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UTILIDAD DIAGNOSTICA DE ANTICUERPOS ANTI-RECEPTOR TIPO M DE FOSFOLIPASA
A2 EN NEFROPATIA MEMBRANOSA IDIOPATICA.

INTRODUCCION

La nefropatia membranosa idiopatica (NMI) es una de las principales causas de
sindrome nefrético en adultos (1). En poblacidn caucasica, aproximadamente entre un 20 y
40% de los pacientes que la padecen progresan a enfermedad renal crénica terminal entre 10 y
15 afos posteriores al diagnostico(2).

El diagndstico de nefropatia membranosa se fundamenta en la biopsia renal, al
identificar un patron morfolégico especifico caracterizado por un engrosamiento de la
membrana basal glomerular originado por depésitos subepiteliales de tipo IgG. Se clasifica
como idiopatica cuando se excluyen enfermedades asociadas a la nefropatia membranosa
tales como neoplasias, infecciones por virus de hepatitis B o lupus eritematoso generalizado;
sin embargo, existe un grupo de pacientes que presentan las caracteristicas morfologicas de la
nefropatia membranosa y ademas cuentan expansion y proliferacion mesangial en la biopsia
renal los cuales no son caracteristicos de la nefropatia membranosa (NMi) y sugieren la
existencia subyacente de otra enfermedad secundariamente asociada la cual puede ser
clinicamente no evidente (17,20).

La NMI fue inicialmente descrita por David Jones en 1957 en biopsias renales,
utilizando una tincion de metenamina de plata (ahora conocida como “tincion de Jones”); el
autor describié un engrosamiento de la membrana basal con cambios en su estructura que
daban la impresién de picos (espiculas o “spikes”), imagen histopatolégica a la microscopia de
luz caracteristica de la enfermedad (3). Dos afios mas tarde Movay y McGregor, mediante
microscopia electrénica, identificaron la presencia de depdsitos subepiteliales electrén-denso a
lo largo de la membrana glomerular los cuales corresponderian a inmunoglobulinas segun

estudios posteriores (4).



El estudio experimental de la patogénesis de la NMI se desarrollé en los siguientes afos
mediante un modelo en ratas denominado nefritis de Heymann (5). En este modelo se describe
a la nefritis experimentalmente generada y que representa a la NMI, como una enfermedad
inmunolégica en la cual existen anticuerpos circulantes contra la megalina presente en la
superficie de los podocitos de la rata. Los anticuerpos se unen a la megalina formando un
complejo antigeno-anticuerpo capaz de activar al complemento produciendo el dafio
caracteristico de la enfermedad. Sin embargo, los estudios en pacientes han demostraron que,
a diferencia de la rata, la megalina no es una proteina en los podocitos del humanos (6). Desde
entonces diversos investigadores se dieron a la tarea de buscar el antigeno o los antigenos
involucrados en la patogénesis de la NMI en humanos.

A principios de 2002, Hanna Debiec y Pierre Ronco en Francia, describieron algunos
casos de NMI en recién nacidos cuyas madres tenian ausencia genética de endopeptidasa
neutra (NEP). EI mecanismo de formacion de anticuerpos contra NEP fue mediante alo-
inmunizacion materno-fetal: en las biopsias renales de estos recién nacidos, se observaron
depdsitos subepiteliales de dichos anticuerpos, principalmente de tipo IgG1 e 1gG4 (7). Esta
fue la primera descripcion de un antigeno podocitario humano causante de NM.

En el afio de 2009 Beck y colaboradores identificaron al receptor tipo M de la fosfolipasa
A2 (PLA2R) como blanco antigénico de la NMI. Este descubrimiento fue realizado al colocar
extractos de glomérulo humano con suero de pacientes diagnosticados con NMI comparado
con suero de otras glomerulopatias como nefropatia membranosa secundaria, otras
glomerulopatias proteinuricas y pacientes sanos. En el 70% de las muestras de pacientes con
NMI, se identificd la unidon de un anticuerpo a una glicoproteina de 185 kD mientras que en los
controles este fendmeno no se presentd (NM secundaria, otras glomerulopatias y rifidn sano).
Esta glicoproteina correspondio al PLA2R. ElI PLA2R fue identificado en los podocitos de rifidn
humano sano y co-localizados con IgG4 en los depdsitos inmunes en los glomérulos de

pacientes con NMI(8). A partir de este descubrimiento, se ha demostrado el papel patogénico



de los anticuerpos contra el receptor tipo M de la fosfolipasa A2 (anti-PLA2R) en pacientes con
NMI (9-11).

