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BUSQUEDA DE BIOMARCADORES URINARIOS DIFERENCIADORES
DE VIAS INFLAMATORIAS ACTIVAS EN PACIENTES CON
NEFROPATIA LUPICA

1. RESUMEN DEL PROYECTO

1.1. Antecedentes y objetivo del estudio (resumen)

La nefropatia lupica afecta a mas del 50% de los pacientes con lupus eritematoso generalizado
(LEG). Aproximadamente 20% de estos pacientes progresaran a enfermedad renal crénica
terminal dentro de los primeros 5 afios del diagndstico de acuerdo a estadisticas del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INNSZ). Dichos pacientes tienen una

mortalidad hasta 63 veces mayor que individuos de la poblacion general de la misma edad y sexo.

El pronéstico de este padecimiento no se ha modificado en las ultimas décadas, a pesar de los
avances en el desarrollo de multiples farmacos bioldgicos, con resultados predominantemente
negativos en los ensayos clinicos controlados. Una de las hipdtesis para explicar dichos
resultados negativos radica en el involucro de multiples vias inflamatorias en la fisiopatogenia de
la enfermedad, con participacién heterogénea entre pacientes y en diversos momentos de la

evolucion y el tratamiento.

La busqueda de biomarcadores se ha enfocado clasicamente en una molécula diferencialmente
expresada entre pacientes con actividad de la enfermedad y pacientes inactivos,
independientemente de su papel fisiopatogénico y la evolucion de la enfermedad.
Adicionalmente, la mayor parte de la investigacion de biomarcadores se ha enfocado en
marcadores circulantes, que pueden ser poco especificos para la inflamacién de érganos

particulares como los rifiones.

En un estudio previo realizado en colaboracion con la Universidad Estatal de Ohio, obtuvimos el
perfil transcriptémico de pacientes mexicanos con nefropatia IUpica activa. En dicho estudio se
observo que algunos de los genes expresados en el tejido renal difieren de aquellos expresados
en suero. Se destaca la expresion de genes pertenecientes a vias inflamatorias mediadas por
células dendriticas plasmacitoides, células mononucleares, interferon alfa y las vias del

complemento.



El objetivo de este estudio es identificar proteinas con potencial uso como biomarcadores de
actividad y cronicidad de la enfermedad en la orina de pacientes con nefropatia lupica. La

seleccion de potenciales candidatos se realiz6 a partir del estudio transcriptémico previo.

1.2. Material y Métodos (resumen)

En si este proyecto representa un conjunto de diversos estudios, uno por cada biomarcador

analizado.

En general, el estudio de todos los biomarcadores se dividid en una fase transversal para
valoracién de la potencial deteccion del biomarcador y su comportamiento en pacientes pre-
definidos con actividad renal de lupus y en grupos controles sin actividad renal. Aquellos
biomarcadores con resultados prometedores en la fase transversal fueron posteriormente
evaluados longitudinalmente para su potencial uso en la clinica. En biomarcadores con resultados
prometedores, el estudio se extendié a pacientes con las mismas caracteristicas, reclutados en

la Universidad Estatal de Ohio, centro con el cual se tiene una colaboracién activa.

Para la fase transversal se reclutaron 120 pacientes con diagnéstico de nefropatia lupica
diagnosticada mediante biopsia renal percutanea entre enero de 2016 y enero de 2018. Como
controles enfermos se incluyeron 70 pacientes con lupus eritematoso sin evidencia de actividad
renal y adicionalmente se incluyeron 20 donadores sanos. Se colectaron muestras de plasma y

orina que se congelaron a -70°C.

Para la fase longitudinal se siguié6 a 80 de los 120 pacientes durante 12 meses, colectando
muestras de plasma y orina a los meses 3, 6 y 12 del diagndstico por biopsia renal. Se colectaron

prospectivamente los datos demogréficos, clinicos, de tratamiento asi como su evolucion.

Se evaluaron al momento como potenciales marcadores de actividad proteinas relacionadas con
células mieloides (sCD163, sCD11b, MCP-1), proteinas y productos de activacion de las vias del
complemento (factor H, C4a, C4d, Ba, C3a, C5a, sC5bC9). Como potenciales marcadores de

dafio renal se evaluaron las proteinas EGF y MME.

Aunque en cada marcador se utilizaron diversos analisis, en general, para todos ellos se utilizé
estadistica descriptiva, comparaciones entre grupos mediante pruebas no paramétricas y

evaluacion del curso longitudinal de biomarcadores mediante modelos lineales mixtos.



1.3. Resultados (resumen)
1.3.1. Marcador sCD163 urinario

La proteina sCD163 deriva de la fragmentacién del receptor CD163 de los macréfagos M2c que
infiltran el tejido renal en nefropatia lUpica y puede ser identificada en orina. Para el estudio de

este marcador se evaluaron dos cohortes, una en México y una en la Universidad Estatal de Ohio.

Los niveles de uCD163 se encontraron mas elevados en pacientes mexicanos (1805ng/mmol,
RIC 760-4334) y estadounidenses (1358ng/mmol, 811-2356) con nefropatia lupica activa en
comparacion con pacientes con lupus sin nefropatia (10ng/mmol, 0-40, p<<0.001) y otras
enfermedades glomerulares. Los niveles de uCD163 correlacionaron con la gravedad clinica de
la nefropatia, clase histopatolédgica y el indice histolégico de actividad. Los niveles de uCD163
aumentaron desde 6 meses previos al episodio de nefropatia y posteriormente disminuyeron
progresivamente con el tratamiento inmunosupresor en pacientes con respuesta parcial y
completa, mientras que se mantuvieron elevados en pacientes no respondedores. Un valor de
uCD163<370ng/mmol a los 6 meses predijo el desarrollo de una respuesta completa con
sensibilidad de 88% y especificidad de 88%. Un valor de uCD163 menor o mayor de 370ng/mmol
tuvo una concordancia perfecta (kappa=1) con un indice de actividad histopatolégica mayor o
menor de 1 en biopsias repetidas al afio de tratamiento. En conclusion, la proteina uCD163 refleja

la actividad histopatoldgica de la nefropatia lUpica y varia en respuesta al tratamiento.

1.3.2. Marcador EGF urinario

El marcador EGF (factor de crecimiento epidérmico) es una proteina cuyo sitio de mayor
expresion en el organismo son los tubulos renales. El estudio de este marcador surgié de un
estudio paralelo en el cual, mediante un abordaje de Protedmica urinaria, se encontraron
elevados sus niveles en pacientes controles sanos y disminuidos en pacientes con nefropatia

lupica. Por tanto, se estudié como un potencial marcador de funcion y reserva tubular renal.

La espectrometria de masas mostrd niveles disminuidos de péptidos de pro-EGF en pacientes
con nefritis lUupica activa en comparacion con controles normales. El analisis de western blot
corrobord la disminucion de niveles de pro-EGF. Los niveles de la proteina EGF urinaria (UEGF)
se encontré disminuida en pacientes con nefritis lUpica activa de las cohortes mexicana y
estadounidense. Los niveles de uEGF correlacionaron con el porcentaje de esclerosis glomerular,
fibrosis intersticial, atrofia tubular y el indice histolégico de cronicidad. En el analisis de

supervivencia, los niveles de UEGF se asociaron independientemente de otras variables al
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desenlace de duplicacién de creatinina o progresion a enfermedad renal terminal. En el
seguimiento, los niveles de uEGF permanecieron significativamente reducidos en pacientes que
progresaron al desenlace renal en comparacién con pacientes que permanecieron con funcion

renal estable. En conclusion, los niveles de uEGF son un marcador de funcién renal.

1.3.3. Marcadores de activacion de la via del complemento

Debido al elevado coste econdmico de su evaluacion, el estudio de estos marcadores se orientd
a evaluar su involucro tanto en pacientes con nefropatia lupica activa como en pacientes lupus
eritematoso y microangiopatia trombodtica renal, un padecimiento que suele asociarse con

activacion del sistema del complemento.

Se reclutaron prospectivamente 19 pacientes con Microangiopatia trombdética renal aguda y se
parearon por indice de actividad histolégica con 19 pacientes con nefropatia Iupica activa. Como
controles se incluyeron 5 pacientes con hallazgos de Microangiopatia trombética renal crénica,

16 pacientes con lupus sin nefropatia y 10 donadores renales.

Los niveles circulantes de proteinas C3, C4, C4a, C4d y factor H disminuyeron, mientras que los
niveles de Ba y C5bC9 aumentaron en pacientes con MAT y con nefropatia activa en comparacion
con los controles. Los niveles urinarios de C5a, Ba y C5bC9 se elevaron mas en pacientes con
MAT en comparacion con pacientes con nefropatia lupica activa sugiriendo mayor activacion de
la via alternativa del complemento. Los niveles de fragmentos urinarios del complemento
correlacionaron con el grado de inflamacion intersticial, fibrosis intersticial y atrofia tubular en la
biopsia. Tras el tratamiento, los niveles de C3, C4 y factor H aumentaron; mientras que los de
C5bC9 urinario disminuyeron. En dos pacientes con episodios repetidos de MAT, los niveles de
factor Hy fragmentos urinarios C5a, Ba y C5bC9 variaron de acuerdo al brote activo o el momento

de inactividad de la enfermedad.

En conclusién, la nefritis lUpica activa esta asociada con activacion tanto de la via clasica como
alternativa del complemento. El desarrollo de MAT concomitante es probablemente mediado por

activacion de la via alternativa del complemento.



1.3.4. Otros marcadores urinarios
Marcador CD11b

La proteina CD11b/Mac-1 es una integrina involucrada en la fagocitosis de particulas revestidas
de complemento por las células mieloides. Este marcador se estudié en conjunto con un grupo

japonés de la Universidad de Nagoya.

Los niveles de uCD11b al momento del brote de actividad de la nefritis lupica fueron 33.4pg/mg
(RIC 11.8-67.2) en comparacion con 0.0 (RIC 0.0-1.1) en pacientes del grupo control. Los niveles
de uCD11b no fueron distintos entre las diversas clases histopatolégicas. Se observo correlacién
con el indice de actividad (r=0.289) y algunos de sus componentes (hipercelularidad endocapilar,
leucostasis, semilunas celulares). Tras el tratamiento, los niveles de uCD11b disminuyeron en los
grupos con remisioén parcial y completa, permaneciendo significativamente menores que en el
grupo sin respuesta al tratamiento. En 14 pacientes con biopsia repetida, la concordancia entre
un valor de uCD11b menor o mayor de 12pg/mg y un indice de actividad histolégica mayor o
menor de 1, tuvo un kappa de 0.851. En el seguimiento, el grupo de pacientes que progresaron
al desenlace de duplicacion de creatinina mantuvieron niveles elevados de uCD11b, mientras que

aquellos con funcién renal estable, disminuyeron progresivamente sus niveles de uCD11b.

En conclusién, los niveles de uCD11b correlacionan con hallazgos de actividad en la biopsia de
pacientes con nefritis lUpica. Importantemente, la persistencia de niveles elevados de uCD11b

tras el tratamiento esta asociado con desenlaces renales adversos.

Marcador MCP-1

La proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) es una citosina quimio atrayente de macréfagos

al tejido renal que ha sido previamente estudiada como potencial marcador.

Los niveles de MCP-1 al momento del brote de actividad fueron significativamente mayores en
pacientes con nefritis lUpica activa que en pacientes con lupus sin nefropatia (698pg/mg, RIC
285-1889 Vs. 136pg/mg, RIC 63-237). Los niveles de MCP-1 correlacionaron con cada uno de
los items histoldgicos de cronicidad (esclerosis glomerular, fibrosis intersticial, atrofia tubular). Los

niveles de MCP-1 se mantuvieron elevados en pacientes que progresaron a pobres desenlaces



renales (duplicacion de creatinina, desarrollo de enfermedad renal terminal) en comparacion con

pacientes con funcion renal estable.

En conclusion, la persistencia de niveles urinarios elevados de MCP-1 tras el tratamiento de la

nefritis lUpica se asocia con desenlaces renales adversos.

1.3.5. Conclusiones generales del estudio

Se han logrado identificar proteinas con potencial uso como marcadores de actividad renal
(CD163 urinario) y proteinas con potencial uso como marcadores de dafio renal (EGF urinario).
Adicionalmente se han identificado otros marcadores (MCP-1 y uCD11b) cuya evolucion puede

aportar informacion pronéstica.

Si bien los marcadores de activacién del complemento no pudieron estudiarse longitudinalmente,
la activacion de esta via parece estar involucrada en la patogénesis de la nefropatia lupica e
importantemente, la activacion de la via alternativa media el desarrollo de microangiopatia

trombatica.

1.3.6. Perspectivas

A pesar de la publicacién de multiples estudios de biomarcadores en nefritis Iupica en los ultimos
afnos, ninguno ha logrado alcanzar utilidad clinica. Los hallazgos de este estudio deberan
continuar con una fase de evaluacién en la cual se demuestre su utilidad para la toma de
decisiones clinicas. Se plantea la realizaciéon de un ensayo clinico aleatorizado en el cual, la
decisiones terapéuticas puedan basarse en la persistencia o desaparicion de los niveles urinarios
de CD163. Igualmente, se buscara un estudio para comparar el desempefio de los niveles

urinarios de EGF con el estandar diagndstico de funcién renal.



