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1. ANTECEDENTES

Epidemiologia de la nefropatia membranosa primaria (NM)

La nefropatia membranosa (NM) primaria es la causa mas comun de sindrome
nefrético en adultos no diabéticos en diversas regiones del mundo. Representa 20 a
40% de los casos de sindrome nefrético. Su prevalencia en los Estados Unidos de
América (EUA) es de 12 casos por millon de habitantes(1). Estos hallazgos se
repiten en series de biopsias renales alrededor del mundo(2).

Estudios previos y el descubrimiento de los anticuerpos contra el receptor de
fosfolipasa A2 (APLA2-R)

La fisiopatologia de esta enfermedad fue desconocida por mucho tiempo, sin
embargo, algunas observaciones histologicas como la inmunofluorescencia positiva
para IgG y C3 en la pared capilar glomerular, los depoésitos electrodensos de
reactantes inmunolégicos en la membrana basal glomerular o la asociacién con
activacion de las vias del complemento orientaban hacia una desregulacion del

sistema inmune como origen de la misma(3).

Una de las teorias mas difundidas fue la adjudicacion de la enfermedad a la
presencia de un factor circulante que reaccionaba con antigenos presentes en el
glomérulo y originaba la formaciébn de complejos inmunes subepiteliales
glomerulares. En estudios de investigacion en murinos (modelo de nefritis de
Heymann), se observé que los complejos inmunes se formaban in situ tras la union

de anticuerpos a la megalina, una proteina presente en podocitos de ratén.(4)

Dado que en humanos esta proteina no se expresa, se inicio la busqueda de una
proteina analoga que pudiera explicar la fisiopatologia de la enfermedad en nuestra
especie. En el afio 2009, Beck y colaboradores, identificaron mediante
espectrometria de masas, una proteina en glomérulos de las biopsias renales de
pacientes con NM primaria que pudiera estar involucrada en la fisiopatologia de la
enfermedad(4). Se trataba de una proteina de 185kD, que correspondia al receptor
tipo M de fosfolipasa A2 (PLA2-R), una glucoproteina transmembrana que forma
parte de la familia de receptores de las manosas y cuyo gen que la codifica se
localiza en el cromosoma 2q24(5). Esta proteina tiene una estructura conservada

extracelular compuesta de un dominio rico en cisteina (Cys-R), un dominio de



fibronectina 2 (CDLD 1-8) y una region de repeticion en tandem de 8 dominios de
lectina tipo C(6). Se expresa constitutivamente en podocitos de humanos y su
funcién aln no es clara; sin embargo se ha identificado su unién a anexina, lo que
potencialmente la involucra en vias de sefalizacion relacionadas con el

citoesqueleto la integridad y manutencion de las uniones celulares(7).

Analizando los depésitos de complejos inmunes presentes en glomérulos de
pacientes con NM primaria, se identifico la presencia de complejos antigeno-
anticuerpo contra esta proteina en la regién subepitelial de los glomérulos. El
siguiente paso fue buscar en suero de pacientes con esta enfermedad, la presencia
de anticuerpos contra PLA2-R (APLA2-R). Dichos anticuerpos fueron identificados
en 70% de los pacientes evaluados, compuestos por inmunoglobulinas del tipo IgG y

con predominio del subtipo 1gG4(4).

Posteriormente, en un estudio realizado en Europa en pacientes con NM primaria,
se identificé al polimorfismo para el HLA-DQAL1 como un factor de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad, con una razén de momios (OR) de 78.5 (95% IC, 34.6
-178.2) al presentar homocigosidad para este alelo(5).

Desde entonces, se han reportado diversos estudios con mediciones de sensibilidad
y especificidad del anticuerpo para el diagnéstico de NM, ahora conocida como
nefropatia membranosa asociada a APLA2-R. En un meta andlisis que agrupé los
resultados de 35 estudios, se encontré6 una sensibilidad del 65% (63-67%),
especificidad del 97% (97-98%), LR+ de 15.65 (9.95-24.62), y LR- de 0.37 (0.32—
0.42) con una razon de momios diagnéstica de 50.41 (31.56-80.52) y un area bajo la
curva COR (AUC) de 0.9393. Las conclusion de este metanalisis fue que los APLA2-

R son un marcador adecuado para el diagnéstico de NM primaria (8).

Los epitopos del APLA2-R y su implicacion clinica

Con el afan de caracterizar los epitopos del receptor que son reconocidos por los
APLA2-Rs y de esta manera poder incidir en su interaccién o en la generacion de los
mismos, en el afio 2015 Kao, demostré que los anticuerpos presentes en sueros de
pacientes con la enfermedad, se dirigen hacia los siguientes dominios: el dominio
rico en cisteina (CysR), el dominio similar a fibronectina tipo Il (Fnll) y el dominio
similar a lectina tipo C (CTLD-1)(9).

Complementariamente a estos hallazgos, Fresquet evidencio que el epitopo

inmunodominante es el Cys-R(10).



