocitos puede explicar la aparicion de proteinuria y
lesion tubulointersticial en la NIgA(60); la liberacion de citocinas como TNF, IL-6
y angiotensina Il podria inducir inflamacion y la glomeruloesclerosis.

La localizacion de depositos de componente soluble en biopsias renales de
rutina, asociados a depoésitos de MBL, L-ficolin y C4d, confirma una activacion
de la via de las lectinas, al menos de forma local, relacionado por algunos

autores con un peor prondstico renal(64).

54.1.6. Progresion a la insuficiencia renal cronica

Posterior a la fase inicial de proliferacion y aumento de la matriz mesangial, la
progresion a la insuficiencia renal crOnica se caracteriza por la aparicion de
infiltrado linfomonocitario que precede a la fibrosis intersticial(60). Los
mecanismos responsables del progreso a ERC, se basan en la activacion
linfocitaria (quimoatraccion de linfocitos y monocitos al intersticio renal), que
implica la expresion de selectinas en los capilares peritubulares seguido de una
estimulacion linfomonocitaria por quimiocinas especificas y de la migracion

transendotelial mediada por interaccion de integrinas(42).

En la literatura, se ha descrito un posible mecanismo de progresion de dafio
renal, a través de la interaccion de dos receptores diferentes: CD71 mesangial
como inductor de activacion y RR Fc a linfomonocitario como mediador de la
infiltracion intersticial(23). Existe evidencia que el receptor RR Fc a, puede estar
implicado en el reclutamiento de monocitos hacia el mesangio renal, y de esta
manera iniciar el proceso de lesion renal. La capacidad de la IgA polimérica para
activar los leucocitos mononucleares a través del receptor Fc a-FC vy induce
activacion celular. Se cree que esta activacion constituye uno de los mecanismos
patogénicos responsables de la infiltracion del intersticio renal y progresion de la
lesion. Por otro lado la activacidn de la IgA dimérica unida al receptor Fc a parece

intervenir en la estimulacion de los neutrofilos a nivel del mesangio renal(72).

5.4.1.7. Genéticos

Estudios experimentales han descrito una asociacion del genoma con la
fisiopatogenia de la nefropatia IgA. Se han encontrado niveles elevados de IgA1
con déficit de galactosa en 25% de familiares de pacientes con NIgA, lo que
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supone un vinculo de consanguinidad o un transfondo poligénico. Por otra parte,
algunos alelos de riesgo han sido descritos en pacientes con NIgA y polimorfismo
en los genes de la citoquina APRIL(73). Ademas, se han identificados alelos del
gen del factor H del complemento, que confieren una protecciéon contra el
desarrollo de la nefropatia IgA. La delecién del gen 1y 3 relacionado al factor H
(CFHR1 y CFHRS3) produce un desequilibrio en la actividad y niveles de CFH. La

ausencia de estas dos proteinas producen un aumento en su actividad(12).

Por otro lado, se han identificado numerosos mecanismos celulares que
intervienen en la glicosilacion de la molécula de IgA. Una activacion del factor
asociado a células B (familia del factor de necrosis tumoral) denominado BAFF,
se observa sobreexpresado en ratones de modelos experimentales,
desarrollando un fenotipo similar a la NIgA(74). Por otro lado, la citoquina APRIL
(ligando de proliferacion inducido) . Tanto la sobre expression del BAFF y las
citoquinas APRIL son necesarias para la produccion de IgA anémala. Ademas
se ha descrito, una activacion de células B a través de APRIL, permitiendo la
transformacién a células plasmaticas productores de IgA. La activacion del

receptor TACI parece involucrado en el cambio a este tipo de células(75).

Avances en modelos animales modificados genéticamente, afladen un nuevo
grado de complejidad in modelos de estudio en la neropatia IgA. Modelos
transgénicos, knockout y knock-in han permitido indentifiar genes capaces de
modular la enfermedad. Las primeras observaciones en este sentido fueron
hechas en uteroglobina, en ratones knockdown, que desarrollaron depdsitos
glomerulares de IgA, fibronectina y colageno ademéas de microhematuria(76).

Dada la aparicién ocasional familiar, se plantea la sospecha de que exista un
componente genético en el desarrollo de la nefropatia IgA. Las variaciones
étnicas en la prevalencia genera que se produzca un primer analisis del genomas
en 30 familiares afectos con nefropatia IgA, demostrando una transmision
autosémica dominante con penetrancia incompleta y vinculada al gen 6qg22-
23(77). Del mismo modo en estudios de asociaciéon del genoma completo
(GWAS), se ha descrito la variacion geografica de la nefropatia IgA asociandose
a la presencia de alelos genéticos particulares que protegen de la enfermedad,
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siendo graficados en un mapa mundial de susceptibilidad para el desarollo de
nefropatia IgA(3). Esta predisposicion racial se mantiene en otras regiones 'y, por
ejemplo en América del Norte, la nefropatia IgA es menos comun en los
afroamericanos que en sujetos caucésicos de origen europeo (Figura 7). Asi, a
través de analisis del GWAS, se detectd una fuerte asociacion del HLA classe Il
y del loci en la region del factor H del complemento, y una mayor susceptibilidad
para la IgA.

Fig. 7. Heatmap de suceptibilidad genética de la NIgA

Estudios observacionales han descrito el papel de la galactosil-transferasa
(C1GALT1) y polimorfismos del Toll-like receptor (TLR4) influyen en el riesgo de
desarrollar IgAN y proteinaria(78). La regulacion por parte de las células del
sistema inmune (como las TLRs), que modulan la aparicion de hematuria en
pacientes con procesos infecciosos respiratorios. Ademas, estudios
observacionales han demostrado que factores involucrados en la glicosilacién
anomala de la IgA, tienen componentes heredables en muchas de las familias

con NIgA.

5.5. Manifestaciones clinicas

La NIgA tiene un curso clinico heterogéneo. La diversidad clinica de esta
patologia es tan amplia que puede ir desde un curso completamente benigno
presentado como una hematuria microscépica asintomatica hasta la insuficiencia

renal rapidamente progresiva.
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En la mayoria de los casos (70%) sigue un curso benigno y limitado al
rinon(4,16,42,61) a pesar de que puede estar asociada a la cirrosis, la celiaquia
y la infeccién por virus de inmunodeficiencia humana (VIH)(79,80). En norte
américa alrededor de un 75% de nifios y adultos jovenes con NIgA presentan
hematuria macroscopica durante procesos respiratorios y/o gastrointestinales; y
en adultos mas del 50% de adultos mayores de 30 afios al momento del

diagndstico presentan insuficiencia renal de estadios 3 al 5(61).

Algunos de los pacientes mantienen una funcion renal normal durante muchos
afos e incluso alrededor del 8% llegan a normalizar el sedimento urinario. Sin
embargo, otros enfermos evolucionan hacia la insuficiencia renal, requiriendo de
tratamiento renal sustitutivo hasta en un 10% de los casos, incrementandose al
15%, 20% y 30% a los 10,15 y 20 afos respectivamente(81).

En cuanto a las formas de presentacion de la enfermedad, se pueden encontrar

las siguientes formas clinicas:

1. Presencia de hematuria recurrente macroscopica (50% de los casos)
frecuentemente presentada en contexto de infecciones respiratorias
(denominada hematuria macroscopica sinfaringitica)(7,82), ain en pacientes con
amigdalectomia. Puede acompafarse de dolor lumbar que puede reflejar el
estiramiento de la capsula renal. También puede asociarse fiebre. Estos
episodios de hematuria no producen anemizacion y generalmente se presentan

antes de los 40 afnos.

2. Insuficiencia renal progresiva, con una supervivencia renal que varia segun el
tiempo evolutivo, como ya se ha comentado previamente. Proteinuria leve,
generalmente no nefrotica y detectada de forma casual en andlisis del sedimento
urinario, asociada a la insuficiencia renal. Hipertension arterial en pacientes
jovenes, siendo rara la hipertension arterial maligna. Habitualmente de crénicay

de facil control.

3. Sindrome nefrético, menos comun (10% de los casos) y habitualmente

presentada como proteinuria nefrética aislada(83).
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4. Glomerulonefritis rapidamente progresiva (GNRP) caracterizada por edema,
hipertension arterial e insuficiencia renal. En estos casos puede asociarse
oligoanuria y frecuentemente se encuentra una afectacion mas severa (reaccion

extracapilar en mas de 50%) en la biopsia renal(84).

5. Como hallazgo casual en biopsias de protocolo, en regiones donde se realizan
de forma rutinaria y en casos de nefropatia familiar en los que se incluyen hasta
el 15% de los casos y en las que existe un antecedente familiar claro. En cuanto
a su forma de trasmision, tiene penetrancia incompleta y con un rasgo

autosémico dominante(85).

Por otro lado, las formas de presentacién pueden variar segun la edad de debut
de la enfermedad. En un reciente estudio en una cohorte espafiola(86) con un
seguimiento de 25 afios, se estudiaron pacientes mayores de 65 afios con
diagnoéstico de nefropatia IgA, con la intencion de describir las formas de
presentacion y la evolucion en pacientes de més edad. El estudio demostr6 que
la presentacion clinica mas comun fue la hematuria y/o proteinuria (55%) y el
fallo renal agudo al momento del diagnéstico (40%). De estos ultimos 87%
presentaban hematuria asociada a fracaso renal (NTA) y 13% semilunas en el
estudio de la biopsia renal. Cuando se valoraba la ERCT o la muerte hasta un
74% de los pacientes presentaban o enfermedad renal crénica terminal o

fallecian a los 5 afios de seguimiento.

5.6. Factores de mal prondstico

En un estudio realizado en 2019, se analizé una gran cohorte de pacientes con
NIgA, multiétnico y provenientes de Europa, Norte América, China y Japon(87),
disefiado para establecer una herramienta util para predecir el riesgo de ERCT
0 una disminucion de la TFGe en méas de un 50% en pacientes con NIgA. El
estudio incluy6 3927 pacientes, que fueron valorados seguin modelos predictivos.
Estos modelos incluian un modelo clinico, donde se valoraba la TFGe,
proteinuria y presién arterial al momento de la biopsia renal; y dos modelos que
incluian la valoracion histolégica de Oxford (MEST), la edad, tratamiento y
presencia caracteristicas raciales/étnicas (caucasicos, japoneses 0 chinos) o

ausencia de caracteristicas raciales/étnicas, para permitir la aplicacién a otros
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grupos étnicos. Estos modelos parecian predecir el riesgo de alcanzar el objetivo
del estudio (<50% de la TFGe o ERCT) mejor que el modelo clinico clasico. Sin

embargo, estos modelos requieren aun de validacion.

Por tanto, los factores de mal prondsticos demostrados hasta ahora, incluyen
factores de mal prondstico clasicos, histolégicos y séricos en los cuales se
incluyen los marcadores del proceso fisiopatologico discutidos en apartados

previos de esta tesis doctoral.

5.6.1. Clasicos

En los dltimos afos, el avance en el conocimiento de la nefropatia IgA ha tenido
una evolucion muy variable. En muchos casos este tipo de nefropatia ha tenido
un curso benigno donde en algunos pacientes se ha mantenido una funcion renal
normal durante muchos afios, mientras en casos opuestos, ha habido pacientes

gue, en cuestion de poco tiempo, alcanzaron insuficiencia renal terminal.

El prondstico de la Nefropatia IgA depende tanto de factores histopatolégicos
como la glomeruloesclerosis avanzada, la hipercelularidad mesangial, lesiones
necrotizantes, atrofia tisual, arteriosclerosis entre otros. Sin embargo, factores
clinicos como la edad, la hipertension arterial, la ausencia de hematuria, la
obesidad, el género y el habito tabaquico, se asocian a una peor evolucién
renal(88). De hecho el habito tabaquico incrementa el riesgo de progresion a

enfermedad renal crénica terminal en hombres con enfermedad renal (89).

En un estudio prospectivo realizado en una cohorte de 322 pacientes con
nefropatia IgA, se estudié la capacidad predictora de fallo renal o muerte, a
través de un score de riesgo renal(88). Los autores concluian que el score
disefiado era capaz de predecir precozmente el riesgo de llegar a didlisis/muerte.
Ademas, demostraban que el control de la tension arterial constituia la

intervencidn terapéutica mas importante para mejorar la supervivencia.

5.6.1.1 Hipertension arterial
Alrededor del 7% al 15% de los pacientes con IgAN presentan hipertension
maligna(90,91). La NIgA con hipertension maligna se caracteriza por

insuficiencia renal grave desde el diagnéstico y comunmente progresa a ERCT.
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El efecto protector de los IECA o ARA Il se correlaciond positivamente con la

proteinuria basal.

La terapia para el tratamiento de la hipertension arterial de la nefropatia
progresiva por IgA (STOP IgAN) demostrd beneficios del control prolongado y
rigurosos de la presion arterial en esta cohorte de pacientes y proteinuria> 0,75
<3,5 g / dia ademéas de deterioro de la funcidén renal moderado(81). Estos
beneficios a los 3 afios de seguimiento no fueron significativamente diferentes
de los efectos obtenidos al asociar corticosteroides/inmunosupresores(92). A
pesar del beneficio del bloqueo doble con ISRAA sobre la proteinuria,
actualmente se desaconseja por el riesgo de presentar efectos secundarios
(Guias KDIGO).

La biopsia renal muestra esclerosis glomerular leve a moderada y fibrosis
intersticial en mas del 80% de los casos. Curiosamente, la biopsia renal también
demuestra microangiopatia trombdética (MAT) en 30% a 100% de los pacientes,
aunque la evidencia de laboratorio de MAT, como trombocitopenia o

esquistocitos en la muestra de sangre, es mucho menos comun(90,91).

La MAT es caracteristica de los sindromes microangiopéticos en los que la
desregulacion del complemento parece desempefiar un papel patogénico
importante, incluido el sindrome urémico hemolitico atipico (SHU)(93). La
patogenia de la NIgA-HTA maligna es completamente desconocida. A pesar de
esto, los pacientes con IgAN con hipertensién maligna y MAT demuestran el
potencial del complemento para conducir la lesion glomerular en la nefropatia

glomerular.

5.6.1.2 Proteinuria

La proteinuria sigue siendo uno de los parametros que mejor se correlaciona con
el desarrollo de insuficiencia renal en cualquier patologia glomerular. Existe un
amplio acuerdo en el mundo nefroldgico en que el tratamiento con bloqueo del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) es el tratamiento de eleccién
en pacientes con NIgA, proteinuria mayor de 0.5-1 g/dia e hipertension
arterial(94).
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En la nefropatia IgA, los mejores factores predictores de la progresion renal son
el aumento del nivel de creatinina, la hipertension arterial y la proteinuria de
rango nefrético(15). Un estudio multivariante mostré la relevancia de la
proteinuria durante el seguimiento (porcentaje de duracion de proteinuria masiva
o proteinuria al afio) mas la valoracion de la proteinuria inicial. El valor medio de
la presion arterial y la proteinuria durante el seguimiento fueron predictores
independientes de ERC terminal(15). A pesar de que la proteinuria suele
presentarse en rango <1gr en pacientes con NIgA, el fallo renal agudo, la
insuficiencia renal y la proteinuria de rango nefrético son mas comunes en

pacientes mayores de 65 afios(95).

5.6.1.3. Insuficiencia renal

Un diagnéstico de IgAN se asocia con una reduccién promedio en la esperanza
de vida de 6 a 10 afios. Aproximadamente el 40% de los pacientes con IgAN
mayores de 30 afios en el momento del diagnéstico desarrollan ERCT a los 20
afos de diagnostico(15).

La nefropatia por IgA puede manifestarse de manera diversa, desde hematuria
microscoépica aislada hasta glomerulonefritis rApidamente progresiva. La historia
natural y los resultados clinicos de la IgAN también son diversos e incluyen
remisiones espontaneas (5-15%, menos frecuentes en adultos) vy
glomerulonefritis rapidamente progresiva (<10%), aunque con ERC progresiva
lenta (30—40 %) y la evolucion "benigna” (40-50%) son las mas comunes(96,97).
La variacion inherente en la tasa de progresion de IgAN hace que los ensayos
controlados aleatorios sean dificiles de disefiar e interpretar. Por lo tanto, se
necesitan scores de riesgo que predigan y estratifiquen a los pacientes en

pacientes con cursos clinicos rapidos o indolentes(81).

5.6.2. Histologicos:

5.6.2.1 Clasificacion de Oxford

Desde que se comprobd su potencial progresion a enfermedad renal terminal,
se han intentado numerosas clasificaciones histopatolégicas, ninguna de las

cuales habian tenido aceptacion universal. La clasificacion de Oxford(98) es el
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resultado de un extenso trabajo llevado a cabo desde 2005 por un grupo
numeroso nefrélogos y patdlogos, cuyo objetivo fue determinar los hallazgos de
la biopsia renal en 265 pacientes (adultos y nifios) con NIgA, realizado entre 15
centros de 11 paises alrededor del mundo, con seguimiento promedio de 5 afios.
El objetivo de esta clasifiacion fue el de describir las lesiones histolégicas mas
relevantes segun su correlacién con el prondéstico renal, y que tuvieran ademas
una buena reproducibilidad interobservador y suficientemente facil de identificar

rutinariamente.

Los pacientes incluidos dentro del estudio presentaban 0,5 g/d de proteinuria,
eGFR 30 mi/min por 1.73 m2 en la biopsia renal y un seguimiento de al menos
un afo. Las variables histol6gicas seleccionadas para su inclusion demostraron
un alto grado de reproducibilidad interobservador y se correlacionaron con
criterios de valoracion clinicos predeterminados, incluyendo un resultado
compuesto de ERCT o una reduccion del 50% en la tasa de filtrasdo glomerular
estimado (TFGe) y la tasa de disminucién de la funcion renal.

Para esto se incluyeron cuatro caracteristicas patoldgicas y se estudié su
asociacion con las variables de prondstico renal. Estas variables histoldgicas
fueron: hipercelularidad mesangial (M), hipercelularidad endocapilar (E),
glomeruloesclerosis segmentaria (S) y atrofia tubular/fibrosis intersticial (T),
ahora conocidas como MEST o puntuacion de Oxford (Figura 8). La
ausencia/presencia de >50% de glomérulos que muestran hipercelularidad
mesangial se denota MO/M1, respectivamente; E1 indica cualquier
hipercelularidad endocapilar; S1 denota cualquier glomeruloesclerosis
segmentaria; y TO, T1y T2 reflejan fibrosis que involucra 1%-25%, 26%-50%, 6>

50% del area cortical respectivamente.
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Fig. 8. Lesiones histolégicas segun la clasificacion de Oxford (MEST). Se
muestran en orden: hipercelularidad mesangial, hipercelularidad endocapilar,
glomeruloesclerosis y afectacion tabulo-intersticial.