Ademas del Western Blot, la determinacion de los anti-PLA2R se puede realizar por
inmunofluorescencia y ELISA (enzyme-linked Immunosorbent assay)(10, 14).Los diversos
ensayos para determinacién de anti-PLAzR en suero y en tejido renal con sensibilidades de 70
a 82% y especificidades de 89-100% (8, 12). El ELISA es el método mas econdmico y facil de
realizar en la mayoria de los laboratorios clinicos y hospitales.

Hoxha y colaboradores, asociaron mayores concentraciones en suero de anti-PLA2R
determinados por ELISA a mayor grado de proteinuria en pacientes con NMI. Asi mismo, la
reduccion de dichos niveles de APLA2R en suero, se asociaron a buena respuesta al
tratamiento inmunosupresor en el seguimiento (15). Los descubridores de los anti-PLA:R
evaluaron la utilidad de la deteccion de dichos anticuerpos por medio de ELISA en 109
pacientes con NMI y observaron el mismo rendimiento diagndstico en comparacion con el
Western Blot (16).

Diversos estudios han reportado la asociacién de los anti-PLA2R con la presencia de
NMI en formas activas, es decir, con la presencia de proteinuria (8, 11, 17, 18) y varios estudios
alrededor del mundo (China, Europa e Iran) muestran una frecuencia de NMI asociada a anti-
PLA2R entre el 69 y 82%(1, 8, 13).

Hasta el momento se desconoce la frecuencia de anti-PLA2R en poblacion
latinoamericana, incluyendo poblacion mexicana. Ademas, pocos estudios de prueba
diagnéstica publicados han evitado comparar la utilidad diagnodstica de los anti-PLA2R con otros
grupos de nefropatias autoinmunes con sindrome nefrético. Incluso, se han reportado

resultados positivos en biopsias de sujetos con formas secundarias de NMI (19).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un porcentaje mayoritario de pacientes con NMI se asocian a la presencia de anti-PLA2R en
diversas poblaciones estudiadas. Estos anticuerpos podrian tener un papel fisiopatogénico en
la enfermedad ya que su presencia y los niveles en plasma se asocian a una mayor proteinuria
y su disminucion o desaparicion se asocia con remision de la enfermedad(15). Hasta el
momento se desconoce la frecuencia de dicho anticuerpo en en poblacion mexicana con NMI
asi como su rendimiento diagndstico al ser comparado con otras nefropatias membranosas
secundarias de causa autoinmune.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

1. ¢Qué porcentaje de los sujetos con NMI atendidos en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) presentan anti-PLAzR en el suero?

2. ¢ Cual es el rendimiento diagndstico de los anti-PLA2R para distinguir NMI comparada con
otras glomerulopatias?

JUSTIFICACION

La nefropatia membranosa es una de las principales causas de sindrome nefrético en
poblacion adulta. Aproximadamente entre 20 y 40% de los pacientes que la padecen requieren
terapia sustitutiva en un periodo de 10 a 15 afnos. Recientemente se ha informado que los anti-
PLA2R son responsables de entre 69 y 82% de los casos con NMI en diferentes partes del
mundo. Hasta este momento el diagnéstico y seguimiento clinico de la NMI requiere la
realizacion de una biopsia renal y mediciones de proteinuria. Al conocer la prevalencia de los
anti-PLA2R en NMI en nuestra poblacién y por ende su rendimiento diagndstico, pudiera
tenerse una prueba que evite la realizacion de una biopsia renal y sea util en la toma de

decisiones clinicas al momento del diagnéstico.