La implicacion clinica de estos hallazgos no se hizo esperar, y en 2016 fue posible
relacionar en una serie de pacientes con NM los epitopos a los cuales se dirigian
sus anticuerpos y sus cursos clinicos. Aquellos con anticuerpos contra el dominio
CysR eran més jovenes, poseian proteinuria menos elevada y tenian una tasa mas
alta de remision espontéanea, a diferencia de aquellos que presentaban anticuerpos
contra los dominios CTLD-1 o Fnll(11).

Esta informacién resulta invaluable para integrarla en la toma de decisiones clinicas

y evaluacién de sujetos que padecen esta enfermedad.

APLA2-R y respuesta al tratamiento de la nefropatia membranosa primaria

Un 30% de los sujetos que padecen NM, presentan remisién espontanea a los 14
meses de la instauracion del sindrome nefrético, y esta cifra puede elevarse a 62% a
los 5 afios del inicio del cuadro clinico(6). En aquellos pacientes que no presentan
remision espontdnea, el tratamiento administrado consiste en farmacos

inmunosupresores.

Inicialmente el esquema de inmunosupresion mas difundido fue el esquema de
Ponticelli (esquema de 6 meses de tratamiento inmunosupresor), que consiste en la
administracién de 3 bolos de metilprednisolona de 1g en los primeros 3 dias de los
meses 1, 3 y 5 seguidos de prednisona 0.5mg/Kg/dia los 27 dias restantes y
alternando con ciclofosfamida oral (esquema modificado) 2mg/kg/dia los 30 dias de
los meses 3 4y 6 (12). Con el advenimiento del rituximab, y aun antes de que se
describieran los APLA2-Rs, se iniciaron pruebas terapéuticas con el anticuerpo
monoclonal, obteniéndose resultados alentadores(13).

Dos afios después de la publicaciéon de los APLA2-R como marcadores diagnésticos
de la NM, el grupo de Beck publicé una serie de pacientes con esta nefropatia que
fueron tratados con rituximab. Se analizaron 25/35 pacientes con anticuerpos
basales positivos y se documenté un descenso en los niveles de proteinuria
posterior al descenso en los titulos de los anticuerpos descritos. Se observé que los
titulos de anticuerpos permitian predecir la respuesta al tratamiento inmunosupresor

instaurado(14).

Con estos hallazgos, la medicion de APLA2-R en pacientes con NM se ha
constituido como un marcador fisiopatolégico de actividad de la enfermedad con
funciones tanto diagnosticas como pronodsticas. Estas funciones han sido
corroboradas en estudios mas recientes (13), destacando entre ellos el GEMRITUX,

en el que igualmente se evalud la respuesta clinica posterior al tratamiento con



rituximab y adicionalmente se correlacioné con los niveles de APLA2-Rs. En este
estudio se encontré negativizacion del biomarcador en el 71.9% de los pacientes
evaluados, a los 6 meses de la administracion del medicamento(15), generando el
término de remision seroldgica (desaparicion de los APLA2-R), la cual generalmente

precede a la remision clinica.

Dadas las observaciones de estudios como el estudio GEMRITUX y los estudios de
Beck y cols., se realizaron estudios que han permitido validar al anticuerpo como
herramienta de monitorizacién para determinar la actividad de la enfermedad. Se
comprobé que la negativizacion del anticuerpo predecia la disminucion de la
proteinuria.(16), (3), (17) y por ende podia ser de utilidad para definir respuesta a

tratamiento o nuevos episodios de recaida.

Nefropatia membranosa APLA2-R negativa

Desafortunadamente, no todos los pacientes con NM primaria ePMP expresan
anticuerpos contra PLA2-R, por lo que se han buscado otros antigenos celulares
gue pudieran explicar la enfermedad de estos sujetos. Entre estos antigenos se
encuentra el dominio de la trombospondina tipo 1 que contiene 7A (THSD7A). En
estudios realizados en sueros de pacientes con NPMP con APLA2-Rs negativos fue
posible identificar anticuerpos contra esta molécula en 10% de la muestra
estudiada®. Es asi que actualmente se estima que un 3% de los pacientes con
NPMP presentan anticuerpos contra THSD7A.(18)

Nefropatia membranosa secundaria

Se estima que 80% de las nefropatias membranosas son de origen primario y el
resto, estan asociadas a otras enfermedades sistémicas. Las principales causas
secundarias reportadas y descartadas en estudios de GMN membranosa primaria se

encuentran las siguientes(6):
1.- Infecciones cronicas: virus de hepatitis B, malaria, sifilis, esquistosomiasis.

2.- Autoinmunidad: lupus eritematoso generalizado, artritis reumatoide, enfermedad

tiroidea autoinmune o sindrome de Sjogren.
3.- Medicamentos: sales de oro, penicilamina y algunos AINEs

4.- Tumores solidos: carcinomas (83%) de pulmén y préstata, entre otros. (19)



El diagnostico de nefropatia membranosa secundaria es clinico, sin embargo los
siguientes hallazgos histolégicos pueden orientar hacia una etiologia secundaria:
depdsitos mesangiales o subendoteliales, inclusiones tubulo reticulares en el
endotelio glomerular y el tipo de depoésito electrodenso observado en microscopia

electronica.(20)

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El diagndstico definitivo de sindrome nefrético requiere de una biopsia renal
percutanea que permita confirmar o descartar las sospecha, y adicionalmente dar

informacién pronéstica que pueda afectar las decisiones terapéuticas.

