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BUSQUEDA DE BIOMARCADORES
DIFERENCIADORES DE ACTIVIDAD RENAL Y
MICROANGIOPATIA TROMBOTICA EN PACIENTES
CON NEFRITIS LUPICA ACTIVA

1 MARCO TEORICO

Introduccion

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad multisistémica que afecta mujeres y
hombres jovenes, condicionando gran morbilidad y aumento de mortalidad hasta 2 a 5 veces en
comparacién con la poblacidn general’. Aproximadamente 60% de los pacientes con LEG
desarrollan actividad de la enfermedad a nivel renal?. La afectacién renal es el principal
determinante de aumento de mortalidad, con tasas de mortalidad estandarizadas de 7.9 para
pacientes con actividad renal y hasta 63.1 en aquellos que progresan a enfermedad renal crénica
terminal®.

El tratamiento de la nefropatia lipica modifica la progresion a etapas terminales de enfermedad
renal y la mortalidad. Antes del uso generalizado de esteroides, la mortalidad de la nefropatia
[Upica era de 83% a 5 aiios. El uso de los esteroides y posteriormente de la ciclofosfamida aumenté
la sobrevida a 5 afios hasta 45% y 80% respectivamente®. Desafortunadamente, en la ultima
década el tratamiento de la nefropatia Iupica se ha estancado, cuando adn 10 a 20% de los
pacientes progresan a etapas terminales de enfermedad renal®. En México, el seguimiento de la
cohorte de pacientes con nefropatia lUpica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran (INNSZ), la cual incluye aproximadamente 500 pacientes, ha mostrado una tasa
de progresion a enfermedad renal crénica terminal de 18% a 5 aios.

Este estancamiento en el prondstico de la enfermedad renal en pacientes con LEG contrasta con
la proliferacion del desarrollo de farmacos bioldgicos dirigidos contra diversos blancos en el

sistema inmune. En los ultimos 10 afios de investigacidn en el area, la mayoria de los ensayos



clinicos han mostrado resultados negativos®. Como ejemplos se pueden mencionar farmacos
como rituximab (anti-CD20)’, abatacept (CTLA4-1g)®, ocrelizumab (anti- CD20)°, sirukimab (anti-
IL6)%, tabalamumab (anti-BAFF)!, belimumab (anti-BLyS)*?, BIIBO23 (anti-TWEAK)®3, entre otros.
Entre las hipdtesis que se han generado para explicar los multiples fallos de los ensayos clinicos
destacan: a) el disefio de los ensayos clinicos, b) la utilizacion de variados criterios clinicos de
respuesta y c) la posibilidad de que las moléculas “blanco” de los diversos farmacos participen en
distintas fases en la fisiopatogenia de la nefropatia lupica. En respaldo a este ultimo, por ejemplo,
en el ensayo clinico de sirukumab (anticuerpo contra interleucina-6) se encontré que no todos los
pacientes tratados tenian niveles elevados de interleucina-6 en sangre, por tanto, la inhibicion de
esta molécula no tuvo mayor efecto en el curso de la enfermedad de estos pacientes!®. Por otro

lado, en el ensayo LUNAR de rituximab, el subandlisis de aquellos pacientes en quienes se logrd

una supresion adecuada de células B CD20- sugirié que el fdrmaco pudo ser efectivo en dicho
subgrupo de pacientes’.

La fisiopatogenia de la nefropatia IUpica incluye una primera fase en que el dafio inflamatorio
mediado por el depdsito y la produccién local de complejos inmunes excede un umbral y
desencadena la activacién de vias proinflamatorias. En la fase inicial recientemente se ha
demostrado un papel predominante de la inmunidad innata con participacion de células como
neutréfilos y macréfagos®®. Esto es posiblemente seguido de la liberacidn de interferén alfa (IIFN-

1617 el cual estimula a su vez la produccidon de células

a) por las células plasmacitoides
presentadoras de antigenos, promoviendo la diferenciacién de células B autoreactivas hacia
células plasmaticas e incrementando la produccion de linfocitos T CD4 vy linfocitos T CD8 de

memoria*.

Todos estos eventos ocurren tanto sistémicamente como localmente en el tejido renal. Las
biopsias renal de pacientes con nefropatia lipica frecuentemente tienen agregados de linfocitos
T y B, y ocasionalmente incluso pueden observarse centros germinales en el compartimento
tubulointersticial®®. En el tejido renal, el depdsitos de complejos inmunes activan el sistema del
complemento al tiempo que los linfocitos T cooperadores (“helper”) producen citocinas que

perpetuan el dafio por complemento y macréfagos.

Por tanto, es razonable pensar en la fisiopatogenia de la nefropatia lipica como un proceso
inflamatorio que ocurre paralelamente en un paciente con un nivel basal de autoinmunidad en

quien se activan inmunoldgicos los cuales una vez rebasado un umbral, desencadenan un episodio



inflamatorio renal. Siendo asi, el efecto de los farmacos biolégicos puede maximizarse al ser

utilizados en la fase mas apropiada de acuerdo a su mecanismo de accién.

Actualmente, el Unico mecanismo potencial para identificar la fase inflamatoria en que se
encuentra un paciente, asi como los mecanismos involucrados, es mediante el analisis
histopatoldgico de la biopsia renal, incluyendo las nuevas técnicas de expresién de mRNA

(transcriptémicas) o proteinas (protedmicas) en el tejido renal.

El enfoque tradicional de la bdsqueda de biomarcadores en nefropatia lipica se ha basado en
moléculas que diferencien entre pacientes con actividad renal y aquellos sin actividad renal *°. Sin
embargo, la identificacién de moléculas diferencialmente expresadas en diversas vias
inflamatorias ofrece su potencial aplicacidén no sélo para distinguir entre pacientes activos a nivel
renal de aquellos inactivos, sino la identificacidn de cuales vias inflamatorias se encuentran activas
y por tanto, potencialmente también pudieran influenciar la decision terapéutica. Dado que los
biomarcadores en suero no han logrado reflejar del todo el grado de inflamacién renal 20,21, la
busqueda de biomarcadores simultdneamente en orina y sangre potencialmente reflejara mds

fielmente la inflamacion renal.

El Departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirdn desarrollé un estudio en colaboracién con la Universidad Estatal de Ohio en el cual se
identificd el perfil transcriptomico en tejido renal de pacientes con nefropatia IUpica en 2
momentos de actividad: a) en un primer episodio sin tratamiento de induccién previo para
nefropatia Iupica y b) en un segundo episodio (recaida o “flare”) encontrandose bajo tratamiento
de mantenimiento con inmunosupresores. Los resultados sugieren la expresion de genes
involucrados en diversas vias inflamatorias, incluyendo: neutréfilos, macréfagos, células
dendriticas plasmacitoides, interferén alfa y via del complemento. A partir de estas vias, mediante
el uso de graficas de volcan, se seleccionaron los mRNA mayormente expresados en comparacién
con pacientes normales en base al nimero de veces de cambio (“fold change”) y significancia

estadistica??.

Para este estudio se selecciond como punto de partida el estudio de las vias del complemento
dado que un gran niumero de genes expresados se concentraron en estas vias. Adicionalmente, el
subgrupo de pacientes en quienes ademas de la inflamacidn renal secundaria a LEG se identifican

datos de microangiopatia trombdtica es posiblemente diferenciable mediante el estudio de las



vias de activacién del complemento. Adicionalmente, se selecciond la molécula CD163 soluble
(sCD163), un marcador en estudio en enfermedades glomerulares con participacion de

23

macrofagos como vasculitis sistémicas “> cuya presencia en la orina ha sido previamente

demostrada en pacientes con nefropatia lupica 2.

C3d y C4d urinarios como marcadores de nefropatia lapica activa

De acuerdo a varios estudios, hasta el 50% de los pacientes que se considera cursan con LEG y
nefropatia lGpica (NL) clinicamente activa, tienen niveles séricos de C3 en rangos normales®. Por
el lado contrario el consumo de C3 y C4 séricos no refleja con exactitud su consumo por actividad
renal nueva o persistente, como se observa en pacientes con niveles de complemento sérico
cronicamente bajos o en aquellos con deficiencias de complemento determinadas
genéticamente. Los productos de degradacién de C3, C4 y otros componentes del complemento
son especificos del proceso de su activacidn, y su aparicion es una evidencia indiscutible de la

activacion del complemento por actividad de LEG®%,

Un estudio clasico realizado hace méas de 20 afios por Manzi y colaboradores®’, compard la utilidad
de la determinacién de diversos productos de degradacién de cada una de las vias del
complemento (C4d para evaluar la via clasica/via de las lectinas, Bb para la via alternativa y C5b-
9 soluble (para la via comun) en comparacién con las determinaciones convencionales de C3 y C4
séricos para distinguir y/o predecir la presencia de actividad clinica en pacientes con LEG.
Simultaneamente, los autores intentaron determinar el valor de corte de C3d (producto de
degradacion de C3) en orina para distinguir de forma temprana a los pacientes con NL activa de
aquellos que no presentaban actividad renal, mediante la técnica de Western blot. Al
correlacionar con las escalas de actividad de LEG (SLEDAI, SLAM), los fragmentos C4d y Bb séricos
fueron mas sensibles para detectar predecir actividad lupica que los niveles séricos de sC5b-9, C3
y C4. Ademas, en los pacientes quienes contaban con biopsia renal (n=6), la presencia de C3d en
orina fue mejor para distinguir la presencia de NL activa que los niveles séricos de C3, C4, Bb,
sC5b-9 y anticuerpos contra DNA de doble cadena (p = 0.02). Estos resultados observados en este
pequefio estudio sugieren que la excrecién urinaria aumentada de productos de degradacidn del
complemento como C3d, podria reflejar la activacién de esta via y directamente la lesidn renal

mediada por complemento. Con la excepcion de este pequefio estudio, este potencial uso del



fragmento C3d como biomarcador de NL activa y otras glomerulopatias, ha recibido poca

atencién3..