A partir de este disefio histolégico (estructurado, estandarizado y reproducible),
la evaluacion patoldgica ahora agrega informacion prondstica importante mas

all4 de lo que se obtiene solo de variables clinicas.

La relevancia clinica y la aplicabilidad de este puntaje ahora se ha validado en
multiples poblaciones, incluida, mas recientemente, la cohorte europea
(VALIGA)(14). Este estudio, constituye el mayor estudio de validacion realizado,
que incluyd 1147 pacientes de todo el mundo. A diferencia del estudio original
de Oxford, los criterios de ingreso fueron menos restrictivos; se incluyeron
pacientes en ambos extremos del espectro de gravedad de la enfermedad. La
cohorte era predominantemente blanca (97.5%) y el objetivo final de estudio
combinado de ERCT o disminucion de la TFGe en un 50% ocurrio en el 26% de
los pacientes a los 10 afios.

La reproducibilidad de la clasificacion fue satisfactoria, a través de la
confirmacion de las asociaciones de las variables histolégicas a las variables
clinicas estudiadas. Curiosamente, en el grupo de bajo riesgo que presentaba
proteinuria de 0,5g/d, soélo la proliferacién endocapilar se asocié con una tasa
rapida de disminucién de la funcién renal. Asi mismo, la proliferacion mesangial
y endocapilar se asocié con un mayor riesgo de desarrollar proteinuria; y en
pacientes con una TFGe de 30 ml/min, las lesiones M1y T1/2 se asociaron con

una peor supervivencia renal.

Por otro lado, definir la relacion entre la lesion histologica y la respuesta al
tratamiento fue un importante objetivo a cumplir. Los estudios MEST sugieren

gue la respuesta a los corticosteroides puede diferir segun la histologia. En la
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cohorte de estudio original, el uso de corticosteroides en pacientes con E1
parecia reducir el riesgo de alcanzar la ERCT. En la cohorte VALIGA, la mitad
de los sujetos recibieron inmunosupresion, principalmente corticosteroides. En
un subestudio de VALIGA, Tesar et al.(99) se evaluaron los beneficios aditivos
de los corticoesteroides a la terapia con ISRAA. El uso de corticosteroides mejoro
la supervivencia renal, y se reportdé una reduccién en la tasa de filtrado
glomerular en sujetos con proliferacibn mesangial, glomeruloesclerosis
segmentaria y fibrosis tubulointersticial. Aunque es dificil llegar a conclusiones
firmes basadas en datos de observacion, existe un acuerdo en que los ensayos
terapéuticos futuros en NIgA deben incluir la estratificacion basada en la
puntuacion MEST para determinar si la histologia se puede utilizar para adaptar

las decisiones de tratamiento(54).

5.6.2.2. Reaccibn extracapilar

El efecto aditivo de la presencia de semilunas en la prediccion del pronéstico
renal sigue siendo una pregunta dificil de responder en la NIgA. Aunque las
semilunas son un hallazgo comun en las biopsias de NIgA, la presencia de >30%
no lo es tanto. Los primeros estudios inicialmente sugirieron que los pacientes
con semilunas que afectan >50% de los glomérulos tienen un alto riesgo de
progresion, alcanzando la ERCT hasta en un 75% de los casos a los 10 afios de
seguimiento(54,100). Por este motivo, se considera a la presencia de reaccion
extracapilar como una variable de progresion y pérdida de la funcién renal a corto
plazo. Es importante destacar que los pacientes con cursos rapidamente
progresivos que presentaban reaccién extracapilar no fueron incluidos en el
estudio Oxford, por lo tanto, el estudio tenia poco poder para determinar el efecto
de la presencia de semilunas sobre la supervivencia renal.

Como resultado de un grupo de trabajo formado en 2014, donde se evaluaban
los resultados de cuatro estudios combinados, en una cohorte total de 3096
pacientes, y utilizando la cohorte original de Oxford, la cohorte del estudio
VALIGA y dos grandes cohortes asiaticas, una de China y el otro de Japon(54).
Las biopsias de 1118 (36%) de los pacientes contenian semilunas celular o
fibrocelular; 440 (14%), 221 (7%) y 96 (3%) presentaban reaccidn extracapilar
en >1/10, >1/6 y >1/4 de glomérulos, respectivamente. En general, la presencia
de estos hallazgos fue un predictor significativo e independiente de la
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probabilidad de desarrollar un evento combinado de ERCT o una reduccion de
>50% del TFGe. Otros predictores independientes del evento combinado fueron
la TFGe al momento de la biopsia, la proteinuria, presion arterial media, y las
puntuaciones de Oxford M1, S1 y T1/T2(101). El valor predictivo de todos los
parametros histolégicos (incluidas las semilunas), excepto T1/T2, se perdio en
pacientes que recibieron inmunosupresion. Sin embargo, la presencia de
semilunas celulares o fibrocelulares en > 1/4 de glomérulos fue
significativamente predictiva de la dismuncién de la TFGe o de ERCT incluso en

pacientes que reciben inmunosupresion.

Sobre la base de estos hallazgos, los autores propusieron agregar a la reaccién
extracapilar a la valoracion rutinaria de la clasificacion de Oxford (MEST) de la
siguiente manera: CO: sin semiluans celulares o fibrocelulares; C1: semilunas
celulares/fibrocelulares en el 25% de los glomérulos, que identifican a los
pacientes con mayor riesgo de progresion (en comparacion con CO0) entre los
que no reciben terapia inmunosupresora; y C2: crecientes en > 25% de
glomérulos, identificando pacientes con mayor riesgo de progresiona pesar de

recibir inmunosupresion(101).

Es importante resaltar que a pesar de que el andlisis de las variables MEST no
reemplaza la informacion detallada de un informe de anatomia patoldgica, se
debe tener en cuenta para la valoracién de progresion a pesar de que no incluya
la mayoria de factores no medidos y atribuibles a la lesion renal (como los
depositos de factores del complemento) que pudieran orientar a una intervencién
terapéutica individualizada.

5.8. Nuevos biomarcadores:

5.8.1. Niveles de IgAl degalactosilada: Como se ha descrito previamente, la
molécula de IgAl aberrante, es capaz de estimular la produccion de anticuerpos
especificos contra los O-glicanos de la zona bisagra, pero no siendo especifica
de enfermedad. En pacientes con NIgA existe una elevacion de los niveles
séricos circulantes, por un lado por un aumento en su produccién y por otro por
una disminucion en su degradacion hepatica(61). Recientemente se ha
demostrado que niveles séricos elevados de IgAl deficiente en galactosa estan
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asociados con mal prondéstico en pacientes con NIgA(102). A pesar de esto, son

necesarios estudios de validacion que confirmen estos datos.

5.8.2. Inmunocomplejos circulantes: No sélo la presencia de IgAl aberrante
es importante como factor prondstico de la enfermedad renal por IgA, sino que
también la formacion de inmunocomplejos y su depésito a nivel mesangial juegan
un papel crucial en la cascada de eventos que liderizan el dafio renal. Ya hemos
visto como los inmunocomplejos son reconocidos por las células mesangiales a
través del receptor especifico. La cantidad de IC encontrados en sangre
periférica se relaciona con el pronostico renal y pareciera ser tan importante
como la IgAl degalactosilada. En un reciente estudio de Rizk y col(103)
demostraron la presencia de IgG especifica unida a inmunocomplejos, a través
de la utilizacién de anticuerpos monoclonales, en biopsias renales de pacientes
con NIgA que habian sido reportadas como IgG negativas. Los depdsitos
mesangiales de IgG a través de esta determinacion fueron mayores en el grupo
con NIgA que sus grupos controles (nefropatia lupica y nefropatia membranosa).
Los niveles séricos de IC IgA1-dg-lgG especifica y niveles de C3 estan elevados
en aproximadamente 1/3 de pacientes con NIgA, y su actividad parece aumentar
en durante los episodios de hematuria macroscopica. Sin embargo, no se
conoce si este aumento en la actividad se debe a una mayor produccién de IgA1-
dg, a una mayor produccion de anticuerpos anti-glicanos o a otros factores no
definidos(41).

5.8.3. a-l-antitripsina: La A1AT es un importante inhibidor de la serina
proteinasa (serpina) encontrado en plasma humano. Es una glicoproteina con
una amplia gama de actividades, incluida la regulacion de neutréfilos elastasa
durante los procesos inflamatorios(104). Kwak et al(105), han evaluado
recientemente la expresion de la A1AT en biopsias renales de pacientes con
NIgA. Nuestro grupo de investigacion ha reportado previamente un aumento en
la excrecion urinaria de AL1AT en pacientes con glomerulonefritis (GN) primaria,
mas especificamente de glomeruesclerosis focal y segmentaria (GEFyS), NIgA
y sindrome nefrético por cambios minimos (SNCM)(106,107). Otros autores, han
demostrado la expresion de AI1AT citoplasma podocitario en glomérulos

esclerdticos. Este hallazgo pareciera relacionar la disfuncion epitelial y
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consecuente degradacién de la matriz extracelular en la nefropatia IgA
(108,109). En 2010, Good y col.(110) investigo el peptidoma urinario de 230
pacientes con enfermedad renal y los compard con 379 controles sanos Los
autores detectaron 273 péptidos urinario significativamente diferente entre casos
y controles. Esos potenciales biomarcadores se integraron en un solo perfil
predictor llamado CKD 273, que permitia clasificar pacientes de forma
diagnéstica, y servia de macador prondstico en la ERC. Para tres de los
diferenciales detectados. Diversos fragmentos de la A1AT se encontraban en
este perfil clasificador (todos ellos elevados en suero de pacientes con ERC).
Por todo esto, la A1AT parece ser un buen marcador de progresion renal y es
utilizado en varias enfermedades glomerulares, incluyendo la NIgA, como un

marcador pronaéstico.

5.8.4. Complemento: C4d, MBL, FH

C4d: La presencia de C4d en biopsias renales refleja la activacion de la via de
las lectinas, y refleja una evolucion méas agresiva de la enfermedad renal en
pacientes con NIgA. La tinciébn glomerular de C4d se ha asociado a mayor
proteinuria, una menor TFGe, niveles mas elevados de presion arterial y con
una hipercelularidad endocapilar y atrofia tubular mas severa(111). Por otro lado,
la proteina de unién a C4 se comporta como un puente entre el complemento y
la coagulacion, pudiendo desempefiar un papel en la formacién de
microangiopatia trombaética(69) como desarrollan algunos pacientes con NIgA.
Por todo esto, el C4d se considera un factor de riesgo independiente de

progresion de la enfermedad renal en la NIgA(68,69,112).

MBL: El MBL es una molécula de origen hepético, que activa el complemento a
través de la via de las lectinas(113). La influencia de las variantes genéticas y
serolégicas de MBL se investigd en una cohorte de China de 749 pacientes con
NIgA y 489 controles(64). Los niveles circulantes de MBL estan
predominantemente influenciados por variantes en el exon 1, la region promotora
y la regién 5 del gen MBL2(113). El estudio encontré que los genotipos MBL2
LYPB/LYPB y LXPA/LYPB eran determinantes en los niveles deficientes de
MBL(64). Sin embargo, quizas debido a la gran cantidad de haplotipos

estudiados, no se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de
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haplotipos entre NIgA y el grupo control. La deficiencia de MBL, definida como
niveles plasmaticos inferiores a 100 ng/ml, se asocié con una peor evolucion
renal. Alrededor del 25% de pacientes con deficiencia de MBL y 12% de
pacientes con niveles de MBL normales alcanzaron la ERCT o disminuyeron en
mas de 50% la TFGe en 4 afios.

Las asociaciones entre la gravedad de NIgA y los niveles de circulantes de MBL
parecen contradictorias, pero probablemente se explican por los multiples
mecanismos de la molécula en la patogénesis de la NIgA. Por ejemplo, niveles
circulantes de MBL elevados pueden predisponer a la activacion del
complemento desencadenada por via de las lectinas, por lo que se produciria
mas lesion renal e inflamacion. Bajos niveles circulantes de MBL pueden

predisponer a infecciones y exacerbaciones en la NIgA(60).

Estas asociaciones en cohortes chinas con NIgA. La secuenciacion genética de
MBL2 y FCN2, el gen que influye en la actividad funcional de L-ficolina, en 50
pacientes chinos con IgAN revel siete variantes que se cree que influyen en la
expresion de proteinas. El rs1800450, una variante de MBL2 se asoci6 a una
peor evolucion renal valorada por ERCT. El alelo rs1800450-A, esta asociado
con niveles reducidos de MBL; no presentan depésitos glomerulares pero si dafio
renal tubulointerstital mas severo y mayor riesgo de ERCT(114). Por otro lado,
el analisis de polimorfismo de MBL en otras regiones no asiaticas no reportan los
mismo resultados que la poblacién China. En un estudio italiano, 160 pacientes
con NIgA y 74 controles demostraron diferencias en las frecuencias alélicas y
genotipicas del MBL, sin asociaciones con el prondstico renal(115). Aunque en
cohortes pequefias, los niveles circulantes de MBL no se asociaron con
pacientes con NIgA en comparacion con controles sanos, se ha demostrado que
el MBL se excreta en grandes cantidades en orina de pacientes con NIgA(38).
Las explicaciones para estas asociaciones inconsistentes de MBL podrian incluir
diferencias en los tamafios de cohorte, etnias, efectos de la disminucion de la
TFGe en los niveles circulantes de MBL y las definiciones de progresion de
enfermedad(60,87).

Factor H: El factor H, es un regulador del complemento que interfiere con la
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actividad de la via alternativa en la etapa C3b evitando la formacién del complejo
de ataque de membrana del complemento C5b-9 (MAC), por lo que funciona

como un inhibidor de la via(116).

Andlisis recientes de los niveles circulantes de FH y FHR1 resaltan laimportancia
de la desregulacion de la via alternativa del complemento en la NIgA. Dos
estudios mostraron que los niveles plasmaticos de FHR1 fueron
significativamente mas altos en pacientes con NIgA que en los controles sanos,
independientemente de la expresion del gen CFHR3-R1(117,118), responsable
de la formacion de la molécula de FH y FHR1. También se observé una
correlacion negativa entre los niveles de FHR1 y la TFGe, asociandolo con la
progresion de la enfermedad a ERCT. En este estudio, se identificaron cuatro
variantes de FH que producian niveles bajos de la molécula en plasma(118). La
relevancia de estas variantes se basa en la correlacion directa descrita entre

niveles de FHR1/FH y las caracteristicas clinicas de enfermedad.

5.8.5. CD89+, CD46, CD55

CD89+: El CD89 es el principal receptor involucrado en las funciones de la IgA
y como se ha mencionado previamente estd expresado en células de linaje
mieloide, principalemente en monocitos. La correlacion de los inmunocomplejos
formados por sCD89 y la Gd-IgAl, y el prondstico de la patologia es limitada
pero se plantea la posibildad de que el aumento de la expresion del CD89 en la
membrana monocitaria pueda correlacionarse con la severidad de la enfermedad

(Esteve y col, datos no publicados).

En un estudio reciente Jhee y col, en el que se estudiaron niveles circulantes de
complejo CD89-IgA en pacientes con NIgA, no encontraron asociaciones entre
niveles del complejo sCD89-IgA y la progresion de la enfermedad en esa
pooblacién, por lo que no parece ser un buen predictor de evolucion renal. A
pesar de que la utilidad clinica parece limitada, son necesarios nuevos estudios

de validacion.

CD46 y CD55: Se conocen cuatro proteinas reguladoras unidas a la membrana.
El receptor del complemento 1 (C1R o CD35), expresado principalmente en
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eritrocitos y proteina cofactor de membrana (MCP; CD46) que esta unida a la
membrana a través de cofactores reguladores del complemento y que produce
la inactivacion de C3b y C4b. El decay-aceleration factor (DAF; CD55) que
acelera la descomposicion de las convertasas C3 y C5 ensambladas en la
superficie celular y previene la formacién de MAC en la bicapa lipidica(119).

La expresion génica de CD46 y CD55, dos moléculas clave en la regulacion a
nivel celular de la actividad convertasa C3 en las vias alternativa y lectina del
complemento, transcritas en gran parte de casi todos células y tejidos de sangre

periférica incluyendo células mesangiales.

Coppo y col(119), reportaron en un reciente estudio, en el que se estudiaba la
expresion génica defectuosa de factores del complemento en pacientes con
NIgA, que la expresion del gen CD46 no se correlacion6 con la TFGe, sin
embargo los pacientes presentaban una pérdida de funcion renal anual mas
rapida a lo largo del periodo de seguimiento. Bajos niveles de ARNm de CD46
se correlacionaron con una expresion génica baja de CD55. Estos hallazgos
sugieren que los defectos de la activacion del complemento en la NIgA pueden

tener un origen en una baja expresion estas dos moléculas regulatorias.

CD46 es un regulador expresado en la superficie celular, que actia como
cofactor, para la molécula factor de proteasa | en suero, que escinde C3b a iC3b,
evitando asi irreversiblemente el reensamblaje de la actividad amplificadora de
la via alternativa. CD55 es tammbién un factor regulador unido a membrana que
acelera el clivaje de las convertasas C3 y C5 ensambladas en la superficie
celular, favoreciendo la disociacién de C3bBb y C2b y C4b e inhibiendo su

reagrupacion. Esto evita la formacion del MAC final.

Ambos factores reguladores, cuya expresion se detecté en glébulos blancos,
monocitos y macrofagos infiltrantes y en células mesangiales (CD46), ademas
de células endoteliales y podocitos (CD55) se encontraban disminuidos,
correlacionandose con la pérdida progresiva de funcion renal. Estos resultados
son presentados por primera vez por el grupo investigador, por lo requieren de

confirmacion.
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5.8. Protedmica

5.9.1. Conceptos generales

En la actualidad, se han desarrollado una serie de disciplinas que tienen el sufijo
“dmica”, como la gendmica, la transcriptomica, la protedmica entre otras, que
constituyen herramientas de ayuda al diagndstico y seguimiento de las

enfermedades renales.

La protedmica se define como la ciencia que estudia el proteoma, término
introducido por primera vez por Wilkins en 1994 para referirse al conjunto de
proteinas que se expresan a partir de un genoma, en un momento determinado
y bajo unas condiciones concretas de tiempo y ambiente(120). A diferencia del
genoma, que es siempre el mismo en cada célula durante toda la vida,
el proteoma es un elemento dinamico, que sufre variaciones dentro de un
mismo organismo, tejido, célula o compartimiento celular, y en respuesta a
factores ambientales y fisiolégicos como la edad, situaciones de estrés,
agentes toxicos, farmacos u hormonas(121).