Existen multiples casos en los que la biopsia renal percutanea se prevé con un alto
riesgo de complicaciones, por lo cual se difiere el procedimiento. En estos casos,
contar con estudios de laboratorio que permitan realizar diagnésticos con adecuada
sensibilidad y especificidad permitiria te6ricamente eximir de la biopsia renal a este

tipo de poblacion.

La medicién de APLA2-R en suero se ha postulado como un sustituto valido a la
biopsia diagnéstica en NM. Adicionalmente, hoy en dia es claro que constituye una
herramienta auxiliar en el seguimiento de pacientes con diagndstico de la

enfermedad.

Si bien se han difundido las recomendaciones y experiencias de la literatura
internacional con respecto a este tema, no se ha realizado una evaluacion
pragmatica del comportamiento del biomarcador en la poblacibn mexicana y
especificamente en la poblacién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ).



3. JUSTIFICACION

La NM representa una de las etiologias mas frecuentes de sindrome nefrético. En el
andlisis de biopsias de nuestra institucion, en un rango de 31-40 afios, represento la
causa de sindrome nefrético mas comun y ocupé el segundo lugar en un analisis de
biopsias del Instituto Mexicano del Seguro Social del afio 2014(21). De acuerdo a los
estudios publicados en los dultimos afios, la medicibn de APLA2-R para el
diagnostico y seguimiento de este padecimiento ha tomado fuerza como parte del

manejo recomendado.

Si bien, este estudio no se realiza rutinariamente en los centros del pais, en el
INCMNSZ se ha introducido la medicion de APLA2-R desde el afo 2014,
realizandose mas de 600 estudios hasta la actualidad.

Dado el costo del estudio y sus implicaciones para el manejo, se requiere una
validacién de su rendimiento diagndstico en la poblacién mexicana que justifique su
uso generalizado. En este estudio se plantea la evaluacion del rendimiento

diagnéstico de los APLA2-R en una poblacién mexicana con NM primaria.

Se espera que con los resultados obtenidos de este estudio, se refuerce la
importancia de la medicion de APLA2-R para el diagnostico y manejo de pacientes
con NM primaria, lo cual permitird justificar su introduccién a diversos centros del

pais.



4. HIPOTESIS

Hipotesis principal:

La sensibilidad de la serologia positiva de APLA2-R para el diagndstico de NM ser&

de 70 a 80%, mientras que su especificidad sera cercana al 100%.

5. OBJETIVOS

Objetivo primario

1.- Determinar la sensibilidad, especificidad y punto de corte del biomarcador

APLAZ2R para el diagndstico de NM primaria en pacientes del INCMNSZ.

Objetivos secundarios

2.- Describir el comportamiento clinico de los pacientes con NM con APLA2-R

positivos en funcién de la proteinuria.

3.- Determinar si existe alguna relacion prondstica entre los niveles de APLA2R al

momento del diagnostico y el prondstico renal.
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6. MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio
Estudio de prueba diagndstica basado en una cohorte retrospectiva.

Se identificaron a todos los pacientes a quienes se les efectud la determinacion de
APLAZ2R en suero en el INCMNSZ en el periodo comprendido de enero de 2014 a
diciembre de 2018.

Medicion de APLA2-R

Para la medicion del biomarcador, se utilizé un kit comercial de inmunoensayo ligado
a enzima (ELISA) de la marca EUROIMMUN siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Este kit identifica anticuerpos de clase IgG. No se reportan reactividades cruzadas
para la medicién de los anticuerpos. Los valores de corte sugeridos por el fabricante
son los siguientes: la positividad de la prueba se establece con una UR de >20, una

UR<14 se considera negativo y en caso de UR entre 14 y 20 el resultado es dudoso.

Criterios de seleccién
Criterios de inclusién

1.- Sujetos con registro institucional a los cuales se les hayan medido APLA2R

durante el periodo de enero de 2014 a diciembre de 2018

2.- Periodo de tiempo no mayor a 15 dias entre la toma de biopsia renal percutanea
y la toma de muestra para evaluacion de APLA2-R

3.- Datos completos disponibles en el expediente institucional

Para la evaluacion de seguimiento

1.- Pacientes con diagnéstico de NM primaria por biopsia renal y/o con medicién de

APLA2-R en 4 determinaciones.
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Criterios de exclusion
1.- Pacientes sin informacién clinica en el expediente clinico.

2.- Pacientes sin estudios de laboratorio contemporaneos a la medicion de APLA2-R

(més de 60 dias entre la medicién de anticuerpos y de laboratorio)

Estudio de prueba diagnéstica

Se identificaron todas las pruebas de APLA2-R realizadas entre enero de 2014 a
diciembre de 2018. Se excluyeron los pacientes que no contaban con registro
institucional. De aquellos pacientes que cumplieron los criterios de inclusién, se
buscé en el expediente clinico electrénico la fecha y resultado de su biopsia renal
percutanea diagndstica, asi como los estudios de laboratorio mas cercanos a la
fecha de biopsia y de medicién de APLA2R.