HIPOTESIS

1. La frecuencia de los anti-PLA2R en poblacién del INCMNSZ con NMI sera similar a la
informada en otras poblaciones (entre 69 y 82%).
2. La presencia y los niveles de anti-PLA2R en plasma estaran asociados con la presencia y

magnitud de la actividad de la NMI manifestada como proteinuria.

OBJETIVOS
GENERAL
1.- Determinar la frecuencia de los anti-PLA2R en sujetos con NMI atendidos en el INCMNSZ.
2.- Determinar la frecuencia de los anti-PLA2R en otras nefropatias, en glomerulonefritis

membranosas consideradas secundarias por histopatologia y en pacientes sanos.

SECUNDARIOS
1.- Evaluar el rendimiento diagndstico de los anti-PLA2R para diferenciar NMI de las formas
secundarias asi como otras enfermedades glomerulares.

2.- Determinar la asociacion de los anti-PLA2R con la proteinuria en 24 horas.

MATERIAL Y METODOS

A) Disefio del estudio: estudio transversal de prueba diagnéstica.

B) Descripcion de la maniobra o intervencion. Se tomaron muestras de sangre de pacientes
que acudieron a la consulta externa (CE) de nefrologia con diagnéstico en los ultimos 6 afnos
de NMI (con y sin proteinuria), lupus eritematoso generalizado (LEG) con nefropatia
membranosa (con y sin proteinuria), nefropatia diabética, otras enfermedades glomerulares
primarias distintas y donadores renales. La medicion de los anti-PLAzR fue realizada por ELISA

(EUROIMMUN, Alemania). Es importante mencionar que por tratarse de un estudio transversal,



los pacientes se encontraban en diversos estadios y con respuesta variable a tratamientos

instituidos, frecuentemente agentes citotoxicos, inhibidores de calcineurina y esteroides.

C) Tamafo de Muestra: se incluyeron a todos los pacientes con diagnéstico de NMI en el
periodo comprendido de 1° de Enero de 2008 a 31 de mayo de 2015 y que continuaban en
seguimiento en la consulta externa de nefrologia. Dado que el objetivo principal fue calcular la
frecuencia de los anti-PLA2R (prevalencia) en nuestra poblacion de NMI, estimamos que dicha
proporcion seria aproximadamente del 75% segun los antecedentes mencionados. Se utilizé la
siguiente formula de tamafio de muestra para una proporcion, con una confianza del 95% y un

error alfa del 10%:

[Férmula 1] n=(Z2x P(1-P))/e?

Donde: n= tamafno de muestra; Z=1.96, el cual es el valor correspondiente a una confianza del
95%, con un error alfa de 5%, P= la proporcién esperada que es del 75% y e=precision
deseada o llamado también error aceptable, de 10% (£0.1). Sustituyendo de la férmula, se
requeririan 73 casos de NMI. Esta férmula puede ser ajustada para poblaciones finitas, con la
férmula 2: [Férmula 2] n(adj) = (Nxn)/(N+n), donde n es el tamafio de la muestra y N la
poblacion de casos con NMI. En el instituto, se cuenta con no mas de 90 casos de NMI en los
ultimos 4 afos. Asi, sustituyendo en la férmula con n=73 y N=90, la muestra final de sujetos

con NMI debe minima de 41 sujetos.

Poblacion de estudio:

CRITERIOS DE INCLUSION
1. Pacientes mayores de 18 afos atendidos en la consulta externa del Departamento de

Nefrologia y Metabolismo Mineral.



2. Contar con el diagnéstico de NMI, nefropatia lupica u otros entre 1° de enero de 2008

y el 31 de diciembre de 2014, probado por biopsia renal (BR).

3. Autorizacién con consentimiento informado por parte del paciente.
CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Informacién incompleta (biopsia no diagnosticada por nefropatélogo o no revisable

en el instituto).

CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Pacientes que retiraron su consentimiento

2. Pacientes que tuvieron informacién incompleta

Estrategia de analisis estadistico:

Se utilizé estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersion de
los datos de acuerdo a la distribucion de los mismos. La distribucion de las variables se analizo
con la prueba de “Z” de Kolmogorov-Smirnov. En el caso de variables categéricas se utilizaron
frecuencias y porcentajes. Se utiliz6 mediana y rango intercuartilar dado que la mayoria de las
variables tuvieron una distribucion no Gaussiana. Se realizaron analisis de curva ROC de los
valores de anti-PLA;R para evaluar el rendimiento diagnéstico respecto al diagnéstico de NMI
respecto a otras entidades diagndsticas. Para analizar los grupos con presencia de anti-PLA;R
y sin anticuerpos se buscé el punto de cohorte con mejor rendimiento diagndstico en las curvas
ROC. Las comparaciones entre los grupos se realizaron con la prueba de chi cuadrada en el
caso de proporciones y prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas. La correlacion
entre los valores de anti-PLA2R y proteinuria o tasa de filtrado glomerular fue valorada mediante
el coeficiente de correlacion de Pearson o Spearman segun la distribucion de las variables. El
analisis estadistico se llevo a cabo con el programa SPSS 19.0 (Chicago, IL, EUA) y las
graficas con Graphpad prism 5 (San Diego, Ca, EUA). Se consider6 significativa una p<0.05 a

dos colas.



RESULTADOS

En total se incluyeron 106 sujetos; 41 sujetos con nefropatia membranosa idiopatica; 10
sujetos con nefropatia IUpica clase V pura, 21 sujetos con nefropatia lupica mixta, 16 sujetos

con otras glomerulares primarias  (glomeruloesclerosis focal y  segmentaria,

membranoproliferativa, nefropatia por IgA y pauciinmunes), 7 sujetos con nefropatia diabética y

11 sujetos donadores sanos.

En la tabla 1 se resumen las variables demograficas de los sujetos al momento de la

determinacion de los anti-PLA2R. Los sujetos con nefropatia lupica tuvieron una edad menor

Tabla 1: Caracteristicas basales.

Variable* NMly NMly Lupus Diabetes Otras
proteinuriaz1g/d | proteinuria<ig/d
Mujeres, n (%) 8(38) 5(42) 28(84) 1(14) 8(80)
53 54 25 50 49
Edad, anos (RI*) (39.7-66.2) (47-5-60.5) (22.7- (41.5-56.2) (37-52)
28.2)
Proteinuria, gr/24hrs 6.7 0.4 3.4 2 25
(RI) (4.5-8.9) (0.30-0.77) (0.45-4.7) (0.4-2.5) (1.8-6.4)
TFGe***, 77 76 82 29 68
mL/min/1.73m? (RI) (72-107) (64-94.5) (45-115) | (14.2-57.5) (40-95)
Colesterol sérico, 225 174 223 244 270
mg/dl (RI) (191-301) (133-224.7) (153-274) | (153.5-287) | (166-298)
Albumina sérica, 3.0 4.2 3.4 3.5 3.1
gr/L (RI) (2.3-3.5) (4.0-4.5) (2.6-3.7) (2.6-4.0) (2.5-4.0)

*Las variables cualitativas se expresan en medianas y rangos intercuartilares.
**RI=rango intercuartilar.***TFGe=Tasa de filtrado glomerular calculado por CKD-EPI.
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comparada con los otros grupos mientras que los sujetos con nefropatia diabética tuvieron una
edad mayor respecto al resto, ambas diferencias fueron estadisticamente significativas
(p<0.001). Las pacientes con nefropatia lupica como era de esperarse tuvieron una mayor
proporcion de sexo femenino. (p<0.001). De los sujetos con diagnostico de NMI, en 27 de ellos
(66%) se encontrdé una proteinuria >1 gr/dia. La mediana de edad de estos sujetos fue de 53
afios (rango intercuartilar [RI] de 39.7-66) y no se observaron diferencias en las caracteristicas
basales comparado con los sujetos con NMI con proteinuria<1gr/dia.