El estudio del proteoma es una labor dificultosa debido al elevado namero de
proteinas existentes. Dado que un solo gen puede codificar multiples proteinas,
se estima que el proteoma tiene un orden de magnitud mas complejo que el

genoma.

Esta complejidad es debida principalmente al proceso de splicing o corte y
empalme alternativo de los ARNm que codifican proteinas, que hace que de los
25.000 genes codificantes en un ser humano puedan generarse hasta un millon
de proteinas distintas. Ademas, una vez sintetizadas, las proteinas pueden
sufrir modificaciones en su estructura o en su secuencia basica por procesos
proteoliticos, asi como modificaciones post-traduccionales, las cuales sirven
para modificar o modular la actividad, funcion o localizacion de una proteina en
diferentes contextos fisiolégicos o0 metabdlicos. Se han documentado hasta
200 diferentes modificaciones post-traduccionales, que incluyen metilaciones,
fosforilaciones y acetilaciones, lo cual explica la enorme complejidad del entorno

proteico dentro de la célula(122,123)
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La aplicacion de técnicas protedmicas en el area de la medicina se denomina
protedmica clinica, y su principal objetivo es el descubrimiento de nuevos
biomarcadores, es decir, moléculas que se miden y evalian objetivamente como
indicadores de procesos biolégicos normales, procesos farmacolégicos o
generados secundariamente a una intervencion terapéutica(123). Estos
biomarcadores pueden servir para establecer el diagndstico y prondstico de las
enfermedades, en particular las renales, asi como para determinar la eficacia de
un tratamiento farmacolégico; todo esto en etapas tempranas de la enfermedad

renal (Figura 10).

Actualmente, las técnicas de electroforesis en gel y de ionizacion en
espectrometria de masas incluyen el 2DE, LC-MS, CE-MS, MALDI-TOF MS,
SELDI-TOF MS, ESI y protein-binding arrays (Navarro-Mufioz). A pesar de que
la biopsia renal no puede ser sustituida como técnica diagndstica y representa el
“gold standar” en el diagnéstico en las enfermedades glomerulares, las técnicas
prote6micas sirven de ayuda para definir biomarcadores diagndsticos y

prondsticos, que complementen los hallazgos de la biopsia renal.

En dicho contexto, el analisis de fluidos biolégicos, en especial de la orina, es
fundamental para permitir cuantificar e identificar adecuadamente estos
potenciales marcadores biologicos. Mudltiples estudios han utilizado la
protebmica en la busqueda de marcadores urinarios para determinar

biomarcadores en las enfermedades renales.

Fig. 9. Representacion esquematica de la progresion de la enfermedad renal
cronica. El riflon esta compuesto por unidades de filtracion (glomérulos). (a) un
rifidn sano al inicio (glomérulos en verde), (b) algunos glomérulos experimentan
cambios patologicos moleculares, (c) el dafio glomerular avanza (rojo), (d) los
primeros glomérulos se pierden, (e) enfermedad renal crénica establecida, (f) La
prevencion de evolucién a enfermedad renal crénica terminal (ERCT) hubiese
sido posible con una intervencién en el estadio (b) o (c), donde los cambios
moleculares pueden ser detectados por la protedmica, pero los parametros de

funcién no estan afectados. Por el contrario, los parametros de funcion renal
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(filtrado glomerular), los cuales son precozmente detectables en (d) ya ha

pasado el estadio en donde el tratamiento puede ser efectivo.

(% Inicio fg Inicio

5.9.2. Aplicaciones

5.9.2.1. Enfermedades Renales

Estudios protedmicos urinarios han sido realizados en pacientes con ERC
proponiéndose gran cantidad de péptidos como predictores de progresion renal.
Sin embargo, la mayoria de ellos, estan disefiados en cohortes pequefias y con

validaciones independientes.

Muchos de ellos, demostraron que la busqueda y analisis de un panel de
biomarcadores es mas eficiente que un biomarcador Unico y que pueden
complementar los parametros utilizados actualmente en la clinica. Algunos de
ellos, han mostrado una gran potencia diagnéstica al discernir entre pacientes
con enfermedad renal crénica y sujetos sanos, como es el caso de la lipocaina
asociada a gelatinasa de neutrdéfilos (NGAL), molécula urinaria de lesion renal
(KIM-1), proteina de unién a acidos grasos de tipo hepatico (L-FABP), o factor
de crecimiento 1 (TGFB1). Sin embargo, la mayoria de estos biomarcadores
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ya son biomarcadores potenciales para fracaso renal agudo, por lo tanto, solo

predicen la progresion de la ERC en etapas tardias de ERC(124).

Recientemente se ha descrito el panel de enfermedad renal crénica denominado
CKD273. Este panel de biomarcadores es el mejor validado, es utilizado en
multiples ensayos, tiene el apoyo de la FDA y por lo tanto ya en la fase de
implementacion(125). Este panel fue el primero aplicado en enfermedad renal
cronica por diabetes mellitus en pacientes con normoalbuminemia. Hasta la

fehca, es el Unico panel validado predictor y de deteccion temprana de ERC.

5.9.2.2. Protedmicay Nefropatia IgA

Para el diagnostico de diferentes enfermedades glomerulares, la protebmica ha
aportado informacion de importancia para la determinaciéon de marcadores de
procesos biolégicos. Estudios basados en técnicas protedmicas buscan la
identificacion de marcadores de procesos biolégicos precoces, ya que se trata
de enfermedades de las que depende el tratamiento precoz e individualizado, la
evolucion renal. En la Tabla 1, se enumeran los estudios relevantes que

muestran los potenciales biomarcadores encontrados a través de estas técnicas.

En un primer estudio, el analisis del proteoma urinario se utilizé para diferenciar
entre pacientes con NIgA y otros tipos de enfermedades renales(126). Fueron
identificados 25 biomarcadores peptidicos urinarios caracteristicos de NIgA, que
se combinaron en un panel especifico para IgA. Este panel pudo discriminar
pacientes con NIgA o purpura de Hendch-Schéenlein con nefritis (HSPN) de
pacientes con glomerulonefritis asociada al VIH.
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TABLA 1. Resumen de los estudios mas importantes que investigan paneles con

multiples marcadores de protedmica.

Estudio Muestra Etiologia de Duracion del Tratamiento

la ERCT seguimiento, (nombre del
afos estudio)

Progresion de la Zurbig et al. ND . -
ERCT en estapas 2012

tempranas Roscioni et al. 88 ND 3 (PREVEND)
2012
Argiles et al. 53 ND,NAE,NTI,NM, 3.6 -
2013 otros
Gu et al. 797 ND, NAE, otros 4.8 (FLEMENGHO)
2014
Schanstra et al. 2015 522 ND, GN, VAS, 4.5 -
LES, NI, otros
Pontillo et al. 2672 ND, NAE, NM, 3.3 -
2016 NIgA
Lindhardt et al. 2016 737 ND 4.1 (DIRECT)
Pontillo et al. 2087 ND, NAE, otros 4.6 -
2017
Markiska et al. 2017 563 ND, NAE, otros 3 -
Pejchinovski et al. 221 PQAD 9.9 (CRISP)
2017
Currie et al. 155 ND 6.1 -
2018
Zurbig et al. 1014 ND 6 -
2018
Diagnéstico Julian et al. 609 NIgA, PSH, GN- - -
diferencial 2007 VHC
Haubitz et al. 77 VAS - -
2009
Siwy et al. 1180 GEFyS, NIgA, 0.5 -
2017 SNCM,ND, LES,
VAS
Respuesta Haubitz et al. 10 VAS 0.5 PRED/CF
tratamiento 2009
Andersen et al. 44 ND 2 IBER (IRMA2)
2010
Lindhardt et al. 111 ND 16 semanas ESP (SPIRIL)
2017
Cherney et al. 40 ND 8 semanas EMPA (ATIRMA)
2017
Wallbach et al. 2018 32 Hipertension 0.5 BAR
resistente
Siwy et al. 360 ND 24 semanas LINA (MARLINA-
2019 T2D)

ial; PQAD=poliquistosis renal autosémica dominante; VAS=vasculitis asociada a anticuerpos; SNCM=sindrome nefrético por cambios minimos;
NlgA=nefropatia IgA; PSH=PUrpura de Henoch-Schonlein; GN-VHC=glomerulonefritis asociada a virus de la hepatitis C; GEFyS=Glomeruloesclerosis
focal 'y segmentaria; NAE=nefroangioesclerosis; PRED=prednisona; CF=ciclofosfamida; IBER=irbesartan; = ESP=espironolactona;
EMPA=empaglifozina; BAR= terapia de activacién con Barorreflejo; LINA=linagliptina

En una cohorte multicéntrica de un total de 1180 muestras, fueron definidos
paneles especificos de biomarcadores para siete etiologias diferentes de ERC
(GEFyS, NIgA, CM, NM, nefroangoesclerosis y nefritis lUpica)(125). Para los
siete tipos diferentes de ERC, numerosos biomarcadores urinarios potenciales
(que van desde 116 hasta 619 péptidos) fueron identificados y combinados en
paneles especificos para cada tipo de ERC. Todos estos paneles fueron

validados en una cohorte independiente y mostrd precisiones buenas a
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excelentes para la discriminacion de una etiologia especifica de ERC.

En la nefropatia IgA se requieren perfiles de péptidos urinarios que permitan
diferenciarla de otras enfermedades renales y sobre todo de otras
glomerulonefritis. En la tabla 2, se resumen todos los biomarcadores
encontrados y los principales estudios que se han disefiado para el estudio del
peptidoma en NIgA(127).
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TABLA 2. Perfil de péptidos urinarios identificados previamente en la NIgA a través de espectrometria de masa.

Validacién independiente

Tamafio de la muestra de estudio Tamafio de la muestra de Capacidad discriminadora del
validacion biomarcador
Autores Utilidad  NIgA Sujetos  Otras NIgA  Sujetos Otras Sensibilidad  Especificidad AUC Primera vs. Fraccién Técnica
clinica sanos enfermedades sanos enfermedades (IC 95%) segunda urinaria
como controles como orinade la
controles mafiana
Haubitz 22P  Dx/Prog 45 57 13 (MN) - - - NIgA vs. CS NIgA vs. CS - Segunda Orina total CE-MS
etal. P (100%) (90%)
NIgAvs. COE  NIgA vs. COE
(77%) (100%)
Julian 22P  Dx 45 207 253 (GEFyS, 10 12 22 (NMO- - NIgA vs. CS - Segunda Orina total CE-MS
etal. P ND, LES, VAS, NNIgA, (82.3%)
NAEH, SNCM, PSH), 5 NIgA vs. COE
GN) PSH sin (82.3%)
nefritis
Graterol 16P Dx/Corr 19 14 No - - - - - - Primera Sobrenadante MALDI-
etal. P TOF MS
10P
P
Wu 11P  Dx 25 24 23 (GN,SNCM, 7 6 13 (GN, NIgA vs. CS NIgA vs. CS - Primera Sobrenadante MALDI-
etal. P LES) SNCM, LES)  (100%) (100%) TOF MS
NIgAvs. COE  NIgA vs. COE
(85.7%) (76.9%)

ERCT=enfermedad renal cronica terminal; CS= controles snaos; COE= controles de otras enfermedades; PP=proteinas/péptidos; ND=nefropatia diabética; GN=gomerulonefritis; NTI= nefropatia tubulo-intersticial; PQAD=poliquistosis renal
autosomica dominante; VAS=vasculitis asociada a anticuerpos; SNCM=sindrome nefrético por cambios minimos; NlgA=nefropatia IgA; PSH=Purpura de Henoch-Schonlein; GN-VHC=glomerulonefritis asociada a virus de la hepatitis C;
GEFyS=Glomeruloesclerosis focal y segmentaria; NAE=nefroangioesclerosis; NAEH=nefroangioesclerosis hipertensiva; NMP-nNIgA=nefropatia mesangioproliferativa no relacionada con NIgA; NM=nefropatia membranosa. Dx=diagnéstica;
Prog=Pronéstico; Corr=correlacion con mal prondstico renal; Dif=diagndéstico diferencia de NIgA con otras causas de ERCT.
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TABLA 2. Continuacion (...)

Validacién independiente

Tamafio de la muestra de estudio Tamafio de la muestra de Capacidad discriminadora del
validacion biomarcador
Autores Utilidad  NIgA Sujetos  Controles NIgA  Sujetos Controles Sensibilidad  Especificidad Primera vs. Fraccién Técnica
clinica sanos otras sanos otras segunda urinaria
enfermedades enfermedades orinade la
mafiana

Kwak A1AT Dx 8 5 - - - - - - - Primera Sobrenadante  2DE
et al. (isoformas) MALDI-

Elevado vs. TOF MS

control
Rocchetti 13PP Dx 49 40 42 (GN, ND) 14 - 14 (GN; ND, - - - Primera Sobrenadante SELDI-
etal. (PL, GLP, NM) y 10 TOF MS

CLk) (GNMP)
Siwy 116PP Dif 179 No 1001 (GEFyS, 57 - 417 (GEFyS, - - 0.82 Segunda Orina total CE-MS
etal. SNCM, GM, ND, GM, (0.76-

NTILES) SNCM, NTI, 0.87)
VAS)

ERCT=enfermedad renal cronica terminal; CS= controles snaos; COE= controles de otras enfermedades; PP=proteinas/péptidos; ND=nefropatia diabética; GN=gomerulonefritis; NTI= nefropatia tibulo-intersticial; PQAD=poliquistosis renal
autosémica dominante; VAS=vasculitis asociada a anticuerpos; SNCM=sindrome nefrético por cambios minimos; NIgA=nefropatia IgA; PSH=Purpura de Henoch-Schonlein; GN-VHC=glomerulonefritis asociada a virus de la hepatitis C;
GEFyS=Glomeruloesclerosis focal y segmentaria; NAE=nefroangioesclerosis; NAEH=nefroangioesclerosis hipertensiva; NMP-nNIgA=nefropatia mesangioproliferativa no relacionada con NIgA; NM=nefropatia membranosa;

GNMP=glomerulonefritis membrano-proliferativa; Dx=diagndéstica; Prog=Prondstico; Corr=correlacién con mal pronéstico renal; Dif=diagnéstico diferencia de NIgA con otras causas de ERCT; A1AT=alfa-1 anti-tripsina; PL=perlecan laminin; GLP=G-
like 3 peptide; CLk=cadenas ligeras k.
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HIPOTESIS DE
TRABAJO




La nefropatia IgA es la glomerulonefritis mas comun en nuestro medio,
caracterizada por una amplia variabilidad tanto en las manifestaciones

clinicas como en la progresion a la insuficiencia renal cronica.

Se han descrito factores de mal prondstico clinicos (hipertension arterial y
sexo masculino), bioquimicos (creatinina sérica y proteinuria) e histologicos
(glomeruloesclerosis, afectacion tubulo-intersticial y depositos de C4d) que
pueden se utilizados en el momento del diagnéstico pero que son

inespecificos y que comparten con otras enfermedades renales.

Hasta el momento, el diagndstico de la nefropatia IgA se realiza por biopsia
renal, siendo un procedimiento invasivo y no excento de complicaciones. Son
necesarias nuevas técnicas no invasivas que permitan un diagnéstico precoz

e identificar perfiles de pacientes con peor prondstico.

La protedmica, es una técnica no invasiva en la que se analizan péptidos y
proteinas en fluidos bioldgicos (ej: sangre y orina) con el objetivo de identificar
biomarcadores asociados a procesos biologicos. Ademas constituye una
herramienta diagndstica, aplicada en varios campos de la medicina incluida
la nefrologia, donde el andlisis de péptidos en orina ha permitido diferenciar
pacientes con enfermedades glomerulares de pacientes sanos.

La sangre y especialmente la orina, son fluidos obtenidos de forma no
invasiva que contienen gran namero de péptidos y proteinas que pueden ser

potenciales biomarcadores de enfermedades renales.

La hipétesis planteada en este trabajo fue identificar un perfil de péptidos en
sangre, plasma y orina, asociado a parametros clinicos, bioquimicos e
histolégicos en una cohorte de pacientes con nefropatia IgA primaria, con la
finalidad de identificar potenciales biomarcadores de mal prondéstico renal.
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OBJETIVOS




1. Objetivo principal:

a.

Identificar a través del analisis de espectrometria de masas, un
perfil peptidico en sangre y orina que permita diferenciar los
pacientes con nefropatia IgA primaria de sujetos sanos.

2. Objetivos secundarios:

a.

Identificar un perfil peptidico en sangre y orina asociado a las
lesiones histoldgicas, variables bioquimicas y de evolucién
renal en pacientes con nefropatia IgA.

Identificar un perfil peptidico en sangre y orina asociado a
pacientes con nefropatia IgA primaria con depdésitos de C4d.
Identificar un perfil peptidico en sangre y orina asociado a las
variables clinicas, bioquimicas, lesiones histologicas, y de
evolucion renal en pacientes con nefropatia IgA con depdsitos
de C4d.

Establecer potenciales puntos de corte de los péptidos
identificados para discriminar pacientes con nefropatia IgA con
depdsitos de C4d.
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MATERIALES Y
METODOS




Disefio

Los trabajos que constituyen esta tesis doctoral tienen por objetivo el estudio de
un perfil de péptidos asociados con la nefropatia IgA y a las variables clinicas,
bioquimicas e histologicas. Para ello se han disefiado dos estudios prospectivos
entre los afos 2006-2009 y 2006-2016 de una poblacion de pacientes con
nefropatia IgA en el Servicio de Nefrologia del Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol (Badalona, Barcelona). Todos los procedimientos fueron realizados
segun la declaracion de Helsinki de 1971 y revisada en 2008. Los estudios fueron
aprobados por el comité ético del Hospital Germans Trias i Pujol y todos los
pacientes han firmado el consentimiento informado escrito para participar en
cada uno de ellos. Los datos obtenidos fueron registrados apropiadamente

manteniendo la confidencialidad durante todo el desarrollo del estudio.

Primer estudio: Asociacion entre las lesiones histolégicas de mal

pronéstico y el perfil peptidico en sangre y orina de pacientes con

Nefropatia IgA.