Existen varias potenciales teorias que explicarian esta la excrecion elevada del fragmento C3d del

complemento en la orina de pacientes con nefritis lUpica activa y otras glomerulopatias3?3°:

a) Por produccién excesiva en plasma: como se ha observado en multiples entidades
proteindricas

b) Por disminucién de la reabsorciéon tubular: la molécula de C3d es relativamente pequefia,
35 kDa, por lo que en condiciones normales se filtraria facilmente por la orina y al igual
gue otras proteinas de bajo peso molecular se reabsorberia por las células tubulares
proximales. Al sobrepasarse esta reabsorcién tubular tras un incremento en su
produccidn, la excrecidn urinaria de C3d podria aumentar, en particular en pacientes con
predominio de dafio tubulointersticial

c) Por aumento de la permeabilidad glomerular: mediante el aumento de la permeabilidad
glomerular, contrario al C3d, C3 tiene un alto peso molecular (195 kDa) y solo se filtrara a
la orina de pacientes con enfermedades glomerulares cuya permeabilidad glomerular
estd aumentada. Los niveles urinarios de sus productos de degradacion (incluyendo C3d)
se encontrarian igualmente elevados.

d) Produccion local: alternativamente, C3 y C3d podrian producirse a nivel tubular. La
expresion del gen C3 se ha observado tanto en las células epiteliales glomerulares como
en las células tubulares [referencia].

e) Activacion local: finalmente, la activacion local incrementada de C3 puede ocurrir a través

de la amidacién de C3 generando a su vez los productos de su fragmentacion.

CD163 soluble y nefropatia ltpica

Los macréfagos han sido implicados en la patogénesis de varias nefropatias. De acuerdo a su papel
en la respuesta inmune, los macrdéfagos pueden clasificarse como : a) M1 o promotores de
inflamacién glomerular y b) M2 o inmunorreguladores, los cuales participan en la etapa de
reparacion de las enfermedades glomerulares®. La distincién de estos fenotipos de macrofagos

(M1 o M2) no siempre es faciles y podria existir un continuo entre los fenotipos M1y M2, dado



por un microambiente dinamico dependiente del estado inflamatorio, principalmente mediado

por citocinas.*’

La molécula CD163 es una proteina transmembrana tipo | perteneciente a la superfamilia del
receptor neutralizador tipo B rico en cisteina, que actia como un receptor del complejo
hemoglobina-haptoglobina. CD163 es un marcador de superficie expresado exclusivamente por
macroéfagos tipo M2, los cuales como se mencioné previamente, se acumulan durante la fase de
recuperacion de la inflamacién aguda. Esta molécula se libera activamente de la membrana
celular de los macréfagos mediante metaloproteinasas en respuesta a ciertos estimulos
inflamatorios, difundiéndose a los tejidos inflamados o entrando a la circulacidon en su forma

soluble (sCD163) 3,

Se piensa que la forma soluble de CD163 puede tener actividad antiinflamatoria y funcionar como
un marcador Util de la activaciéon de los macréfagos en multiples enfermedades inflamatorias,
como la nefropatia lUpica. De acuerdo a algunos estudios, la infiltracidon glomerular por parte de
los macrdéfagos, pareciera jugar un papel relevante en la patogénesis de NL [referencia]. Por tanto,
la identificacidon del fenotipo predominante de estos macréfagos y de las proteinas urinarias

derivadas de ellos, podria proporcionar informacién util sobre la presencia o no de NL activa.

Un estudio previo publicado por Endo y colaboradores %, incluyd la determinacion de sCD163 en
sangre, orina y tejido renal en una serie de 74 pacientes japoneses con diversos grados de
inflamacidn por nefropatia lupica. Se encontréd que los niveles urinarios de sCD163 podrian
funcionar como biomarcador de inflamacion glomerular dependiente de macréfagos en fases
activas de nefropatia lUpica proliferativa. Para un punto de corte de 3.93ng/mg de creatinina, este
marcador mostré un area bajo la curva ROC de 0.825, sensibilidad de 83.3% y especificidad de
85.7% para diferenciar nefropatia IUpica activa de pacientes sanos y con otras glomerulopatias
como enfermedad de cambios minimos, glomerulonefritis membranosa idiopatica, nefropatia
diabética, nefropatia por IgA y vasculitis asociadas a ANCA con actividad renal. Estos resultados
se corroboraron con un andlisis de microscopia dptica del tejido renal, el cual revelé que el
numero de macréfagos glomerulares marcados con inmunohistoquimica para CD163 se

correlacioné positivamente con la actividad histoldgica de la NL (r = 0,635).



Microangiopatia tromboética y nefropatia ltpica

La microangiopatia trombodtica (MAT) se caracteriza por trombocitopenia anemia hemolitica
microangiopatica y dafio organico, Patoldgicamente se distingue por la lesidon histolégica de
arteriolas y capilares, con engrosamiento e inflamacién de la pared vascular, desprendimiento de
células endoteliales, ensanchamiento subendotelial por acimulos de proteinas y material de lisis
celular, asi como por la presencia de trombos plaquetarios que ocluyen las luces vasculares. Con
respecto a su patogenia, existe una sobreposicién de los mecanismos supuestamente
involucrados en los diferentes tipos de MAT, como consecuencia de esto su clasificacidn es todo

un reto3s.

Las lesiones observadas en los vasos sanguineos en el analisis histopatoldgico de la biopsia renal
de pacientes con nefropatia llpica pueden asociarse negativamente al prondstico de la
enfermedad renal 341, En particular, las lesiones de MAT se han asociado con las manifestaciones

clinicas mas severas y la mortalidad mas elevada®*

La fisiopatogenia de las lesiones de MAT observadas en pacientes con LEG es actualmente
desconocida y los resultados de los pocos estudios realizados llegan a ser contrastantes. Por
ejemplo, Cohen y cols** publicaron que la activacién de la via cldsica del complemento podria ser
un factor crucial en desarrollo de MAT en pacientes con nefritis lUpica. Por el contrario, Song y
cols**, observaron la participacién tanto de la via cldsica como de la via alternativa en una cohorte
de 36 pacientes chinos con nefritis lUpica y MAT, de los cuales 29 tenian exclusivamente involucro
renal de la MAT. Los pacientes con niveles mas bajos de factor H del complemento, el cual
constituye un regulador negativo de la activacion de la via alternativa del complemento,

mostraron un peor desenlace renal.

En la actualidad, la MAT en pacientes con nefropatia IUpica puede clasificarse en diversos grupos
de acuerdo al resultado observado en los estudios de escrutinio, los cuales incluyen la
determinacidon de anticuerpos antifosfolipidos (aFL), la actividad del factor ADAMTS13 vy los
anticuerpos en contra del factor ADAMTS13. Es asi que aquellos pacientes positivos para
anticuerpos aFL se clasifican como nefropatia antifosfolipicos, aquellos con actividad baja de
ADAMTS13 como purpura trombocitopénica trombdtica asociada a LEG, mientras que aquellos
con resultado negativo en ambos examenes se clasifican como sindrome urémico hemolitico

urémico atipico. Otras MAT pueden clasificarse como secundarias en caso de presentar un factor



claramente involucrado como en el caso de la esclerodermia asociada, la hipertensiéon maligna, el

virus de la inmunodeficiencia humana, algunas neoplasias y el uso de ciertos farmacos.

Retomando lo encontrado por Song y colaboradores en la cohorte china antes mencionada, en la
mayoria de los 29 pacientes con nefritis lUpica y MAT coexistente, se podria catalogar a esta ultima
como sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa). El SHUa es un subtipo de SHU en el que los
fendmenos de MAT son consecuencia de la pérdida de regulaciéon de la via alternativa del
complemento sobre las superficies celulares de causa genética. El SHUa es una enfermedad poco
comun que hasta hace poco, pese al tratamiento estandar con plasmaféresis, frecuentemente
evolucionaba a la insuficiencia renal crénica terminal, con una elevada mortalidad. En los Gltimos
anos, se ha establecido el papel clave que desempena el sistema del complemento en la induccion
de dano endotelial en estos pacientes, mediante la caracterizacion de multiples mutaciones y
polimorfismos en los genes que codifican determinados factores del complemento®:. El
eculizumab es un anticuerpo monoclonal que inhibe la fracciéon terminal del complemento
blogueando la formacion del complejo de atague de membrana. Existen estudios en modelos
murinos, reportes de caso y series pequefias de pacientes con nefritis lUpica refractaria y/o
microangiopatia trombdtica no causada por SAAF que han respondido al tratamiento con este

anticuerpo. 460

2 DEFINICION DEL PROBLEMA

La incidencia de LEG en poblacién mexicana se ha calculado en 7.6 casos por cada 100 mil
habitantes/afio y la nefropatia lUpica afecta mas del 50% de estos pacientes. El prondstico de la
enfermedad renal asociada a LEG no se ha modificado en las ultimas décadas donde
aproximadamente 20% de estos pacientes progresan a enfermedad renal crénica terminal en 5

afnos en el INNSZ.

Aun y cuando se han desarrollado multiples farmacos con diversos blancos en vias inflamatorias
potencialmente involucradas en la fisiopatogenia de la inflamacidn renal el prondstico continta

sin modificarse.