2. ESPECIFICACIONES DEL ESTUDIO
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Universidad Estatal de Ohio — Wexner Medical Center

Financiamiento

Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social (FOSSIS) 2017-2
289663. Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT)
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3. ANTECEDENTES

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad multisistémica que afecta a
mujeres y hombres jévenes, condicionando gran morbilidad y aumento de mortalidad hasta 2 a 5
veces en comparacion con la poblacion general'. Aproximadamente 60% de los pacientes con
LEG desarrollan actividad de la enfermedad a nivel renal®. La afectacion 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 lupica era de 83% a 5 afos. Tras la introduccién de los esteroides y posteriormente de
la ciclofosfamida la sobrevida a 5 afios aumenté hasta 45% y 80% respectivamente®.
Desafortunadamente, en la ultima década el tratamiento de la nefropatia lupica se ha estancado,
progresando aun un 10 a 20% de los pacientes a etapas terminales de enfermedad renal®. En
México, el seguimiento de la cohorte de pacientes con nefropatia lupica (aproximadamente 600
pacientes) en los ultimos afos ha mostrado una tasa de progresion a enfermedad renal cronica

terminal de 18% a 5 afios.

Este estancamiento en el pronéstico de la enfermedad renal en pacientes con LEG
contrasta con la proliferacién del desarrollo de farmacos biolégicos dirigidos contra diversos
blancos en el sistema inmune. Sin embargo, en los ultimos 10 anos de investigacion 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-Ig)2, ocrelizumab
(anti-CD20)°, sirukimab (anti-IL6)"°, tabalamumab (anti-BAFF)'!, belimumab (anti-BLyS)'"?,
BIIB023 (anti-TWEAK)'3, entre otros.

Entre las hipotesis 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 criterios clinicos
heterogéneos 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 Iupica. En respaldo a
este ultimo, por ejemplo, en el ensayo clinico de sirukumab (anticuerpo dirigido contra
interleucina-6) se encontré que no todos los pacientes tratados con el farmaco tenian niveles

elevados de interleucina-6 (su blanco) en sangre, por tanto, la inhibiciéon de esta molécula pudo
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no generar efecto en estos pacientes'™. Por otro lado, en el ensayo LUNAR de rituximab, el
subanalisis de aquellos pacientes en quienes se logré una supresion adecuada de células B

CD20" sugirié que el farmaco pudo ser efectivo en este subgrupo de pacientes’.

La fisiopatogenia de la nefropatia Iupica incluye una primera fase en que el dafio
inflamatorio mediado por el depdsito y la produccion local de complejos inmunes excede un
umbral activando vias proinflamatorias. En la fase inicial, recientemente se ha demostrado un
papel predominante de la inmunidad innata mediante el reconocimiento de complejos inmunes
por las células dendriticas plasmacitoides (pDC), que a su vez activan y reclutan a neutrofilos y
macrofagos’®. La activacion de pDC se lleva a cabo a través de los receptores tipo Toll-like,
especialmente TLR7 y TLR9, que a su vez reclutan un complejo proteico conocido como
Mydosoma'®'”, este complejo estimula a diversos factores de transcripcion (por ejemplo, IRF7)
que aumentan la produccion de interferon alfa (IFNa). El interferon liberado promueve la
activacion de células T y células B, generando células B autoreactivas e incrementando la

produccion de linfocitos T CD4 y linfocitos T CD8 de memoria™®.

Todos estos eventos ocurren sistémicamente pero también de forma local en el tejido
renal. Las biopsias renales de pacientes con nefropatia Iupica frecuentemente tienen agregados
de linfocitos T y B, y ocasionalmente incluso centros germinales en el compartimento
tubulointersticial’®. En el tejido renal, el deposito de complejos inmunes activa 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 Iupica como un
proceso inflamatorio que ocurre progresivamente en un paciente con un nivel basal de
autoinmunidad, acumulando inflamacion hasta rebasar cierto umbral y desencadenar un nuevo
episodio de actividad clinica. Siendo asi, el efecto de los farmacos bioldégicos puede maximizarse

al ser utilizados en la fase mas apropiada de la enfermedad de acuerdo a su efecto biolégico.

Actualmente, el Unico mecanismo potencial de 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 técnicas de expresion de mRNA (transcriptémicas)

o proteinas (protedmicas).
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El Departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran desarroll6 un estudio en colaboracion con la Universidad Estatal de Ohio en el
cual se identifico el perfil transcriptomico en tejido renal de pacientes con nefropatia lupica en 2
momentos de actividad: a) en un primer episodio sin tratamiento de induccién previo para
nefropatia lupica y b) en un segundo episodio (recaida o “flare”) encontrandose bajo tratamiento
de mantenimiento con inmunosupresores. Los resultados sugieren han sugerido la presencia de
MRNA involucrados en vias inflamatorias importantes: neutrofilos, macrofagos, células

dendriticas plasmacitoides, interferén alfa y via del complemento?.

A partir del analisis de este estudio, se seleccionaron diversas proteinas como candidatos
a biomarcadores de actividad de acuerdo al nivel de cambio ("fold-change") respecto a tejidos
normales, significancia estadistica, via inflamatoria involucrada e importantemente, la posibilidad
de encontrarse en forma soluble en liquidos biologicos. Los candidatos iniciales planeados y

evaluados fueron los siguientes:

a) Marcadores inespecificos de inflamacion: osteopontina (gene SPP1)

b) Marcadores de activacion de macrofagos: sCD163, MCP1 (CCL-2), CD11b
¢) Marcador de activacion de neutrdfilos: CXCL-1, CD11b

d) Marcador de reclutamiento de células B: CD40LG

e) Marcadores de reclutamiento de células T: IL18, CD44

f) Marcadores de activacion del complemento: C4d (via clasicallectinas), Bb (via

alterna), sC5-C9 (via terminal)
g) Marcadores de dano tubular: NEP (gene MME), EGF

f) Marcador de fibrosis FN1

Varios de estos mRNA han sido identificados en otros estudios tanto en sangre'®2' como

en tejido renal??24,
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Osteopontina (OPN)

La osteopontina (OPN) es codificada por el gene SPP1. Es una glucoproteina secretada
cuyo peso molecular varia entre 44-66kDa de acuerdo al grado de glucosilacion?®. La OPN se
expresa en osteoblastos, macrofagos, células T activas y células epiteliales tubulares distales.
Esta proteina promueve la infiltraciéon de macréfagos y células T a los sitios de inflamacion 2627
La expresion de OPN en el epitelio tubular distal ha sido correlacionado con los niveles de
creatinina sérica y el numero de monocitos infiltrando el intersticio renal en diversas
glomerulopatias incluyendo la nefropatia lGpica ?%. Los niveles séricos y urinarios de OPN han
sido reportados elevados en pacientes con LEG ?° y especificamente en pacientes con nefropatia
lipica *°. Este ultimo estudio incluyé Unicamente 29 pacientes, la mayoria con niveles muy bajos

de proteinuria sugiriendo una enfermedad poco activa.

De acuerdo al estudio de transcriptémica en tejido renal, la expresién del gen SPP1 (OPN)
estuvo consistentemente elevado en glomérulos de pacientes con nefropatia Iupica proliferativa
(clase 3/4, veces de cambio 7.90 Vs controles, p<0.001), no asi en glomérulos de nefropatia
lupica membranosa pura (clase V). Por tanto, esta proteina se planted que podria funcionar como
biomarcador de diagndstico histopatologico (diferenciar entre NL proliferativa y membranosa) asi

como de respuesta al tratamiento.

CD163 soluble (sCD163)

CD163 es una proteina glucosilada de membrana expresada exclusivamente en
monocitos y macréfagos que actia como ‘"scavenger' para los complejos de
hemoglobina/haptoglobina 3'*2, La proteina se rompe para formar la forma soluble de CD163
(sCD163) en respuesta a estimulos inflamatorios como el lipopolisacarido y su funcién es
desconocida al momento 3. Los niveles séricos de sCD163 han sido recientemente estudiados
como biomarcador en enfermedades asociadas con activacién excesiva de macrofagos como el
sindrome hemofagocitico **. Dado que los macrofagos son la célula mas importante que se
encuentra en las semilunas glomerulares *° la molécula se ha estudiado en orina en pacientes

con vasculitis sugiriendo un excelente potencial diagndstico (area bajo la curva ROC 0.94) .

En la nefropatia lupica, el numero de macrofagos infiltrantes se ha correlacionado con la
severidad de la inflamacion (indice de actividad). En un Unico estudio publicado a la fecha, esta
proteina fue capaz de diferenciar nefropatia lupica proliferativa con un area bajo la curva ROC de

0.825 en 74 pacientes estudiados *'.
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En el estudio de transcriptomica renal, la expresion del gen CD163 se incremento en los
glomérulos de pacientes con nefropatia lupica proliferativa (FC 1.90, p=0.004) en comparacion
con los controles sanos. Esta proteina se planted podria funcionar como biomarcador de clase

histopatoldgica, en particular de la severidad de la nefropatia.

MCP-1 (CCL-2)

La proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) o CCL-2 ha sido descrita en diversos
modelos murinos de LEG, donde su delecion o el bloqueo farmacolégico disminuye el dano
glomerular e intersticial ¥°, Los niveles urinarios de MCP1 han sido estudiados en nefropatia
lipica tanto en estudios transversales 4" como longitudinales #°. Los niveles urinarios de este
marcador se elevaron antes de la nefropatia y permanecieron elevados en pacientes que no

respondieron al tratamiento, sugiriendo persistencia de la actividad de la enfermedad “°.

En nuestro estudio previo, la expresion génica de CCL2 se encontré incrementada tanto
en glomérulo como en tubulo-intersticio en los casos de nefropatia lupica proliferativa, no asi en
nefropatia membranosa pura. Esta proteina se planteé como un potencial marcador de actividad

de la enfermedad aunque su evaluacion longitudinal nunca fue reproducida.

CXCL-1

CXCL-1 es una citocina con propiedades quimiotacticas para los neutréfilos que actua de
forma autocrina. Esta proteina nunca ha sido evaluada en suero u orina de pacientes con
nefropatia lupica, sin embargo, en el estudio de transcriptdmica renal, su expresion se incremento
consistentemente en glomérulo y tubulo-intersticio de todas las clases de nefropatia lupica

estudiadas en comparacién con los controles sanos.

CD40LG

La molécula CD40 ligando (CD40LG) es una molécula de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (TNFSF5) que funciona como citocina y estimula la proliferacion de las células
B en ausencia de coestimulacién ante la presencia de IL-4 6. Asi mismo, esta involucrada en el
"switch" de inmunoglobulinas. Estd molécula nunca ha sido estudiada como biomarcador en orina

en pacientes con nefropatia lUpica, sin embargo, esta via ha sido identificada en estudios de
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epigenética y sus niveles se encuentran elevados en suero de pacientes con LEG 4748 y sus
niveles disminuyen posterior a la deplecion farmacoldgica de células B “°. Actualmente hay un
ensayo clinico en progreso con una molécula inhibidora de CD40, el receptor de CD40LG (clinical
trials NCT02770170).

En nuestro estudio previo, la expresion de esta molécula se encontré elevada en el
tubulointersticio de todas las formas de nefropatia e interesantemente, solamente en los
glomérulos de las nefropatias membranosas que, clinicamente son aquellas con respuesta a
terapia con depletores de células B como rituximab *°. Por tanto, esta molécula se planteé que
potencialmente pudiera funcionar como biomarcador para diferenciar la actividad
predominantemente en la membrana basal glomerular mediada por células B y, posiblemente,

aquellos pacientes que se benefician de una terapia depletora de células B.

Interleucina 18

La interleucina 18 (IL18) es una citocina implicada en varias enfermedades autoinmunes
por su papel en la liberacién de interferon gamma. Sin embargo, en nefropatia lupica, el
IFNgamma no es uno de los principales mediadores aun y cuando los niveles de IL18 estan
consistentemente elevados en plasma de los pacientes. Los niveles de IL18 han sido estudiados

en plasma y asociados con el pronostico 2 de pacientes con LEG.

Esta citocina ha sido previamente evaluada en orina en nuestro departamento como parte
de un estudio de lesién renal aguda. En el estudio transcriptomico, se encontraron elevados tanto
en glomérulo como tubulointersticio de todas las clases de nefropatia lupica evaluadas. Por tanto,
se planted que este biomarcador pudiera funcionar para evidenciar persistencia de la inflamacion

asi como identificar pacientes que puedan responder mejor a terapias inhibidoras de células T.

CD44

La proteina CD44 es un receptor para acido hialurénico que media la interaccion entre
células y la matriz extracelular, asi como a moléculas como osteopontina 3. Esta proteina ha sido
poco mencionada en la literatura de lupus eritematoso generalizado, sin embargo, actua también
como receptor para LGALS9 facilitando la expresion de FOXP3 y el aumento de células T

reguladoras **. En nuestro estudio previo, esta molécula se encontr elevada consistentemente
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en glomérulo y tubulointersticio de nefropatia lupica proliferativa. Se planteé que esta proteina

podria funcionar como biomarcador de inflamacion.

Vias del complemento

En fechas recientes, se ha identificado a las vias del complemento tanto de efector del
dafio como de mediadores de la inflamacién %%, A pesar del uso generalizado de las proteinas
del complemento como biomarcador sérico de actividad de la enfermedad, pocos esfuerzos se

han realizado para medir la actividad de estas vias en orina °’.

Existen kits comerciales de ELISA para la medicion de productos de algunas de las
proteinas cuyo aumento indica activacién de la via clasica (C4d), de la via alterna (Bb) o de la via

terminal del complemento (sC5-C9).