Poblacién de estudio
Criterios de inclusion
Para ser incluidos los pacientes debian cumplir las siguientes condiciones:
e Diagndstico de nefropatia IgA primaria por biopsia renal
e Edad mayor a 18 afios
e Signos clinicos de enfermedad renal como proteinuria y enfermedad
renal crénica con funcién renal estable o diferentes grados de
insuficiencia renal y hematuria, con indicacion clinica de biopsia renal.
e Consentimiento informado
Los criterios de exclusion fueron: no cumplir con los criterios de inclusién,

nefropatia IgA de causa secundaria.
Como grupo control se incluyen pacientes sanos, con funcion renal normal, sin

proteinuria ni hematuria en el sedimento urinario y sin tratamiento farmacologico

cronico, con la intencion de establecer un perfil peptidico normal.
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Variables del estudio
Las variables clinicas fueron recogidas y analizadas al momento del diagndstico
y en el periodo de seguimiento. Para la realizacion del estudio se recogieron las
siguientes variables:
Clinicas: Edad, sexo, indice de masa corporal (IMC), hipertension arterial,
diabetes mellitus y dislipemia.
Bioquimicas: Creatinina sérica, acido urico, albumina, colesterol, proteina C
reactiva (PCR), hematuria y proteinuria de 24 horas. La determinacion de las
variables bioquimicas fue realizada de la siguente manera:
a. La creatinina sérica fue determinada utilizando el analizador Cobas®
711 de Roche Diagnostics.
b. La presencia de proteinas en orina de 24 horas se determind utilizando
un método espectrofotométrico con rojo de pirogalol (pyrogallol red).
Se defini6 como proteinuria la presencia de mas de 300 mg de
proteinas en orina de 24h.
Evolucién renal: Doble de la creatinina (definido como doble de la creatinina
basal cuando el valor fuese superior al limite normal establecido por el
laboratorio).
Histoldgicas: Proliferacion mesangial (M), glomeruloesclerosis segmentaria (S),
afectacion tubulo-intersticial y fibrosis tubular (IFTA), proliferacién endocapilar
(E) segun la clasificacion de Oxford.
Tratamiento: estatinas, antihipertensivo con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) y antagonistas del receptor de angiotensina
Il (ARAII).

Andlisis del perfil protedmico. Analisis de espectrometria de masas por

MALDI-TOF. Enriquecimiento de péptidos.

Obtencion de muestras en plasma, suero y orina.

El dia de la biopsia renal se obtuvieron muestras de sangre de los pacientes.
Para extraer el suero y plasma-EDTA se centrifugaron las muestras a 2200 g
durante 10 minutos, y se obtuvieron las alicuotas y se almacenaron a-80° C

hasta su uso.
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En fresco, se recogieron muestras de orina de primera orina de la mafana, del
dia del biopsia renal. Se centrifugaron las muestras de orina a 2100 g durante 30
minutos a 4°C para eliminar las particulas y restos celulares. El sobrenadante
fue ajustado a 6.5 pH con NH4HCO3 (1 M) para minimizar la precipitacion
durante el almacenamiento. Posteriormente se alicuotaron y se almacenaron a -

80 ° C hasta su uso. No fueron afiadidos inhibidores de proteasas.

Para el analisis del perfil peptidico no fué necesaria la normalizacion de las
muestras por concentracion de proteinas. Las muestras plasméticas (80pL)
fueron enriquecidas con resinas IMAC-Cu de esferas magnéticas (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania). Las muestras de orina (110 pL) fueron
enriquecidas utilizando resinas C18 de fase inversa de esferas magnéticas.
(Dynabeads®, Invitrogen, Paises Bajos) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.).

Estas microesferas estan recubiertas por cadenes alifaticas de C18, mediante
las cuales se crean interacciones hidrofébicas y los polipéptidos quedan
atrapados (capturados). El C18 es ampliamente utilizado para purificar y
enriquecer la abundancia de péptidos en el rango de masas (1-10 kDa), que
seran los rangos de m/z de adquisicion de los espectros de MALDI-TOF MS que
analizamos en nuestro estudio. Los detalles adicionales del enriquecimiento de

péptidos se describen en estudios previos de nuestro grupo(106,107,128-130).

Analisis MALDI-TOF MS

Para el andlisis de MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Time Of Flight) de espectrometria de masas (MS), como su nombre lo indica
necesita una matriz, un soporte sélido en este caso en forma de cristal, que

facilite la ionizacién del andlisis presentado a la muestra.

Entonces en un primer procesamiento, las muestras enriquecidas fueron diluidas
primero en una dilucion 1:5 con agua de grado LC (Lab-Scan, Gliwicw, Poland)
y luego mezcladas 1:2 con solucion de matriz (1.84 mg/ml de 2,6-
dihidroxiacetofenona, 20% de acetonitrilo, 40 mmol/L de amonio citrato dibasico).

De la mezcla resultante (eluido/matriz), se recoge 1 UL que es colocado en spots
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por duplicado en una placa de AnchorChip 600/384 (Bruker Daltonics,Bremen,
Alemania) y dejadas a secar al aire a temperatura ambiente para permitir que la
matriz cristalizara. Cuatro spots de cada muestra fueron analizados por MALDI-
TOF MS. Para la calibracion externa fué utilizado ClinProt Peptide Calibration
Standard | (Bruker Daltonics), una mezcla de calibradores de proteinas/peptidos
disponible comercialmente. El calibrador se mezclé 1:1 con la solucion de matriz
y 0.4 uL fueron depositados en los lugares de la placa AnchorChip para la

calibracion.

Una vez se encuentran las muestras en la placa MALDI, ésta se introduce en la
camara de ionizaciéon de un espectrometro de masas UltrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF (Bruker Daltonics), el cual dispone de una bomba de vacio para poder
extraer el aire de la cAmara. Las muestras son irradiadas dentro de la cAmara
con un haz de luz laser, con pulsaciones de nanosegundos (Figura 10). La
ionizacion fue conseguida manualmente con 300 pulsaciones de laser liberada
sobre la superficie de los spots a un poder fijo de laser de 70%. Las condiciones
operacionales fueron las siguientes: voltajes de la fuente de iones: 25 y 22,40
kV, reflector 1: 26.45 kV; reflector 2: 13.40kV, tiempo de extraccion de los pulsos
de iones: 300 ns. Los espectros fueron calibrados externamente obteniendo una
precisibn de masa menor a 10 ppm. Los picos con una sefial-ruido >3 en un
rango m/z de 1 a 10 kDa fueron grabados con el FlexControl software v3.4
(Bruker Daktonics).

Fig. 10. Principales componentes de un espectrometro de masas tipo MALDI-
TOF. Un haz de laser irradia la muestra mezclada con matriz sobre la placa de
MALDI, ionizado y vaporizando los péptidos. Estos son acelerados por un campo

eléctrico que los dirige al analizador de masas a través de un tubo de vuelo. Las
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diferencias iniciales de energia son correguidas mediante el reflector y los iones

llegan finalmente al detector.

Fuente de 1onizacion Analizador de masas Detectorde iones
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Anélisis bioinforméatico

Se realiz6 un andlisis detallado con el software DataAnalysis v3.4 (Bruker
Daltonics) y se selecciond 1 espectro de 4 para cada muestra con el mayor
namero de picos y la mayor intensidad. Se utilizo el software ClinProTools (v2,2;
Bruker Daltonics) para procesar los espectros obtenidos por MALDI-TOF MS,
obtener los valores de referencia y normalizacién de los espectros asi como para
generar un modelo de prediccion de clase capaz de diferenciar entre
pacientes con nefropatia IgA y controles sanos. Todos los espectros se
normalizaron a sus propios recuentos de iones totales. La relacion sefial/ruido
fue =5.

El programa analiza los espectros obtenidos del grupo de entrenamiento
mediante un algoritmo Support Vector Machine. Este algoritmo selecciona
una combinacion de picos que permite separar grupos de espectros a

través del uso de un vector. Se basa en el principio de "minimizacion del
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riesgo estructural”’, que tiene como finalidad identificar la mejor combinacion
de picos con el menor riesgo de fracaso. Este algoritmo también selecciona
el nUumero maximo de picos utilizados para la generaciéon del modelo. El
programa ofrece unos valores de validacion cruzada y de capacidad de
reconocimiento. La validacién cruzada mide la exactitud del modelo y puede
utilizarse para predecir como se comportard en el futuro. La capacidad de
reconocimiento describe el rendimiento de un algoritmo, es decir, la correcta
clasificacion de un determinado grupo de datos. Una vez generado el modelo
de prediccion de clase, éste fue validado con los espectros del grupo.

Ademas, se utilizaron los perfiles peptidicos de todos los pacientes, sin ser
divididos en grupos de entrenamiento o validacion, con el fin de identificar
qué sefiales m/z mostraban diferencias significativas al comparar entre NIgA y
controles sanos. Para realizar esta comparacion, los datos de éarea del pico
obtenidos por el programa ClinProTools, fueron convertidos en ficheros ASCII
y exportados a hojas de célculo EXCEL, para poder finalmente trabajar con el
programa estadistico SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, lll., EE.UU.). Una

representacion grafica de todo el proceso se muestra en la figura 11.
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Fig. 11. Proceso para llevar a cabo estudio de perfiles peptidicos. Se utilizan las
esferas magnéticas para el fraccionamiento de las muestras previo al analisis
por espectometria de masas. El andlisis bioinformado permite la creacion de los

modelos de clasificacion, asi como a la identificacion de posibles biomarcadores.
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Identificacién de péptidos

La identificacién de los péptidos de interés se llevd a cabo mediante HPLC-
MS/MS, en un instrumento Agilent 1200, funcionando a 300 nl/min,
combinado con un espectrémetro de masas. Los péptidos eluidos de la columna
cromatografica fueron escaneados y fragmentados con un espectrometro LTQ
Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dinamarca). Los iones
precursores, en el rango de 400 a 2000 m/z, se detectaron en un analizador
Orbitrap a alta resolucién. Las secuencias de los péptidos se identificaron
mediante busquedas en bases de datos en el International Protein Index v3.87,
restringidas a Homo sapiens y usando Sequest integrado en Proteome
Discoverer v1.3.

El criterio para dar como positiva una identificacion fue que el ratio de falsos
positivos fuera < 5% y Xcorr= 1,5, 2,0, 2,25, y 3,0, correspondientes a las cargas
+1, +2, +3, y +4, respectivamente. El andlisis de los péptidos proteotipicos se

bas6 en la base de datos Global Proteome Machine.
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Andlisis de la biopsia renal

Las muestras de biopsias renales fueron obtenidas de forma percutanea y
analizadas por el servicio de anatomia patolégica del Hospital Germans Trias i
Pujol. Las muestras fueron procesadas de forma rutinaria a través de
microscopia optica, inmunofluorescencia y microscopia electronica. Los cortes
para el analisis de microscopia oOptica fueron tefiidos con hematoxilina/eosina,
acido periodico de Schiff, metenamina de plata, tricromico de Masson y rojo
congo. Todas las biopsias fueron analizadas por un unico patélogo, y fueron
clasificadas en un primer momento segun la clasificacién de Oxford: Afectacién
tabulo intesticial (IFTA) <25% (T0), 26-50% (T1l) 6 >50% (T2);
Glomeruloesclerosis (S) ausencia (S0) o presencia (S1); Hipercelularidad
endocapilar (E) ausencia (EO) y presencia (E1); Hipercelularidad mensangial <
0.5 (MO0) 6 2 0.5 (M1). Todas las biopsias con presencia de reaccién extracapilar

fueron excluidas.

Analisis estadistico

La normalidad de las variables se evalu6 mediante el test de normalidad de
Shapiro Wilk. La variables normales fueron expresadas como mediana *
desviacién estandar (DE), y comparadas utilizando t test. Las variables no
normales fueron expresadas como medias y rangos y fueron comparadas
usando el test U de Mann-Whitney o el test Kruskal-Wallis, segun el caso. Las
variables categéricas fueron analizadas utilizando la prueba de chi-cuadrado o
test de probabilidad exacto de fisher. Para las variables estadisticamente
significativas se utilizé un test apareado de comparacion mdltiple Tukey. El
analisis estadistico fue realizado utilizando SAS v9.4, SAS institute Inc, Cary,

NC, USA. Un p valor <0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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Sequndo estudio: Analisis de péptidos asociados a la Nefropatia IgA con
depodsitos de C4d.

Poblacion de estudio
Criterios de inclusion
Para ser incluidos los pacientes debian cumplir las siguientes condiciones:
e Diagnostico de nefropatia IgA primaria por biopsia renal
e Edad mayor a 18 afios
e Signos clinicos de enfermedad renal como proteinuria y enfermedad
renal crénica con funcion renal estable o diferentes grados de
insuficiencia renal y hematuria, con indicacién clinica de biopsia renal.
e Consentimiento informado
Los criterios de exclusion fueron: no cumplir con los criterios de inclusion,

nefropatia IgA de causa secundaria.

Como grupo control se incluyen pacientes sanos, con funcion renal normal, sin
proteinuria ni hematuria en el sedimento urinario y sin tratamiento farmacologico

croénico, con la intencion de establecer un perfil peptidico normal.

Variables del estudio
Las variables clinicas fueron recogidas y analizadas al momento del diagnéstico.
Fue considerado un seguimiento global de 6 afios para estimar la evolucion
renal. Para la realizacion del estudio se recogieron las siguientes variables:
Clinicas: Edad, sexo, indice de masa corporal (IMC), hipertension arterial,
diabetes mellitus y dislipemia.
Bioquimicas: Creatinina sérica, acido urico, albumina, colesterol, proteina C
reactiva (PCR), hematuria y proteinuria de 24 horas. Las determinaciones de las
variables bioquimicas fueron realizadas bajo el mismo procedimiento que el
primer estudio.
Evolucion renal: Doble de la creatinina (definido como doble de la creatinina
basal cuando el valor fuese superior al limite normal establecido por el
laboratorio), analisis descriptivo de la creatinina (lineal mixed model),
supervivencia renal (definido como enfermedad renal crénica terminal que
requiere inicio de tratamiento renal sustitutivo - didlisis o trasplante renal).
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Histoldgicas: Proliferacion mesangial (M), glomeruloesclerosis segmentaria (S),
afectacion tubulointersticial (IFTA), proliferacion endocapilar (E), depésitos de
C4d y proliferacion extracapilar.

Tratamiento: estatinas, tratamiento antihipertensivo con inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECA) y antagonistas del receptor de

angiotensina Il (ARAII).

Analisis del perfil protebmico. Analisis de espectrometria de masas por
MALDI-TOF. Enriguecimiento de péptidos.

Todos los procedimientos correspondientes a la obtencion de muestras, el
enriguecimiento y purificacion de péptidos, el analisis de espectrometria de
masas por MALDI-TOF, el andlisis bioinforméatico y la identificacion de péptidos,
fueron realizados segun el mismo procedimiento descrito en el primer estudio
(apartado analisis del perfil protebmico, analisis de espectrometria de masas por

MALDI-TOF, enriquecimiento de péptidos)

Andlisis de la biopsia renal

Las muestras de biopsias renales fueron obtenidas de forma percutanea y
analizadas por el servicio de anatomia patolégica del Hospital Germans Trias i
Pujol. Las muestras fueron procesadas de forma rutinaria a través de
microscopia optica, inmunofluorescencia y microscopia electronica. Los cortes
para el analisis de microscopia optica fueron tefiidos con hematoxilina/eosina,
acido periodico de Schiff, metenamina de plata, tricromico de Masson y rojo
congo. Todas las biopsias fueron analizadas por un Unico patologo, y fueron
clasificadas en un primer momento segun la clasificacién de Oxford: Afectacién
tabulo intesticial (IFTA) <25% (T0), 26-50% (T1l) 6 >50% (T2),
Glomeruloesclerosis (S) ausencia (S0) o presencia (S1); Hipercelularidad
endocapilar (E) ausencia (EO) y presencia (E1); Hipercelularidad mensangial <
0.5 (M0) 6 = 0.5 (M1).

En una segunda fase, las muestras fueron analizadas para la tincion C4d, a
través de tincion de inmunohistoquimica, cortes de material renal fijado en
formaldehido, de 3-micrémetros de diametro, desparafinados y rehidratados.

Para el analisis inmunohistoquimico se utilizé un anticuerpo de conejo policlonal
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anti C4d, Cell Marque 404A-18/CMC40411021. Posteriormente se somete la
muestra a un tratamiento por coccion a presion (5 minutos a + 125C en Tris /
EDTA buffer, pH 8.5) y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Como controles
positivos, se utilizaron muestras de biopsias de trasplantes renales con
diagndstico de rechazo humoral que tenian un resultado C4d positivo (todas las
muestras tuvieron un control positivo). La tincion inmunohistoquimica C4d se
calificé como negativa o positiva, con puntajes de 0 0 1, respectivamente. Los
pacientes fueron clasificados como positivos cuando presentaban positividad
global en al menos un glomérulo. La tincion glomerular positiva era

predominantemente mesangial.

Analisis estadistico

La normalidad de las variables se evalu6 mediante el test de normalidad de
Shapiro Wilk. La variables normales fueron expresadas como mediana *
desviacion estandar (DE), y comparadas utilizando t test. Las variables no
normales fueron expresadas como medias y rangos y fueron comparadas
usando el test U de Mann-Whitney o el test Kruskal-Wallis, segun el caso. Las
variables categdricas fueron analizadas utilizando la prueba de chi-cuadrado o
test de probabilidad exacto de fisher. Para evaluar la progresion renal se analizo
el delta de la creatinina y la modelizacion de la creatinina y para evaluar la
supervivencia renal fueron utilizadas las curvas de Kaplan-Meier. Para las
variables estadisticamente significativas se utiliz6 un test apareado de
comparacion multiple Tukey. Para analizar la capacidad discriminatoria de los
péptidos para clasificar grupos, fueron utilizadas las curvas ROC, identificando
el cutt-of que maximizara la sensibilidad y especificidad. Los resultados son
mostrados como un area bajo la curva (AUC) y sus correspondientes intervalos
de confianza. El andlisis estadistico fue realizado utilizando SAS v9.4, SAS
institute Inc, Cary, NC, USA. Un p valor <0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo. En el analisis peptidico, un resultado fue

expresado con un nivel de significacion del 10%.
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RESULTADOS




El estudio esta planteado en dos fases. Una primera fase en la que se describe
el perfil peptidico en sangre y orina en una cohorte de pacientes con nefropatia
IgA y una segunda fase, en la que se analiza el perfil peptidico en una cohorte
de pacientes con nefropatia IgA y depdésitos de C4d, considerada como de mal

prona@stico renal.

Primer estudio: Asociacion entre las lesiones histolégicas de mal

pronéstico y el perfil peptidico en sangre y orina de pacientes con

Nefropatia IgA.