Recientemente se ha propuesto que las diversas vias inflamatorias potencialmente involucradas

en nefropatia lipica participan en etapas especificas y por tanto, su bloqueo con farmacos



bioldgicos pudiera solamente ser efectivo en ciertos momentos del curso clinico de la

enfermedad.

Si bien estudios existen multiples estudios previos de biomarcadores en pacientes con nefropatia
lUpica, la mayoria se han enfocado en diferenciar el grupo de pacientes activos de aquellos

inactivos independientemente del momento de la enfermedad.

En este estudio, la busqueda de nuevas moléculas biomarcadoras de actividad renal se enfocé en
la identificacién simultdnea tanto en plasma como en orina en pacientes clasificados en fase
inflamatoria activa mediante histopatologia renal. Adicionalmente se incluyeron pacientes con
manifestaciones vasculares de LEG quienes posiblemente tienen una fisiopatogenia distinta del

dafio renal y por tanto, son candidatos a un tratamiento distinto.

3 JUSTIFICACION

La busqueda de biomarcadores especificos de vias inflamatorias involucradas en la orina y suero
de pacientes con LEG vy actividad renal potencialmente podria identificar vias fisiopatogénicas
individualizadas y orientar las decisiones terapéuticas. Esto pudiera contribuir a mejorar el
prondstico renal y de sobrevida de los pacientes con nefropatia lupica.

El INNSZ es un centro de referencia a nivel nacional para pacientes con LEG y NL, por lo tanto
nuestro departamento cuenta con la poblacidn y los recursos necesarios para llevar a cabo este
estudio. La definicion de nuevos biomarcadores podra facilitar la seleccion apropiada de

candidatos a tratamiento y del fdrmaco a utilizar.

4 OBJETIVOS PRIMARIOS

e Identificar la presencia de marcadores de activacién de la via del complemento (C4d, C3d,
fragmento Ba, sC5b-C9) en plasma y orina de pacientes con nefropatia IUpica activa.

e Evaluar la capacidad diagndstica de los marcadores de activacion de la via del
complemento para diferenciar entre pacientes con nefropatia lupica activa, nefropatia
IGpica con microangiopatia trombdtica asociada, pacientes con nefropatia lUpica inactiva

y donadores renales.



e Evaluar la presencia y rendimiento diagndstico del biomarcador sCD163 en orina de

pacientes con nefropatia lUpica.

5 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Correlacionar cada una de las proteinas con los hallazgos histopatolégicos de la biopsia

renal percutanea

e Correlacionar cada una de las proteinas con los marcadores convencionales de actividad

renal

6 HIPOTESIS

e Es posible identificar biomarcadores especificos de vias inflamatorias en la orina y suero
de pacientes con nefropatia lUpica activa.

e Existe una expresién diferencial en los niveles de C3d, C4d, Ba, C5b-9 y CD163 soluble
entre los pacientes con nefropatia lUpica activa, pacientes con nefropatia lupica activa y
micoangiopatia trombdtica, pacientes con antecedente de nefropatia lUpica actualmente

inactivos y controles sanos.

7 METODOLOGIA

7.1 Diseiio del estudio

Se trata de un estudio transversal de prueba diagndstica. En una primera fase exploratoria se
montaron las técnicas de laboratorio y ensayos necesarios para valorar la factibilidad de obtener
sefial de cada uno de los potenciales biomarcadores. Todos aquellos que se midieron
exitosamente en orina y/o sangre fueron evaluados formalmente en el estudio de prueba

diagndstica.



7.2 Biomarcadores utilizados

CD163 soluble: La molécula CD163 es un receptor de fase aguda involucrado en los
mecanismos de fagocitosis de complejos hemoglobina-haptoglobina por los macréfagos.
Tras su desprendimiento, la forma soluble (sCD163) tiene un papel antiinflamatoria y ha
sido previamente detectado en orina en pacientes con vasculitis de vasos pequefios y
pacientes con nefropatia lUpica. La medicion en orina se realizé6 mediante un kit comercial
de ELISA (DY1607 DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Fragmento C3d del complemento: El fragmento C3d del complemento es liberado
durante la activacion del fragmento C3 en la via comun del complemento. Para la
identificacion de C3d en orina se realizé un dotblot, con anticuerpo de ratén monoclonal
contra C3d (ABCAM, 7C10, Cambridge, MA, USA) a una dilucién de 1:4000, y previa
normalizacién mediante espectrofotometria del contenido de proteina en la muestra de
orina. Como anticuerpo secundario se utilizé un anticuerpo IgG anti-ratén ligado a
peroxidasa.

Anticuerpos contra Clg del complemento: Los anticuerpos contra el fragmento C1q del

complemento (Cla-Ab). La medicidn en sangre se realizd con un kit comercial de ELISA
(ABCAM, ab170246) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y mediante la técnica
previamente montada por el Laboratorio de Inmunologia del INNSZ.

C5b-9 soluble: El fragmento del complemento C5b-C9, mejor conocido como complejo de
ataque de membrana representa el Ultimo paso de la activacion del complemento por
cualquiera de sus vias. La medicién de C5b-C9 soluble se realizé mediante un kit comercial
de ELISA (MicroVue sC5b-C9 plus EIA, Quidel, CA, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las muestras de plasma se diluyeron 1:40 y las de orina desde la muestra
directa (grupo de donadores sanos) hasta 1:200 para los pacientes activos.

Ba: El fragmento Ba del complemento se produce por la fragmentacién del factor B
durante la activacion de la via alternativa del complemento. La positividad de este
fragmento representa activacion de dicha via. La medicién se realizé mediante el kit de
ELISA MicroVue Ba EIA (Quidel, CA, USA). Se siguieron las instrucciones del fabricante y se
requirieron diluciones hasta 1:40 para medicion de plasma y hasta 1:2000 para medicion

en orina.



CAd: El fragmento C4d del complemento se produce por la fragmentacion del factor C4
durante la activacién de la via clasica o de la via de las lectinas del complemento. La
medicidon se realizd mediante el kit de ELISA MicroVue C4d EIA (Quidel, CA, USA). Se
siguieron las instrucciones del fabricante. Se requirieron diluciones de 1:50 para las

muestras de plasma y hasta 1:10 para muestras de orina.

7.3 Definicion de los grupos

La poblacion donde se determinaron los biomarcadores urinarios y séricos, incluyé a los

siguientes grupos:

b)

Pacientes con nefropatia ltpica activa definida por biopsia renal percutanea

-Pacientes con biopsia renal percutanea por sospecha de actividad renal. Las muestras de
orina y suero, se obtuvieron previo a la realizacién del procedimiento, una vez firmado el
consentimiento informado. Se corrobord con el andlisis histopatolégico de la biopsia renal

percutdnea el grado de inflamacién (actividad) y el diagndstico de nefropatia lGpica activa.

Pacientes con nefropatia lipica activa y microangiopatia trombética definidas por
biopsia renal percutanea

Pacientes con biopsia renal percutdnea por sospecha de actividad renal. Las muestras de
orina y suero, se obtuvieron previo a la realizacion del procedimiento, una vez firmado el
consentimiento informado. Se corroboraron con el andlisis histopatoldgico de la biopsia
renal percutanea el grado de inflamacidn (actividad), el diagndstico de nefropatia IlUpica
activa y el diagndstico de microangiopatia trombdtica. Los pacientes con microangiopatia
tromboética fueron posteriormente divididos en aquellos con datos histopatoldgicos
predominantes de dafio agudo y aquellos con datos predominantes de dafio crénico. Los
pacientes con datos de dafio tanto agudo como crénico se incluyeron en el grupo de dafio

agudo.

Pacientes con historia de nefropatia ltipica diagnosticada mediante biopsia renal

percutanea y actualmente inactivos



d)

Pacientes en seguimiento en la consulta externa de Nefrologia quienes tenian diagndstico
de lupus eritematoso generalizado y nefritis lUpica con criterios de remisién completa en
base a los criterios de las guias del ACR y de la EULAR. Las muestras de orina y suero, se
obtuvieron como parte de su seguimiento, con previa firma del consentimiento

informado

Donadores sanos con rifiones sanos corroborados en la biopsia cero realizada por
protocolo en todo trasplante renal

Se invitd a participar a donadores renales previo al procedimiento de donaciodn,
ingresados a hospitalizaciéon del Instituto. Se solicité una muestra de orina, una vez
firmado el consentimiento informado. Posteriormente se corrobord la condicidon de
normalidad del tejido renal en el andlisis histopatoldgico reportado en la biopsia “cero”

realizada por protocolo en todos los pacientes

7.4 Criterios de Seleccion de Pacientes

Inclusion

Para todos los pacientes:

Hombre o mujer mayor de 18 aios

Consentimiento informado firmado previo a la obtencién de la muestra de orina

Para el grupo de pacientes con actividad renal

Diagnéstico de lupus eritematoso generalizado basado en los criterios de la ACR o SLICC

Actividad renal diagnosticada mediante analisis histopatolégico de la biopsia renal
percutanea definido por un indice de actividad mayor de 4 y proteinuria mayor de 1g en
24 horas o 1g/g por indice proteinuria/creatinuria.

Menos de 2 semanas con dosis de prednisona mayor de 0.5mg/kg, mofetil micofenolato
iniciado a dosis mayor de 2g/24h o menos de un bolo intravenoso de ciclofosfamida

administrado en los ultimos 6 meses.

Para el grupo de pacientes con actividad renal y microangiopatia trombética

Diagnéstico de lupus eritematoso generalizado basado en los criterios de la ACR o SLICC



Actividad renal diagnosticada mediante analisis histopatolégico de la biopsia renal
percutdnea definido por un indice de actividad mayor de 4 y proteinuria mayor de 1g en
24 horas o 1g/g por indice proteinuria/creatinuria.