En 21 de 108 pacientes se encontré una concentracion de anti-PLA2R >9 RU/mL y
todos estos casos tuvieron NMI (figura 1). La prevalencia de seropositividad en los casos con
NMI y proteinuria mayor de 1 gramo al dia fue del 78% (21/27). Las concentraciones de anti-
PLA2R tuvieron una correlacién positiva con la proteinuria en orina de 24 horas (r=0.68, figura
2) y colesterol sérico (0.42) y negativa con la albumina sérica (-0.34). Todas estas

correlaciones fueron estadistiamente significativas con una p<0.001.

Figura 1. Anticuerpos PLA2R
1500 O en diversas glomerulopatias

Anticuerpos PLA2R (RU/mL)

NMi+Pr>1g/d  NMi en Remisién Otros+Pr>1g/d  Otros+Pr<ig/d

*NMi=nefropatia membranosa idiopatica; P: proteinuria >1gr/dia



Figura 2.- Correlacién de titulos de PLA2R y proteinuria de 24hrs

Titulos PLA2R (RU/mL)

en Nefropatia Membranosa Idiopatica

10000-
1000+

o r=0.64

1004 p=0.0001
100

[ ]
104 ° g
Corte de 9 UR/m

0 5 10 15 20
Proteinuria (gr/dia)

Todos los sujetos con NMI que tuvieron depdsitos mesangiales fueron negativos para

los anti-PLA2R. Los casos de NM definida clinicamente como idiopatica pero con depdsitos
mesangiales, a pesar del diagndstico histopatolégico, no fue posible encontrar una causa
secundaria durante su abordaje diagnostico. De los sujetos con NMI y proteinuria>1g/dia, 19/27
tuvieron anti-PLA2R>9 RU/mL. El area bajo la curva ROC de anti-PLA2R fue de 0.87 (95%, CI:

78-0.96) (figura 3).

Al comparar a los sujetos con NMI y proteinuria>1 g/dia versus sujetos con

enfermedades glomerulares, con un punto de corte de 9 RU/mL, la sensibilidad fue del 70% y la
especificidad del 99%. Al excluir a los sujetos con nefropatia membranosa y depdsitos
mesangiales, el area bajo la curva ROC fue 0.95 (95%. CIl: 0.87-1.00). En este analisis un

corte de 9 RU/mL, la sensibilidad fue de 91% y la especificidad de 99% (figura 4).
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Figura 3. Curva ROC comparando el diagndéstico de nefropatia membranosa idiopatica
(incluyendo con y sin depdsitos mesangiales) vs. otras

Sensibilidad

0.0 T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Figura 4. Curva ROC para diagnosticar nefropatia membranosa idiopatica (excluyendo
aquella con depdsitos mesangiales) vs. otras glomerulopatias

/_/

1.0

Sensibilidad

0.0 T T T
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1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados del estudio presentado muestran que los anti-PLA2R tiene una adecuada
utilidad diagnéstica para NMI en la poblacion seleccionada; especialmente en sujetos con
proteinuria mayor de 1gr/dia. Es relevante que la frecuencia de los anti-PLA2R fue similar a lo
observado en otras series de NMI cuando son realizados en sujetos con proteinuria importante.
El ELISA de sangre periférica para los anti-PLA2R tiene una sensibilidad del 70% con
especificidad del 99%. Al excluir a los sujetos quienes por biopsia renal presentan expansion
mesangial, dato histopatoldgico de nefropatia membranosa secundaria (20), la sensibilidad de
los anticuerpos aumenta hasta 91%. En los casos descritos, a pesar del diagnéstico
histopatolégico que sugiere una causa secundaria, no fue posible encontrar una etiologia
responsable, lo cual sugiere que la fisiopatologia autoinmune de la nefropatia membranosa con
proliferacion mesangial tiene anticuerpos y comportamiento clinico diferente al reportado en los
casos de NMI con anti-PLA2R. En otros estudios se ha encontrado positividad de los PLA2R en
enfermedad por virus de hepatitis B, en lupus eritematoso y en neoplasias malignas (13) lo cual
disminuiria la especificidad del su determinacion; sin embargo el método para deteccion
empleado en esos estudios fue Western Blot, el cual tiene una sensibilidad mas alta que el
ELISA y lo cual pudo incrementar el porcentaje de falsos positivos. En nuestro estudio,
utilizando un punto de corte de 9 RU/ml determinado por ELISA, se encontré una especificidad
muy alta de la prueba.