Para el estudio del perfil peptidico se analizaron muestras urinarias, séricas y
plasmaticas de pacientes con nefropatia IgA (n=19) y controles sanos y se
analizaron a través del software ClinProTools (v2,2; Bruker Daltonics) los
espectros obtenidos por MALDI-TOF MS.

Pacientes
Se incluyeron 19 pacientes que cumplian criterios de inclusion, y que fueron
comparados con 14 sujetos sanos incluidos como controles. Las caracteristicas

clinicas y bioquimicas de los pacientes incluidos se muestran en la tabla 3.
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TABLA 3. Caracteristicas demograficas, clinica y bioquimicas de pacientes con
Nefropatia IgA.

Pacientes con NIgA

Al momento de la biopsia renal En el seguimiento
(2 afios)

Numero de pacientes 19
Edad, afios 42 (33-52) 44 (35-54)
Sexo (Hombres), n (%) 15 (79)
Hipertension (Si), n (%) 12 (63)
Diabetes mellitus (Si), n (%) 1(5)
Dislipemia (Si), n (%) 9 (47)
Creatinina sérica, mg/dL 2.00 (1.40-2.57) 3.16° (1.26-6.18)
Acido urico, mg/dL 7.40 (5.45-8.30) 7.40 (6.55-9.20)
AlbUmina sérica, g/L 34.00 (31.00-39.00) 40.007 (36.75—-42.40)
Colesterol, mg/dL 194.00 (157.00-221.75) 147.00% (131.50-213.00)
Proteinuria, g/24 horas 2.28 (1.20-4.26) 1.30 (0.52-3.27)
ISRAA (Si), n (%) 7 (37) 17 (89)
IECA 5 (26) 11(58)
ARA 1| 1(5) 3(16)
IECA+ARAII 1(5) 3(16)
Estatinas (Si), n (%) 4 (21) 9 (47)

Los resultados estan expresados en mediana y rangos intercuartilicos; n= nimero; %=porcentaje; mg/dl=miligramo por decilitro; g=gramo; ISRAA=
inhibidores del sistema angiotensina-aldosterona; IECA=inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina; ARAll=antagonista del receptor Il de la
angiotensina; @ Diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Kruskal-Wallis (P < 0.05) en los pacientes con NIgA desde la realizacion
de la biopsia renal hasta el fin del seguimiento.
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Identificacién de péptidos en sangre y orina relacionados a nefropatia IgA.
A través del software Clinprotools, hemos identificado un perfil de péptidos en
sangre y orina que diferencias de forma significativa pacientes con nefropatia
IgA de los controles sanos. En total se han encontrado 13 picos séricos, 26 picos
plasméticos y 16 picos urinarios. Los péptidos encontrados en esta fase se
muestran en la tabla 4. Dos picos urinarios y seis picos plasmaticos fueron

identificados en estudios previos de nuestro grupo de investigacion(107,129)
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TABLA 4. Diferencias en la expresion de péptidos entre NIgA y sujetos sanos.

Biofluido Peptido MH+ Swiss-Prot Abreviacion de p valor**
(MALDI-TOF) accession la proteina

Suero 1063 n.a. n.a. +3.23 0.008
1079 n.a. n.a. +2.77 0.046
1532 n.a. n.a. -0.63 0.040
1618 n.a. n.a. -0.53 0.052
1898 n.a. n.a. -0.62 0.002
2023 n.a. n.a. +2.03 0.010
2864 n.a. n.a. -0.45 0.014
2934 n.a. n.a. -0.57 0.003
3159 n.a. n.a. -0.50 0.003
3193 n.a. n.a. -0.54 0.007
4283 n.a. n.a. -0.60 0.026
5337 n.a. n.a. -0.80 0.010
5967 n.a. n.a. -0.51 0.008

Plasma 1049 n.a. n.a. -0.24 0.001
1063a P01042 KNG1 -0.25 0.003
1079 n.a. n.a. -0.16 0.010
1084 n.a. n.a. -0.08 <0.001
1100 n.a. n.a. -0.15 0.001
1360 n.a. n.a. -0.35 0.002
1532 n.a. n.a. -0.33 0.001
1607 n.a. n.a. +4.62 0.001
1779 n.a. n.a. +2.48 <0.001
1848 n.a. n.a. +1.55 0.003
1866 n.a. n.a. +4.05 0.001
1883 n.a. n.a. +3.03 0.001
1898a pocoL4 C4A +2.52 0.001
1936 n.a. n.a. +6.71 <0.001
1960 n.a. n.a. +1.75 0.014
2008 n.a. n.a. +6.38 <0.001
2023 n.a. n.a. +8.22 <0.001
2312 n.a. n.a. -0.11 0.001
2358 n.a. n.a. -0.20 0.001
2375 n.a. n.a. -0.31 0.001
2486 n.a. n.a. -0.24 0.007
2863 n.a. n.a. -0.14 <0.001
3242 n.a. n.a. -0.39 0.033
4576 n.a. n.a. -0.21 0.009
4965 n.a. n.a. +20.34 0.002
4981 n.a. n.a. +22.73 0.002
4294 n.a. n.a. -0.59 0.049
4658 n.a. n.a. -0.43 <0.001
4752 n.a. n.a. -0.30 <0.001

Péptidos correspondientes a ?Bradicinina (KNG1) y factor del complemento C4a (C4A) identificados por andlisis de MALDI-TOF/TOF MS, en orden
ascedente por peso MH+ (Dalton), como ha sido reportado en estudios previos (Navarro-Mufioz). Péptidos correspondientes a "Uromodulina (UMOD),
a-1-antitripsina (A1AT), y B-2-microglobulina (B2M) identificados por andlisis de HPLC-MS/MS, en orden ascendente por peso MH+ (Dalton), como ha
sido reportado en estudios previos (Pérez). *Ratio entre el area pico de pacientes con NIgA comparado con sujetos sanos. Los valores (+) y (-) estan
incrementados o disminuidos en sus valores de &area pico, respectivamente. ** U-test Mann-Whitney significativo (P<0.05). UMOD: uromodulina; A1AT:
a-1-antitripsina; B2M: B-2-microglobulina; KNG1: bradicinina; C4A: factor del complemento C4a; n.a.: no aplicable.
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TABLA 4. Continuacion (...)

Biofluido Peptido MH+ Swiss-Prot Abreviacion dela Fold-change* P valor**
(MALDI-TOF) accession proteina

Orina 1898b P0O7911 UMOD -0.21 <0.001
1913b P07911 UMOD -0.09 <0.001
1945b P01009 A1AT +9.66 <0.001
2378 n.a. n.a. +2.14 0.006
2392b P01009 ALAT +3.62 0.001
2491 n.a. n.a. +3.10 <0.001
2505b P01009 A1AT +10.57 <0.001
2714b P61769 B2M -0.28 0.001
2977 n.a. n.a. -0.36 <0.001
3004 n.a. n.a. -0.31 0.001
3389 n.a. n.a. -0.31 <0.001
3406 n.a. n.a. -0.27 <0.001
4013 n.a. n.a. +1.26 0.049
4294 n.a. n.a. -0.59 0.049
4658 n.a. n.a. -0.43 <0.001
4752 n.a. n.a. -0.30 <0.001

Péptidos correspondientes a #Bradicinina (KNG1) y factor del complemento C4a (C4A) identificados por analisis de MALDI-TOF/TOF MS, en orden
ascedente por peso MH+ (Dalton), como ha sido reportado en estudios previos (Navarro-Mufioz). Péptidos correspondientes a "Uromodulina (UMOD),
a-1-antitripsina (A1AT), y B-2-microglobulina (B2M) identificados por andlisis de HPLC-MS/MS, en orden ascendente por peso MH+ (Dalton), como ha
sido reportado en estudios previos (Pérez). *Ratio entre el area pico de pacientes con NIgA comparado con sujetos sanos. Los valores (+) y (-) estan
incrementados o disminuidos en sus valores de area pico, respectivamente. ** U-test Mann-Whitney significativo (P<0.05). UMOD: uromodulina; A1AT:
a-1-antitripsina; B2M: B-2-microglobulina; KNG1: bradicinina; C4A: factor del complemento C4a; n.a.: no aplicable.

De los péptidos detectados en plasma por MALFI-TOF, el de m/z= 1063 y m/z=
1898 correpondian a bradicinina (KNG1) y factor del complemento C4a (C4A),
respetivamente(129). De igual forma, los péptidos urinarios identificados por
MALDI-TOF con masas m/z= 1898 y 1913 correspondian a péptidos derivados
de la uromodulina (UMOD), los péptidos con m/z 1945, 2392 y 2505
correspondian a a-1-antitripsina (A1AT) y por ultimo, los péptidos con masa m/z=
2714 correspondian a B-2-microglobulina (B2M)(107)

Asociacion entre los péptidos relacionados a la nefropatia IgA y las
lesiones histologicas segun la clasificacion de Oxford.

Como se ha descrito previamente, todas las biopsias renales fueron valoradas
segun la clasificacion de Oxford. En la tabla 5, se muestran las lesiones
histoldgicas que presentaban los pacientes con nefropatia IgA al momento de la

valoracion.
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TABLA 5. Lesiones histologicas segun la clasificacion de Oxford en pacientes

con nefropatia IgA.

Lesiones histolégicas IgA pacientes

IFTA, n (%)
TO

6 (32)
T1 8 (42)
T2 5 (26)
Glomeruloesclerosis, n (%)
S0 3(16)
S1 16 (84)
Hipercelularidad Endocapilar, n (%)
EO 12 (63)
El 7 (37)
Hipercelularidad Mesangial, n (%)
MO 0 (0)
M1 19 (100)

n= ndmero; %=porcentaje; Afectacion tabulo intesticial/Fibrosis tubular (IFTA) <25% (T0), 26-50% (T1) 6 >50% (T2); Glomeruloesclerosis (S)
ausencia (S0) o presencia (S1); Hipercelularidad endocapilar (E) ausencia (EO) y presencia (E1); Hipercelularidad mensangial < 0.5 (M0) 6 =2 0.5
(M1).

Al analizar las muestras, encontramos péptidos en sangre y orina que se
asociaban de forma estadisticamente significativa a diferentes lesiones
histol6gicas presentadas en las biopsias renales. Se han encontrado péptidos
urinarios, seéricos y plasmaticos que se asocian de forma estadisticamente

significativa con la lesion histologica IFTA (Tabla 6)
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TABLA 6. Diferencias en la expresion de picos peptidicos entre los grupos TO,

T1y T2 de la lesion fibrosis intersticial/atrofia tubular (IFTA).

Biofluido Péptidos
(m/z, AU)
Suero 1466 14.59 6.80 61.44 0.020

(11.14-77.66) (2.17-9.65) (22.84-99.24)

1617 28.47 13.46 44.50 0.029
(22.80-60.53) (8.93-15.51) (22.75-62.99)

3193 58.13 23.42 38.35 0.030
(41.11-70.71) (14.69-32.80) (37.84-81.76)

3264 76.38 29.37 74.01 0.029
(58.46-99.35) (20.14-35.33) (55.00-113.65)

5337 220.49 109.47 191.20 0.016
(214.37-235.50) (54.45-164.65) (119.59-212.96)

5889 248.44 198.39 283.06 0.052
(221.10-293.41) (52.45-246.57) (270.31-453.76)

5905 1090.49 1042.24 1731.53 0.041
(918.54-1283.53) (249.00-1205.96)  (1358.88-1891.18)

5966 95.33 117.38 232.90 0.049
(86.83-140.95) (32.35-133.61) (177.94-343.53)

9289 204.63 371.75 417.34 0.036
(87.63-321.87) (295.27-378.63) (349.94-485.85)

*Diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Kruskal-Wallis (p< 0.05): afectacién tubulo intesticial/Fibrosis tubular (IFTA)
<25% (T0), 26-50% (T1) 6 >50% (T2); Glomeruloesclerosis (S) ausencia (SO) o presencia (S1); Hipercelularidad endocapilar (E) ausencia
(EO) y presencia (E1); Hipercelularidad mensangial < 0.5 (M0) 6 2 0.5 (M1); m/z= masa. Los valores de area pico de los diferentes péptidos
se presentan en unidades arbitrarias (AU).
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TABLA 6. Continuacion (...)

Biofluido Péptidos
(m/z, AU)
Plasma 1063 257.50 273.48 20.02 0.049
(106.62-973.82) (124.69-630.09) (12.91-28.53)
1078 135.27 142.85 8.96 0.049
(20.43-537.92) (62.26-283.79) (7.28-12.96)
2661 25.25 17.48 60.39 0.041
(14.13-37.51) (6.85-25.13) (58.48-63.10)
2790 22.05 23.32 119.78 0.049
(8.20-50.53) (4.29-66.61) (88.07-243.65)
Orina 1769 101.49 21.67 7.79 0.009
(34.53-135.78) (7.15-66.39) (2.09-11.12)
1898 45.84 17.58 5.48 0.010
(21.98-54.32) (12.82-24.01) (2.52-11.94)
1945 33.04 101.14 453.78 0.004
(8.93-49.00) (50.88-263.48) (198.45-948.64)
2491 24.68 41.36 172.68 0.041
(10.31-38.16) (22.17-92.58) (75.44-247.01)
2977 50.50 20.98 6.31 0.007
(31.17-70.23) (13.71-36.43) (2.89-20.34)

"Diferencias estadisticamente significativas segln la prueba de Kruskal-Wallis (p< 0.05): afectacion tubulo intesticial/Fibrosis tubular
(IFTA) <25% (T0), 26-50% (T1) 6 >50% (T2); Glomeruloesclerosis (S) ausencia (S0) o presencia (S1); Hipercelularidad endocapilar (E)
ausencia (EO) y presencia (E1); Hipercelularidad mensangial < 0.5 (M0) 6 2 0.5 (M1); m/z= masa. Los valores de area pico de los diferentes
péptidos se presentan en unidades arbitrarias (AU).

Especificamente al valorar la lesion tubulo-intersticial en funcion de su grado de
afectacion encontramos que: En la lesion T2 (>50%) se observa un incremento
en el &rea pico de los péptidos séricos con m/z 5966 y 9289 respecto al grupo
TOy T1. Asi mismo los péptidos séricos con m/z 1466, 1617, 3193, 3264, 5337,
5889 y 5905 estaban incrementados respecto al grupo T1. De forma similar, los
péptidos plasméaticos con m/z 2661 y 2790 incrementaron su area pico respecto
a los grupos TO y T1. Por otro lado los péptidos con m/z 1063 y 1078
disminuyeron su area pico en pacientes con NIgA y T2 comparados con los

sujetoscon TOy T1.
Finalmente en orina, los péptidos con m/z 1945 y 2491 incrementaron su area

pico en pacientes con NIgA y afectacion tubulointersticial >50% (T2) en

comparacion con TO y T1. También encontramos una disminucién del area pico
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de los péptidos m/z 1769, 1898, 2977, 3004, 3389, 3406, 4658 y 4752 cuando

comparamos los grupos T2 con TO-T1.

Como se muestra en la figura 12a-c, el péptido plasmatico correspondiente a la
bradicinina (m/z 1063) y el péptido urinario correspondiente a UMOD (m/z 1898)
disminuyeron su area pico en paralelo con la progresion de la afectacion
tabulointersticial. De forma contraria el péptido urinario correspondiente a A1AT
(m/z 1945) aumentaba de forma proporcional ante la presencia de mayor dafio

tubulointersticial.

96



Fig. 12. Diferencias en la expresion de los péptidos bradicinina, uromodulina y
alfa 1-antitripsina en la lesion fibrosis intersticial/atrofia tubular. (a) Box plot de la
expresion en plasma de m/z 1063; (b) expresion urinaria de m/z 1898; (c)
expresion urinaria de m/z 1945 en NigA.
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Como se muestra en la figura 13 a-d, los péptidos urinarios con masa m/z 1945,
2392 y 4013 mostraron un incremento en su area pico en paciente con NIgA y
afectacion S1. De forma contraria el péptido con masa m/z 3389, mostrdé una
disminucién en su &rea pico en el grupo S1 comparado con el grupo SO. No se
encontraron asociaciones entre los péptidos séricos/plasmaticos y la lesion

glomeruloesclerosis.
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Fig. 13. Diferencias en la expresién de los péptidos en orina y la lesion
gloméruloesclerosis. (a) Box plot de la expresion urinaria de m/z 1945; (b)
expresion urinaria de m/z 2392; (c) expresion urinaria de m/z 4013; (d) expresion
urinaria de m/z 3389 en NigA.
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En cuanto a la lesion hipercelularidad endocapilar, encontramos que los péptidos
séricos con masa m/z 1546 y 3264 se incrementaban en el grupo EO (ausencia
de lesién) mientras que el péptido sérico m/z 3242 disminuia en su area pico en
el mismo grupo (Figura 14a-c). Asi mismo, encontramos una disminucion del
area pico de los péptidos plasmaticos m/z 3242 y m/z 8602 cuando se
compararon con el grupo E1 (Figura 15a-b). No encontramos asociaciones entre

las lesion hipercelularidad endocapilar y los péptidos urinarios.
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Fig. 14. Diferencias en la expresion de los péptidos séricos y la lesidon
hipercelularidad endocapilar. (a) Box plot de la expresion sérica de m/z 1546; (b)
expresion sérica de m/z 3264; (c) expresion sérica de m/z 3242 en NigA.
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Fig. 15. Diferencias en la expresion de los péptidos en plasma y la lesién
hipercelularidad endocapilar. (a) Box plot de la expresion plasmatica de m/z
3242; (b) expresion plasmatica de m/z 8602 en NigA.
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Por ultimo, todos los pacientes incluidos dentro del estudio, presentaban
hipercelularidad mesangial (M1) por lo que no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas del perfil peptidico entre M1y MO.

Asociacion entre el perfil peptidico y el doble de la creatinina en pacientes
con nefropatia IgA.

Encontramos una asociacion entre los péptidos séricos m/z 2953, 5337 y 9289;
los péptidos plasmaticos m/z 9287 y los péptidos urinarios m/z 1769, 1898, 1913,
1945, 2491, 2756, 2977, 3004, 3389 y 4752 y el doble de la creatinina sérica.
Todos estos péptidos presentaron una correlacion con una peor funcion renal en

pacientes con nefropatia IgA (Tabla 7)

TABLA 7. Correlacion entre el doble de la creatinina sérica y el perfil peptidico

Biofluido Péptidos (m/z) R p*

Suero 2953 0.624 0.040
5337 -0.615 0.044
9289 0.711 0.014

Plasma 9287 0.615 0.044

Orina 1769 -0.718 0.001
1898 -0.734 <0.001
1913 -0.598 0.007
1945 0.603 0.006
2491 0.465 0.045
2756 -0.443 0.058
2977 -0.564 0.012
3004 -0.631 0.004
3389 -0.529 0.020
4752 -0.530 0.020

“Diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Kruskal-Wallis (p< 0.05); m/z= masa; R=correlacion. Los valores de area
pico de los diferentes péptidos se presentan en unidades arbitrarias (AU).