Las proteinas de la via del complemento, especialmente de la via terminal se encontraron
altamente expresadas en glomeérulo y tubulointersticio en las biopsias renales de pacientes con
variantes proliferativas de nefropatia lUpica. Por tanto, se pensé que su actividad en orina podria

ser un buen marcador de actividad.

NEP/MME

La proteina codificada por el gene MME es una metaloproteasa altamente expresada en
el tubulo renal proximal ® y que incluso ha sido previamente estudiada como marcador de lesién

renal aguda e incluso como potencial antigeno en casos de nefropatia membranosa 5°.

Esta proteina nunca ha sido estudiada en LEG o nefropatia lupica, sin embargo, los
reportes publicados de expresion génica en tejido renal a la fecha 2*2* y el estudio previo de
transcriptomica han mostrado consistentemente una disminucion en pacientes muy activos y
aumento en pacientes con menor grado de actividad. Adicionalmente, hemos encontrado una
correlacion moderada a alta entre la expresion de MME con el indice de cronicidad. Por tanto, se

plante6 esta proteina es un potencial biomarcador tanto de actividad como de fibrosis.
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Fibronectina (FN1)

Esta proteina ha sido estudiada como un marcador de dafo renal, en estudios de
inmunohistoquimica se ha encontrado una elevada expresion en glomérulos esclerosados °. En
nuestro estudio previo, la proteina se elevé en pacientes activos y se mantuvo elevada en
aquellos con mayor grado de cronicidad en la segunda biopsia renal. Por tanto, se plante6 que

esta proteina podria funcionar como un biomarcador de cronicidad o fibrosis.

El enfoque tradicional de la busqueda de biomarcadores en nefropatia lupica se ha basado
en moléculas que diferencien entre pacientes con actividad renal y aquellos sin actividad renal®’.
Sin embargo, la identificacion de moléculas diferencialmente expresadas en diversas vias
inflamatorias ofrece su potencial aplicacion no solo para diferenciar entre pacientes activos a nivel
renal de aquellos inactivos, sino la identificacién de cuales vias inflamatorias se encuentre activas
y por tanto, potencialmente también pudieran influenciar la decision terapéutica. Dado que los
biomarcadores en suero no han logrado reflejar el grado de inflamacién renal®?3, la busqueda de

biomarcadores en orina potencialmente reflejara mas fielmente la inflamacion renal.
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4. Definicion del problema

El pronéstico de la enfermedad renal asociada a lupus eritematoso generalizado no se ha
modificado en las ultimas décadas aun y cuando se han desarrollado multiples farmacos con
diversos blancos en vias inflamatorias potencialmente involucradas en la fisiopatogenia de la

inflamacion renal.

Recientemente se ha propuesto que las diversas vias inflamatorias potencialmente
involucradas en nefropatia Iupica 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.

Similarmente, la busqueda de biomarcadores de la actividad se ha enfocado a diferenciar
entre pacientes con inflamacién activa de aquellos sin inflamacion, sin encontrarse al momento

un biomarcador aplicable a la practica clinica.

Por tanto, la busqueda de biomarcadores especificos de vias inflamatorias involucradas
en la orina de pacientes con LEG y actividad renal potencialmente puede identificar vias
fisiopatogénicas individualizadas y orientar las decisiones terapéuticas. Finalmente, esto pudiera

mejorar el pronéstico renal y de sobrevida de los pacientes con nefropatia lupica.
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5. Hipétesis

Primaria

e sCD163 urinario tendra una sensibilidad > 90% para diferenciar entre pacientes con

nefropatia lUpica activa y nefropatia lUpica inactiva

Especificas

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

e Existe una expresion diferencial en los niveles de fragmentos C3a, C4a, C5a, Ba, sC5-
C9, factor H del complemento, osteopontina (OPN), sCD163, CD11b, NEP, EGF y FN1
entre pacientes con nefropatia lupica activa, pacientes con antecedente de nefropatia

lupica actualmente inactivos, pacientes sin nefropatia lupica y controles sanos.
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6. Objetivos

Primario

¢ Identificar la presencia de las proteinas OPN, MCP1, sCD163, CD11b, CXCL1, IL-18,
CD44, CD40LG, MME, EGF y FN1 en la orina de pacientes con nefropatia lupica activa,
pacientes con historia de nefropatia lupica inactivos, pacientes con LEG sin nefropatia y
controles sanos.

e Evaluar el rendimiento diagnéstico de cada una de las proteinas como biomarcador de

actividad renal.
Secundarios

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

e Evaluar el rendimiento diagnéstico de las proteinas urinarias para diferenciar entre
respondedores y no respondedores al tratamiento

e Evaluar la asociacién de cada una de las proteinas urinarias con los desenlaces renales

a mediano plazo
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7. Metodologia

7.1.

Diseiio General

Se trata de un estudio de evaluacién transversal y longitudinal de prueba diagndéstica. En una

fase exploratoria que no formara parte del estudio de prueba diagnostica se determinaran las

condiciones para realizar los ensayos de los diversos biomarcadores en orina.

El estudio transversal de prueba diagndstica consistio de los siguientes grupos:

a)

b)

Pacientes con nefropatia lUpica activa definida por biopsia renal percutanea (120

pacientes)

Se invitd a participar a pacientes programados para biopsia renal percutanea por

sospecha de actividad renal por el departamento de Nefrologia. Las muestras de orina se
obtuvieron previo a la realizacién del procedimiento. Posteriormente se corroboré con el
analisis histopatoldgico de la biopsia renal percutanea el grado de inflamacion (actividad)
y el diagnéstico de nefropatia lupica activa.

Pacientes con historia de nefropatia ldpica activa previa y actualmente sin actividad

definida por criterios clinicos (40 pacientes)

Se invitd a participar a pacientes diagnosticados previamente como nefropatia lupica
activa mediante biopsia renal percutanea, que habian sido tratados y habian demostrado
una respuesta completa de acuerdo a las definiciones clinicas actuales (creatinina no
mayor de 115% del valor basal, indice proteinuria/creatinuria menor de 0.5g/g y sedimento
urinario inactivo). La muestra de orina se solicitd al acudir el paciente a sus citas de
seguimiento.

Pacientes con diagndstico de lupus eritematoso generalizado sin actividad renal pero con

actividad sistémica (30 pacientes)

Se invitd a participar a pacientes en seguimiento en la consulta externa quienes tienen
diagndstico de lupus eritematoso generalizado, con actividad sistémica de la enfermedad
definida por un puntaje SLEDAI-2k mayor de 6, pero sin datos de actividad renal definida
por criterios clinicos. La muestra de orina se solicito al acudir el paciente a sus citas en la

consulta externa.
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d) Donadores sanos con rifiones sanos corroborados en la biopsia cero realizada por

protocolo en todo trasplante renal (10 pacientes)

Se invitd a participar a donadores renales previo al procedimiento de donacion, ingresados
a hospitalizacién del Instituto. Los donadores renales ingresan un dia previo a la cirugia,
momento en el cual se solicitd la muestra de orina de aceptar participar en el estudio.
Posteriormente se corrobord la condicion de normalidad del tejido renal en el analisis
histopatologico reportado en la biopsia “cero” realizada por protocolo en todos los

pacientes previo a la implantacion del injerto renal.

Los biomarcadores investigados incluyeron los siguientes, algunos aun se encuentran en

diversas fases del estudio:

a) Marcadores inespecificos de inflamacion: osteopontina (gene SPP1)

b) Marcadores de activacién de macréfagos: sCD163, MCP1 (CCL-2), CD11b
¢) Marcador de activacién de neutrofilos: CXCL-1, CD11b

d) Marcador de reclutamiento de células B: CD40LG

e) Marcadores de reclutamiento de células T: IL18, CD44

f) Marcadores de activacion del complemento: C3a, C4a, Cha, C4d, Ba, sCh5bC9,

factor H
g) Marcadores de dafio tubular: NEP (gene MME), EGF
f) Marcador de fibrosis FN1

Aquellos marcadores con un buen desempefio diagnéstico para diferenciar entre los grupos
predefinidos mencionados previamente, se evaluaron en una fase longitudinal. En esta segunda
fase, un total de 82 pacientes con diagnéstico de nefritis lUpica activa mediante biopsia renal
percutanea y susceptibles de tratamiento inmunosupresor, se vigilaron trimestralmente con
mediciones de creatinina sérica (y tasa de filtracion glomerular estimada), proteinuria, estudios
seroldgicos (anticuerpos contra DNA de doble cadena) y niveles de complemento. Asi mismo, se

colectaron muestras de plasma, suero y orina en los meses 3, 6 y 12 del seguimiento.
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Se evalud la potencial asociacion entre los biomarcadores estudiados en esta fase y los

siguientes desenlaces:

¢ Respuesta al tratamiento (remision parcial y/o remisién completa)
e Pérdida del 30% de la tasa de filtracion glomerular
e Duplicacion de creatinina sérica

e Progresion a enfermedad renal cronica terminal

Definiciones de desenlaces
Se utilizaron las siguientes definiciones:

Respuesta completa:

e Funcion renal estable (£10% del valor de la tasa de filtracién glomerular inicial) y

proteinuria de 24 horas menor de 0.500g/g de creatinina

Respuesta parcial

e Funcion renal estable (£10% del valor de la tasa de filtracion glomerular inicial) y reduccion

en la proteinuria de 24 horas en un 50% hasta alcanzar niveles subnefroticos (<3.5g/24h)

Pérdida del 30% de la tasa de filtracion glomerular inicial

e Pérdida de al menos 30% de la tasa de filtracion glomerular estimada a la presentacion

Duplicacion de creatinina

e Duplicacién del valor inicial de creatinina sérica a la presentacion

Enfermedad renal crénica terminal (ERCT)

¢ Requerimiento de terapia de reemplazo renal permanente (por 3 meses consecutivos) o

trasplante renal

24



7.2. Descripcion de las maniobras e intervenciones

Se traté de un estudio exploratorio 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
potenciales biomarcadores que fueron medidos exitosamente en orina, se evaluaron formalmente

en el estudio de prueba diagnéstica.

A continuacion de describen las metodologias realizadas para la medicion de cada
potencial biomarcador. Previo a la realizacion de los ensayos, todas las muestras se centrifugaron

por 15 minutos a 2000xg, colectandose el sobrenadante para los ensayos:

a) Osteopontina (OPN)

Es una glucoproteina secretada involucrada en mecanismos inflamatorios y cuyo gene se
encuentra sobre expresado en nefropatia lupica proliferativa. Para su medicion se utilizé un
kit de inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) de R&D Systems (Human Osteopontin DuoSet

ELISA, Minneapolis, MN [DY1433]) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

b) CD163 soluble (sCD163)

Se trata de una proteina glucosilada que tras liberarse puede encontrarse de forma soluble
en la orina. Para su identificacién se utilizé un kit comercial de ELISA de R&D Systems
(Human CD163 DuoSet ELISA, Minneapolis, MN [DY1607]) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. En estudios previos se ha utilizado una dilucion de entre 4 y 10 veces de las
muestras y el ensayo se mantiene estable hasta con 6 ciclos de congelacién-descongelacion

de las muestras.

¢) MCP-1(CCL2)

Se trata de una citocina inflamatoria previamente estudiada en orina. Para su identificacion
se utilizo el kit comercial de ELISA de R&D Systems Human CCL2/MCP-1 DuoSet ELISA

(Minneapolis, MN, DY 279), el cual ha sido previamente valorado para uso en orina.
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d) CXCL-1

Esta citocina nunca ha sido evaluada en plasma u orina de pacientes con nefropatia lupica.
Por tanto, se evalud en primer lugar su presencia en orina. Se utilizé el set de ELISA de
R&D Systems Human CXCL1/GRO alpha DuoSet ELISA (Minneapolis, MN, DY275).

e) CD40LG

Esta proteina no habia sido evaluada en orina en pacientes con nefropatia lupica. Se utilizd
para su deteccion el kit de ELISA de R&D Systems Human CD40 Ligand/TNFSF5 DuoSet
ELISA (Minneapolis, MN, DY617).

f) Interleucina 18

La interleucina 18 (IL-18) es un modulador de la actividad de las células NK'y los linfocitos T
colaboradores producido por las células dendriticas plasmaticas. Este marcador ha sido
evaluado ampliamente en estudios de lesién renal aguda, incluyendo un estudio previo de
nuestro departamento®. Se medi® en orina mediante un kit comercial de ELISA
(Invitrogen/ThermoFisher, KHC0181, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del

productor.

g) CD44
Se implemento el kit de R&D Biosystems Human CD44s DuoSet ELISA (Minneapolis, MN,

DY7045), siguiendo las instrucciones del fabricante.

h) Neprilisina (MME/NEP)

También conocida como neprilisina, se utilizé para su medicion el kit de R&D
Systems Human Neprilysin DuoSet ELISA (Minneapolis, MN, DY1182) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

26



i) Fibronectina 1 (FN1)

Esta molécula se midié mediante el kit de ELISA de R&D Human Fibronectin DuoSet
ELISA (Minneapolis, MN, DY1918) siguiendo el instructivo del fabricante.

i) Proteinas C3a, C4a, C4d, C5a, Ba, sC5-C9 y factor H

Se utilizaron los kits de ELISA comerciales de la empresa Quidel MicroVue C3a EIA,
C4a EIA, C4d EIA, C5a EIA, Quidel MicroVue Ba EIA y Quidel MicroVue sC5b-9 plus
ElA y factor H de R&D systems.