Finalmente se identificaron las biopsias que coincidian en tiempo con la
determinacion de APLA2-Rs para el analisis de sensibilidad, especificidad, punto de
corte y valor predictivo positivo y negativo. Se establecié un intervalo méximo de
tiempo entre la medicion de los anticuerpos y la biopsia renal de 15 dias, basado en
el estudio GEMRITUX, en el cual se observaron disminuciones significativas en los

titulos de APLA2-R a partir de los primeros dias del tratamiento.

Estudio de seguimiento de APLA2-R

Para analizar el seguimiento de pacientes con diagnéstico de NM con APLA2-R
positivos, se identific6 en la cohorte a los pacientes que cumplieran con ese
diagnéstico y contaran con mas de 4 mediciones consecutivas durante los 4 afios de

muestreo.

Se recabaron igualmente del expediente clinico, los estudios de laboratorio méas
cercanos a la fecha de toma de muestra para correlacionarlos con el valor de
APLA2-R.
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Estudio de desenlaces renales

Como ultimo punto de evaluacion, se localizaron en el expediente los ultimos valores
de creatinina sérica y proteinuria de los pacientes evaluados, su respuesta a
tratamiento de acuerdo a proteinuria, separando a los grupos en respondedores
(remisidn espontanea y respuesta completa o parcial) y no respondedores (aquellos
sin respuesta completa o parcial). En los casos que iniciaron terapia de reemplazo
renal se documentd la fecha de inicio, con el fin de evaluar el valor pronéstico del

biomarcador.

Tamafio de muestra

La muestra fue seleccionada a conveniencia, basada en el nimero de pruebas de
APLA2-R realizadas. A posteriori, basado en 50 sujetos evaluados, con un nivel de
confianza al 95% y con un valor esperado de sensibilidad de APLA2-R entre 50-80%
se estimé un poder estadistico del 61%.

Definiciones

Definicion de caso NM: Pacientes con diagnéstico de nefropatia membranosa por

biopsia renal, que no presentaran datos clinicos que sugiriesen que correspondieran
a un forma secundaria y que en sus descripciones histolégicas inmunofluorescencia
positiva en mesangio o casa llena y a los que originalmente se les hubieran excluido
causas secundarias de la enfermedad (LEG/ VIH/ VHB/ VHC (con carga viral

positiva) / neoplasia activa/ farmacos).

Definicion _de nefropatia _membranosa secundaria: Diagnéstico histol6gico de

glomerulonefritis membranosa asociada a las enfermedades sistémicas descritas
como asociadas a esta glomerulopatia y/o alteraciones en la biopsia renal que

excluyeran el diagndstico de glomerulonefritis membranoproliferativa.

Definicién de remision completa: Pacientes con al menos una medicion de

proteinuria menor a 300mg en 24h posterior al inicio de terapia de induccion.

Definicidon de remision parcial: Pacientes con reduccion de la proteinuria en un 50%

del nivel inicial y con niveles <3.5¢g/ dias con una tasa de filtracidn glomerular

estimada estable.
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Definicion _de sin _remisién: Pacientes con persistencia de proteinuria en rangos

nefréticos posterior al tratamiento de induccion.

Analisis estadistico

Se utilizo el programa Graph Pad Prism 8 para el andlisis estadistico descriptivo y
se agruparon a los pacientes en 6 grupos de acuerdo al diagndstico clinico e

histologico.

Se expresaron las variables basales de acuerdo a su distribucion mediante medias
con desviacion estandar (distribucion normal) y en medianas con rangos

intercuartilares (distribuciéon no normal).

Estas variables fueron comparadas entre grupos con la prueba de ANOVA de
Kruskal Wallis, pues no presentaban una distribucién normal. En aquellos grupos en
los que la prueba fue estadisticamente significativa, se realizé la prueba de Dunn

para comparaciones multiples con el fin de identificar al grupo diferente.

Para evaluar la capacidad del biomarcador de diagnosticar NM se realizé6 una curva
COR de la cual se obtuvo el area bajo la curva, valores de sensibilidad, especificidad
y valores predictivos.

En la evaluacion del seguimiento de pacientes con NM y APLA2R positivos, se
realizé un andlisis de regresion lineal para relacionar los niveles de APLA2R y
proteinuria en pacientes que contaran con mas de 4 mediciones del biomarcador.
Asi mismo, se realiz6 una correlacion de Spearman entre los valores de titulos de
APLA2Rs y los niveles de proteinuria en los pacientes de la cohorte con diagnostico
de NM primaria y APLA2Rs positivos en la primera determinacion.