Asociacion entre el perfil peptidico y los parametros clinicos en la
nefropatia IgA.

Los péptidos urinarios derivados de UMOD (m/z 1898, 1913) presentaban una
correlacion inversa entre los niveles de creatinina sérica basales y la proteinuria

basal. Del mismo modo, encontramos que los péptidos urinarios derivados de la
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A1AT (m/z 1945, 2392 y 2505) mostraron una asociacion positiva con la variable

proteinuria al momento basal.

La mayoria de los pacientes tenian diferentes grados de hematuria al momento
del diagnéstico, por lo que no fue posible comparar la influencia de la hematuria

en el perfil peptidico.

Sequndo estudio: Analisis de péptidos asociados a la Nefropatia IgA con
depodsitos de C4d.

Pacientes

Para el estudio del perfil peptidico en sangre y orina de pacientes con nefropatia
IgA de mal prondstico (depdsitos de C4d), se identifica a través del analisis de
espectrometria de masas MALDI-TOF, un perfil de péptidos capaz de discriminar
entre el grupo de pacientes con nefropatia IgA y el grupo control (sujetos sanos).
Posteriomente, los pacientes con nefropatia IgA son clasificados en dos
subgrupos: un subgrupo que presentaban depoésitos de C4d en la biopsia renal
(NIgA-C4d positivo), y un segundo subgrupo sin depdsitos de C4d en la biopsia
renal (NIgA-C4d negativo). A continuacion, se analiz6 la relacion entre los
péptidos obtenidos en sangre y orina con el grupo NIgA-C4d positivo, y se

compararon con el grupo NIgA-C4d negativo.

Para este analisis, fueron incluidos un total de 37 pacientes con diagnéstico de
nefropatia IgA primaria, con una media de dieciocho glomérulos incluidos para
el analisis histologico (18+8.3). Como controles fueron incluidos 14 sujetos sanos
con funcion renal normal, sin hematuria, proteinuria o tratamiento con inhibidores
del SRAA. Las caracteristicas clinicas, bioquimicas e histoldgicas fueron
analizadas de acuerdo a la presencia o ausencia de los depésitos de C4d y se

muestran en la tabla 8.
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TABLA 8. Caracteristicas demograficas, clinicas y bioguimicas de pacientes con

Nefropatia IgA segun depdsitos C4d en biopsia renal.

C4d positivo C4d negativo Controles

(n=12) (5749)) sanos
(n=14)

Género (Hombre), n(%) 27(72.9%) 9 (75%) 18 (72%) 6(43%)
Edad, afios 42.33 45 (31- 64) 42 (20 -58) NS 34+12
IMC 27.36+4.2 26.49+3.5 28.06+4.42 NS

Diabetes Mellitus (Si), n(%) 2 (5.4%) 1 (8.3%) 1 (4%) NS

Dislipemia (Si), n(%) 16 (43.2%) 6 (50%) 10 (40%) NS

Hipertension arterial (Si), n(%) 23 (62%) 8 (67%) 15 (63%) NS

Tensién arterial sistélica 139+20.7 139.5+14.65 140.2+24.1 NS

Tensién arterial diastélica 83 +12.91 81.08+11.5 85.1 +13.06 NS

Creatinina sérica, mg/dL 2.56 2.5(1.1-6.7) 2.0 (0.5-10.9) NS 0.86+0.12
Albimina sérica, g/L 33.8+6.3 31.79+6.1 35.03+6.3 NS

Colesterol, mg/dL 190 229 (132-383) 184 (124-275) 0.04

Acido Urico, mg/dL 6.9 6.7 £1.16 6.95+ 2.69 NS

PCR 11.15 9.8 (0-54.9) 12.57 (0-158) NS

Hematuria 29(76.3%) 7 (58.3%) 20 (83.3%) NS

Proteinuria g/24horas 3.56 4.6 (1-10) 1.9 (0.4-13) 0.01 N.A.
Estatinas (Si), n(%) 22 (59.4%) 9 (75%) 13 (52%) NS

ISRAA (Si), n(%) 31 (83.7%) 12 (100%6) 19 (76%) 0.038

Oxford

M1 35 (94.6%) 12 (100%6) 23 (92%) NS

S1 31(83.8%) 12 (100%6) 19 (76%) 0.034

El 14 (38.9%) 8 (66.6%) 6 (24%) 0.015

T1-2 25 (67.6%) 10 (83.3%) 15 (62.5%) NS

C3 21 (56.8%) 6 (50%) 15 (60%) NS

C4 0 0 0 NS

ERCT 22 (59.4%) 7 (58.3%) 15 (60%) NS

Doble de la creatinina sérica 21 (56.7%) 7 (58.3%) 14 (56%) NS

Los resultados estan expresados en mediana y rangos intercuartilicos; n= namero; %=porcentaje; mg/dl=miligramo por decilitro; g=gramo; ISRAA= inhibidores del
sistema angiotensina-aldosterona; IECA=inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina; g/L=gramos por litro; mg/dl= miligramos por decilitro; PCR=proteina C
reactiva; ERCT=enfermedad renal cronica terminal; N.A= no aplica; NS= no significativa; afectacion tabulo intesticial/Fibrosis tubular (IFTA) <25% (T0), 26-50% (T1)
6 >50% (T2); Glomeruloesclerosis (S) ausencia (S0) o presencia (S1); Hipercelularidad endocapilar (E) ausencia (EO) y presencia (E1); Hipercelularidad mensangial
<0.5(M0) 6 20.5(M1)
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La mayoria de los pacientes incluidos presentaban diferentes grados de insuficiencia renal
al momento del diagndstico por biopsia renal. Los pacientes con NIgA-C4d positivo
presentaban un mayor grado de proteinuria y mayores niveles séricos de colesterol respecto
al grupo NIgA-C4d negativo. En cuanto al tratamiento con ISRAA, una mayor proporcion de
pacientes del grupo NIgA-C4d positivo recibian tratamiento con IECA y/o ARAII al momento
del diagndstico. No se encontraron diferencias significativas entre presion arterial (sistélica
o diastolica), hematuria (incluyendo micro o macrohematuria), diabetes mellitus, tratamiento

con estatinas, &cido arico ni IMC entre ambos grupos.
Evolucién renal

El analisis descriptivo de la creatinina (lineal mixed model) muestra una peor evolucion renal
(Tabla 9y figura 17). El andlisis de medidas repetidas de creatinina a lo largo del tiempo no

mostro diferencias significativas entre los grupos durante el seguimiento (p=0.77).
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TABLA 9. Analisis descriptivo de la creatinina en el seguimiento de grupos NIgA-C4d

positivo y NIgA-C4d negativo.

C4d

Negativo

Positivo

Tiempo

Basal

6 meses

12 meses

18 meses

24 meses

4 afios

Basal

6 meses

12 meses

18 meses

24 meses

4 afios

1.58

1.58

1.80

2.24

3.02

2.50

2.29

2.53

2.76

3.22

2.89

Desviacién estandar

2.1[0.5-10.9]
0.9 [0-3.7]
0.9[0-3.2]
1.11 [0-3.5]
1.5[0.6-6.8]
2.4[0.6-10.8]
1.5[1.1-6.7]
1.5 [0-5.8]
2.0 [0-6.5]
3.0[0-.9.5]
2.0[1.2-6.9]

1.6 [1.3-4.8]

[ ]=intervalos de confianza del 95%
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Fig. 16. Diferencias en los niveles de creatinina entre los grupos NIgA-C4d

positivo y negativo.
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Analisis descriptivo de las medias de creatinina entre los dos grupos (NIgA-
C4d positivo y NIgA-C4d negativo) a través del tiempo.

En total, 22 pacientes (59.4%) cumplieron criterio de fallo renal. La media de
tiempo para alcanzar el fallo renal fue de 24 meses en el grupo NIgA-C4d positivo
y de 72 meses en el grupo NIgA-C4d negativo. La curva de supervivencia
disefiada a través del test Kaplan-Meier no mostré diferencias significativas entre
grupos en cuanto a supervivencia renal antes de alcanzar el fallor renal (p=0.31)
(figure 17).
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Fig. 17. Supervivencia renal entre grupos segun presencia o ausencia de
depdsitos de C4d.
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En general, un total de 21 pacientes (56.7%) alcanzaron el doble de la creatinina
durante el seguimiento, pero no mostraron diferencias significativas entre los

grupos. Ningun paciente fallecié durante el periodo del estudio.

Identificacién de péptidos en orina y plasma relacionados con nefropatia

IgA y depésitos de C4d.

En el estudio previo, fueron encontrados péptidos que diferenciaban pacientes

con nefropatia IgA de sujetos sanos (Graterol et al). De forma similar, se han

encontrado diferencias significativas en péptidos urinarios y plasmaticos en
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pacientes con nefropatia IgA y depodsitos de C4d (NIgA-C4d positivo)

comparados con el grupo NIgA-C4d negativo.

A través del andlisis MALDI-TOF, fueron identificados un total de 105 péptidos
que difieren en plasma, suero y orina entre los grupos, pero solo los 8 péptidos
descritos previamente en el pimer estudio, fueron incluidos para los analisis. Se
incluyen los péptidos plasmaticos con masa m/z 1063 y 1898 correspondientes
a bradicinina (KNG1) y factor del complemento C4a (C4A), respectivamente.
Péptidos urinarios con masa m/z 1898 y 1913 correspondientes a fragmentos de
uromodulina (UMOD); péptidos con masa m/z 1945, 2392 y 2505
correspondientes a fragmentos de a-1-antitripsina (A1AT) y péptidos con masa
m/z 2714 correspondientes a 3-2-microglobulina (B2M)(107,129).

Los péptidos plasméaticos con m/z 1898 identificados como C4A (C4A; POCOL4)
y los péptidos urinarios con m/z 2392 y 2505 identificados como A1AT (AlAT;
P01009) mostraron un area pico incremementada en el grupo NIgA-C4d positivo
respecto al grupo NIgA-C4d negativo (figura 18,19, 20)
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Fig. 18, 19, 20. Diferencias de los péptidos plasmaticos correspondientes a C4A
(fragmento del complemento C4a) y péptidos urinarios correspondientes a A1AT
(fragmentos de a-l-antitripsina) entre los grupos NIgA-C4d positivo y C4d

negativo.
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Capacidad discriminatoria de los péptidos relacionados con pacientes
NIgA-C4d positivo.

Con la finalidad de establecer el poder discriminatorio de los péptidos, se
elaboraron las curvas ROC entre ambos grupos, definiendo un potencial punto
de corte capaz de discriminar entre pacientes con NIgA-C4d positivo y NIgA-C4d
negativo. Para este fin, se considero el punto de maxima sensibilidad y
especificidad de cada péptido. Los valores por encima del punto de corte
identificaban pacientes con NIgA-C4d positivo y los valores por debajo de este

punto identificaban pacientes con NIgA-C4d negativo.

Los pacientes del grupo C4d positivo, fueron correctamente clasificados,
mostrando un AUC de 0.6386 (95% IC 0.4610-0.8163) y un punto de corte de
890.91 (sensibilidad 78.57%, especificidad 52.9%) para el péptido plasmatico
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C4A con m/z 1898. Los péptidos urinarios correspondientes a A1AT con m/z
2392 mostraron un AUC de 0.736 (95% IC 0.569-0.902) y un punto de corte de
152.42, y para la m/z 2505 un AUC de 0.680 (95% IC 0.507-0.853) y un punto
de corte de 109.44 (sensibilidad 56,25% y especificidad 78,57%) (figuras
21a,b,c).

Fig. 21. Capacidad discriminatoria de los péptidos generados naturalmente en

clasificar pacientes con NIgA-C4d positivo y NIgA-C4d negativo.
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m/z 2392 en orina (area pico, unidades arbitrarias)
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Asociacién entre pacientes con NIgA-C4d positivo y lesiones histolégicas
Las lesiones histolégicas que presentaban los pacientes incluidos en este
estudio se muestran en la tabla 8. Un total de treinta y siete biopsias de pacientes

con nefropatia IgA y tincién de C4d fueron analizadas.

Se encontré una asociacién significativa entre las lesiones hipercelularidad
endocapilar y glomeruloesclerosis y el grupo NIgA-C4d positivo. No se
encontraron diferencias significativas entre la lesion fibrosis intersticial/atrofia
tubular con el grupo C4d positivo. Sin embargo, el 83,3% de los pacientes fueron
clasificados como T1-T2 al momento del diagnéstico. Todos los pacientes
incluidos mostraron presencia de hipercelularidad mesangial (M1). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, cuando se analiz6 la
reaccion extracapilar (25% en NIgA-C4d positivo y 12% en pacientes con NIgA-

C4d negativo).
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La necesidad de encontrar nuevos biomarcadores no invasivos, que permitan
complemetar los hallazgos de la biopsia renal y establecer un mejor diagnostico
y pronéstico de la enfermedad renal por IgA, ha conducido al desarrollo de
nuevas técnologias. En este sentido, las técnicas protedmicas se han convertido
en una herramienta prometedora para el descubrimiento de biomarcadores de

las enfermedades renales durante los ultimos afios.

La aplicabilidad de estas técnicas, especialmente en el estudio de péptidos
urinarios, muestra una serie de ventajas respecto a la biopsia renal, “Gold
Standard” en el diagndstico de las enfermedades glomerulares. La principal, es
gue constituye una técnica no invasiva que puede ser utilizada para establecer
diagnésticos en estadios iniciales de la enfermedad y que puede realizarse de
forma consecutiva durante su evolucion. Este hecho permite que se utilice como
una herramienta en el seguimiento de estas patologias asi como en la
monitorizacion de la respuesta terapéutica. En las enfermedades glomerulares,
la protedmica ha demostrado ser Util en su diferenciacion con sujetos sanos(107)
y entre sus diferentes etiologias, como el SNCM y la GEFyS (131).

En los estudios que conforman esta tesis doctoral, se han aplicado técnicas
proteGmicas mediante la espectrometria de masas para identificar un perfil de
péptidos en sangre, plasma y orina, asociado a parametros clinicos, bioquimicos
e histologicos en una cohorte de pacientes con nefropatia IgA primaria y con
depdsitos de C4d.

Basados en nuestra hip6tesis, en nuestro primer trabajo obtuvimos un perfil
peptidico correspondientes a Bradicinina y C4a en plasma, asi como péptidos
correspondientes a A1AT, UMOD, y [(2-microglobulina en orina que
diferenciaban correctamente el grupo de pacientes con NIgA de los controles
sanos. De estos péptidos, la A1AT, UMOD vy la Bradicinina, se asociaban con
lesiones histologicas de mal prondstico (IFTA y glomeruloesclerosis), y
pardmetros de funcion renal como la proteinuria, la creatinina sérica y el doble

de la creatinina, definida como una variable de mal prondstico renal.
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Diversos estudios han utilizado la protedmica identificando biomarcadores en
diferentes enfermedades glomerulares incluyendo la NIgA, que refuerzan
nuestros resultados. Haubitz y colaboradores, encontraron un patron peptidico
(22 péptidos no identificados) que era capaz de discriminar entre pacientes con
NIgA de otras enfermedades glomerulares(132). Del mismo modo, Julian y col.
identificaron un perfil de péptidos que diferenciaba pacientes con IgA primaria de
formas secundarias(126) y en un estudio piloto Neprasova (144), describio la
expresion urinaria de 8 péptidos, capaces de diferenciar a pacientes con NIgA
de pacientes con otras enfermedades glomerulares y de sujetos sanos,

incluyendo dentro de este grupo de péptidos a la UMOD y a la A1AT.

La A1AT es una proteina sérica que protege la matriz extracelular del ataque de
neutréfilos, lo que le confiere un efecto anti-inflamatorio y anti-
apoptotico(133,134). Kwak y colaboradores describieron un incremento en los
niveles de A1AT en tejido renal y orina de pacientes con nefropatia IgA. Los
autores sugerian que las células epiteliales renales producian A1AT en
respuesta al dafio tubulo-intersticial; y que la presencia de A1AT en areas de
esclerosis glomerular, podocitos y tabulos, representaba un paso intermedio en
el proceso fisiopatologico de la glomeruloesclerosis y la lesion tabulo
intersticial(105).

Por otro lado, en la busqueda de biomarcadores, un estudio que aplicaba
técnicas protedmicas (MALDI-MSI) en biopsias renales y orina, mostrd la
presencia de A1AT en areas escleroticas de pacientes con GEFyS y con NIgA.
Ademas, existia una correlacion positiva entre los niveles urinarios de A1AT y
una mayor progresion a la insuficiencia renal. Los autores sugerian que la
combinacion de ambos hallazgos (A1AT en tejido y orina) podrian considerarse

un potencial marcador de progresion en estas glomerulopatias (134).

De forma concordante, en nuestro estudio encontramos niveles elevados de
A1AT asociados a las lesiones de glomeruloesclerosis e IFTA en la NIgA. Estos
hallazgos sugieren que A1AT podria ser considerado un marcador de mal

pronaostico renal en la enfermedad glomerular por IgA. Sin embargo, por su papel
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en otras enfermedades glomerulares, no puede descartarse que la expresion de

A1AT represente un marcador de dafio renal crénico establecido.

Por otro lado, reportamos una asociacidbn inversa entre péptidos

correspondientes a UMOD vy la afectacion tubulointersticial.

La uromodulina o proteina de Tamm-Horsfall, es la glicoproteina urinaria mas
abundante y es expresada en las células del epitelio renal. Recientes estudios
han implicado a la UMOD como un potencial marcador de enfermedad renal
cronica de cualquier etiologia (125,135-137) debido probablemente a su papel
regulador en la inflamacién (unién a neutrofilos-produccion IL-8 y union a
monocitos-produccion de IL-1, IL-6 y TNFa) (137,138). De hecho, la expresion
urinaria de complejos IgA-UMOD en pacientes con NIgA, parece constituir un
marcador de fases precoces de la enfermedad y se asocia a la presencia de
inflamacion, siendo capaz de diferenciarla de otras enfermedades glomerulares
(GEFyS, nefropatia diabética, SNCM y nefropatia membranosa) (138).

Wu y colaboradores(139) describieron una disminucion de niveles urinarios de
UMOD en pacientes afectos con NIgA que les permitia diferenciarlos de sus
controles sanos. Del mismo modo, Pracjzer y col., describen una asociacion
entre los niveles urinarios de UMOD vy la atrofia/fibrosis en la enfermedad renal

cronica(135).