Para aquellos biomarcadores que se midieron por primera vez en orina y cuyas
condiciones requirieron de ajuste, se utilizaron muestras de pacientes con nefropatia lUpica
almacenadas en estudios previos, asi como muestras de orina de los investigadores del estudio.
Esta fase exploratoria no constituy6 una parte del estudio de prueba diagnéstica sino simplemente
es una fase exploratoria de factibilidad de medicion. Los resultados de esta fase Unicamente
sirvieron para ajustar las condiciones de los ensayos y NO se incluyeron en el analisis de prueba

diagnéstica.

Para el ensayo de prueba diagnéstica, se incluyeron muestras biolégicas provenientes de
los 4 grupos de pacientes previamente mencionados: pacientes con nefropatia lupica activa
diagnosticados mediante biopsia renal percutdnea, pacientes con historia de nefropatia Iupica
diagnosticada mediante biopsia renal percutanea y actualmente inactivos, pacientes con

diagnéstico de lupus eritematoso generalizado sin nefropatia lupica, y donadores renales sanos.

7.3. Seguimiento

El estudio involucré una fase de desarrollo en la cual se ajustaron los protocolos para cada
una de las pruebas y se exploré la deteccion en orina. La segunda fase involucré la medicién en

la cohorte completa de pacientes.
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Para los pacientes incluidos en la fase transversal se realizé unicamente una sola visita,
en la cual se realizé la toma de muestras bioldgicas. Para el grupo de pacientes con nefropatia
lupica, dicha visita coincidié con la semana en la cual el paciente habia sido programado para
biopsia renal percutanea por sus médicos tratantes. Para el grupo de controles donadores sanos,

la visita coincidié con los dias previos a la donacion renal.

No se requirié de seguimiento por parte de la fase transversal del protocolo para los

sujetos de estudio ni se realizaron modificaciones al tratamiento de los pacientes.

Para la fase longitudinal del protocolo se incluyeron pacientes con nefritis lUpica activa
que recibieron tratamiento inmunosupresor. Habitualmente, estos pacientes se citan
mensualmente con estudios de laboratorio durante los primeros 6 meses y posteriormente cada
2 a 3 meses del mes 6 al 12. Se contacté a los pacientes el dia de su cita programada en los
meses 3, 6 y 12, momento en los cuales se tomaron las muestras biologicas. Asi mismo, se
recabaron los resultados de laboratorio correspondientes a la visita médica realizada en cada uno

de esos meses.

Dado que se esperaba que el reclutamiento se llevara a cabo durante varios meses, si
bien todos los pacientes tendran como minimo 12 meses de seguimiento, se recabaron del
expediente clinico los desenlaces renales alcanzados hasta la ultima visita, anotando las fechas

especificas del desenlace o de su ultima valoracion para realizar analisis de supervivencia.
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7.4. Tamano de la muestra

El calculo de tamafio de la muestra se realizdé en base a la férmula para comparar una
sensibilidad/especificidad predefinida contra un valor pre-especificado. Se consideraron para ello

un nivel de alfa de 5%, beta de 20%, precisién del 10% y una sensibilidad esperada del 90%.
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Con ello se obtuvo un estimado de 35 pacientes que, con un calculo de 15% de pérdidas

se redonded a 40 pacientes.

Después del desarrollo del protocolo se lograron reclutar 120 pacientes en el grupo de
nefritis lUpica activa y 70 pacientes en el grupo de lupus sin nefritis. Con ello, la precision final del

estudio para evaluar la sensibilidad del 90% fue finalmente de 7%.

7.5. Descripcion de las técnicas a emplear

Las técnicas empleadas se desarrollaron en el punto 7.2. Mayormente se utilizaron Kits
comerciales de ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

7.6. Criterios para el retiro prematuro de los participantes

Cualquier participante podia retirar su consentimiento informado tras lo cual se dispondria

adecuadamente de su muestra biolégica y no se realizarian estudios adicionales.
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7.7. Procedimientos para el retiro de algun participante del estudio

Dado que en el grupo de pacientes con nefropatia Iupica se tomé la muestra de orina previo a la
toma de biopsia renal percutanea, en caso que se reportase una nefropatia distinta a LEG o

nefropatia lupica no activa, el paciente fue eliminado del estudio.

7.8. Criterios de seleccion

7.8.1. Criterios de inclusién para la fase transversal
Para todos los pacientes

e Hombre o mujer mayor de 18 afos
o Diagnostico de lupus eritematoso generalizado basado en los criterios de la ACR o SLICC

¢ Consentimiento informado firmado previo a la obtencion de la muestra de orina

Grupo de pacientes con actividad renal

o Actividad renal diagnosticada mediante analisis histopatolégico de la biopsia renal
percutanea definido por un indice de actividad mayor de 2 y proteinuria mayor de 1g en
24 horas o 1g/g por indice proteinuria/creatinuria.

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

administrado en los ultimos 6 meses.

Grupo de pacientes con historia de actividad renal y actualmente inactivos

e Actividad renal previa diagnosticada de acuerdo al punto anterior.

o Respuesta completa al tratamiento con funcién renal normal para la edad y sexo,
proteinuria menor de 250mg/24 horas y sedimento urinario inactivo (menos de 5
eritrocitos/campo) evidenciado en 2 visitas consecutivas separadas al menos 3 meses y

persistente por al menos 12 meses.

30



Grupo de pacientes con lupus eritematoso generalizado activo sistémico pero sin actividad renal

Diagnostico de lupus eritematoso generalizado como se especifico arriba y sin historia de
actividad renal.

Puntaje de SLEDAI-2k mayor de 6 puntos con al menos una afectacién organica
Funcion renal normal para la edad y sexo, proteinuria menor de 250mgs en 24 horas y

sedimento urinario inactivo por al menos 12 meses

Grupo de donadores renales sanos

7.8.2.

7.8.3.

Paciente programado para donacién renal en las siguientes 4 semanas.

Funcién renal normal para la edad y sexo, proteinuria menor de 250mg en 24 horas y
sedimento urinario inactivo.

Histologia renal normal en la biopsia cero.

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

sistémicas asociadas a dafio renal como hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus.

Criterios de Exclusion para la fase transversal
Paciente incapaz para firmar o quien no firme el consentimiento informado
Enfermedad comérbida en los grupos con lupus eritematoso generalizado capaz de

inducir proteinuria (diabetes mellitus, otras reumaticas).

Criterios de Eliminacién para la fase transversal

Muestra de biopsia renal percutanea insuficiente para la valoracion de actividad (menor
de 10 glomérulos obtenidos)

Evidencia de otra etiologia distinta a nefropatia lupica en el analisis histopatoldgico de la
biopsia renal

Retiro del consentimiento informado
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7.8.4. Criterios de seleccion para la fase longitudinal
o Del grupo seleccionado previamente con nefritis lUpica activa se debia de cumplir lo
siguiente:
o Firma de consentimiento informado de la fase de seguimiento
o El paciente requiere iniciar o continuar tratamiento inmunosupresor de acuerdo a su

médico tratante

7.9. Desenlaces y variables

Se colectaron las siguientes variables para cada paciente incluido:

1. Variables demogréaficas

e Fecha de nacimiento

e Sexo.

2. Variables clinicas basales

Se obtuvieron de los estudios realizados de forma rutinaria a los pacientes y que cumplieron
con el criterio de obtencion +2 semanas de la toma de muestra de orina.

e Presion arterial sistdlica y diastélica (mmHg)

e Creatinina sérica (mg/dl)

¢ Nitrégeno ureico sérico (mg/dl)

e Serologia para anticuerpos contra DNA de doble cadena, fragmentos C3 y C4 del

complemento

e Hemoglobina

e Plaquetas

e Albumina sérica.

e Dosis de medicamentos inmunosupresores: prednisona, mofetil micofenolato,

azatioprina, ciclofosfamida, hidroxicloroquina
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3. Variables obtenidas del analisis histopatolégico de la biopsia renal percutanea (grupo con

nefropatia activa y grupo de donadores sanos)

Numero 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®®

4. 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-2k

5. Desenlaces renales (ver definiciones arriba)

Respuesta al tratamiento (respuesta parcial / respuesta completa)
Pérdida del 30% de la tasa de filtracion glomerular
Duplicacién de creatinina

Progresion a enfermedad renal crénica terminal
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7.10. Analisis Estadistico

Para la expresion de las caracteristicas basales de cada uno de los grupos se utilizé estadistica
descriptiva mediante medias aritméticas y desviacién estandar o medianas y rangos
intercuartilares de acuerdo al tipo de distribucion de la variable. Para la comparacion de las
caracteristicas basales entre grupos se utilizaron pruebas de ANOVA o Kruskal-Wallis con

correccion de Bonferroni para el numero de comparaciones.

Los valores obtenidos de los ensayos de ELISA se normalizaron al valor de creatinina urinaria

(concentracion) de la muestra.

Para el analisis de los resultados de los estudios de cada biomarcador se utilizé una prueba de
Kruskal Wallis para la comparacion de valores entre grupos seguido de la prueba de Dunnett 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

categodricas, y la prueba de correlacién de rangos de Spearman para variables continuas.

Se realiz6 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 derivaron 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 la evaluacién de muestras repetidas en los pacientes con nefritis lupica activa se
construyeron modelos lineales mixtos considerando los niveles de cada biomarcador como
variable, dependiente, al paciente como efecto aleatorio, el curso clinico de la filtracién glomerular
y el grupo de respuesta al tratamiento como efectos fijos. Se evalué la estructura de la varianza
y la homogeneidad de los residuales y se seleccion6 el mejor modelo mediante Chi-cuadrada
para aquel con menor razén de verosimilitud. Se verificé cada modelo corroborando la distribucion

normal de los residuales.

Para la evaluacion de asociaciones con desenlaces renales (respuesta renal, pérdida del 30% de
la TFGe, duplicacion de creatinina, enfermedad renal crénica terminal), adicionalmente se

realizaron analisis de tiempo al evento.

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

valor de p menor de 0.05. Todos los andlisis se realizaron con SPSS 20.0 y GraphPad Prism 3.0.
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7.11. Potencial de reclutamiento

Se pretendia inicialmente reclutar un total de 120 pacientes para el estudio (40 pacientes por
grupo). Se conocia que en el Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubirdn se realizan
aproximadamente 80 biopsias percutaneas anuales en pacientes con nefropatia lupica activa, 50
trasplantes de donador vivo relacionado y se atienden multiples pacientes con diagndstico de

lupus eritematoso generalizado en las consultas de seguimiento de nefrologia y reumatologia.

Para la fase longitudinal se planeaba incluir al menos 40 pacientes que cumpliesen con al menos
12 meses de tratamiento y en quienes se hayan colectado muestras biolégicas repetidas inicial,

alos 3,6y 12 meses.

Como se ha mencionado, el reclutamiento final incluyé para la fase transversal un total de 120
pacientes con nefritis lupica activa, 70 pacientes con lupus sin nefritis (40 con lupus inactivo y 30
con actividad sistémica no renal), y 10 donadores renales. Para la fase longitudinal se incluyeron

82 pacientes con muestras biologicas a los 3, 6 y 12 meses de seguimiento.

7.12. Riesgos potenciales
No se contemplaron riesgos especificos del protocolo, se considerd un estudio de riesgo minimo.

Existieron riesgos asociados a la enfermedad de base que no son especificos del protocolo pero
que fueron informados y evaluados en todos los pacientes. Estos riesgos incluyeron entre otros,
infecciones de paciente inmunosuprimido, hospitalizaciones, eventos adversos de farmacos,

progresion a enfermedad renal cronica terminal y muerte.
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8. Plan Inicial de Actividades

Ano Mes Actividad
2018 Marzo
Mayo -Diciembre | Pruebas de detecciéon de biomarcadores en muestras
biolégicas
Seleccion de biomarcadores blanco
2019 Julio-Diciembre | Fin del reclutamiento de pacientes y muestras biologicas
2020 Enero-Junio Evaluacion de biomarcadores urinarios
2020 Julio-Diciembre | Analisis Estadistico

Preparacion del manuscrito final

36




9. RESULTADOS

l. CD163 soluble urinario: un biomarcador non invasivo de actividad de nefritis lGpica

e Publicado en Journal of the American Society of Nephrology
o Mejia-Vilet JM et al. Urinary soluble CD163: a novel noninvasive biomarker of activity for
lupus nephritis. J Am Soc Nephrol 2020; 31(6):1335-1347

A. RESUMEN

Introduccion. La distincion clinica entre pacientes con nefritis Iupica con inflamacion activa de
aquellos con dafio cicatricial crénico es compleja. Estudios previos han mostrado que la molécula
CD163 soluble (sCD163), la cual deriva de la ruptura del receptor CD163 de los macréfagos M2c,

correlaciona con la actividad de nefritis lupica.

Métodos. Se midié CD163 en orina durante episodios de nefritis lUpica en pacientes de cohortes
de México y los Estados Unidos tanto transversalmente como longitudinalmente. Ademas, se
midieron niveles de CD163 en orina de manera seriada tras el tratamiento de los episodios y se
evaluo la respuesta al tratamiento a los 12 meses. Se analizo la concordancia entre los niveles
de CD163 urinario y la actividad histologica en 19 pacientes de la cohorte mexicana quienes

fueron sometidos a una biopsia repetida durante el seguimiento.