Para evaluar la utilidad del marcador para predecir respuesta a tratamiento, se utilizé
la prueba de U de Mann Whitney para comparar comparar los valores de titulos de
APLA2-Rs entre el grupo respondedor y no respondedor a tratamiento que contaran
con positividad para el biomarcador en la primera determinacién y proteinurias

mayores a 3.5¢g/d.

Finalmente se realiz6 una evaluacion pronéstica del biomarcador con el programa
GRAPH PAD: Prisma 8 para determinar la relacion entre los niveles iniciales del
biomarcador, y el desenlace: inicio de terapia de reemplazo renal mediante andlisis

de supervivencia.
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7. RESULTADOS

En el periodo de enero de 2014 a diciembre de 2018 se realizaron 650
determinaciones de APLA2-R (Figura 1). De estas mediciones se seleccionaron a
255 pacientes que contaban con registro institucional y a los cuales se le realizaron
479 de las 650 determinaciones (74%). Se excluyeron 3 pacientes de los cuales no

se contaba con informacién en el expediente clinico.

Posteriormente, se busco en la base de datos del Departamento de Patologia la
presencia de biopsias renales en cada uno de estos pacientes, encontrandose en
196 casos de mediciones de APLA2-R en pacientes diagnosticados mediante
biopsia renal percutanea en el INCMNSZ.

En 57 casos, se realizd6 una medicién del marcador coincidiendo con la fecha de

biopsia 15 dias de diferencia.

450 determinaciones de APLA2-R

252 pacientes con APLA2R medido y registro institucional

196 pacientes con biopsia renal percutanea (87 con NM primaria)

57 pacientes con biopsia renal y APLA2R con <15 dias de diferencia

16 pacientes con 12 pacientes con 29 pacientes con otras
NM secundaria NM primaria glomerulopatias

12 pacientes sin
tratamiento

Figura 1.0. Descripcion de la seleccion de pacientes para el estudio de prevalencia y analisis
de sensibilidad y especificidad del biomarcador. NM: nefropatia membranosa.
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Se analizaron 57 pacientes con medicién de APLA2Rs y con biopsia renal. La media
de edad fue de 40 afios con un rango intercuartilar de 26-54. En esta poblacién 29
sujetos fueron hombres y 28 mujeres.

Nueve pacientes tenian diagnéstico de diabetes mellitus y once de hipertension
arterial sistémica. Como se muestra en la Tabla 1, se compararon las caracteristicas
basales de los grupos de estudio destacando como Unica diferencia significativa, la
de albumina sérica entre el grupo de NM primaria (mediana de 1.75 RIC 1.57-2.11
p=0.0001) y los de NM secundaria (mediana 3.15 RIC (2.6-3.67), p=0.0014) y otras

(mediana 3.25; RIC 2.67-3.75, p=0.0003).

NMP (n=12) | NMS (n=16) | GEFS (n=11) | Otras** (n= 18)
APLA2R 83.49 0.65* 1.29 0.88*
(UR/ML) (2.45-3937) | (0.14- 1.99) (0.0-1.29) (0.26- 1.97)
Proteinas 10.54 4.25 6.5 2.73
urinaria (g/d) | (3.76- 14.7) (1.76- 7.72) (4.84-12.6) (1.8-5.9)
IPC (mg/mg) 5.77 3.27 4.66 3.33
(2.5-7.2) (1.43 — 8.0) (3.61-9.9) (1.22- 6.7)
Triglicéridos 193 199 194 208
(143- 251) (137- 307) (160-278) (174- 284)
géﬁact;”'”a 1.06 0.90 1.48 1.43
78-1. 75-1.4 74-3.1 92-2.
(ma/dL) (0.78-1.8) (0.75-1.4) (0.74-3.13) (0.92-2.65)
Albtimina 175 3.15+ 18 325+
sérica (g/dL) | (1.57-2.11) (2.6 3.67) (1.45-2.25) (2.67-3.75)

Tabla 1. Se muestran las caracteristicas basales de los pacientes evaluados de acuerdo a
su diagndstico clinico/histolégico. Dado que la mayor parte de las variables no presentan
distribucion normal, se presentan todas las variables medianas y rangos intercuartilares. Con
* se muestran aquellos grupos que fueron estadisticamente diferentes al grupo de
membranosas primarias.

**Qtras: entre los que se incluyeron pacientes con diagnésticos indeterminados, enfermedad
de cambios minimos, amiloidosis y enfermedad de membranas basales delgadas.

NMP= Nefropatia membranosa primaria, NMS= Nefropatia membranosa secundaria,
APLA2R= Anticuerpos contra el receptor de fosfolipasa A2, GEFS= Glomeruloesclerosis
focal y segmentaria, GNMP, glomerulonefritis membranoproliferativa, IPC= indice proteinuria
creatinuria

La mediana de tiempo transcurrido entre la toma de biopsia y la medicion de
APLAZ2R’s fue de 1 dia con un rango intercuartilar de 1-6 dias. Se tomaron en cuenta
estos casos para determinar la sensibilidad y especificidad del marcador para el

diagnostico de NM primaria en nuestra institucion.
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El estandar de oro para el diagndstico de todas las glomerulopatias fue la biopsia
renal percutanea. La distribucion de diagnosticos en esta poblacion, de acuerdo a
criterios histoldgicos y clinicos, se muestra en la figura 2.0. En algunos pacientes se
realiz6 inmunofluorescencia para APLA2R en la biopsia renal (n=8). Se reportaron 5
casos positivos que correspondieron a pacientes con NM primaria.