De forma consistente, la expresiéon urinaria de UMOD encontrada en nuestra
poblacién IgA, es capaz de discriminar entre grupos y su asociacion con la lesiéon
histoldgica IFTA sugiere que la UMOD podria proponerse como un marcador de
mal prondstico renal. A pesar de esto, es necesaria una valoracion conjunta
dentro de un perfil de péptidos, ya que la presencia de UMOD de forma individual

carece de validez y especificidad.

Por otro lado, nuestros hallazgos describen un aumento de los péptidos m/z
1945, 2392 y 4013 y un descenso del péptido m/z 3389 en pacientes con lesion
S1. En reportes previos, Kang y colaboradores(140) observaron que tanto la

glomeruloesclerosis segmentaria como la lesion IFTA, reflejaban dafio renal
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cronico, por lo cual estos péptidos podrian ser utilizados como predictores

prondsticos a largo plazo en pacientes con NIgA.

En cuanto al tratamiento, Rocchetti y colaboradores(141) reportaron un
descenso significativo en la excrecion urinaria de kininbgeno en pacientes con
nefropatia IgA, particularmente en pacientes no respondedores a IECA. Se
especulaba que las diferencias encontradas reflejaban la gravedad del dafio
renal en pacientes con NIgA. De forma similar, en nuestro estudio encontramos
niveles plasmaticos disminuidos de bradicinina (m/z 1063), un derivado del
kininbgeno, en pacientes con nefropatia IgA que presentaban dafio
tubulointersticial severo (T2). A pesar de ello, no pudimos demostrar el efecto del
tratamiento con inhibidores del SRAA sobre el perfil peptidico, debido a que la
mayoria de nuestros pacientes no recibian IECA o ARAIl al momento del

diagnéstico.

La Bradicinina es un nonapéptido derivado del kininbgeno, un potente agonista
del receptor 2 de la Bradicinina, que mejora la produccion de oxido nitrico y
prostaglandinas. Ademads, las denominadas kininas son potentes
vasodilatadores renales y poseen un efecto antitromboético y antifibrotico,
reportado en pacientes con nefropatia diabética(142,143). Asi mismo, una
disminucion en la expresion del receptor de bradicininas ha sido descrita como
mecanismo mediador de progresion en la glomeruloesclerosis focal y
segmentaria(144). Nuestros resultados sustentan que los niveles bajos de
bradicinina encontrados reflejan un mayor dafio tlbulo intersticial, y que se

evidencia en el alto porcentaje de insuficiencia renal basal de nuestra poblacion.

En cuanto a la lesibn endocapilar, en nuestro estudio no se encontraron
asociaciones con la evolucién renal, de forma concordante con el andlisis
realizado en la cohorte original de pacientes utilizados para la validacion de la
clasifiacion de Oxford. Sin embargo, nosotros encontramos una asociacion de 5
péptidos —en suero: m/z 1546, 3264 y 3242 y en plasma: m/z 3242 y 8602; que
incrementaban su area pico (m/z 3242 y 8602) o disminuian (m/z 1546 y 3264)

en presencia de hipercelularidad endocapilar (E1).
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De todas las lesiones, no encontramos asociaciones del perfil de péptidos y la
lesion hipercelularidad mesangial, probablemente debido a que la mayoria de los
pacientes incluidos en nuestra poblacién de estudio estaban clasificados como
M1. Estudios previos muestran una correlacion de lesion M1 con lesiones
sugestivas de actividad, y candidatas a tratamiento por su buena respuesta.

Nosotros no hemos podido demostrar este efecto en nuestro grupo de estudio.

Finalmente, reportamos una correlacion inversa entre niveles séricos de
creatinina, proteinuria y el doble de la creatinina con los péptidos
correspondientes a UMOD y una correlacion directa entre A1AT y los mismos
pardmetros. En estudios previos (135) se ha demostrado que existe una
correlaciéon inversa entre los niveles séricos de UMOD vy la tasa de filtracién
glomerular estimada en las enfermedades renales. Ademas, fragmentos de
péptidos derivados de A1AT urinarios, han sido correlacionados con una peor
progresion renal y con el filtrado glomerular basal en pacientes con enfermedad
renal cronica(134,145). De forma similar, nuestros resultados sugieren que la
UMOD vy la A1AT podrian considerarse marcadores subrrogados de evolucion

renal en nuestra poblacion de estudio.

Por todo esto, proponemos que el perfil peptidico encontrado en la NIgA junto
con los hallazgos histologicos y la funcion renal, aporta informacién adicional al
diagndstico y ayuda a establecer el prondstico de la enfermedad a través de su

correlacion con parametros de funcion renal.

En una segunda fase de investigacion, una vez identificado un perfil peptidico
asociado a la nefropatia IgA con las caracteristicas poblacionales propias,
consideramos estudiar un perfil peptidico que se asociara a aquellas nefropatias
IgA con peor evolucion renal. Considerando que la fraccion del complemento
C4d es un factor de mal prondstico independiente demostrado, nos planteamos
encontrar un perfil de péptidos relacionados a un grupo de pacientes

diagnosticados de nefropatia IgA con depdsitos de C4d en la biopsia renal.

Recientes evidencias sustentan el papel del complemento en el proceso

fisiopatoldgico de la nefropatia IgA. La activacion del complemento contribuye al
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aumento de la respuesta inflamatoria local(40,69) liderizando la cascada de
procesos que conllevan a la insuficiencia renal(68). La presencia de lectina de
unién a manosa (MBL) y C4d en biopsias renales(40,69) se asocia a lesiones
histolégicas de mayor gravedad y a una reduccion significativa de la
supervivencia renal. Por esto, el C4d es considerado un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de enfermedad renal cronica terminal (ERCT)

en la nefropatia IgA primaria(68,69).

Hasta el momento, no existen biomarcadores peptidicos asociados a la
nefropatia IgA con depdsitos de C4d. Por este motivo y para responder a nuestra
hipoétesis disefilamos un segundo estudio, con la finalidad de describir un perfil
de péptidos en suero, sangre y orina asociados a un grupo de pacientes con
nefropatia IgA primaria y depositos de C4d y compararlo con un grupo control,
NIgA-C4d negativo.

Asi pues, encontramos un perfil de péptidos que fueron capaces de diferenciar
entre grupos, mostrando un aumento de niveles plasmaticos del péptido C4a
(m/z 1898) y niveles urinarios del péptido A1AT (m/z 2392 y 2505) en pacientes
con NIgA-C4d positivo. Del mismo modo, las lesiones histologicas
glomeruloesclerosis segmentaria e hipercelularidad endocapilar se asociaban al
grupo NIgA-C4d positivo.

Espinosa y colaboradores describieron una asociacion entre pacientes con
NIgA-C4d positivo y las lesiones histologicas glomeruloesclerosis segmentaria,
fibrosis tubulointersticial, la proteinuria y la hipertension(68,69). De forma
concordante en nuestro segundo estudio, encontramos una asociacion entre
pacientes con NIgA-C4d positivo y niveles mas elevados de colesterol,
proteinuria y una mayor proporcion de tratamiento con ISRAA, sugiriendo la
presencia de mayor dafio renal y por tanto una mayor necesidad de tratamiento

antiproteinarico.

También encontramos un incremento en los niveles plasmaticos de C4a (m/z

1898), un factor del complemento derivado del C4, el cual actia como un potente
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agente inductor de inflamacion(146) a través de la activacion quimiotactica
monocitaria(36,147). Sogabe y colaboradores, reportaron un aumento
significativo de los niveles séricos de C4a en pacientes con NIgA correlacionados
con una mayor gravedad de las lesiones glomerulares. De forma consistente con
el autor, encontramos un incremento significativo de los niveles plasmaticos de
C4a en pacientes con NIgA-C4d positivo, evidenciando una asociacion entre la

activacion del sistema del complemento y este grupo de pacientes.

Ademas, encontramos un incremento de los niveles urinarios de A1AT en
pacientes con nefropatia IgA y depoésitos de C4d. Como se ha descrito
previamente, la A1AT se asocia a lesiones histoldgicas de mayor gravedad
(IFTA y GE) consideradas como factores de mal prondstico renal(148). En
concordancia con los autores y con nuestro primer estudio, encontramos un
incremento en los niveles urinarios de A1AT en pacientes con NIgA-C4d positivo

sugiriendo la presencia de mayor dafio renal.

Posteriormente, se disefian las curvas ROC para ambos grupos, con la intencion
de establecer un potencial punto de corte que permitiera identificar pacientes con
NIgA-C4d positivo, y que valorado en conjunto con la biopsia renal pudiera
identificar un grupo de pacientes con peor prondstico renal. Para esto se define
el punto que maximizara la mejor sensibilidad y especificidad para cada uno de

los péptidos estableciendo su capacidad discriminatoria.

Nosotros proponemos que estos puntos de cortes pueden ser utilizados como
método rutinario, considerando su positividad en pacientes con NIgA-C4d
positivo y niveles superiores al punto definido, como herramienta confirmatoria

diagnéstica, siendo esta determinacién mas rapida y de facil obtencion.

En cuanto a las lesiones histologicas, hemos encontrado una asociacion entre la
hipercelularidad endocapilar y la glomeruloesclerosis con el grupo de pacientes
con NIgA-C4d positivo.

La proliferacion endocapilar en pacientes con NIgA-C4d positivo, puede reflejar

una respuesta a un proceso inflamatorio activo, que conlleva a la
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fibrosis(14,148). En el estudio de validacion de la clasificacion de Oxford
(VALIGA), se confirmd que la lesiones hipercelularidad mesangial, IFTA y la
glomeruloesclerosis eran buenos predictores de la tasa de pérdida renal y de
supervivencia. La hipercelularidad endocapilar cumplia esta condicién al valorar
pacientes con proteinuria <1 gr/24h o en pacientes que no habian recibido
corticoterapia, lo que lo hacia un marcador pronéstico en el grupo de bajo riesgo
(14). Sin embaro, en un estudio de marcadores prondsticos urinarios a través
de técnicas protedmicas, se observo una asociacion entre la lesién E1 y una peor

evolucion renal. (149).

Los estudios realizados en pacientes con NIgA C4d, encuentran una fuerte
asociacion entre la glomeruloesclerosis y el grupo con depdsito de C4d en
biopsias renales(69). En nuestro segundo estudio, observamos de forma
consistente una correlacion entre el grupo NIgA-C4d positivo y la
glomeruloesclerosis segmentaria al momento del diagnostico, reforzando la

observacion que este grupo de pacientes tienen peor prondstico renal.

Finalmente, los resultados de los estudios aqui presentados, sugieren gque las
técnicas proteémicas pueden constituir una herramienta de ayuda en la practica
clinica, clasificando pacientes con peor evolucion renal. La valoracion de estos
marcadores séricos, plasmaticos y urinarios en conjunto con la funcion renal,
proteinuria y hallazgos histologicos, orientan hacia la identificacion precoz de
este perfil de pacientes, que se beneficiarian de terapias mas especificas y de

rapido inicio.

Nosotros planteamos continuar en la busqueda de patrones proteGmicos en la
NIgA con la intencidén de definir un perfil especifico de la enfermedad. Una vez
validado, este perfil podria ser incluido en un futuro, como variable de estudio en
ensayos clinicos dirigidos a encontrar nuevas dianas terapéuticas. Los
beneficios de estos ensayos serian maximos en el grupo de pacientes de peor

pronéstico y rapida evolucion a la insuficiencia renal.

En conclusion, las técnicas protedmicas pueden aportar perfiles de péptidos en
plasma, suero y orina de utilidad en la identificacion de formas de nefropatia IgA

127



mas agresivas. Proponemos que el analisis de los péptidos plaméaticos C4a,
bradicinina, séricos A1AT y B2 microglobulina y urinarios A1AT y UMOD, de
forma conjunta con la biopsia renal y con los parametros clinicos como la
proteinuria y los niveles de creatinina podrian dar soporte al diagnostico y
prondstico en la nefropatia IgA. Del mismo modo, la determinacién en orina y
plasma de A1AT y C4a, asi como la presencia de glomeruesclerosis, lesion
tubulointersticial y la hipercelularidad endocapilar en la biopsia renal, pueden
ayudar a establecer un diagndstico precoz en pacientes con NIgA y depésitos de

C4d, que requieren terapias mas agresivas de inicio mas temprano.

A pesar de ello nuestros estudios tienen algunas limitaciones. No pudimos
confirmar que los péptidos urinarios de UMOD y A1AT estén relacionados
especificamente con NIgA, y no asi con la enfermedad renal cronica,
principalmente por el grado de insuficiencia renal basal de nuestra poblacion de
estudio. Consideramos necesario disefiar nuevos ensayos incluyendo un mayor
namero de pacientes y afectos de diferentes enfermedades glomerulares con la
intencion de mitigar las limitaciones en su reproducibilidad y asi obtener un pefrfil
de péptido especifico. Ademas, creemos que es necesario disefiar una fase de
validacion para confirmar que las asociaciones de los marcadores encontrados

son reproducibles.
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El uso de técnicas protedmicas demuestra ser una técnica eficaz para
identificar un perfil de péptidos que diferencian pacientes con

nefropatia IgA de controles sanos.

Los péptidos derivados de UMOD y A1AT se han asociado a las
lesiones histologicas de mal prondstico y presentan una correlacion
inversa y directa con el doble de la creatinina respectivamente,
sugiriendo que UMOD y A1AT podrian ser indicadores de mal

pronadstico renal.

Existe un aumento de la expresion plasmatica de péptidos derivados
de C4a en pacientes con NIgA-C4d positivo, demostrando la activacion
del complemento y su papel en la patogenia de formas de NIgA mas

agresivas.

Los pacientes con nefropatia IgA y depédsitos de C4d presentan una
asociacion con los péptidos derivados de A1AT y C4a sugiriendo que
dichos péptidos podrian ser potenciales marcadores de este grupo de

pacientes.

Los péptidos urinarios derivados de A1AT y plasmaticos de C4a,
presentan puntos de cortes que permiten discriminar entre pacientes

con NIgA C4d positivo y C4d negativo.
La lesion hipercelularidad endocapilar se asocia de forma significativa

al grupo de pacientes con NIgA-C4d positivo, pudiendo representar un

factor de riesgo de progresion en la NIgA.
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Posterior a nuestra investigacion, nos hacemos algunas preguntas que podrian
generan futuras investigaciones en la nefropatia IgA. Para esto proponemos
utilizar técnicas protedmicas en fluidos incluyendo el obtenido a través del
aislamientoso de microvesiculas, técnica disponible y de experiencia en nuestro

equipo de investigacion.

Es primordial disefiar estudios que permitan desarrollar una fase de validacion
de estos péptidos encontrados, incluyendo una cohorte mayor de pacientes y
con otros tipos de glomerulopatias, de forma tal que pudieran clasificarse como

propios de la NIgA.

Asi mismo, creemos de importancia utilizar un perfil peptidico validado como
variable de estudio de ensayos clinicos dirigidos a encontrar nuevas dianas

terapéuticas y monitorizar la respuesta al tratamiento.
Un desafio actual es profundizar en el conocimiento del papel del complemento

en la patogenia de la NIgA, ya que se ha demostrado que constituye un factor de

mal prondstico de la enfermedad.
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Poor histological lesions in IgA nephropathy may
be reflected in blood and urine peptide profiling
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Abstract

Background: IgA nephropathy (IgAN) is the most common primary glomerulonephritis worldwide, leading to renal
failure in 15% to 40% of cases. IgAN is diagnosed by renal biopsy, an invasive method that is not risk-free. We used
blood and urine peptide profiles as a noninvasive method of linking IgAN-associated changes with histological
lesions by Oxford classification.

Methods: We prospectively studied 19 patients with biopsy-proven IgAN and 14 healthy subjects from 2006 to
2009, excluding subjects with crescentic glomerulonephritis and collecting clinical and biochemical data at the time
of diagnosis and during follow-up (24 months). Histological lesions were evaluated by Oxford classification.
Proteomic analysis was performed by combining magnetic bead (MB) technology and mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) to obtain peptide profiles. Doubling of serum creatinine was considered a variable of poor renal prognosis.

Results: We identified 55 peptides—13 in serum, 26 in plasma, and 16 in urine—that differentiated IgAN patients

from healthy subjects. A significant association was noted between serum/plasma and urine peptides and
histological findings—ie, tubulointerstitial damage, segmental glomerulosclerosis, and endocapillary injury.

We also identified 3 peptides—corresponding to bradykinin, uromodulin, and alpha-1-antitrypsin—that were
associated with severity of lesions, such as tubulointerstitial damage and segmental glomerulosclerosis.

Moreover, blood peptides with m/z 2953, 5337, 9287, and 9289 and urine peptides with m/z 1769, 1898, 1913, 1945,
2491, 2756, 2977, 3004, 3389, and 4752 correlated significantly with poor renal function.

Conclusions: In patients with IgAN, the use of noninvasive approaches, such as blood and urine proteomics, can
provide valuable information beyond that of standard diagnostic techniques, allowing us to identify blood and
urine peptide profiles that are associated with poor histological lesions in IgAN patients.

Background

IgA nephropathy (IgAN) is the most common primary
glomerulonephritis worldwide and is a significant cause
of renal disease, leading to end-stage renal disease
(ESRD) in 15% to 40% of patients after 20-25 years of
follow-up [1]. For this reason, methods must be devel-
oped to make an early diagnosis. Several clinical risk fac-
tors, such as male gender, hypertension, increased serum
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creatinine level, proteinuria >1 g/day, and absence of
hematuria, are associated with a poor prognosis [2]. Fur-
ther, histopathological findings at the time of diagnosis,
such as glomerulosclerosis and chronic tubulointerstitial
damage, are also predictors of poor renal outcome [3-5].

A diagnosis of IgAN is biopsy-proven, based on
pathological criteria that include the presence of dif-
fuse mesangial IgA deposits by immunofluorescence.
The Oxford classification is a recent histological
classification system that is based on 4 scores: inter-
stitial fibrosis/tubular atrophy (IFTA), segmental glo-
merulosclerosis, endocapillary hypercellularity, and
mesangial hypercellularity [6,7]. This new assessment
has demonstrated that each variable correlates with
clinical outcome [8,9].