Menos de 2 semanas con dosis de prednisona mayor de 0.5mg/kg, mofetil micofenolato
iniciado a dosis mayor de 2g/24h o menos de un bolo intravenoso de ciclofosfamida
administrado en los Ultimos 6 meses.

Microangiopatia trombdtica con afeccidn renal aguda o crdnica, diagnosticada mediante
analisis histopatoldgico de la biopsia renal percutanea definido por la presencia de
esquistositos o trombos intravasculares, hiperplasia intimal de las arteriolas renales y/o
patrén de doble contorno de la membrana basal glomerular sin la presencia de

inmunocomplejos.

Para el grupo de pacientes con historia de actividad renal actualmente inactivos

Diagndstico de lupus eritematoso generalizado basado en los criterios de la ACR o SLICC
Actividad renal previa diagnosticada de acuerdo a lo antes mencionado

Respuesta completa al tratamiento con funcidon renal normal para la edad y sexo,
proteinuria menor de 150mg/24 horas y sedimento urinario inactivo (menos de 5

eritrocitos/campo) evidenciado en 2 visitas consecutivas separadas al menos 3 meses.

Para el grupo de donadores sanos

Paciente programado para donacién renal en las siguientes 4 semanas.

Funcién renal normal para la edad y sexo, proteinuria menor de 150mg en 24 horas y
sedimento urinario inactivo.

Histologia renal normal en la biopsia cero.

Evaluacion pre-trasplante completa en que se ha descartado enfermedades renales o

sistémicas asociadas a dafio renal.

Exclusion

Paciente incapaz para firmar o quien no firme el consentimiento informado
Enfermedad comdrbida en los grupos con lupus eritematoso generalizado capaz de

inducir proteinuria (diabetes mellitus, otras reumaticas).



Eliminacion
e Muestra de biopsia renal percutanea insuficiente para la valoracién de actividad (menor
de 10 glomérulos obtenidos)
e Evidencia de otra etiologia distinta a nefropatia lipica en el analisis histopatoldgico de la

biopsia renal

e Retiro del consentimiento informado

7.5 Tamano de la muestra

Dado que el estudio fue principalmente exploratorio se decidid incluir al menos 10 pacientes por
grupo. Una vez identificadas las caracteristicas para la medicién de los biomarcadores se planea
en un estudio posterior aumentar el nimero de pacientes a 20 por grupo con lo cual se alcanzard
un poder del 90%, con precisidon del 10% para encontrar un area bajo la curva para diferenciar

nefropatia lupica activa de inactiva de 0.800.

7.6 Recoleccion de datos
Se revisaron los expedientes fisicos y electrénicos de los pacientes con los diagndsticos de cada
uno de los grupos. Se colectaron en una base de datos electronica (Excel 2010) las siguientes

variables para cada paciente:
a) Variables demograéficas: Fecha de nacimiento, sexo.

b) Variables clinicas basales: Presidon arterial sistdlica y diastélica (mm Hg), creatinina sérica
(mg/dl), nitrégeno ureico sérico (mg/dl), serologia para anticuerpos contra DNA de doble cadena,
fragmentos C3 y C4 del complemento, hemoglobina, plaquetas, albumina sérica, dosis de
medicamentos inmunosupresores como prednisona, mofetil micofenolato, azatioprina,

ciclofosfamida e hidroxicloroquina.

c) Variables obtenidas del andlisis histopatoldgico de la biopsia renal percutanea: nimero de

glomérulos obtenidos (con la intencién de valorar lo adecuado de la muestra), fibrosis intersticial,
atrofia tubular, indice de actividad del NIH, indice de Cronicidad del NIH, clasificacion de acuerdo

a la ISN/RPS.



d) Otras variables: Fecha de la biopsia renal (excepto para el grupo con diagndstico de lupus
eritematoso generalizado sin actividad renal), fecha de inicio de los sintomas (grupo con

nefropatia activa), fecha de remisién completa (grupo con nefropatia previa), escala SLEDAI.

7.7 Analisis estadistico

Para la expresidn de las caracteristicas basales de cada uno de los grupos se utilizé estadistica
descriptiva mediante medias aritméticas y desviacion estdndar o medianas y rangos
intercuartilares de acuerdo al tipo de distribucidon de la variable. Para la comparacién de las
caracteristicas basales entre grupos se utilizdé pruebas de ANOVA o Kruskal-Wallis con correccion

de Bonferroni para el nUmero de comparaciones.

Los valores obtenidos de los ensayos fueron normalizados al valor de creatinina urinaria

(concentracién) de la muestra.

Para el andlisis de los resultados de los estudios de cada biomarcador se utilizé una prueba de
Kruskal Wallis para la comparacién de valores entre grupos seguido de la prueba de Dunn para

comparaciones multiples.

Para analizar las asociaciones entre los niveles urinarios de cada biomarcador y las caracteristicas
basales se utilizé la prueba de Chi-cuadrada de Pearson para variables categoricas, y la prueba de

correlacién de rangos de Spearman para variables continuas.

Se realizé el calculo del area bajo la curva (AUC) mediante curvas ROC para comparar la capacidad
de distinguir el estado clinico entre cada uno de los grupos especificos de pacientes. Se derivo la
sensibilidad y especificidad de las curvas ROC. Asi mismo, se identificaron los valores de punto de

corte para definir niveles elevados de cada uno de los biomarcadores.

Para las pruebas que no impliquen comparaciones multiples se consideré como significativo un

valor de p menor de 0.05.

Todos los andlisis se realizaron con SPSS 20.0 y GraphPad Prism 3.0.



8 RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes

Se seleccionaron las muestras de orina y sangre recabadas previo a la toma de la biopsia renal
percutanea, de 12 pacientes con nefritis lUpica activa diagnosticada entre los afios 2015 y 2018
en nuestro Instituto. Similarmente se colectaron las muestras de 12 pacientes con nefritis [Upica
activa mas microangiopatia trombdtica, de 9 pacientes con historia de nefritis lUpica actualmente
inactivos como controles enfermos, y de 5 donadores renales como controles sanos (excepto
muestra de sangre). La mayoria (80-100% dependiendo del grupo) de los 38 pacientes fueron
mujeres jovenes. Las caracteristicas generales de los 4 grupos de pacientes se muestran en la

Tabla 1.

Los pacientes con nefritis lUpica activa y microangiopatia trombdtica se presentaron con valores
significativamente (p=0.014) mas elevados de creatinina sérica (3.1mg/dl, RIC 2.0-5.8mg/dL) que
los grupos de nefritis lUpica activa (1.3mg/dl, RIC 0.7-2.4mg/dl), nefritis lGpica inactiva (0.6mg/dI,
RIC 0.6-0.7mg/dL) y los donadores sanos (0.8mg/dl, RIC 0.5-1.0mg/dl). Similarmente, los niveles
de anticuerpos contra DNAdc y el nimero de esquistocitos observados en el frotis de sangre
periférica fueron significativamente mayores en el grupo con nefritis ldpica activa y
microangiopatia trombética. En contraste, las cifras de hemoglobina fueron significativamente
menores en el grupo con nefritis [Upica activa y microangiopatia trombdtica (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los 4 grupos.

Variable NLy MAT NL activa NL inactiva Donadores
(n=12) (n=12) (n=9) (n=5)

Biopsia previa (%) 6 (50) 3 (25.0) 9 (100) - 0,400
Edad, afios 32 (20-37) 29 (25-38) 34 (25-49) 40 (30-48) 0,799
Mujeres (%) 12 (100) 10 (83.3) 9 (100) 4 (80) 0,478
Evolucidon de LEG (meses) 71 (26-126) 31 (2.8-84) 26 (1-70) - 0,242
IMC, kg/m? 25.6 (23.6-26.3)  26.2 (22.6-28.9) 28.1(23.1-32.5) 28.3(24.7-29.2) 0,843
TAS, mmHg 155 (140-169) 140 (133-150) 120 (120-129) 114 (99-129) 0,114
TAD, mmHg 100 (90-110) 90 (81-98) 80 (70-80) 70 (63-81) 0,068
TAM, mmHg 120 (104-126) 107 (101-115) 93 (85-96) 85 (75-97) 0,089




Creatinina, mg/dl 3.1(2.0-5.8) 1.3 (0.7-2.4) 0.6 (0.6-0.7) 0.8 (0.5-1.0) 0,014
Proteinuria,g/g 6.9 (3.6-11.3) 5.0 (2.8-5.8) 0.2 (0.1-0.3) 0.0(0.0-0.03) 0,242
Hematuria, % 10 (83.3) 12 (100) 0(0) 0(0) 0,478
Piuria, % 10 (83.3) 10 (83.3) 0(0) 0 (0) 1,000
Hemoglobina, g/dl 10.1(8.5-10.9)  12.1(10.3-13.3) 12.8(11.6-13.8) 16.0(14.8-17.2) 0,017
Plaquetas, /mm3 139 (99-193) 248 (155-285) 254 (181-354) 267 (214-312) 0,060
Albumina sérica, g/dl 2.2 (1.9-2.9) 2.2 (1.9-2.6) 4.3 (3.9-4.4) 43(4.1-4.4) 0,887
Triglicéridos, mg/dl 243 (159-365) 187 (167-246) 103 (86-195) 154 (91-193) 0,412
Colesterol, mg/d| 192 (170-287) 187 (162-273) 167 (148-207) 196 (160-232) 0,656
C-HDL, mg/dl 45 (36-54) 36 (32-47) 53 (41-64) 48 (42-59) 0,412
C-LDL, mg/dl 101 (86-150) 112 (85-167) 86 (67-111) 139 (113-148) 0,882
DHL, u/dI 260 (196-359) 218 (203-263) - - 0,651
Coombs positivo (%) 3/11 (27) 1/5 (20) - - 0,038
Haptoglobinas bajas (%) 6 (50) 3/8 (38) - - 0,075
Haptoglobinas, u/dl 36 (10-202) 128 (10-260) - - 0,521
Esquistocitos (frotis) - - 0,037