Se incluyeron en el grupo de NM primarias un paciente con infecciéon por VIH y
carga viral indetectable al momento de la biopsia renal, asi como histologia
compatible con NM. Igualmente, una paciente con historia de un tumor
neuroendocrino 10 afios previos al desarrollo de sindrome nefrético que se

encontraba en remision al momento del diagnostico de NM.

Entre las nefropatias membranosas secundarias, las etiologias identificadas fueron
las siguientes: 14 pacientes con nefritis lUpica y 2 mas con cambios histoldégicos

compatibles con NM secundaria.

En el grupo de las NM secundarias, se identific6 un caso con inmunofluorescencia
en casa llena, sin diagnostico clinico de LEG (serologia negativa y ausencia de otros
criterios clinicos de clasificacion) y con APLA2Rs séricos positivos a titulos altos.

Distribucion de glomerulopatias de acuerdo a biopsia
renal y clinica

ENM primaria
ENM secundaria
OGEFS

@ Otras

Figura 2.0. Distribucién de diagnésticos de pacientes con medicion de APLA2R y con
biopsia renal percutdnea. NM= Nefropatia membranosa, GEFS= Glomeruloesclerosis focal y
segmentaria.
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Niveles de APLA2-R en nefropatia membranosay en los distintos grupos

Los niveles de APLA2Rs fueron significativamente mayores en la NM primaria 83.49
UR RIC 2.45- 393.7 con una p=0.0065 con la prueba de ANOVA para variables no
paramétricas. Al realizar las pruebas para comparaciones mdultiples, se obtuvieron
diferencias entre el grupo de NM primaria con la NM secundaria 0.65 UR RIC 0.14-
1.99 (p=0.016, Figura 4) y entre NM primaria y otros grupos 0.88 UR RIC 0.26- 1.97
(p=0.022, Fig 3). La mediana de APLA2R en el grupo de glomeruloesclerosis focal y
segmentaria 1.29 UR (RIC 0.29-1.63) no tuvo diferencia estadisiticamente

significativa con el grupo de NM primaria (Figura 3).

El diagndstico histolégico del paciente identificado en el grupo “otros” con titulos
mayores a 10 UR (ver figura 3.0) de APLA2-Rs fue de enfermedad de cambios

minimos. Se cont6 con microscopia electrénica para confirmar el diagndstico.

Niveles de APLA-Rs de acuerdo al diagnéstico clinico-

histolégico

2000+

1000+ .
0 | oo ©
o 207
% ]
o
P
: 10
(= ] °

0_' 20 % OQOQOQ:O o Q?&go

NMP NMS GEFS Otras

Glomerulopatia

Figura 3.0 Distribucién de APLA2-R de acuerdo al diagnéstico clinico al momento de la
biopsia.

NMP= Nefropatia membranosa primaria, NMS = Nefropatia membranosa secundaria,
GEFS= Glomeruloesclerosis focal y segmentaria
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APLA2Rs en NM
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Figura 4.0 Comparacion del marcador en
membranosas primarias con
secundarias. p=0.016

NMP= nefropatia membranosa primaria,
NMS= Nefropatia membranosa
secundaria

Calculamos la prevalencia de APLA2-Rs al momento de la biopsia renal, en los

pacientes con diagnostico de NM primaria, encontrando positividad (>20UR, de

acuerdo a la indicacion del proveedor). En 7/12 pacientes, lo cual corresponde a un

58%. Dos mas, presentaron titulos entre 10 y 14. Si se toma en cuenta a los

pacientes con titulos entre 10 y 20UR, la prevalencia es del 75%.

Evaluacién de prueba diagnéstica

Para el andlisis de la sensibilidad y
especificidad del biomarcador para el
diagnéstico de NM primaria se realiz
una curva ROC en la cual se
incluyeron los 57 pacientes evaluados
y se compararon los pacientes con
NMP al resto de los grupos. Se obtuvo
un area bajo la curva de 0.79, con un
valor de p=0.002 (IC 0.60-0.98). EI
punto con mejor para el diagnostico
correspondié a un valor de APLA2R
de 39UR, con un coeficiente de
verosimilitud de 35, una especificidad
de 97.8% (IC 88.4- 99.89%) y una
sensibilidad del 58.3% (IC 31.9 -
80.67%). En la figura 5.0 se muestra
la curva obtenida.

Curva COR para el diagnéstico de
NMP con APLA2Rs

100

80

60

40

Sensibilidad%

20

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

100% - Especificidad%

Figura 5.0. Curva ROC para diagnéstico de GMN membranosa primaria.
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APLA2-R y supervivencia renal

Se analizo la sobrevida renal de los pacientes de la cohorte con diagnéstico de NM
primaria (n=87) (Figura 6.0). La mediana de seguimiento fue de 35 meses. Durante
el seguimiento, en 5 pacientes se documenté requerimiento de terapia de reemplazo
renal y uno de ellos falleci6é. Se definieron 2 grupos de acuerdo a la positividad o
negatividad de APLA2Rs. No se observaron diferencias en sobrevida de ambos
grupos.