© 2013 Graterol et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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In the past decade, proteomics has been applied exten-
sively to various fields of medicine, including nephrology
[10-15]—particularly in urine, because it can be obtained
noninvasively, allowing one to identify glomerular kidney
disease (GKD)-related markers [16-26]. Profiling methods
are gaining popularity in the quest for new putative bio-
markers for glomerular disorders [27-35]. Magnetic bead
(MB)-based fractionation methods, coupled with MALDI-
TOF MS, were introduced recently as a urinary peptide
profiling strategy [36-38] and have emerged as a suitable
platform for rapid, high-throughput analysis.

The main objective of our study was to identify
peptide profiles in blood and urine that are associated
with IgAN and its histological lesions.

Methods

Study population

This prospective study was performed between June 2006
and November 2009 in the Nephrology Department,
Germans Trias i Pujol Hospital (Barcelona, Spain). All
procedures were conducted per the Declaration of
Helsinki of 1971, as revised in 2008. The Clinical
Research Ethics Committee of Germans Trias i Pujol
Hospital approved the study protocol, and all patients
gave written informed consent to participate.

Study procedures

For inclusion, patients had to be aged older than 18 years;
show clinical signs of renal disease, such as proteinuria
with stable renal function or various degrees of renal
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failure and the presence of hematuria; and be indicated
for renal biopsy. Only patients with primary IgAN were
included. Patients with crescentic glomerulonephritis
were excluded.

Healthy subjects were used as controls to establish a
normal peptide profile.

Measurement of clinical and biochemical parameters

The following clinical data were collected at the time of
diagnosis: age, gender, history of hypertension, diabetes
mellitus, and dyslipidemia. Biochemical data were col-
lected at the time of study and after 2 years of follow-up:
serum levels of creatinine, uric acid, albumin, and choles-
terol; and proteinuria. Statin therapy and antihypertensive
treatments that were based on renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS)-blocking drugs, such as
angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) and
angiotensin II receptor blockers (ARB), were recorded
(Table 1).

Renal biopsy

Percutaneous renal biopsies were performed and
processed routinely for light, immunofluorescence, and
electron microscopy per standard procedures.

Light microscopy sections were stained with
hematoxylin/eosin, Schiff’s periodic acid, methena-
mine silver, Masson trichrome, and Congo red.

At the time of the biopsy, a single pathologist
reviewed all renal biopsy slides and scored the patho-
logical variables per the Oxford classification as follows:

Table 1 Demographic, clinical, and biochemical data of IgAN patients

IgAN patients

At the time of initial biopsy

At the end of follow-up

Number of patients 19

Age, years 42 (33-52) 44 (35-54)
Gender (Male), n (%) 15 (79)

Hypertension (Yes), n (%) 12 (63)

Diabetes (Yes), n (%) 1(5)

Dyslipidemia (Yes), n (%) 9 (47)

Serum creatinine, mg/d|

2.00 (1.40-2.57)

3.16 (1.26-6.18)

Uric acid, mg/d|

740 (5.45-8.30)

740 (6.55-9.20)

Serum albumin, g/I

34.00 (31.00-39.00)

40.00° (36.75-42.40)

Cholesterol, mg/d|

194.00 (157.00-221.75)

147.00% (131.50-213.00)

Proteinuria, g/24 hours

2.28 (1.20-4.26)

1.30 (0.52-3.27)

RAAS blockade (Yes), n (%) 7 (37) 17 (89)
ACEI 5(26) 11(58)
ARB 105 3(16)
ACEI plus ARB 1.(5) 3(16)
Statins (Yes), n (%) 4(21) 9 47)

Data are expressed as median and ranges. *Significant Wilcoxon test (P < 0.05) in IgAN patients between the time of initial biopsy and the end of follow-up. RAAS:

renin-angiotensin-aldosterone system; ACEI: angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARB: angiotensin Il receptor blockers.
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IFTA <25% (T0), 26% to 50% (T1) or >50% (T2);
segmental glomerulosclerosis absent (S0) or present
(S1); endocapillary hypercellularity absent (E0) or
present (E1); and mesangial hypercellularity <0.5 (MO)
or>0.5 (M1) [6].

Blood samples

Blood samples were collected from the participants on
the same day that the renal biopsy was performed.
Serum and plasma-EDTA samples were obtained by
centrifugation at 2200 g for 10 min, aliquoted to avoid
freeze-thaw cycles, and stored at —80°C until use.

Urine samples

Fresh, first-morning urine samples were collected from
the participants on the same day that the renal biopsy
was performed. Briefly, urine samples were centrifuged
at 2100 g for 30 min at 4°C to remove particulate mater-
ial and cellular debris. The supernatant was adjusted to
6.5 pH with NH,HCO3 (1 M) to minimize precipitation
during storage, aliquoted to avoid freeze-thaw cycles,
and stored at —-80°C until use [36]. Protease inhibitors
were not added. Normalization of the samples to urinary
protein concentration was not necessary to analyze
peptide profiles [38].

Peptide enrichment and identification by MALDI-TOF MS
analysis
Peptides in serum and plasma (80 pl) and urine super-
natant (110 ul) were extracted using MB. The profiling kit
that we used to analyze blood samples was the MB-IMAC
Cu kit (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), which is
based on the affinity of peptides to immobilized copper
ions on the surface of MB. In the urine samples, the beads
that we used were coated with C18 aliphatic chains,
wherein peptides were captured by hydrophobic interac-
tions (Dynabeads® RP-C18, Invitrogen, the Netherlands).
Each serum, plasma, and urine sample was processed
in duplicate, and each duplicate was spotted twice on
the MALDI target (AnchorChip 600/384, Bruker
Daltonics). Thus, 4 MALDI spectra were obtained for
each sample, acquired for m/z values from 1000 to
10,000. ClinProTools (v2.0; Bruker Daltonics) was used
to analyze peptide profiles, subtract baseline values,
and normalize the spectra. Further details on the
MALDI-TOF MS analysis are described in our previ-
ous report [38,39].

Statistical analysis

Normality of the variables was assessed by Kolmogorov-
Smirnov test. Continuous variables were expressed as
median and range and were compared by Mann—Whitney
U-test or Kruskal-Wallis test, as appropriate. Wilcoxon
test was performed for paired samples as required to
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assess differences at the end of follow-up. Categorical vari-
ables were analyzed using chi-square or Fisher’s exact
probability test. Associations between variables were
assessed using the Spearman correlation coefficient.

Statistical analyses were performed using SPSS, v15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL). A two-tailed p-value of <0.05
was considered to be statistically significant.

Results

Patients

Nineteen IgAN patients were enrolled, and 14 healthy
subjects were included in the study as controls. The
baseline clinical and biochemical characteristics of the
IgAN patients are summarized in Table 1. Healthy sub-
jects ranged in age from 26 to 41 years (median 30 years);
6 were male (43%). The entire control group had normal
renal function without hematuria or proteinuria, and
none was treated.

Significant differences were observed between IgAN
patients and healthy subjects with regard to age and
renal function but not gender. Also, we compared clin-
ical and biochemical variables at the time of biopsy with
those at the end of the follow-up (24 months) (Table 1).
During the follow-up, 5 patients (26.3%) with impaired
serum creatinine doubled their serum creatinine levels.
In contrast, proteinuria levels fell, albeit insignificantly.
Further, serum cholesterol and serum albumin levels
differed significantly between baseline and at the end of
the follow-up.

Identification of IgAN-related peptides in blood and urine
The blood and urinary peptide profiles of IgAN patients
differed significantly from those of healthy subjects;
using Clinprotools, we obtained 13 differential peaks in
serum, 26 in plasma, and 16 in urine that discriminated
IgAN patients from healthy subjects and achieved
statistical significance (Additional file 1). Two peaks in
plasma and 6 peaks in urine were identified in our
earlier reports [38,39].

Our results suggest that peptides that were detected in
plasma by MALDI-TOF at m/z=1063 and m/z=1898
correspond to bradykinin (KNG1) and complement factor
C4 (C4A), respectively [39]. Similarly, peptides that were
detected in urine by MALDI-TOF at m/z = 1898 and 1913
corresponded to uromodulin peptides (UMOD); those at
m/z=1945, 2392, and 2505 corresponded to alpha-1-
antitrypsin peptides (A1AT); and that at m/z=2714
corresponded to beta-2-microglobulin (B2M) [38].

Association between IgAN-related peptides and
histological lesions by Oxford classification

The histological lesions of the IgAN patients are
summarized in Table 2.
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Table 2 Scores of histological lesions by Oxford
classification in IgAN patients

Histological lesions IgAN patients

IFTA, n (%)

T0 6 (32)

T 8 (42)

T2 5 (26)
Segmental glomerulosclerosis, n (%)

SO 3 (16)

S1 16 (84)
Endocapillary hypercellularity, n (%)

EO 12 (63)

E1 7 (37)

Mesangial hypercellularity, n (%)
MO 0(0)
M1 19 (100)

Interstitial fibrosis/tubular atrophy (IFTA).

The blood and urine peptides of IgAN patients were
associated with IFTA lesions (Additional file 2). In evalu-
ating tubulointerstitial damage T2 (>50%) in patients
with IgAN, we noted that serum peptides at m/z 5966
and 9289 increased in peak area compared with the
other 2 groups (TO, T1). Moreover, serum peptides at
m/z 1466, 1617, 3193, 3264, 5337, 5889, and 5905
increased in peak area with respect to T1.

Similarly, plasma peptides at m/z 2661 and 2790 rose
in peak area versus the other 2 groups (TO, T1), but
plasma peptides at m/z 1063 and 1078 decreased in peak
area in IgAN patients with tubulointerstitial damage T2
compared with subjects with TO and T1.

In urine, peptides at m/z 1945 and 2491 increased in
peak area in IgAN patients with T2 tubulointerstitial
damage (>50%), but peptides at m/z 1769, 1898, 2977,
3004, 3389, 3406, 4658, and 4752 fell compared with the
TO and T1 groups. Further, as shown in Figure la-c,
bradykinin peptide (m/z 1063) and UMOD peptide (m/z
1898) decreased in parallel with the progression of
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tubulointerstitial damage. But, A1AT peptide increased
proportionally to tubulointerstitial damage.

As shown in Figure 2a-d, urine peptides at m/z
1945, 2392, and 4013 increased in peak area in IgAN
patients with S1 lesions, but the peptide at m/z 3389
fell in peak area compared with IgAN patients with SO
lesions. No associations were observed between segmental
glomerulosclerosis and blood peptides.

A lack of endocapillary hypercellularity (EO) was asso-
ciated with increased peak areas of peptides at m/z 1546
and 3264, but the m/z 3242 peptide declined in peak
area in the serum of IgAN patients (Figure 3a-c). More-
over, EO correlated with decreased peak area of peptides
at m/z 3242 and m/z 8602 in the plasma of IgAN
patients compared with endocapillary hypercellularity
(E1) (Figure 4a-b). No associations were observed in the
urine peptides.

No associations were observed between blood or urine
peptides and mesangial hypercellularity in IgAN patients.

Association between peptides and doubling of serum
creatinine in IgAN

Serum peptides at m/z 2953, 5337, and 9289 and plasma
peptides at m/z 9287 were linked with the doubling of
serum creatinine in IgAN patients. Also, urine peptides
at m/z 1769, 1898, 1913, 1945, 2491, 2756, 2977, 3004,
3389, and 4752 correlated with poor creatinine levels in
IgAN patients (Table 3).

Association between peptides and clinical parameters
Urinary UMOD-derived peptides (m/z 1898, 1913)
correlated inversely between baseline serum creatinine,
and m/z 1913 also correlated inversely with proteinuria.
Urinary A1AT-derived peptides (m/z 1945, 2392 and 2505)
showed a positive association with proteinuria. Also, m/z
1945 showed a positive correlation with serum creatinine.

Most patients had varying degrees of hematuria at diag-
nosis; thus, it was not possible to compare the influence of
hematuria on peptide profile changes.
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Discussion

In this preliminary prospective study, peptide patterns in
blood and urine were observed in patients with IgAN that
allowed us to differentiate them from healthy subjects.
Bradykinin peptide and a fragment of complement C4a
were identified in blood samples, as were UMOD, A1AT,
and B2-microglobulin peptides in urine. Moreover, these
peptides were associated with poor histological lesions in
IgAN patients, particularly with tubulointerstitial damage
and segmental glomerulosclerosis.

In IgAN, much effort has been aimed to correlate a wide
range of histological lesions with clinical outcome. In this
report, we used the Oxford classification to explore IgAN-
associated changes from blood and urine peptide profiles,
because it is the most recent pathological classification
system and was developed as a reproducible method of
predicting the risk of disease progression with regard to
clinical outcome and histological lesions.

Recently, new methods have been described to identify
biological biomarkers in various fluids using proteomic

a b c
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Figure 3 Differentially expressed peptide peaks in serum by endocapillary hypercellularity lesion. Box plot of differential serum
expression of m/z 1546 (a), 3264 (b), and 3242 (c) in IgAN patients without (EO) or with (E1) endocapillary hypercellularity lesions. Outliers are
open circles. AU = Arbitrary units.
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techniques. In our previous report [38], we demonstrated
that MB-based profiling and MALDI-TOF MS identify
disparities in urine between GKD patients and controls,
suggesting that establishment of a differential peptide
profile is the initial step toward classifying GKD. In the
current study, the majority of peptides, specifically high
levels of an A1AT-derived peptide (m/z 1945) and low
levels of a UMOD-derived peptide (m/z 1898) and brady-
kinin (m/z 1063), was linked to tubulointerstitial damage.
Alpha-1-antitrypsin protects the extracellular matrix
from neutrophil attack through its anti-inflammatory
and anti-apoptotic effects. Kwak et al. [40] reported
increased levels of A1AT peptides in kidney tissue and
urine in IgAN patients compared with healthy subjects.
The authors speculated that renal tubular epithelial cells
produce A1AT in response to tubulointerstitial damage.
Consistently, our results reinforce the suggestion that
high levels of A1AT in urine might constitute a response

Table 3 Relationship between doubling of serum
creatinine and peptide peaks

Biofluid Peptides (m/z) R p*
Serum 2953 0.624 0.040
5337 -0615 0.044
9289 0711 0.014
Plasma 9287 0615 0.044
Urine 1769 -0.718 0.001
1898 —0.734 < 0.001
1913 —0.598 0.007
1945 0.603 0.006
2491 0.465 0.045
2756 —0443 0.058
2977 —0.564 0.012
3004 —0.631 0.004
3389 —0.529 0.020
4752 —0.530 0.020

to the inflammatory process in GKD. Likewise A1AT
has a function in tubulointerstitial injury; we noted an
inverse association between UMOD-derived peptides
and tubulointerstitial lesions, consistent with other
groups that have described low urinary UMOD levels in
association with tubular atrophy and interstitial infiltra-
tion in renal biopsies [41].

Uromodulin is a glycoprotein that is expressed on
renal tubular epithelial cells and is the most abundant
protein in urine. Recent studies have implicated UMOD
in chronic kidney disease [41-43]. In a previous report,
we observed an inverse correlation between UMOD
peptides, serum creatinine, and proteinuria in patients
with GKD [38].

Further, in IgAN, Wu et al. [37] described a urine pep-
tide profile, noting downregulation of peptide that
corresponded to UMOD, allowing them to discriminate
IgAN from healthy subjects. In the current study, our
peptide profile could be a biomarker of histological
lesions but is not specific for IgAN.

Rocchetti et al. [23] reported a significant decrease in
the urinary excretion of kininogen in IgAN patients,
particularly in unresponsive ACEI therapy patients. The
authors speculated that this difference reflects the sever-
ity of renal damage in IgAN patients. Similarly, we found
a decreased in kininogen-derived peptide bradykinin
(m/z 1063) in plasma from IgAN patients with severe
tubulointerstitial damage T2. But, we could not demon-
strate this effect because most patients did not receive
ACEI or ARB agents at baseline. Thus, we could not
compare the effects of these drugs on peptide profiles.

Bradykinin is a nonapeptide that is derived from
the kininogen protein, a robust agonist of the brady-
kinin 2 receptor, enhancing the production of nitric
oxide and prostaglandins. Potent renal vasodilator,
antithrombotic and antifibrotic effects of kinins have
been observed recently in diabetic nephropathy [44].
Furthermore, upregulation of bradykinin receptor has



Graterol et al. BMC Nephrology 2013, 14:82
http://www.biomedcentral.com/1471-2369/14/82

been described to mediate the progression of focal seg-
mental glomerulosclerosis [45].

In a previous report, Kang et al. [9] observed that
segmental glomerulosclerosis and IFTA reflect chronic
damage, which can be used to predict the long-term
prognosis of patients with IgAN. Our findings suggest
that a rise in peptides at m/z 1945, 2392, and 4013 and a
decline in the peptide at m/z 3389 observed in patients
with S1 reflect chronic glomerular injury.

Endocapillary and mesangial hypercellularity lesions
were not associated with renal outcome in the original
Oxford cohorts, although few reports have reported such
findings. In our study, we identified 5 peptides—in
serum at m/z 1546, 3264, and 3242 and in plasma at m/z
3242, 8602—of which the plasma and serum peptides at
m/z 3242 and plasma peptide at m/z 8602 increased and
serum peptides at m/z 1546 and 3264 decreased in the
presence of endocapillary hypercellularity.

Further, many IgAN patients showed mesangial
hypercellularity—this score is defined as the number of
mesangial cells per mesangial area. Previous studies
have shown that mesangial hypercellularity correlates
with an active lesion; perhaps patients with M1 have a
good response to treatment.

A limitation of this study is that we could not confirm
that peptides of bradykinin, UMOD and A1lAT are
related specifically to IgAN, because our population was
in various stages of kidney disease and degrees of inter-
stitial injury. Interestingly, we found a relationship
between peptide profiles in the serum, plasma, and
urine of IgAN patients with the doubling of serum cre-
atinine levels—particularly, in the urine samples with
UMOD and A1AT peptides. Based on these findings,
we propose that this peptide profile is a potential
biomarker predictor of renal outcome, but we can not
exclude the possibility that these peptides constitute a
biomarker of chronic kidney diseases. It is necessary to
expand this population study to other types of GKD to
mitigate the limitations on its reproducibility and thus
obtain a specific peptide profile.

Similarly, our patients had mesangial hypercellularity,
and all were classified as M1. This feature of our study
population did not allow us to evaluate the influence of
this injury on peptide profiles. Finally, identifying
peptides in biological fluids is critical in determining
their function in the disease process.

Conclusions

IgAN is a glomerular disease, the pathogenic mechanism
of which remains unknown. Proteomic analysis allows us
to obtain a peptide profile that can enhance the diagnosis
and prognosis of this glomerular disease. Further studies
with more patients are needed to determine the function
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of bradykinin, UMOD, and A1AT peptides in the patho-
genesis of IgAN.
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