Ninguno 5(42) 11 (92) - -

Algunos 3(25.0) 1(8) - -

<1 por campo 4 (33.3) 0 (0) - -
Porcentaje reticulocitos 2.7 (1.4-2.9) 2.01(1.3-2.8) - -
Nivel IgG Vs. ADAMTS13 7.5 (2.8-8.1) - - -




IgG ADAMTS13 positivo 0(0) - -
ADAMTS13 actividad (%) 80 (73-88) - -
Anti-DNAdc, u/ml 1112 (516-3823) 261 (58-873) 8 (7-27) 0,027
Anti-Clq, u/ul 21,5 (14,4-26,4) 12,9 (8,7-19,7) - 0,017
Niveles de C3, ug/dl 43 (35-57) 52 (34-11) 107 (102-128) 0,410
Niveles de C4, ug/dl 8 (7-10) 8 (8-11) 14 (12-30) 0,887
ACL positivo, % 3(25.0) 1(8.3) 1(8.3) 0,594
Serologia positiva para 3(25.0) 5(41.7) 1(11.1) 0,193
SAAF, %
Vitamina D, u/dI 15 (9-19) 18 (9-30) - 0,731
Sindrome glomerular 0,667

Nefrotico (%) 4 (33.3) 4 (33) -

Nefritico (%) 7 (58.3) 6 (50) -

AUA (%) 1(8.3) 1(8) -

ERC (%) 0(0) 1(8) -

Caracteristicas histopatoldgicas de los pacientes

Todos los pacientes de los grupos con nefritis lUpica activa contaron con una biopsia renal
adecuada (>10 glomérulos). La clase de nefritis lUpica que predomind, en base a la clasificacién
de la ISN/RPS fue la 1I/IV+V. El indice de actividad del NIH fue al menos de 10 en todos los
pacientes con nefritis lUpica activa. Como se muestra en la Tabla 2, el numero de glomérulos con
esclerosis global, el indice de cronicidad del NIH, el porcentaje de fibrosis intersticial, el porcentaje
de atrofia tubular y el porcentaje de inflamacidn intersticial fueron significativamente mayores en

el grupo de nefritis lUpica activa mas microangiopatia trombética, en comparacién con el grupo




de nefritis lupica activa sin MAT. El resto de las caracteristicas histopatoldgicas de los diferentes

grupos puede observarse en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas histopatoldgicas de la biopsia renal percutanea de los 4 grupos.

NL NL Donadores
activa inactiva (n=5)
(n=12) (GE)]
No. Glomérulos 17 (13-19) 19 (12- - 0,539
26)
% Esclerosis total 24 (4-43) 10 (3- - 0,228
21)
% Esclerosis global 14 (4-31) 4 (0-10) - 0,050
% Esclerosis segmentaria 0 (0-25) 0 (0-20) - 0,872
% Fibrosis intersticial 30 (18-45) 15 (11- - 10 (10-20) 0,036
24)
% Atrofia tubular 35 (18-53) 15 (6- - 10 (10-20) 0,011
19)
% Inflamacion intersticial 20 (10-33) 10 (5- - 0 (0) 0,017
15)
indice de actividad 14 (10-14) 11 (11- - - 0,254
12)
indice de cronicidad 6 (4-8) 4 (3-5) - - 0,036
Esclerosis arterial n (%) 2(17) 7(58.3) - - 0,008
ISN/RPS - - 0,714
Clase llI/IV n (%) - 1(8.3) - -
Clase V n (%) 1(8.3) - - -
Clase II1/IV+V n (%) 11(91.7) 11 - -
(91.7)
Presencia de medias lunas n (%) 12 (100) 11 - -
(91.7)




Biomarcadores de la via terminal del complemento

Niveles séricos y urinarios de sC5b-C9 como marcador de nefritis ltipica activa y

microangiopatia trombética

Los niveles de sC5b-C9 plasmaticos fueron significativamente (p=0.010) mds elevados en los
pacientes con nefropatia lipica activa (1338ng/mg, rango intercuartilar [RIC] 1011-1945ng/mg)
en comparacién con el grupo con nefritis activa y microangiopatia trombdtica (1279ng/mg, RIC
891-1962ng/mg) y vs 567 (470-1028) y orina [p<0.001, 178.8 (28.7-611.1) vs 92.6 (22.8-260.1)
vs 10.2 (0.9-19.3) vs 0.7 (0.4-1.9)] fueron significativamente mas altos en los pacientes con
nefritis lUpica activa y microangiopatia trombdtica en la biopsia renal, en comparacién con los

grupos de controles sanos y enfermos (Figura 1).
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Figura 1. Niveles plasmaticos (A) y urinarios (B) de sC5b-C9 por grupos. Los graficos se presentan
con mediana y rangos intercuartilares.

Tanto los niveles plasmaticos como urinarios de sC5-C9 lograron distinguir adecuadamente entre
los pacientes con nefritis [Upica activa de aquellos con nefritis inactiva, con un drea bajo la curva
ROC de 0.852 y 0.854 respectivamente, como se muestra en la Figura 2.

Para un punto de corte mayor de 975ng/ml, los niveles plasmaticos de sC5b-C9 tuvieron una
sensibilidad de 78% y especificidad de 75% para diferenciar nefritis lipica activa de inactiva. Para
un punto de corte mayor de 18ng/mg, los niveles urinarios de sC5b-C9 tuvieron una sensibilidad
de 83% y especifidad de 88% para diferenciar nefritis lUpica activa de inactiva.

Para la diferenciacién entre los grupos de NL+MAT activa y nefritis lUpica activa, el area bajo la
curva ROC de los niveles de sC5b-C9 plasmaticos y urinarios fue de 0.593 y 0.740 respectivamente.
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Figura 2. Graficos que muestran las curvas ROC de los niveles plasmaticos (A) y urinarios (B) de

sC5b-C9 para diferenciar nefritis lapica activa de nefritis lipica inactiva.

Biomarcadores de la via alterna del complemento

Niveles séricos y urinarios de Ba como marcador de nefritis ltupica activa y microangiopatia

trombdética

Los niveles urinarios del fragmento Ba del complemento representan la activaciéon de la via
alternativa del complemento. Los niveles plasmaticos del fragmento Ba del complemento fueron
significativamente mayores (256ng/dl, RIC 129-2976, p=0.006) en el grupo de nefritis lipica activa
y microangiopatia trombdtica, en comparacién el grupo de nefritis lUpica activa (61ng/dl, RIC 23-

477ng/dl) y nefritis lGpica inactiva (50ng/dl, RIC 29-78), como se muestra en la Figura 3.

El area bajo la curva ROC de los niveles plasmaticos del fragmento Ba para diferenciar nefritis
lUpica activa del grupo con nefritis activa + MAT fue de 0.736. Interesantemente, al eliminar los
pacientes con hallazgos puramente créonicos de MAT, el drea bajo la curva mejord a 0.849. Esto

sugiere que la via alternativa del complemento se encuentra mas activa en casos de nefritis lUpica

gue desarrollan microangiopatia trombdtica activa.



Para los niveles urinarios del fragmento Ba, el area bajo la curva ROC fue de 0.711 para diferenciar
nefritis ldpica activa de nefritis ldpica activa + MAT. Nuevamente, al eliminar los casos con

hallazgos puramente crénicos de MAT, el area bajo la curva mejoré a 0.828.
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Figura 3. Niveles plasmaticos (A) y urinarios (B) del fragmento Ba del complemento. Los
resultados se presentan como mediana y rangos intercuartilares.

* p<0.05 contra todos los grupos.

En cuanto a la diferenciacidn de nefritis [Upica activa de inactiva, los niveles plasmaticos y urinarios
del fragmento Ba del complemento tuvieron un drea bajo la curva ROC de 0.618 y 0.727

respectivamente.
Excrecidn urinaria de C3d como marcador de nefritis lipica activa y microangiopatia trombética

Los niveles de C3d urinarios fueron evaluado mediante un método semicuantitativo de dot-blot.
Como se muestra en la Figura 4, los niveles de C3d urinario fueron numéricamente mayores (pero
no estadisticamente, p=0.216) en el grupo con nefritis lpica y MAT (20.1dpi, RIC 15.2-28.5), en
comparacién con el grupo con nefritis lUpica activa (17.4dpi, RIC 16.7-21.0) y los donadores

renales (14.8dpi, RIC 13.7-20.9).



Figura 4. Analisis densitométrico del dotblot para detectar la presencia de C3d en orina

Tras dividir el grupo de pacientes con nefritis lupica activa y MAT en aquellos con hallazgos
histopatoldgicos predominantemente de MAT aguda y aquellos con hallazgos de MAT crdénica se
observaron niveles mas elevados de C3d urinario en los pacientes con MAT aguda (23.7dpi x 103)
en comparacién con los grupos de donadores, nefritis lUpica activa y nefritis lupica con MAT

crénica (14.8, 17.7 y 15.3 dpi x 10° respectivamente, p=0.037, Figura 5).
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Figura 5. Niveles urinarios de C3d por grupos.