Sobrevida renal en NMP

2
2 -
— R © APLA2R
:E 1 00- negativo
-c -

[«}] | I} APLA2R
O J positivo
7] ]
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|
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“ -

- J
2 ]

(&) J

g J

° 0-
O\ T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 12 24 36 48 60
Meses
APLA2-R neg 62 52 44 31 14
APLA2-R pos 25 20 15 10 5

Fig 6.0 Curva de Kaplan Meier para sobrevida renal de acuerdo a la positividad de
los APLA2R
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APLA2-R y respuesta al tratamiento

Para determinar si los niveles de APLA2R permiten predecir la respuesta a la terapia
de induccién, se dividi6 a los pacientes de la cohorte con NM primaria con
proteinurias mayores a 3.5¢/ dia al momento de la medicion de APLA2-R, (n=39) en
respondedores, incluyendo en este grupo a los pacientes con remision espontanea,
remision completa y remision parcial (n=21) y no respondedores (n=18) de acuerdo
a los criterios establecidos previamente. Se realiz6 una prueba de U de Man
Whitney para variables no paramétricas, sin encontrar diferencias estadisticas
significativas. Se muestra en la figura 7.0 los niveles de anticuerpos en funcion del

grupo de respuesta a tratamiento

APLAZ2R de acuerdo a respuesta

o
1000+
[0}
n:‘? o§—oo EEEQEI
N
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< ]
3 201
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Figura 7.0. Niveles de APLA2R en pacientes
02 con nefropatia membranosa primaria en
& & relacién a su respuesta al tratamiento de
Qg\q' < induccion. RC: Remisién completa, RE:

) remision espontanea, SR: sin remision y RP:

< . .
Respuesta a tratamiento de induccion remision parCIaI.

Curso clinico de APLA2-R en respuesta al tratamiento

Con el fin de correlacionar las mediciones seriadas de APLA2R con los niveles de
proteinuria en pacientes respondedores, se compararon las pendientes de las
curvas de proteinuria y APLA2R en los pacientes que contaran con mas de 4
mediciones consecutivas del biomarcador y presentaran titulos de APLA2Rs
positivos a través de un andlisis de regresion lineal. Las variables presentaron una
distribucion normal de acuerdo a la prueba de Kolmogorov Smirnov. Las pendientes
de ambas curvas fueron similares en este grupo, integrado por 15 pacientes con una
p=0.0023. Se obtuvo la siguiente ecuacion para la curva de APLA2Rs Y = -17.30*X
+ 168.3. La curva de correlacion se muestra en la figura 8.
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Fig 8.0 Curva de regresién lineal que muestra pendientes similares entre las curvas
de proteinurias y APLA2Rs en pacientes respondedores a tratamiento. n=12
Prot U= Proteina urinaria.

En el resto de pacientes con NM primaria, se realizd una correlacién de Spearman
entre las mediciones de APLA2Rs y proteinurias en el grupo de pacientes que
inicialmente presentaba titulos positivos (>6UR) del anticuerpo. Se obtuvo una
r=0.468, IC 0.29-0.61, con una p<0.0001 como se puede ver en la figura 9.0

Figura 9.0. Gréfica de
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22



8. DISCUSION

En este analisis retrospectivo, se evaluo la utilidad de la medicion de APLA2R como

herramienta diagndstica para la NM primaria.

Se observo positividad del anticuerpo en 7 pacientes de 12 clasificados clinicamente
como NM primarias, que no habian recibido tratamiento inmunosupresor previo a la
medicién del biomarcador, lo cual representd el 58% de los pacientes evaluados.
Este hallazgo inicialmente, pareceria ser menor a la prevalencia del anticuerpo
reportada por otras series, sin embargo, previamente se habia realizado en la
institucion una curva ROC con medicion al azar del biomarcador en pacientes con
NM primaria activa de acuerdo a la presencia de proteinuria, y controles de otras
enfermedades, con un area bajo la curva reportada de 0.87 con un punto de corte
mas bajo (9 UR). Tomando en cuenta este punto de corte, es prudente considerar a
los individuos que presentaron titulos mayores a 9 UR como positivos para el
marcador, lo cual nos permite determinar una prevalencia de expresion del

anticuerpo del 75% de nuestros casos.

Las diferencias encontradas entre la prevalencia de positividad del marcador de
nuestro centro y la literatura, las atribuimos al tiempo de muestreo, como sugiere de
Vriese en su revision del utilidad del marcador; y nos indican que la poblacion
evaluada se aborda en etapas avanzadas del episodio, en las cuales los titulos de
anticuerpos se encuentran en descenso 0 negativos (22). Este hallazgo fue
constante al evaluar a la poblacién con diferentes intervalos entre la toma de
muestra y la realizacién de la biopsia; mostrando una de las posibles limitantes de la

utilidad del biomarcador para la practica clinica diaria.