Resultados. Los niveles de CD163 urinario fueron significativamente mayores en el grupo de
pacientes con nefritis lUpica activa que en pacientes con lupus inactivo, lupus con actividad extra-
renal pero no renal, asi como en otras enfermedades glomerulares. Los niveles de CD163 urinario
correlacionaron con la gravedad clinica, clase histopatologica y el indice histologico de actividad.
Los niveles de CD163 urinario aumentaron durante el episodio de actividad renal respecto a los
niveles documentados 6 meses antes, y posteriormente disminuyeron en pacientes con respuesta
parcial o completa, manteniéndose elevados en los pacientes no respondedores. Un nivel de
CD163<370ng/mmol a los 6 meses predijo una respuesta completa a los 12 meses con >87%
sensibilidad y >87% especificidad. Los niveles urinarios <370 o >370ng/mmol concordaron
perfectamente (kappa=1.0) con un indice de actividad histolégica <1 o0 >1 en biopsias repetidas,
respectivamente. La medicién de CD163 en pacientes con proteinuria persistente a los 6 meses

de tratamiento, mejoro la prediccion de quiénes alcanzaran respuesta completa a los 12 meses.

Conclusiones. Los niveles de CD163 urinario reflejan la actividad histolégica de la nefritis lUpica

y son un biomarcador promisorio que varia con la actividad y el tratamiento de la nefritis lUpica.
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B. BREVE INTRODUCCION ESPECIFICA DEL MARCADOR CD163

La molécula CD163 es una proteina transmembrana de 130-kDa, miembro de la superfamilia de
receptores “scavenger’ de tipo B ricos en cisteina®. Este receptor se expresa principalmente en
macrofagos diferenciados al fenotipo M2c que infiltran los tejidos durante la fase de curacion de
la inflamacion 9768, Las células CD163+ han sido encontradas en las semilunas celulares, lesiones
glomerulares proliferativas, y lesiones tubulointersticiales agudas en pacientes con nefritis

lGpica®-"1.

En un estudio que precedié a esta investigacion, nuestro grupo encontrd que la expresién génica
de CD163 se encuentra incrementada en glomérulos de pacientes con nefritis lUpica activa en
comparacion con donadores renales sanos (Figura I-1)"2. Esto fue posteriormente corroborado
en otro estudio de transcriptomica de células individuales que mostré que los macréfagos M2c
que infiltran el tejido renal representan la célula mas numerosa aislada en orina en pacientes con

nefritis lGpica’.

Glomeruli Biopsy A Glomeruli Biopsy B
(First LN flare) (Repeated LN flare)
12,0 12,0
o o
10,0 S » 10,0 S o
[¢] [e]
g 80 > 2 80 ) o
© K
z 3
a 60 o 60
e ° °
o o o ©
2 a0 L 40
oo
2,0 2,0
0,0 : . . . ‘ 0,0 : . — o : . : ‘
5,0 -3,0 1,0 1,0 3,0 5,0 40 30 20 10 00 10 20 30 40
log, Fold-change expression LN vs control log, Fold-change expression LN vs control

Figura I-1. Graficos de volcan que muestran como la expresion génica de CD163 es mayor en glomérulos
de pacientes con nefritis IUpica activa en comparacién con controles sanos tanto durante un primer episodio

de nefritis 0 en episodios repetidos de nefritis lUpica.
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La molécula CD163 soluble deriva de la ruptura del receptor CD163 mediante metaloproteinasas.
Tras la escision, la molécula soluble se puede detectar en orina y ha sido aislada en
enfermedades como vasculitis asociada a ANCA vy nefritis ltpica®’ 747", Un estudio previo en
poblacion japonesa reporté que los niveles urinarios de CD163 (uCD163) se incrementan en
pacientes con nefritis lUpica activa asi como el nUmero de macrofagos CD163+ dentro del tejido

renal, sugiriendo que uCD163 puede ser un biomarcador de inflamacién en nefritis lupica.

Esta parte de la investigacion tuvo el objetivo de validar la correlacion reportada de uCD163 con
actividad histolégica de la nefritis lUpica en cohortes multiétnicas, asi como evaluar el rendimiento
pronostico de esta proteina para predecir respuesta al tratamiento en comparacion con los

biomarcadores clinicos y seroldgicos actuales.

C. BREVES PRECISIONES METODOLOGICAS ESPECIFICAS DEL ESTUDIO DE ESTE
MARCADOR

Pacientes

El estudio consistié en una fase transversal y una longitudinal. La evaluacién transversal se utilizé
para validar el estudio japonés previo®’. Para la fase transversal se obtuvieron muestras de
pacientes con nefritis lUpica activa mexicanos (n=120) y de la cohorte de la Universidad Estatal
de Ohio (n=129) diagnosticados mediante biopsia renal. En ambos casos, se obtuvieron muestras
de plasma y orina antes del procedimiento de biopsia renal, se procesaron y almacenaron a -
70°C. Los datos clinicos se obtuvieron de los expedientes en el caso de pacientes

estadounidenses y del registro prospectivo de la cohorte mexicana para los pacientes mexicanos.

Para la fase longitudinal se incluyeron 82 pacientes con NL activa de la cohorte mexicana que
funcionaron como grupo de descubrimiento, y 49 episodios de NL activa registrados en 34
pacientes de la cohorte del estudio Ohio SLE Study*® como grupo de validacion. En ambos grupos
se colectaron muestras bioldgicas previas a la biopsia diagndstica y en los meses posteriores al
tratamiento. Finalmente, 19 de los 82 pacientes quienes contaban con una biopsia de seguimiento
fueron incluidos para evaluar la concordancia entre el biomarcador y los hallazgos

histopatologicos.

Como controles se incluyeron muestras bioldgicas de donadores renales sanos (n=31), pacientes

con lupus eritematoso generalizado (LEG) con actividad extra-renal pero no renal (n=30) y
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pacientes con nefritis lUpica previa pero inactivos y en remision por al menos 12 meses al
momento del estudio (n=40). Adicionalmente se incluyeron muestras bioldégicas de otras
enfermedades glomerulares incluyendo nefropatia membranosa por APLA2R (n=13),
glomeruloesclerosis focal y segmentaria (n=13), vasculitis por ANCA (n=22) y nefropatia por IgA
(n=27).

Histologia Renal

Las biopsias renales fueron analizadas por nefropatélogos expertos y clasificadas de acuerdo a
la clasificacion de la Sociedad Internacional de Nefrologia (ISN) y la Sociedad de Patologia Renal
(RPS)™. Los indices de actividad y cronicidad fueron evaluados de acuerdo a la descripcion de
los Institutos Nacionales de Salud (NIH) y su reciente revision 79, Cada item de los indices se
evalué como : 0= no presente o presente en <5% de glomérulos, 1+= presente en 6-25% de
glomérulos, 2+= presente en 26-50% de glomérulos, o 3+= presente en >50% de glomérulos. La
interpretacion de todas las biopsias renales se realiz6 previo a la disponibilidad de los resultados
de uCD163.

Definiciones

Los pacientes con NL activa se definieron como sujetos que cumplieron al menos 4 criterios de
la Sociedad Americana de Reumatologia (ACR), con deterioro de la funcién renal o proteinuria

>0.5¢g/g debida a lupus, y biopsia renal percutdanea demostrando depdsito de complejos inmunes.

Los pacientes controles sin actividad renal se definieron como sujetos que cumplieron al menos
4 criterios de la ACR, con funcién renal normal, sedimento urinario inactivo, y proteinuria de 24
horas menor de 250mgs. Todos estos criterios mantenidos por 12 meses consecutivos antes del
estudio. Dentro de estos controles, el grupo con actividad sistémica debié cumplir con un puntaje

SLEDAI-2K mayor de 6 puntos, con 4 puntos adjudicados a manifestaciones sistémicas.

La respuesta al tratamiento completa se defini6 como una funcion renal estable (dentro del 15%
de la basal), con una razon proteinuria/creatinuria <0.5g/g obtenida mediante recoleccién de orina
de 24 horas. La respuesta parcial se defini6 como una funcién renal estable, mas reduccion del
50% de la proteinuria hasta rangos subnefroticos. Se consideraron como no respondedores a los
pacientes que no cumplieron ninguna de las dos definiciones mencionadas arriba. La respuesta

histologica se definid como un indice de actividad <1 en la biopsia repetida.
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Medicion de CD163 en plasma y orina

Los niveles de CD163 en plasma y orina se midieron mediante un kit de ELISA comercial (DuoSet
DY1607, R&D systems, Minneapolis, MN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
muestras biolégicas se corrieron por duplicado con coeficientes de variacion intra-placa e inter-
placa menores del 10%. Los niveles de CD163 obtenidos en muestras urinarias se normalizaron

a la concentracion de creatinina urinaria y se expresaron en ng/mmol de creatinina.

Analisis Estadistico

La distribucion de las variables se evalud con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los estadisticos
descriptivos se expresan como frecuencias absolutas y relativas o media y rango intercuartilar.
Las comparaciones entre grupos se realizaron con prueba de Kruskal-Wallis, Chi-cuadrada o
prueba exacta de Fisher. Las correlaciones se valuaron mediante correlacién de Spearman, y en
algunos casos especificos, correlacién de Pearson. Para evaluar los factores asociados al
incremento del indice de actividad, se construyé un modelo de regresion lineal con las variables

transformadas logaritmicamente.

Para el analisis longitudinal de muestras repetidas, se construyeron modelos lineales mixtos para
evaluar la asociacién entre uCD163 y la respuesta al tratamiento en cada cohorte. EI modelo
incluyé los niveles log1-uCD163 como variable dependiente; el tratamiento, grupo de respuesta
y meses de tratamiento (y sus interacciones), edad sexo y curso de tasa de filtracién glomerular
estimada (TFGe), proteinuria, anticuerpos anti-dsDNA y C3, como efectos fijos; y los sujetos como
efectos aleatorios. Se obtuvieron las medias estimadas y sus intervalos de confianza al 95%, asi
como comparaciones entre cada punto del tiempo en el seguimiento. El diagndstico del modelo
se realizd mediante la evaluacién de la distribucion de los residuales estandarizados y la

homogeneidad de la varianza residual entre los grupos de respuesta.

La capacidad predictiva de la respuesta a 12 meses de uCD163, proteinuria, C3, C4 y anticuerpos
anti-dsDNA se evalu6é mediante curvas receptor-operador (ROC) para cada punto del tiempo de
seguimiento. Se calcularon arboles de decisiones e indice de reclasificacién para evaluar el
valorar agregado de medir uCD163 sobre la proteinuria. La concordancia entre cada biomarcador
y el indice de actividad histolégica en las biopsias repetidas se evalué mediante la kappa de
Cohen.
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D. RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL MARCADOR CD163 URINARIO

D1. Analisis Transversal

D1.1. Pacientes Estudiados y Correlaciones Histopatolégicas

Las caracteristicas clinicas e histoldgicas de los pacientes incluidos se muestran en las Tablas |-
1, -2 y I-3. Las caracteristicas clinicas del grupo de otras enfermedades glomerulares se

muestran en la Tabla I-2.

Los niveles de uCD163 fueron significativamente mayores (p<0.001) en pacientes con NL activa
(1596ng/mmol, RIC 588-3899) que en controles sanos (0 ng/mmol, RIC 0-1), pacientes con LEG
inactivo (2.8ng/mmol, RIC 0-35), y pacientes con LEG activo sistémico no renal (0 ng/mmol, RIC
0-31) (Figura 1-2).
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Figura I-2. Niveles de CD163 urinarios en distintas enfermedades glomerulares.

Los niveles de uCD163 no correlacionaron con la dosis de corticosteroides (r=0.12, p=0.07). No
se observaron diferencias en las caracteristicas clinicas basales entre aquellos con niveles

indetectables o detectables de CD163 de ninguna de los grupos controles.
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Tabla I-1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en la fase transversal.

Nefritis lapica activa | Nefritis lUpica activa

Nefritis lapica inactiva n=70

Donadores renales

Caracteristica cohorte Mexicana cohorte Ohio State - - sanos
n=120 n=129 Lupus_lnactlvo Lupus ei(tra-renal n=31
n=40 n=30
Edad, afios 32 (25-39) 31 (26-40) 44 (30-57) 42 (27-50) 34 (29-41)
Mujer, n (%) 108 (90) 106 (82) 37 (93) 27 (90) 23 (74)
Raza, n (%)
Caucasico 1(1) 61 (47) 5(13) 16 (53) 12 (39)
Afro-americano 0 (0) 56 (44) 1(2) 10 (33) 5 (16)
Asiatico 0 (0) 4 (3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Mestizo 119 (99) 0(0) 34 (85) 4 (13) 10 (32)
Otro 0 (0) 8 (6) 0 (0) 0 (0) 4 (13)
Creatinina, mg/dL 1.1 (0.7-2.0) 0.9 (0.7-1.6) 0.7 (0.6-0.8) 0.8 (0.7-0.9) 0.8 (0.7-0.9)
TFGe, mlimin/1.73 68 (35-110) 90 (48-123) 105 (90-119) 98 (85-116) 101 (96-109)
Proteinuria 24h, g/g 3.3(2.2-5.2) 2.6 (0.9-4.8) 0.1 (0.0-0.25) 0.1 (0.0-0.25) 0.1 (0.0-0.1)
Anticuerpos dsDNA 101 (84) 89 (69) 23 (58) 26 (87) -
C3, mg/dL 68 (44-88) 62 (43-86) 104 (88-122) 94 (65-109) -
C4, mg/dL 8 (8-13) 11 (8-18) 21 (10-27) 15 (11-35) -
SLEDAI-2k, puntos 16 (14-22) 17 (9-24) 0 (0-4) 17 (10-24) -

Todos los valores se expresan como medianas (RIC) o numero (frecuencia relativa).
Abreviaturas. TFGe, tasa de filtracion glomerular estimada calculada mediante la formula CKD-EPI.
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Tabla I-2. Caracteristicas de los pacientes con otras enfermedades glomerulares activas.