Biomarcadores de la via cldsica del complemento

Niveles séricos y urinarios de C4d como marcador de nefritis ltipica activa y microangiopatia

trombatica

Contrario a lo reportado en estudios previos en los cuales se ha encontrado positividad para C4d
en las biopsias renales de pacientes con hallazgos de MAT, los niveles séricos de C4d fueron
significativamente mas elevados (p=0.011) en el grupo de pacientes con nefritis lUpica inactiva
(10.7ng/dl, RIC 4.1-14.8ng/dl) en comparacion con los grupos de pacientes con NL activa
(2.7ng/dl, RIC 1.8-6.1ng/dl) y NL activa + MAT (3.3ng/dl, RIC 2.3-4.1ng/dl), Figura 6.

Los niveles urinarios de este biomarcador no mostraron diferencias entre los grupos como se

muestra en la Tabla 3.
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Figura 6. Niveles del fragmento C4d del complemento en plasma (A) y orina (B) de los

pacientes estudiados.

Otros biomarcadores: anticuerpos anti-C1q y anti-CD163 soluble
Anticuerpos anti-C1q como marcador de nefritis lUpica activa y microangiopatia trombética

Los niveles séricos de anticuerpos dirigidos contra el fragmento Clqg fueron significativamente
mas elevados (p=0.019) en los pacientes del grupo con NL activa y MAT (21.5u/dl, RIC 14.4-
26.4u/dl), en comparacién con el grupo de pacientes con NL activa (12.9u/dl, RIC 8.7-19.7u/dl) y

el grupo de pacientes con NL inactiva (6.6u/dl), Figura 7
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Figura 7. Niveles séricos de anticuerpos contra Cl1q. El grafico se presenta con mediana y rango
intercuartilar.

CD-163 soluble en orina como marcador de nefritis ltpica activa

Los niveles urinarios de sCD163 (corregidos por concentracidon urinaria de creatinina) fueron
significativamente mas elevados (p<0.001) en pacientes con nefritis lUpica activa (66.3ng/mg, RIC
52-182ng/mg) en comparacién con los pacientes con nefritis lUpica inactiva (1.0ng/mg, RIC 0.3-

3.8ng/mg) y los donadores sanos como se muestra en la Figura 8.

El area bajo la curva ROC fue de 1.0, con sensibilidad de 100% y especificidad de 100% para
diferenciar nefritis lGpica activa de nefritis lGpica inactiva para un punto de corte de 6.35ug/mg

(Figura 8).
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Figura 8. A) Concentracion de sCD163 en orina. Los resultados se muestran como medianay
rangos intercuartilares. B) Curva ROC de sCD163 en orina para diferenciar nefritis ltpica activa
de nefritis ltpica inactiva.

El resumen de los resultados obtenidos para cada biomarcador, tanto en las determinaciones de
sangre como en las de orina, se muestra en la Tabla 3

Tabla 3. Resultados de los diferentes biomarcadores séricos y urinarios evaluados en este

estudio.

Biomarcador NLy MAT NL activa NL inactiva Donadores

Anti-C1q sérico 21.5(14.4-26.4) 12.9 (8.7-19.7) 6.6 - 0.019
(ng/ml)

C3d en orina 20.1 (15.2-28.5) 17.4 (16.7-21.0) - 14.8 (13.7-20.9) 0.216
(DPIx103)

sCD163 en orina

(ug/mg)

sC5b-C9 sérico 1338 (1011-1945) 1279 (891-1962) 567 (470-1028) - 0.010
(ng/ml)

sC5b-C9 en orina 178.8 (28.7-611.1) 92.6 (22.8-260.1)  10.2 (0.9-19.3) 0.7 (0.4-1.9) <0.001
(ng/mg)

sC5b-C9u/IPC 36 (8-80) 35 (6-138) 22 (3-109) - 0.675
C4d plasmatico 2.7 (1.8-6.1) 3.3(2.3-4.1) 10.7 (4.1-14.8) - 0.011

(ug/ml)




C4d en orina (ug/g) 19.2 (6.4-73.5) 16.8 (8.1-35.1) 5.3(2.3-44.7) 0 (0-0) 0.450

Ba plasmatico 255.5 (128.5-2976)  61.0 (23.0-476.5)  50.1(28.9-77.5) - 0.006
(ng/ml)

Baenorina(ng/mg)  374.6 (218.7-2403)  107.0 (51-440) 47.8 (37-158) 0,11 (0.08-0.12) 0.004

Con la intencién de evaluar longitudinalmente el comportamiento de los biomarcadores, se
analizaron muestras de sangre y orina seriadas de una paciente con nefritis IUpica y
microangiopatia trombdtica. Como se muestra en la Figura 9, se encontré elevacion de los niveles
plasmaticos y urinarios de sC5b-C9, posiblemente mediado por la activacion de la via alterna del
complemento dado que los niveles del fragmento Ba del complemento siguieron la misma

tendencia, mientras que los niveles del fragmento C4d siguieron un curso heterogéneo.

CASO INDICE: Fragmentos sC5b-C9, C4d, Ba y C3d
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Figura 9. Caso de una paciente quien tuvo 2 episodios documentados de microangiopatia

trombadtica y actividad de nefritis ltpica.



9 DISCUSION

El lupus eritematoso generalizado (LEG) y la nefritis lipica (NL) son enfermedades autoinmunes
con una fisiopatologia compleja, poligénica y heterogénea. Dentro de los mecanismos
patogénicos mas frecuentemente descritos se incluyen el depdsito de complejos inmunes a nivel
glomérulo-tubular, la activacién andmala del sistema inmunoldgico a nivel renal y la respuesta de
la células renales parenquimatosas a estos insultos®. La participacion de los macréfagos? y del
sistema del complemento en la NL estd bien demostrada®?; sin embargo, su papel exacto ain no
esta del todo claro, ya que ambos aparentemente desempefan un papel dual en esta patologia.
Por un lado, parecieran tener un rol protector o inmunorregulador. Y por otro lado, su activacion
seria un evidente participe del dafio renal en los pacientes con LEG >3, Otro mecanismo importante
de dafio renal, en los pacientes con nefritis Iipica, son la lesiones vasculares °, en particular, la
presencia de MAT coexistente, la cual se ha asociado a peores desenlaces renales y a una mayor
mortalidad. Dentro de la compleja y aun desconocida fisiopatogenia de esta entidad, también
parecieran participar activamente diferentes vias del complemento (clasica, alterna y terminal)
4344 A pesar de esto, a la fecha existian pocos trabajos que intentaron obtener biomarcadores
séricos o urinarios confiables para identificar de manera confiable la participacién de estos

potenciales mecanismos patogénicos y por ende la presencia de NL activa y/o MAT.

Los resultados de nuestro estudio sugieren la participacion de la via terminal y alterna en los
pacientes con NL y MAT coexistente, de acuerdo a los resultados obtenidos de sC5b-9 y Ba, en
sangrey orina. La utilidad de la medicién de sC5b-9 en plasma, como biomarcador de la activacién
de la via terminal del complemento en pacientes con SHUa, ya habia sido estudiada en trabajos

previos 4344

, aunque con algunos resultados discrepantes, todos ellos en pacientes que no
padecian NL. Noris y colaboradores® encontraron que los niveles plasmaticos de sC5b-9, no
correlacionaron en 9 de 19 pacientes con SHUa durante la fase aguda de la enfermedad; mientras
que 23 de los 36 pacientes en remisidn continuaban con niveles plasmaticos elevados de sC5b-9.
Por el contrario, Volokhina y Cataland®>°®, reportaron de manera separada, en 2 series pequefias
de pacientes con SHUa sin NL, que todos los pacientes en la fase aguda de la enfermedad tenian
niveles significativamente elevados de sC5b-9 plasmatico, mientras que la totalidad de los

pacientes en remisidn tenian niveles comparables a los de los controles sanos, por lo que ambos

autores, abogaron por la utilidad de las determinaciones seriadas de sC5b-9 como un biomarcador



de activacién de la via terminal del complemento. Si bien es cierto que los resultados reportados
por estos 3 estudios son en pacientes sin NL, 9 de nuestros 12 pacientes (75%) del grupo de NL
con MAT, cumplian criterios para SHUa lo que explicaria la concordancia de los resultados que
obtuvimos de sC5b-9 en plasma con lo reportado por Volokhina y Cataland. Adicionalmente, los
niveles de sC5b-9 en orina, también se encontraron significativamente mas elevados en los grupos
con NL activa y MAT renal en comparacidn con los controles, sobretodo en los pacientes con MAT
activa, lo que apoya una mayor activacion de la via terminal durante esta fase aguda. Ademas, los
niveles urinarios de sC5b-C9 correlacionaron con la creatinina sérica (r=0.308, p=0.017) y con la
proteinuria (r=0.686, p<0.001). La utilidad de la medicién de sC5b-9 en orina como biomarcador
de MAT activa en pacientes con NL activa, pareciera ser bastante buena, nuestro estudio es el
primero en utilizar la determinacién de esta molécula en muestra de orina, como biomarcador de
la activacidon de la via terminal del complemento en pacientes con NL activa y/o MAT renal
concordante con SHUa; una manera potencialmente menos invasiva, mds sencilla y expedita de

procesar que en una muestra de sangre.