En cuanto a la proporcion de NM primaria y NM secundaria, encontramos una
relacion distinta a la reportada en la literatura. En nuestro centro, la proporcion de
NM primaria es del 43% de los casos, mientras que, en el resto de los reportes,
suele ser del 80%. Este hallazgo lo explicamos por un sesgo de referencia en la
institucion, pues contamos con una poblacion cautiva de pacientes con
enfermedades de tejido conectivo muy elevada.

Esto es apoyado por el hecho de que 75% de nuestros casos de NM secundaria son
atribuidos a lupus eritematoso generalizado, por lo que no consideramos que esta

distribucion sea representativa de la poblacion del pais. Al respecto, cabe destacar,

23



gue, de todos los casos con NM secundaria asociada a esta enfermedad, ninguna
presento positividad para APLA2R sérico, lo cual no apoya los reportes que se han
realizado en otros centros. (23). Destac6 Unicamente un caso con
inmunofluorescencia en biopsia sugerente de LEG y APLA2Rs positivos en titulos
altos, que dada la especificidad del anticuerpo y la ausencia de datos clinicos de la
enfermedad de tejido conectivo, permite de manera retrospectiva realizar el

diagnéstico de NM primaria en esta paciente.

En cuanto a la capacidad del biomarcador para discriminar entre NM primaria y otras
causas de sindrome nefrético, los niveles de anticuerpos fueron significativamente
mas elevados en el grupo de NM primarias que en el grupo de secundarias y de
otras glomerulopatias. La diferencia no fue estadisticamente significativa en el grupo
de glomeruloesclerosis focal y segmentaria, sin embargo, al tratarse de grupos
pequefios, este hallazgo puede ser atribuible al tamafio de muestra.

El andlisis del area bajo la curva para el diagnéstico de NM primaria del marcador
fue de 0.79, lo cual es discretamente inferior a los reportes de otras series, pero
podria ser atribuible al tamafio de muestra y a la presencia de pacientes clasificados
en otros grupos por la presencia de comorbilidades asociadas que no
necesariamente estan ligadas a la nefropatia o falsos positivos en las técnicas de

inmunofluorescencia.

El punto de corte con mejor coeficiente de verosimilitud fue mayor al propuesto por
el proveedor para obtener una especificidad cercana al 100% (39UR), sin embargo
al observar la distribucion del biomarcador en la gréafica y la curva ROC, un punto de
corte de 5.8 UR, mantiene una especificidad del 95% con una sensibilidad del 75%.
El punto de corte tan elevado es atribuible a un tamafio de muestra limitado y a la
presencia de un individuo en el grupo de NM secundarias con niveles elevados del
biomarcador. Como fue postulado en nuestra hipétesis, la especificidad del
anticuerpo es cercana al 100%, sin embargo la variabilidad de los titulos del mismo
a lo largo del tiempo disminuye notablemente la sensibilidad del mismo.

Una fortaleza de este analisis, es que podemos evaluar esa sensibilidad en la

practica diaria del servicio al momento de biopsiar pacientes con sindrome nefrético.

Finalmente, los niveles de APLA2R iniciales no permitieron predecir en la curva de
Kaplan Meier el prondstico renal a 3 afios, sin embargo, pudiera requerirse mayor
tiempo de seguimiento (se perdié la evolucién de mdltiples pacientes) y un mayor

namero de pacientes para obtener resultados mas confiables al respecto, pues esta

24



nefropatia Unicamente se asocia a progresion a enfermedad renal crénica terminal

en un 35% de los casos, a 10 afos del diagnéstico(6).

En cuanto a la prediccién de respuesta a tratamiento o remisién espontanea, no se
observo significancia estadistica para que titulos bajos de anti PLA2R predigan
estos desenlaces, asi como se habia observado en el estudio de Timmermans.
(24)(22), sin embargo fue posible corroborar la presencia de correlacion entre los
titulos de anticuerpos en poblacion con el biomarcador positivo y los niveles de
proteinuria, asi como obtener una curva de regresion lineal similar entre los niveles
de estas dos variables en los pacientes a los que se les realizaron mediciones

repetidas a lo largo del tiempo evaluado.

9. CONCLUSIONES

La poblacién evaluada permiti6 confirmar una prevalencia de anticuerpos contra
PLA2R (en suero y biopsia) similares a las reportadas mundialmente. La
especificidad del marcador fue elevada (95%) desde un punto de corte de 7 UR para

el marcador.

No observamos positividad del anticuerpo en pacientes con NM secundaria a LEG

(evaluando 14 pacientes con esta enfermedad).

El tamafio limitado de la muestra no nos permiti6 evaluar adecuadamente el valor
pronostico del marcador para asociarlo al desenlace de requerimiento de terapia
sustitutiva, sin embargo, fue posible corroborar su estrecha relacién con los niveles

de proteinuria en los pacientes con positividad para el mismo.
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