N. membranosa Glomeruloesclerosis Vasculitis asociada a

Nefropatia por

Caracteristica PLA2R focal y segmentaria ANCA activa inmunoglobulina A
n=13 n=22 n=27

Edad, afios 42 (37-59) 37 (27-48) 55 (47-63) 45 (29-55)
Muijer, n (%) 6 (46) 5 (39) 16 (73) 10 (37)
Raza, n (%)

Caucasico 1(8) 0 (0) 0 (0) 22 (82)

Afro-americano 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3(11)

Asiatico 0(0) 0 (0) 0 (0) 2(7)

Mestizo 12 (92) 13 (100) 22 (100) 0 (0)

Otros 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Creatinina, mg/dL 1.0 (0.9-1.3) 1.1 (0.9-1.6) 2.5(1.1-3.5) 1.1 (1.0-1.8)
TFGe, mL/min/1.73m? 76 (61-90) 89 (45-111) 26 (14-68) 66 (42-107)
Proteinuria 24h, g/g 5.2 (2.4-8.3) 4.8 (1.6-10.1) 1.6 (0.5-3.2) 1.3 (0.7-2.0)
Complemento C3, mg/dL 134 (95-140) 149 (122-174) 116 (97-128) 131 (112-150)
Complemento C4, mg/dL 31 (28-48) 399 (30-46) 30 (18-41) 29 (22-41)

Todos los valores se expresan como medianas (RIC) o numero (frecuencia relativa).

Abreviaturas. TFGe, tasa de filtracion glomerular estimada calculada mediante la formula CKD-EPI; PLA2R, anticuerpos anti-fosfolipasa A2;
ANCA, anticuerpos anti-citoplasma de neutrofilos.
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Tabla I-3. Caracteristicas histoldgicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Nefritis lapica activa

cohorte Mexicana
n=120

Nefritis lapica activa
cohorte Ohio
n=129

Clasificacion ISN/RPS
Clase ll 2 (2) 11 (9)
Clase lll £V 35 (31) 38 (29)
Clase IVt V 67 (59) 62 (48)
Clase V 9 (8 18 (14
ITEMS DE ACTIVIDAD
indice de Actividad 4 (1-9) 3 (2-6)
Necrosis Fibrinoide
<5% 82 (73) 82 (63)
6-25% 24 (21) 33 (26)
26-50% 5 (4) 6 (5)
>50% 2(2) 8 (6)
Hipercelularidad endocapilar
<5% 51 (45) 28 (22)
6-25% 34 (31) 40 (31)
26-50% 14 (12) 32 (25)
>50% 14 (12) 29 (22)
Leucostasis
<5% 55 (49) 67 (52)
6-25% 30 (26) 48 (37)
26-50% 18 (16) 13 (10)
>50% 10 (9) 1(1)
Trombos hialinos
<5% 94 (83) 86 (66)
6-25% 13 (11) 28 (22)
26-50% 3 (3) 10 (8)
>50% 3 (3) 5 (4)
Asas de alambre
<5% 80 (71) 83 (64)
6-25% 23 (21) 27 (21)
26-50% 5 (4) 12 (9)
>50% 5 (4) 7 (6)
Cariorrexis
<5% 89 (79) 82 (63)
6-25% 17 (15) 33 (26)
26-50% 6 (5) 6 (5)
>50% 1(1) 8 (6)
Semilunas celulares
<5% 74 (65) 86 (66)
6-25% 26 (23) 28 (22)
26-50% 13 (12) 10 (8)
>50% 0(0) 5(4)
Inflamacion Intersticial
<5% 12 (11) 39 (30)
6-25% 82 (72) 67 (52)
26-50% 15 (13) 23 (18)
>50% 4 (4 0(0
ITEMS DE CRONICIDAD
indice de cronicidad 4 (3-6) 5 (2-8)
Esclerosis total
<5% 18 (16) 57 (44)
6-25% 36 (32) 43 (33)
26-50% 29 (26) 22 (17)
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>50% 30 (26) 7(6)
Semilunas fibrosas
<5% 75 (66) 92 (71)
6-25% 32 (28) 32 (25)
26-50% 5(5) 5(4)
>50% 1(1) 0(0)
Fibrosis Interstitial
<5% 3(3) 31 (24)
6-25% 70 (62) 50 (39)
26-50% 29 (25) 40 (31)
>50% 11 (10) 8 (6)
Atrofia Tubular
<5% 8(7) 30 (23)
6-25% 67 (59) 53 (41)
26-50% 25 (22) 38 (30)
>50% 13 (12) 8 (6)

Entre las enfermedades glomerulares, los niveles de uCD163 fueron los mas altos en NL (Figura
[-2). Los niveles de uCD163 variaron por clase histopatolégica de NL, aumentaron al aumentar la
gravedad clinica del episodio de NL (Figura I-3), y fueron mayores en pacientes con sindrome
nefritico (2376 ng/mmol, RIC 1101-5208) o nefrético (2678 ng/mmol, RIC 982-6019) en
comparacion con aquellos con proteinuria no nefrética, hematuria o funcién renal normal (760
ng/mmol, RIC 307-1778, p<0.001).
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Figura I-3. Niveles de CD163 urinario de acuerdo a la gravedad clinica del episodio de nefritis (A) y la

clasificacion histopatoldgica (B).
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No se observd correlacion entre los niveles plasmaticos y urinarios de uCD163 (r de
Pearson=0.04, Figura I-4), y los niveles plasmaticos del marcador no variaron con la gravedad
clinica del episodio, la clase histologica o el sindrome de presentacién. Los niveles de proteinuria
determinaron el 40% de la variabilidad de los niveles de uCD163 (r?=0.42, Figura I-4) y se
mantuvieron elevados y diferenciados entre grupos tras corregir por los niveles de proteinuria
(Figura I-5).
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Figura I-4. Correlacion entre los niveles plasmaticos y urinarios de CD163 (A), y entre uCD163 y la
proteinuria.
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Figura I-5. Niveles de CD163 urinarios corregidos por proteinuria en las distintas enfermedades
glomerulares.
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Se calcularon correlaciones entre los niveles de uCD163, el indice histolégico de actividad y cada
uno de sus componentes (Tabla I-2). Los niveles de uCD163 correlacionaron positivamente con
el indice histolégico de actividad tanto en la cohorte de Ohio (r=0.59, p<0.001) como en la cohorte
mexicana (r=0.48, p<0.001). No se observoé correlacion entre uCD163 y el indice de cronicidad o
sus componentes (Tabla I-2). La correlacién entre uCD163 y el indice de actividad se mantuvo

constante en todos los niveles de dano cronico (Figura 1-6).

Tabla I-2. Correlacion entre CD163 urinario con los componentes de los indices de actividad y cronicidad.

Todos los pacientes Cohorte mexicana Cohorte Ohio
Componente (n=249) (n=120) (n=129)
histolégico ———————————————————————————————————,—.........———_—_—_——_———_—_—_—_——~.
.~ Spearmanr _ Valorp _ Spearmanr Valorp Spearmanr Valorp

Hipercelularidad 0.372 <0.001 0.428 <0.001 0.450 <0.001
endocapilar

Leucostasis 0.426 <0.001 0.436 <0.001 0.414 <0.001
Necrosis Fibrinoide 0.333 <0.001 0.271 0.003 0.422 <0.001
Trombo hialino 0.377 <0.001 0.373 <0.001 0.384 <0.001
Asas de alambre 0.421 <0.001 0.352 <0.001 0.507 <0.001
Cariorrexis 0.337 <0.001 0.303 0.001 0.422 <0.001
Semilunas celulares 0.386 <0.001 0.331 <0.001 0.456 <0.001
Intflamacion 0.277 <0.001 0.314 <0.001 0.252 0.004
intersticial

Indice Actividad 0.530 <0.001 0.483 <0.001 0.591 <0.001
Esclerosis glomerular -0.019 0.762 -0.162 0.077 -0.104 0.241
Semilunas fibrosas 0.032 0.619 0.192 0.069 -0.115 0.194
Fibrosis Intersticial 0.066 0.303 0.136 0.137 -0.011 0.901
Atrofia Tubular 0.074 0.244 0.159 0.083 -0.013 0.884
indice cronicidad 0.105 0.098 0.247 0.099 -0.049 0.584
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\
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é 0-1 0.409 0.012 41
S 2-3 0566  <0.001 79
c 45 0.609 <0.001 61
g 67 0.467 0.003 39
% >8 0.412 0.026 29

Figura I-6. Mapa de calor que muestra los niveles de uCD163 y su correlacion con el indice de actividad

a través de distintos valores del indice de cronicidad.

D.1.2. Predictores de Actividad Histoldgica de Nefritis Lupica

Los factores asociados con el indice histolégico de actividad se exploraron mediante regresion
lineal. Como se muestra en la Tabla I-3, el modelo que incluyé edad, TFGe, proteinuria, y C3 tuvo
una r?=0.30. El modelo mejoro su calibracion al sustituir la proteinuria por los niveles urinarios de

CD163 (r?=0.36), pero no mejoré mas al agregar ambas variables (r?=0.36).

Tabla I-3. Factores asociados con el indice de actividad histolégico mediante regresion lineal.

B ajustada B IC al 95% Valor p

Modelo 1: r?=0.304

Edad -0.183 -2.029 -3.62a-0.44 0.002
Logio TFGe -0.186 -2.537 -4.2a-0.95 0.002
Log1o proteinuria 0.219 2.576 1.20 a 3.89 <0.001
Logo C3 -0.328 -6.921 -9.55 a -4.52 <0.001
Modelo 2: r?=0.359

Edad -0.170 -0.072 -0.12a-0.03 0.003
Logio TFGe -0.148 -2.049 -3.62 a-0.48 0.011
Logo C3 -0.259 -5.550 -8.04 a -3.06 <0.001
Log1o uCD163 0.343 2.858 1.88a3.84 <0.001
Modelo 3: r?=0.360

Edad -0.165 -5.632 -9.46 a-1.80 0.004
Logio TFGe -0.150 -2.065 -3.6 a-0.49 0.010
Log1o proteinuria 0.042 0.487 -1.12a2.09 0.550
Logio C3 -0.262 -5.673 -8.17 a-3.18 <0.001
Log1o uCD163 0.343 2.647 1.53a3.77 <0.001

Abreviaturas. TFGe, tasa de filtracidon glomerular estimada en el episodio agudo; C3, proteina C3 del

complemento, uCD163, CD163 urinario.
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D.1.3. Los niveles de CD163 urinario diferenciaron nefritis lipica activa de inactiva

Como ultimo paso de la evaluacién transversal, se construyeron curvas ROC para evaluar
uCD163 en los grupos predefinidos de pacientes con nefritis lUpica activa y sin nefritis. El area
bajo la curva ROC (ABC) fue 0.998 (IC al 95% 0.995-1.00) y 0.980 (IC al 95%, 0.96-0.99) en las
cohortes Mexicana y de Ohio, respectivamente. Un punto de corte >130 ng/mmol tuvo
sensibilidad del 97% (IC al 95% 90-99%) y especificidad de 94% (IC al 95%, 91-97%) para

diferenciar nefritis lUpica activa de pacientes inactivos en las cohortes combinadas (Figura I-7).
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Figura I-7. Rendimiento diagndstico de uCD163 para diferenciar entre grupos predeterminados de nefritis
lupica activa e inactiva.

D.2. Analisis Longitudinal

D.2.1. Curso de CD163 urinario en respuesta al tratamiento

Se analizaron muestras seriadas correspondientes a 49 episodios de nefritis lUpica de la cohorte
OSS y 82 de la cohorte mexicana (Tabla I-4). Tras 12 meses de tratamiento, las tasas de
respuesta completa, parcial y no respuesta fueron 45%, 18% y 37%, respectivamente en la
cohorte OSS. En la cohorte mexicana, las tasas de respuesta completa, parcial y no respuesta

fueron 35%, 27% y 38%, respectivamente. No hubo diferencia en las tasas de respuesta entre
ambas cohortes (p=0.45).
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Tabla I-4. Caracteristicas de los episodios de nefritis lUpica activa evaluados longitudinalmente.