Con respecto a la activacion de la via alterna del complemento en pacientes con NL y otras
glomerulopatias, relativamente pocos trabajos han investigado la potencial utilidad de medir los
productos de degradacion de sus componentes. La mayoria de estos estudios datan de hace casi
20 afios, y obtuvieron resultados contradictorios entre ellos. Nuestros resultados orientan
también hacia la participacion de la activacion de la via alterna del complemento en los pacientes
con NL y/o MAT renal coexistente, de acuerdo con lo obtenido en las determinaciones del
fragmento Ba en sangre y orina; asi como la tendencia observada de una mayor excrecidn urinaria
de C3d en el subgrupo de pacientes con NL y MAT renal activa. Estos hallazgos son concordantes
con los estudios de Manzi y Negi?>*, donde la presencia en orina de C3d y en suero de Bb, ambas
documentadas mediante western blot, fueron mejores predictores de actividad clinica de LEG y
NL, que los niveles séricos de C3, C4 y de los anticuerpos contra DNA de doble cadena. Lo que
sugiere que la excrecidn urinaria aumentada de productos de degradacidn de la via alterna del
complemento, podria reflejar la activacidn de esta via, y el consecuente daio renal mediado por
complemento en pacientes con NL y MAT renal. Si bien es cierto que teéricamente, Ba y Bb son
generados en cantidades equimolares luego de la activacién de la via alterna del complemento®’,
pudieran encontrarse algunas discrepancias con respecto a su correlacién clinica, derivadas de su
diferente estabilidad, aclaramiento y deteccion por ELISA. Nuestro estudio es el primero en utilizar

la determinacion sérica y urinaria del fragmento Ba, como biomarcador de la activacion de la via



alterna del complemento en pacientes con NL activa y/o MAT renal activa. Su utilidad como
potencial biomarcador de la activacién de la via alterna del complemento, ya se ha estudiado en
otras glomerulopatias. Thurman y cols.”® encontraron una relacién directa entre los niveles
urinarios de Ba y la proteinuria, asi como una relacién inversa entre los niveles urinarios de Ba y
la TFG, en pacientes con glomerulonefritis focal y segmentaria primaria, independientemente del
estadio de la ERC, lo que sugiere que los niveles altos en orina se deben a la glomerulopatia y no
solo al deterioro progresivo de la funcién renal. En nuestro estudio los niveles de Ba en orina
correlacionaron con los niveles de proteinuria y creatinina sérica en el grupo de pacientes con NL
y MAT renal, esto podria deberse a la activacion de la via alterna a nivel glomerular pero también
puede ser secundario a la activacion de esta via a nivel tubular. Aunque la presencia de los niveles
altos de Ba en orina pueda considerarse como un marcador no especifico de la activacion del
complemento en paciente con proteinuria nefrdtica; el hecho de que los niveles séricos de Ba
también haya sido significativamente mayor en este grupo de pacientes con respecto a los
controles, indica que la via alterna del complemento esta activa. Se necesitan mds estudios que
confirmen estos hallazgos y determinen laimportancia prondstica de la activacion de la via alterna

del complemento en estos pacientes.

En relacion a la activacion de la via clasica del complemento, contrario a lo reportado

5980 ‘no encontramos correlacidon entre los niveles séricos y

recientemente por Martin y cols
urinarios del fragmento C4d con la presencia de NL activa. Lo cual indicaria que en nuestros
pacientes con NL activa, la activacién de la via clasica no tiene un papel relevante y por lo tanto la
utilidad del fragmento C4d para predecir actividad es nula. Es poco probable que estos resultados
se deban a una variacién en la técnica de la medicidn ya que se utilizé el mismo anticuerpo (mouse
anti-human C4d antibody, catalogue number 253; Quidel®, San Diego, CA, USA), con la misma
técnica de ELISA que los estudios previos (valor minimo detectado 5.6 pg/L) y con las diluciones
recomendadas por el fabricante. Lo que resultaria en un coeficiente de variacién interensayo de
16.7% e intraensayo de 13.2%, de acuerdo también a los estudios previos que lo han utilizado;
variacion insuficiente para explicar los desenlaces que obtuvimos. Otra potencial explicacion,
ademads del tamafio de nuestra muestra, es un puntaje menor de SLEDAI y unos niveles de
complemento relativamente mayores en nuestra poblacién, en comparacion con la de otros
estudios. Otra potencial utilidad de C4d como biomarcador, estd en relacién a la identificacion de

la activacién de la via cldsica del complemento en los pacientes con MAT activa, Chuan y cols®?

demostraron la presencia de C4d en tejido renal obtenido mediante biopsia renal percutanea, en



el 88.1% de los casos de MAT activa con involucro renal. Mientras que, Song y cols encontraron
gue en pacientes con nefritis [Upica y SHUa la presencia de C4d en tejido vascular renal predijo un
peor desenlace renal en comparacion con aquellos que no lo presentaron. Lo observado en estos
2 estudios sugiere la participacién de la activacidon del complemento por la via cldsica en pacientes
con NLy MAT activa con involucro renal. Sin embargo, al analizar los niveles séricos y urinarios de
C4d encontrados en nuestra poblacién con MAT activa, no encontramos diferencia con el resto
de los grupos. Como se menciond previamente, esto contrasta con lo reportado previamente en
la literatura. Incluso dentro de nuestra misma poblacién con NL y MAT activa, los resultados del
comportamiento de los niveles de C4d fueron discordantes; tal y como se puede observar en el
caso indice (Figura 6), una mujer con NL activa y MAT activa clasificada como SHUa, que durante
su seguimiento presenté una recaida de la MAT; los niveles en orina y sangre de C4d durante la
fase aguda aumentaban mientras que después de recibir el tratamiento disminuian; apoyando la

activacion de la via clasica del complemento al inicio de la enfermedad.

La utilidad de los anticuerpos anti-C1q para predecir actividad renal en los pacientes con LEG es
ampliamente conocida®. Trendelenburg y cols, encontraron que solo un paciente de 36 con NL
activa corroborada por biopsia renal, no presenté positividad de estos anticuerpos®.
Adicionalmente la combinacién de su positividad con la elevacién en los niveles de anticuerpos
anti-DNA dc se ha asociado a una mejor capacidad para predecir la presencia de NL activa
proliferativa®®®. Estos resultados se reprodujeron en nuestro estudio, encontrdndose niveles
significativamente mas altos de anticuerpos anti-Clq en los pacientes con NL activa y en los
pacientes con NL activa y MAT renal, en comparacion con los controles inactivos y los controles
sanos. Hasta el momento no existen estudios que hayan demostrado la utilidad de los anticuerpos
anti-Clq para predecir la presencia de MAT en pacientes con LEG. Tomando en cuenta el papel
tan relevante de Clq en la activacién de la via clasica del complemento; asi como los resultados
negativos que obtuvimos con las medicidn de los niveles de C4d en orina y sangre de estos
pacientes, como subrogado de la participacidén de la via clasica; seria dificil dar una explicacion
distinta para los niveles significativamente mas altos en el grupo de NL y MAT, que la mayor
actividad seroldgica y un mayor deterioro de la funcién renal al momento del diagndstico; este
ultimo pudiera resultar en titulos mas elevados de estos anticuerpos por un menor aclaramiento

renal.



Por ultimo, nuestros resultados con respecto a la utilidad de sCD-163 en orina como marcador de
NL activa, son concordantes con lo reportado por Endo y cols?*, incluso con una mayor drea bajo
la curva (1 vs 0.825), pero con un punto de corte corregido por creatinuria, de 6.35 ug/mg en lugar
del utilizado por ellos (3.93ng/mg). Logrando un 100% de especificidad y sensibilidad para
diferenciar nefropatia lupica activa. Tomando en cuenta que sCD163 es un marcador de superficie
expresado exclusivamente por macréfagos tipo M2, los niveles elevados encontrados en la orina
de nuestros pacientes sugieren un rol importante de activacion de los macréfagos en la
patogénesis de NL. Por lo que los niveles elevados en orina de sCD163 podrian ser un muy buen
biomarcador para identificar la presencia de inflamacién glomerular dependiente de macréfagos

en la fase activas de la nefropatia Iupica proliferativa.

Las limitaciones mas evidentes de nuestro estudio son las propias de un estudio exploratorio de
prueba diagndstica, es decir el nUmero limitado de pacientes por grupo y la potencial variabilidad
intra e interensayo al momento de medir los diferentes biomarcadores que utilizamos. Aunque
poco probable que haya repercutido en los resultados que obtuvimos, debemos mencionar que
se ha reportado la activacidn extra-renal del complejo de ataque de membrana y otros
componentes del complemento®, cuando no se utilizan recipientes con dcido

etilendiaminotetraacético (EDTA) para recolectar las muestras de orina.

10 CONCLUSIONES

En resumen, de acuerdo a lo encontrado en este estudio exploratorio:

1.-En pacientes con NL y MAT (predominantemente SHUa), pareciera que la activacién del
complemento es mediante la via alterna y la via terminal.

2.- La medicidn de sCD163 urinario, pareciera ser un biomarcador prometedor en la identificacion
de pacientes con NL activa; traduciendo una potencial participacién de los macréfagos M2 en esta
enfermedad.

3.- Se corrobora la utilidad de los anticuerpos anti-C1lq para identificar pacientes con NL activa.

4.- Aunque nuestros resultados son esperanzadores para la obtencion de nuevos biomarcadores
para detectar NL y/o MAT activa, se necesitan mas estudios con un mayor nimero de pacientes
que corroboren y reproduzcan lo encontrado en este trabajo.
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12 ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:

BUSQUEDA DE BIOMARCADORES URINARIOS DIFERENCIADORES DE VIAS
INFLAMATORIAS ACTIVAS EN PACIENTES CON NEFROPATIA LUPICA
VERSION 1.1 (27 ABRIL 2017)

Investigador principal: JUAN MANUEL MEJIA VILET

Direccion del investigador: Vasco de Quiroga No. 15, Belisario
Dominguez Seccién XVI, Tlalpan, CDMX.