Los sujetos con diagnostico previo de NMI quienes clinicamente se encontraban en
remision con proteinuria < 1 g/24 h tienen titulos de PLA2R menores a 9 RU/ml; la mayoria de
ellos con niveles <1 RU/ml con excepcién de 1 sujeto que tuvo titulos de 10 RU/ml.

La correlacion entre los anticuerpos y la proteinuria no fue del 100% lo cual puede

explicarse por la naturaleza transversal del estudio, la heterogeneidad de la poblaciéon en
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diferentes estadios y con tratamientos diversos y por cierto grado de variabilidad bioldgica
esperada.

Es posible especular que la positivizacion de titulos de los anti-PLA2R en pacientes con
enfermedad estable o en quienes la proteinuria habia disminuido espontdneamente o por
tratamiento, implicase o pudiese predecir una recaida. Por el contrario, una reduccion de anti-
PLA2R antes de respuesta clinica definida como reduccion de proteinuria nefrética a menos de
1 g/24 h , podria ser un indicador temprano predictor de respuesta al tratamiento. Un caso
similar a éste tipo de conducta que fue informado en un paciente con trasplante renal y
recurrencia de la NMI en el injerto (9). Otras series han confirmado la observacién de que los
titulos de los anti-PLA2R se incrementan antes la aparicion de proteinuria en las recaidas (21).

Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer estudio con poblacién
latinoamericana en donde se demuestra que la prevalencia del anticuerpo anti-PLA2R en NMI
es similar a la reportada en otras poblaciones (8-14). Comparado con otras publicaciones, los
anticuerpos fueron validados contra una cantidad importante de casos con enfermedades
glomerulares inmunoldgicas y no inmunolégicos y resaltamos la comparacion realizada en
poblacion con lupus eritematoso, el cual presenta alta prevalencia de autoanticuerpos. Los
datos presentados, demuestran que utilizando un punto de corte de 9 RU/ml, no se presentan
casos falsos positivos.

Este estudio debe plantear la posibilidad de utilizar el ELISA para detectar en suero los
anti-PLA2R en pacientes con sospecha de una enfermedad glomerular, especialmente
sindrome nefrético sin deterioro de la tasa de filtrado glomerular y con proteinuria mayor de 1
gramo en 24 horas. Un valor mayor de 9 RU/ml pudiera ser suficiente para diagnosticar NMI y
evitar la necesidad de realizar biopsia renal, sin embargo es claro que éstos estudios deben
expanderse y establecer con mayor certidumbre la reproducibilidad y consistencia del
diagnéstico. Dada la evidencia acumulada, las llamadas NMI en las cuales el anti-PLA2R es

positivo deban cambiar su nombre a nefropatia membranosa mediada por anti-PLA2R, mientras
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el término idiopatico se reserve a aquellas sin la presencia de estos anticuerpos y en las cuales
no se ha podido identificar una causa secundaria.

Las limitantes del estudio son que por su disefio, no se puede establecer una
causalidad entre los anti-PLA2R y la enfermedad. Sin embargo, tratdndose de una estudio de
prueba diagnéstica, creemos que contamos con una prueba altamente especifica y util en la
practica clinia. Otra limitante secundaria al disefio fue que la medicion de anti-PLA;R no fue
realizada concomitantemente al momento de la biopsia renal en todos los pacientes y tampoco
se cuenta con varias mediciones de los anti-PLA2R, con lo que no se pueden establecer
adecuadamente la relacién entre la proteinuria y el comportamiento de los anti-PLAzR.

En resumen los anti-PLA2R son utiles para el diagndstico de nefropatia membranosa
idiopatica, sobre todo cuando existe proteinuria mayor a 1gr en 24 horas. Los anti-PLA2R
medidos por ELISA con titulos mayores a 9 RU/ml excluyen otras enfermedades glomerulares y
son altamente especificos para el diagndstico de NMI mediada por anti-PLA2R, lo cual pudiera

evitar la realizacién de una biopsia renal.
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