Cohorte OSS

Cohorte Mexicana

n=49 n=82
Demograficos y Laboratorio
Edad, afios 32 (26-39) 34 (25-40)
Mujer, n (%) 49 (100) 76 (93)
Raza
Caucasico 26 (53) 0 (0)
Afro-Americano 18 (37) 0 (0)
Asiatico 4 (8) 0 (0)
Mestizo mexicano 0 (0) 82 (100)
Otra 1(2) 0 (0)
Creatinina, mg/dL 1.0 (0.8-1.4) 1.1 (0.7-2.2)
Tasa de filtracion glomerular, mL/min/1.73m? 73 (51-102) 67 (26-110)
Proteinuria, g/g 3.3 (2.0-4.6) 3.3 (2.2-5.5)
Anticuerpos anti-dsDNA positivos 39 (80) 31 (84)
Complemento C3, mg/dL 71 (62-85) 61 (43-88)
Complemento C4, mg/dL 13 (8-17) 8 (8-13)
Puntaje SLEDAI-2k, puntos 20 (15-27) 18 (14-22)
Histopatologia
Clasificacion ISN/RPS
Class lll £V 9(18) 28 (34)
Class IV £V 33 (67) 47 (57)
Class V 7 (14) 7(9)
Activity index NA 4 (1-8)
Chronicity index NA 4 (3-5)
Tratamiento y Respuesta al tratamiento*
Induccion a la remision
Ciclofosfamida 5(10) 23 (28)
Mofetil Micofenolato 32 (65) 53 (65)
Azatioprina 12 (25) 34)
ICN + Micofenolato 0 (0) 3 (4)
Respuesta a 6 meses
Respuesta completa 13 (27) 12 (15)
Respuesta parcial 12 (24) 29 (35)
Sin respuesta 24 (49) 41 (50)
Respuesta a 12 meses
Respuesta complete 22 (45) 29 (35)
Respuesta parcial 9 (18) 22 (27)
Sin respuesta 18 (37) 31 (38)
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Como se muestra en la Figura -8, los perfiles de valores medios de uCD163 tras el tratamiento
fueron distintos para aquellos episodios de nefritis lUpica que terminaron en respuesta completa,
parcial o sin respuesta a los 12 meses de tratamiento (valor p de la interaccién <0.001). Las
medias estimadas de uCD163 aumentaron desde los niveles pre-episodio de nefritis al episodio
agudo de nefritis, y posteriormente cayeron en pacientes con respuesta parcial o completa a los
12 meses en ambas cohortes (Figura 1-8). Aunque los valores de uCD163 al momento del
episodio agudo fueron numéricamente mayores en los no respondedores, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. En los pacientes no respondedores,

los niveles de uCD163 no cayeron al mismo grado que los respondedores durante el tratamiento.
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Tiempo desde el episodio (meses) Tiempo desde el episodio (meses)
Episodio +3m +6m +12m -6m Episodio +6m +12m
RC 1312 277 77 38 RC 103 1050 83 15
(764-2249)  (151-509) (43-138) (22-67) (33-323)  (579-1905)  (45-152) (8-28)
RP 1866 685 283 192 RP 174 1483 350 158
(1312-2655) (463-1016)  (195-413)  (133-277) (85-356)  (974-2254)  (229-525)  (103-242)
NR 2655 1698 1042 959 NR 294 2094 1476 1675
(1545-4571) (914-3148) (581-1866)  (540-1706) (117-740)  (1101-3981)  (774-2805)  (889-3155)

Figura 1-8. Curso de CD163 urinario en respuesta al tratamiento en pacientes con respuesta completa
(RC), parcial (RP) o sin respuesta (NR) en la cohorte mexicana (A) y de Ohio (B). El grafico muestra las
medias estimadas y sus intervalos de confianza al 95% estimados del andlisis de modelos lineales mixtos.
El area coloreada representa el corte de uCD163=370ng/mmol.
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Se construyeron curvas ROC a partir de la cohorte de derivacion (mexicana) para determinar el

mejor punto de corte del biomarcador a los 6 meses que predice una respuesta completa a los

12 meses (Tabla I-5). Se analizaron individualmente los niveles de uCD163, proteinuria,

anticuerpos anti-dsDNA, C3 y C4. Un valor de uCD163<370ng/mmol a los 6 meses tuvo

sensibilidad del 90% vy especificidad del 87% para predecir una respuesta completa a los 12

meses, en comparacion con una proteinuria <1.5g/g a los 6 meses, la cual tuvo sensibilidad del

86% y especificidad del 81%.

Tabla I-5. Area bajo la curva de los distintos biomarcadores para predecir respuesta a 12 meses.

ABC Mejor punto corte  Sensibilidad Especificidad
uCD163 al episodio 0.686 1495 ng/mmol 0.64 0.69
uCD163 a 3 meses 0.800 1552 ng/mmol 0.96 0.60
uCD163 a 6 meses 0.923 370 ng/mmol 0.88 0.88
uCD163 a 12 meses 0.972 364 ng/mmol 0.94 0.94
Proteinuria al episodio 0.670 3.94 g/g 0.77 0.51
Proteinuria a 3 meses 0.804 1.71 g/g 0.79 0.74
Proteinuria a 6 meses 0.934 1.59 g/g 0.90 0.83
Proteinuria a 12 meses 1.000 0.50 g/g 1.00 1.00
Anti-dsDNA-Ab al episodio 0.366 271 Ul/mL 0.55 0.36
Anti-dsDNA-Ab a 3 meses 0.518 54 Ul/mL 0.72 0.48
Anti-dsDNA-Ab a 6 meses 0.581 57 Ul/mL 0.80 0.30
Anti-dsDNA-Ab a 12 meses 0.587 12 Ul/mL 0.71 0.49
Complemento C3 al episodio 0.402 53 mg/dL 0.20 0.64
Complemento C3 a 3 meses 0.605 81 mg/dL 0.48 0.83
Complemento C3 a 6 meses 0.624 85 mg/dL 0.59 0.70
Complemento C3 a 12 meses 0.632 82 mg/dL 0.59 0.75
Complemento C4 al episodio 0.363 16 mg/dL 0.12 0.67
Complemento C4 a 3 meses 0.483 18 mg/dL 0.21 0.55
Complemento C4 a 6 meses 0.498 22 mg/dL 0.12 0.71
Complemento C4 a 12 meses 0.557 10 mg/dL 0.35 0.89
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En la cohorte de validacion (OSS), un valor de uCD163 <370ng/mmol a los 6 meses tuvo una
sensibilidad de 87% y especificidad de 89% para predecir una respuesta completa a los 12
meses, validando lo observado en la cohorte de derivaciéon (Tabla I-5). Aun y cuando la proteinuria
es el componente principal de la definicidon de respuesta en nefritis lUupica, también puede
considerarse un biomarcador. Un valor de proteinuria <1.5g/g a los 6 meses de tratamiento tuvo
un desempenio predictivo similar a uCD163, mientras que el punto de corte comunmente utilizado
de 0.5g/g a los 6 meses, tuvo baja sensibilidad para identificar una respuesta completa. El resto
de marcadores serologicos tuvieron un pobre desempefio para identificar a los pacientes con

respuesta completa.

D.2.2. Prediccion Temprana de la Respuesta Renal

El analisis de supervivencia demostré que la mediana de tiempo para alcanzar un nivel de
uCD163<370ng/mmol fue de solo 3 meses (RIC 2-4), en comparaciéon con una mediana de 8
meses (RIC 5-11 meses) para que la proteinuria alcance 0.5g/g (el punto que define una remision
completa). Esto sugiere que la evaluacion de uCD163 en adicién a la proteinuria podria agregar

informacion para determinar una respuesta completa.

Para apoyar este punto, se construyeron arboles de reclasificacion y se determinaron los indices
de reclasificacion neta (NRI) Como se muestra en la Figura 1-11, la medicion de uCD163 en
adicion a la proteinuria incrementdé la posibilidad de identificar a los pacientes con respuesta
completa desde un 35% hasta un 77% en el grupo de pacientes quienes persisten con proteinuria
>0.5¢g/g tras 6 meses de tratamiento, con un NRI de 0.64. De igual manera, en pacientes con
proteinuria >1.0g/g a los 6 meses, uCD163 aumentd la identificacion de los respondedores desde
24 a 69% con un NRI de 0.13.
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NRI=0.64

Respuesta n %

| NRIgc=0.70 | RC | 52 | s1%
0,
Proteinuria<0.5g/g Proteinuria>0.5g/g
Respuesta n % Respuesta n %

RC 26 | 96% RC 26 | 35%

NR 1 4% NR 48 65%
uCD163<370ng/mmol uCD163>370ng/mmol uCD163<370ng/mmol uCD163>370ng/mmol
Respuesta n % Respuesta n % Respuesta n % Respuesta n %

RC 25 | 100% RC 1 50% RC 20 | 77% RC 6 12%
NR 0 49% NR 1 50% NR 6 23% NR 42  88%

Figura 1-9. Arbol de decisién para evaluar el valor agregado de medir uCD163 adicionalmente a la
proteinuria. A los 6 meses, 27 pacientes tuvieron proteinuria <0.5g/g (brazo izquierdo), 26 (96%) alcanzaron
respuesta completa (RC) a los 12 meses. Hubo poco valor agregado de medir uCD163 en estos pacientes.
A los 6 meses, hubo 74 pacientes con proteinuria >0.5g/g (brazo derecho), 26 (35%) de ellos lograron
respuesta completa a 12 meses. La medicion de uCD 163 ayudo a identificar correctamente 20/26 pacientes
y 42/48 pacientes que alcanzaron RC vy sin respuesta (NR), respectivamente a 12 meses. NRI, indice de
reclasificacion neta; NRIrc, componente de remision completa, NRnr, componente de no respuesta.

D.2.3. Relacion entre uCD163 y respuesta histolégica

Debido a la discordancia conocida entre respuesta clinica e histolégica®®-®2, y para demostrar que
una reduccién o aumento de uCD163 refleja una disminucion o aumento, respectivamente, de la
actividad histoldgica de la nefritis lUpica; se midié uCD163 en 19 pacientes de la cohorte mexicana
quienes contaban con una biopsia repetida durante el seguimiento (Tabla I-6). Se incluyeron 9
pacientes que se biopsiaron por protocolo a los 12 meses (pacientes 45, 46, 49, 50, 52, 99, 118,
119, 120). De ellos, el nivel de uCD163 fue <370ng/mmol en 8 de ellos, y en todos, el indice
histologico de actividad fue <1. Solamente 1 paciente con respuesta parcial tuvo un nivel de

uCD163 de 562ng/mmol, correspondiendo con una actividad histoldgica de 4.

Dos pacientes con respuesta completa a los 12 meses, en quienes sus niveles de uCD163 habian
disminuido por debajo de 370ng/mmol experimentaron una recaida durante el seguimiento. En la
recaida, ambos pacientes aumentaron sus niveles de uCD163 por arriba de 370ng/mmol, y la

recaida de actividad renal se documento en la biopsia renal.
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Tabla I-6. Niveles urinarios de CD163 en pacientes con biopsias repetidas durante el seguimiento.

Primera biopsia

Segunda biopsia

(biopsia diagnéstica) ZRPEITEA (por protocolo o indicacién) LEEEnlEeR
Ultimo
. . . uCD163 Respuesta uCD163 . L. . . uCD163 P
Paciente Histopatologia e —— 12 meses (o Indicacién Histopatologia (ng/mmol) seguimiento
(meses)
Clase IV+V Complete 3m: 595 Recaida al mes Clase IV+V Sin respuesta a
11 IA=12 2807 . gnse 6m: 248 o8 IA=6 7964 reinduccion
IC=3 P 12m: 87 IC=7 (36 meses)
Clase llI+V Complete 3m: 1032 Recaida al mes Clase V Respuesta complete
12 1A=2 950 res gnse 6m: 0 27 I1A=0 802 con reinduccion
IC=4 P 12m: 0 IC=3 (35 meses)
Clase IV+V . 3m 2397 Clase lll
45  IA=8 1075 rePsar;I:sle 6m: 457 Proﬁ‘;"g’gsa 12 IA=1 368 Res"(;gsrfei"::)p'ete
IC=3 P 12m: 368 IC=2
Clase IV+V . 3m: 330 Clase Il .
46 IA=11 22072 rezag':‘s'e 6m: 169 Pm;?g'gsa 12 IA=1 211 Reiggensqfsgzgc'a'
IC=3 P 12m: 211 IC=3
Clase IV+V . 3m: 428 Clase llI+V ,
49 IA=10 3581 rezagfsle 6m: 308 Prmﬁq‘;"g’g; 12 IA=4 562 Ra%aﬁgsfg;‘)"“
IC=5 P 12m: 562 IC=3
Clase IV+V 3m: 428 Clase IV
50  IA=14 5401 rCe"SmgLe;ee 6m: 232 Pm;%‘fs'gsa 12 IA=1 182 Res"(:‘gsrfe‘;‘::)p'eta
IC=2 P 12m: 182 IC=4
Clase [V+V Complete 3m: 125 Protocolo a Clase I Respuesta complete
52 IA=16 10889 - gnse 6m: 114 1o anes IA=1 92 p( 18 meses)p
IC=4 P 12m: 92 IC=4
Clase llI+V 3m: 50 Clase Il
o s sz Comoee om g Pebebaiz SRR g esuelacomen
IC=3 P 12m: 24 IC=4
Clase llI+V . 3m: 238 Clase lll .
118 1A=10 2082 repsagfée 6m: 137 Proﬁ‘;"s'gsa 12 1A= 1 356 Res&ﬁ"éenifsgzgc'a'
IC=3 P 12m: 356 IC=2
Clase llI+V 3m: 352 Clase Il
me  Compe gm Ug Pebebaiz ST g Respuetacomln
IC=4 P 12m: 95 IC=7
Clase IV+V . 3m: 2138 Clase Il .
120 |1A=4 9169 r:’gfée 6m: 0 Protﬁg’g’:; 12 IA=1 207 Res(ﬂuzemsf; g:)r cial
IC=4 P 12m: 207 IC=3
lese IV+V 3m: 7189 No respuesta a Clasei IV+V Sin respuesta
14 IA=12 1048 No response 6m: 5738 12 meses 1A=12 1500 (32 meses)
IC=6 12m: 1500 IC=6
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Clase lil 3m: 5098 Sin respuesta a Clase IV+V Progresion a ERCT
16 IA=7 4267 No respuesta 6m: 8318 1 nﬁeses IA=17 14796 %16 meses)
IC=1 12m: 14796 IC=5
Clase IV 3m: 1220 Sin respuesta a Clase IV+V Duplicacion de
35 IA=3 1675 No respuesta 6m: 1676 12 rr?eses IA=6 1412 creatinina
IC=6 12m: 1412 IC=7 (21 meses)
Clase IV+V . Clase IV+V o
37 IA=12 36803 No respuesta 3m: 20578 Sin respuesta a IA=13 20578  Frogresion a ERCT
IC=6 3 meses 1C=10 (3 meses)
Clase IV+V 3m: 14690 Sin respuesta a Clase IV Respuesta a cambio
56 1A=11 18922 No respuesta 6m: 8281 o4 rr?eses IA=4 2336 de IS
IC=4 12m: 1998 IC=7 (31 meses)
Clase IV+V . . Clase IV+V Respuesta a cambio
65 IA=8 991 No respuesta gm; 12‘7‘% Sin ée;'“;‘;eezta a IA=10 2789 de IS
IC=6 ) IC=5 (14 meses)
Clase IV+V . . Clase IV+V .,
105 IA=5 4718 No respuesta 3m: 2526 Sin respuesta a A=12 1121 Progresion a ERCT
1c=3 6m: 1121 6 meses Ic=5 (10 meses)
Clase IV+V . . Clase IV Duplicacion de
117 I1A=9 1600 No respuesta g:j gggg Sin ée:q‘;‘;‘zzta a IA=8 2390 creatinina
IC=7 ) IC=10 (12 meses)
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Finalmente, 8 pacientes (pacientes 14, 16, 35, 37, 56, 65, 105, 117) quienes fueron re-biopsiados
debido a una falta de respuesta al tratamiento, en todos ellos se identificaron niveles muy

elevados (>1000 ng/mmol) de uCD163 y actividad histologica persistente (Figura 1-12).