Teléfono de contacto del investigador: 4444253688

Investigadores participantes: Ismael Gomez Ruiz

Nombre del patrocinador del estudio:  Departamento de Nefrologia y Metabolismo
Mineral

Direccién del patrocinador: Vasco de Quiroga No. 15, Belisario

Dominguez Seccién XVI, Tlalpan, CDMX.
Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: Version 1.0 (22
marzo 2017).

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacion a participar en un estudio de investigacion del Instituto.
Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al
investigador sobre cualquier duda que tenga.

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere
participar o no como sujeto de investigacion en este proyecto. El investigador le debe
explicar ampliamente los beneficios y riesgos del proyecto sin ningun tipo de presion y
usted tendra todo el tiempo que requiera para pensar, solo o con quien usted decida
consultarlo, antes de decidir si acepta participar. Cualquiera que sea su decision no
tendra efecto alguno sobre su atencién médica en el Instituto.



Con el fin de tomar una decision verdaderamente informada sobre si acepta participar o
no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles
riesgos y beneficios a su salud al participar. Este documento le dara informacion detallada
acerca del estudio de investigacion, la cual podra comentar quien usted quiera, por
ejemplo un familiar, su médico tratante, el investigador principal de este estudio o con
algun miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y entendida esta
informacion, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna
presion o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la
Declaracion de Helsinki, y a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comisién
Nacional de Bioética.

Al final de la explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

l. La justificacion y los objetivos de la investigacion.

. Los procedimientos que se utilizaran y su proposito, incluyendo la
identificacidon de qué son procedimientos experimentales.

[l Los riesgos o molestias previstos.

V. Los beneficios que se pueden observar.
V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted
V1. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda

sobre los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con
la investigacion y el tratamiento de la materia.

VII. La libertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar
de participar en el estudio, sin que por ello se afecte su atencion y el
tratamiento en el Instituto.

VIIl.  La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se
mantendra la confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.
IX. El compromiso del investigador de proporcionarle la informacién actualizada

que pueda ser obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su
disposicién para continuar con su participacion.

X. La disponibilidad del tratamiento médico y compensacion a que legalmente
tiene derecho, en el caso de que ocurran dafios causados directamente por la
investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una
decision final en los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION
DEL PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ), a
través del grupo de investigacion, le invitan a participar como sujeto de investigacion en
este estudio que tiene como objetivo: Identificar sustancias en orina que faciliten el
diagnostico de inflamacion en los rifiones asociadas a lupus eritematoso generalizado.




La duracién total del estudio es: 1 muestra de orina de 50ml.

Su participacion en el estudio tendra una duracion de: 1 dia.

El numero aproximado de participantes sera: 80 participantes.

Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas: Tiene
diagndstico de lupus eritematoso generalizado o es usted un donador renal sano.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Como unica maniobra del estudio se le solicitard una sola muestra de orina (50ml) en el
recipiente que le proporcionara el investigador del estudio. Dicha muestra se almacenara
en el ultracongelador ubicado en el Departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral.

En dicha muestra de orina se buscaran diversas sustancias con posibilidad de diferenciar
la presencia de inflamacion renal entre personas con lupus eritematoso, asi como con
donadores renales sanos.

Ninguno de esos estudios tendra un costo para usted. No se requeriran visitas
adicionales. No se realizaran modificaciones a su tratamiento.

RIESGOS E INCONVENIENTES

No existen riesgos para usted en la participacion en este estudio. Como se comento
Unicamente se le solicitara una muestra de orina que se almacenara inmediatamente.

Esto se considera como un estudio con riesgo minimo por el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Los datos acerca de su identidad y su informaciéon médica no seran revelados en ningun
momento como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccién de datos clinicos usted no
enfrenta riesgos mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad la cual sera
protegida mediante la codificacion de las muestras y de su informacion.

BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la busqueda
de sustancias diagnésticas de inflamacién renal en la orina permitira disefar nuevas
pruebas de diagnéstico que pudieran beneficiarle a pacientes con lupus eritematoso
generalizado.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

El estudio no implica NINGUN COSTO para usted.

COMPENSACION

No hay compensaciones para usted consideradas en este estudio.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacién es voluntaria. Por lo que usted puede elegir no participar en el estudio.

En caso de decidir no participar, usted seguira recibiendo el tratamiento o manejo
habitual (estandar) para su enfermedad en esta Institucion.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:



Los resultados o materiales obtenidos en el estudio seran propiedad del INCMNSZ. Si un
producto comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo sera propiedad
del Instituto o quienes ellos designen. En tal caso, usted no recibira un beneficio financiero
por el mismo.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos y de las conclusiones del
estudio al Dr. Juan Manuel Mejia Vilet del INCMNSZ (tel. 54870900 Ext. 4142). La
investigacion es un proceso largo y complejo. El obtener los resultados finales del
proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Recuerde que su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su
relacion habitual con el INCMNSZ como su derecho para recibir atencion médica o
cualquier servicio al que tenga derecho no se veran afectados. Si decide participar, tiene
la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participacion en cualquier
momento sin perjudicar su atencién en el INCMNSZ. Se le informara a tiempo si se
obtiene nueva informacion que pueda afectar su decision para continuar en el estudio.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los reporte publicos del estudio. Las muestras
biolégicas obtenidas no contendran ninguna informacién personal y seran codificadas con
un numero de serie para evitar cualquier posibilidad de identificacion. Por disposicion
legal, las muestras bioldgicas, incluyendo la sangre y orina, son catalogadas como
residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por esta razén durante el curso de la
investigacion su muestra no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras biolégicas,
asi como su informacién médica y/o genética, puedan ser usadas para otros proyectos
de investigacion analogos relacionados con la enfermedad en estudio. No podran ser
usados para estudios de investigacion que estén relacionados con condiciones distintas
a las estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberan ser sometidos a aprobacion
por un Comité de Etica.

Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por 5 afos.

Los codigos que identifican su muestra estaran sélo disponibles a los investigadores
titulares, quienes estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos codigos seran
guardados en un archivero con llave. Sélo los investigadores tendran acceso a ellos. El
personal del estudio (monitores o auditores) podra tener acceso a la informacién de los
participantes.

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su
participacion en el estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley,
asignando cddigos a su informacién. El cddigo es un nimero de identificacion que no
incluye datos personales. Ninguna informacion sobre su persona sera compartida con
otros sin su autorizacién, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido
una lesion y requiere tratamiento de emergencia); o



Es solicitado por la ley.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su muestra
de orina y de su informacion. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas
con las mismas medidas de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran
acceso a los datos que tienen su nombre.

El Comité de Etica en Investigacién del INCMNSZ aprobé la realizacién de este estudio.
Dicho comité es quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigacion en
humanos en el Instituto. En el futuro, si identificamos informacion que consideremos
importante para su salud, consultaremos con el Comité de Etica en Investigacién para
decidir la mejor forma de darle esta informaciéon a usted y a su médico. Ademas, le
solicitamos que nos autorice contactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle
informacién que podria ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas. Su nombre y otra informacién personal seran
eliminados antes de usar los datos.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted tenga cualquier duda respecto al estudio, por favor péngase en
contacto con el Dr. Juan Manuel Mejia Vilet en el INCMNSZ (teléfono: 54870900 Ext.
4142).

Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede
hablar con el Presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ (Arturo
Galindo Fraga, teléfono 54870900 Ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que
he tenido y todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el
estudio, estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han
sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras bioldgicas de orina y en su
caso el tejido sobrante de biopsia renal para ser utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi
informacion médica y bioldgica podra ser utilizada con los mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto
requiere colectar informacion adicional o si encuentran informacion relevante para mi
salud.

Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas:



Si NO
(marque (marque

por por
favor) favor)
a. ¢Haleido y entendido el formato de consentimiento informado, ensu O O
lengua materna?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este O O
estudio?

c. ¢ Harecibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas?

d. ¢ Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha tenido el
tiempo suficiente para tomar la decision?

e. ¢ Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es libre de O O
suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decisién y sin que esto afecte su atencién
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma
tenga derecho?

f. ¢ Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de participar O O
en este estudio?
g. ¢Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O O

legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un
estudio de investigacion?

h.  ¢Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de esta O O
Forma de Consentimiento para sus registros personales?

Declaracion del paciente: Yo,

declaro que
es mi decisién participar como sujeto de investigacion clinica en el estudio. Mi
participacion es voluntaria. Se me ha informado que puedo negarme a participar o
terminar mi participacion en cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad
alguna o pérdida de beneficios. Si suspendo mi participacién, recibiré el tratamiento
médico habitual al que tengo derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencién médica ni en
futuros estudios de investigacion. Yo puedo solicitar informacién adicional acerca de los
riesgos o beneficios potenciales derivados de mi participacion en este estudio. También
puedo obtener los resultados de mis examenes clinicos si asi los solicito.

Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con el Dr. Juan Manuel
Mejia Vilet , tel. 54870900 ext. 4142.

He leido y entendido toda la informacion que me han dado sobre mi participacién en el
estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas
han sido respondidas a mi satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de
este consentimiento informado.

Tengo claro que en caso de tener preguntas sobre mis derechos como sujeto de
investigacion clinica en este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo
obtener informacion adicional, o bien, hacer comentarios sobre el desarrollo del estudio,
tengo la libertad de hablar con el presidente del Comité de Etica en Investigacion del
INCMNSZ (Arturo Galindo Fraga, tel: 54870900 ext. 6101).



Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante (si aplica) Firma del representante legal Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha

Direccion:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2 Fecha

Direccion:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 7 paginas)
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