A B c
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Figura I-12. Curso de uCD163 en los pacientes con recaida renal (A), respuesta al tratamiento (B) y sin

respuesta al tratamiento (C) durante el seguimiento.

Al igual que en la primera biopsia, se observé una correlacion positiva (r=0.83, p<0.001) entre el
indice de actividad y los niveles de uCD163 en el momento de la biopsia repetida. Adicionalmente,
existié una concordancia perfecta (kappa=1.0) entre un indice histolégico de actividad <1y niveles
de uCD163 <370ng/mmol. En contraste, la concordancia entre la proteinuria <0.5g/g y el indice
de actividad histologica fue solamente moderado (kappa<0.6), principalmente debido a que 3
pacientes con proteinuria persistente >0.5g/g no tuvieron actividad histolégica alguna (Tabla I-6,

Tabla I-7).

Tabla 1-6. Estudio de concordancia entre los niveles de biomarcadores y la actividad histolégica en la
biopsia renal repetida.

Parametro Kappa de Cohen Interpretacion
uCD163<370ng/mmol 1.000 Concordancia perfecta
uPCR<0.5g/g 0.526 Concordancia moderada
uPCR<1.0g/g 0.553 Concordancia moderada
uPCR<1.5g/g 0.553 Concordancia moderada
Anti dsDNA-AD (-) 0.526 Concordancia moderada
C3 normalization 0.561 Concordancia moderada
C4 normalization 0.658 Concordancia moderada
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Tabla I-7. Tablas de concordancia entre los diversos biomarcadores y la actividad histolégica en la biopsia
renal repetida.

Actividad Histolégica Actividad Histolégica Concordancia
<1 >1 (kappa)

uCD163
uCD163 <370 ng/mmol 8 0 1.000
uCD163 >370 ng/mmol 0 10
Proteinuria
Proteinuria <0.5g/g 4 0 0.526
Proteinuria >0.5g/g 4 10
Proteinuria <1.0g/g 5 1 0.553
Proteinuria >1.0g/g 3 9
Proteinuria <1.5g/g 5 1 0.553
Proteinuria >1.5g/g 3 9
dsDNA
Anticuerpos anti-dsDNA (-) 4 0 0.526
Anticuerpos anti-dsDNA (+) 4 10
C3
C3 en intervalo referencia 7 3 0.561
C3 bajo 1 7
C4
C4 en intervalo referencia 6 1 0.658
C4 bajo 2 9

El curso de uCD163 y la proteinuria se analizé de acuerdo a la respuesta histolégica en estos
pacientes con biopsias repetidas. Como se muestra en la Figura [-13, tanto uCD163 como la
proteinuria se mantuvieron elevadas en pacientes sin respuesta histolégica, mientras que
uCD163 vy los valores de proteinuria disminuyeron en pacientes con respuesta histoldgica. Los
niveles de uCD163 disminuyeron a <370ng/mmol a los 3 y 6 meses en 5/8 (63%) y 8/8 (100%)
pacientes con respuesta histolégica; mientras que la proteinuria se mantuvo >0.5g/galos 3,6y
12 meses en 2/8 (25%), 2/8 (25%) y 4/8 (50%) de los pacientes con respuesta completa,

respectivamente.
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Figura I-13. Curso de uCD163 (A) y proteinuria (B) de acuerdo a la respuesta histopatologica observada

en la biopsia repetida.

D.2.4. Niveles de uCD163 y desenlaces clinicos

Tras una mediana de seguimiento de 28 meses (RIC 19-41 meses), 23/116 (20%) de los
pacientes combinados de ambas cohortes duplicaron sus niveles de creatinina sérica respecto a
los niveles basales. Mediante analisis de regresion de Cox bivariado, la TFGe durante el episodio
agudo, el indice de cronicidad, la respuesta al tratamiento a los 6- y 12-meses, los niveles de
proteinuria y uCD163 se asociaron con la duplicacién de creatinina (Tabla I-9). La persistencia de
niveles de uCD163 >370ng/mmol a los 6 y 12 meses, aumentod el riesgo de duplicacién de
creatinina con un hazard ratio de 2.82 (IC al 95%, 1.11-7.16) y 3.62 (IC al 95%, 1.43-9.20),

respectivamente.
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Tabla 1-9. Analisis de regresion de Cox bivariado para el desenlace de duplicacion de creatinina durante el
seguimiento.

Hazard Ratio IC al 95% Valor p
Edad, por afio 0.95 0.91-0.99 0.039
Hombre, Vs. mujer 2.26 0.53-9.73 0.272
Raza
Caucasico 1.00 Referencia Referencia
Mestizo Mexicano 9.09 1.06-78.0 0.044
Afroamericano 5.18 0.53-50.2 0.156
Estudios al momento de la recaida renal
TFGe, por 10ml/min/1.73m? 0.84 0.75-0.94 0.002
Proteinuria, por g/g 1.06 0.94-1.19 0.365
Hematuria, Vs. no 1.83 0.53-6.41 0.342
Hemoglobina, por g/dL 0.89 0.74-1.08 0.241
Albumina, por g/dL 1.21 0.68-2.15 0.511
Anticuerpos dsDNA (+), Vs. no 1.52 0.61-3.80 0.375
Complemento C3, por mg/dL 1.00 0.99-1.02 0.538
Complemento C4, por mg/dL 1.01 0.96-1.06 0.662
Plasma CD163, por 100ng/mL 1.05 0.86-1.27 0.649
Orina CD163, por pg/mmol 1.05 0.99-1.12 0.083
Parametros histolégicos
indice de actividad, por punto 1.04 0.95-1.14 0.394
indice de cronicidad, por punto 1.42 1.20-1.66 <0.001
Laboratorio de seguimiento
6-meses
TFGe, por 10ml/min/1.73m? 0.65 0.56-0.76 <0.001
Proteinuria, por g/g 1.15 1.03-1.28 0.013
uCD163, por pg/mmol 1.19 1.02-1.39 0.031
12-meses
TFGe, por 10ml/min/1.73m? 0.63 0.53-0.73 <0.001
Proteinuria, por g/g 1.31 1.15-1.50 <0.001
uCD163, por pg/mmol 1.27 1.12-1.44 <0.001
Parametros al sequimiento
6-meses
uCD163>370ng/mmol 2.82 1.11-7.16 0.029
Proteinuria>0.5¢/g 5.65 0.76-42.2 0.092
12-meses
uCD163<370ng/mmol 3.62 1.43-9.20 0.007
Proteinuria>0.5¢/g 7.82 1.73-33.4 0.005
Respuesta al tratamiento a 12 meses
Respuesta completa 0.09 0.02-0.41 0.002
Respuesta parcial 0.40 0.15-1.09 0.073
Sin respuesta 1.00 Referencia Referencia

Abreviaturas. TFGe, tasa de filtracion glomerular estimada; uCD163, niveles urinarios de CD163.
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E. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL MARCADOR uCD163

Los estudios de biomarcadores en nefritis lUpica han estado limitados por su disefo transversal,
tamafio pequefio, y evaluacion en una cohorte Unica sin una cohorte de validacion®. En este
estudio, tras evaluar una poblacion de pacientes grande, étnicamente y clinicamente diversa,
mediante abordajes transversal y longitudinal, se observé que uCD163 esta asociado con la
gravedad clinica y actividad histolégica de la nefritis lupica. Ademas, uCD163 diferencié entre
nefritis lUpica activa e inactiva en grupos pre-definidos; y reflejé la respuesta al tratamiento en el
seguimiento. En aquellos pacientes con respuesta al tratamiento, uCD163 disminuyd mas
rapidamente que la proteinuria y los marcadores serolégicos. Un valor de uCD163 <370ng/mmol
tras el tratamiento de induccion predijo una buena respuesta 6 meses después. En aquellos
pacientes con proteinuria persistente tras el tratamiento de induccion, uCD163 identifico a
aquellos que desarrollarian una respuesta completa. Importantemente, en contraste con la
proteinuria, uCD163 concordé perfectamente con la actividad histolégica en muestras repetidas

durante el seguimiento.

El biomarcador CD163 deriva de la escisién del receptor CD163 de los macrofagos M2¢3484,
Previamente se ha establecido un papel de los macrofagos y la inmunidad innata en la
patogénesis de la nefritis lupica®, incluso observandose una asociacion entre el grado de

infiltracidn por estos macréfagos y el prondstico renal®-#.

Estudios mas recientes han mostrado que el infiltrado de macréfagos en rifiones con nefritis lUpica
se compone de células CD163+%7"% Estos macréfagos “polarizados” infiltran los tejidos
inflamados supuestamente durante la fase de curacion de la inflamacién aguda®’, aunque
nuestros datos sugieren mas una asociacion con las fases inflamatorias agudas. Adicionalmente,
analisis transcriptdmicos de glomérulos renales han demostrado una expresion aumentada de

genes de linaje mieloide en nefritis lUpica, entre ellos, el gen CD1637273:88,

Se ha demostrado previamente, que los niveles de uCD163 aumentan en diversas enfermedades
glomerulares. En vasculitis asociada a ANCA, un corte de 300-350ng/mmol logré diferenciar entre
vasculitis renal activa e inactiva con sensibilidad >70% y especificidad >94% 7476, Igualmente,
nosotros encontramos un aumento de uCD163 en diversas enfermedades glomerulares activas,
sin embargo, los niveles mas elevados se encontraron en muestras de pacientes con nefritis

lupica activa.

En pacientes con lupus, un estudio previo demostré que los niveles plasmaticos de CD163

aumentan en pacientes con actividad sistémica, no renal de lupus®®. Nosotros encontramos que
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CD163 aumenta tanto en plasma como orina durante el episodio agudo de nefritis lUpica, sin
embargo, solamente los niveles urinarios se asocian con la gravedad clinica y la actividad
histologica de la enfermedad. Mas aun, uCD163 no se eleva significativamente en los pacientes
con actividad extra-renal de lupus, y no correlaciona con los niveles plasmaticos, sugiriendo que

uCD163 es un biomarcador especifico de inflamacion renal.

Los niveles de uCD163 se comportan como un biomarcador histolégico que correlaciona con el
numero de células CD163+ que infiltran el glomérulo. Un estudio previo®” mostré6 que uCD163
correlaciona con el indice histologico de actividad, lo cual corroboramos e incluso demostramos
que existen correlaciones con cada uno de sus componentes. lgualmente encontramos que estas
asociaciones son independientes de la proteinuria y el grado de dafo renal. Al correlacionar con
el grado de inflamacion, los niveles de uCD163 también diferenciaron entre las diversas clases
histopatoldgicas, en particular aquellas con gran infiltracion de macréfagos (clases lIl/IV) de

aquellas con pobre infiltracion (clases I1/V).

Los niveles de uCD163 aumentan de sus valores pre-episodio de nefritis hasta el momento del
episodio agudo de nefritis, y posteriormente disminuyen durante el tratamiento, especialmente en
los pacientes con respuesta clinica. Los niveles de uCD163 mejoraron al final de la fase de
induccion a la remisién, momento en que un nivel de uCD163 <370ng/mmol predijo una respuesta
completa al tratamiento a los 12 meses con alta sensibilidad y especificidad. En contraste, la
proteinuria mejora lentamente alcanzando su nadir durante la fase de mantenimiento®. Por tanto,
la medicion de uCD163 al final de la fase intensiva de inmunosupresion, puede facilitar la toma
de decisiones terapéuticas al discriminar entre pacientes que desarrollaran una respuesta

completa de aquellos sin respuesta.

Mas aun, uCD163 mostré mejor rendimiento diagndstico para predecir respuesta al tratamiento
en comparacion con los marcadores serologicos. Los pocos pacientes sin respuesta al
tratamiento con niveles de uCD163 <370ng/mmol fueron pacientes con dafo renal avanzado que
posteriormente progresaron a enfermedad renal terminal, reflejando sujetos con proteinuria
persistente secundaria a dafno cronico y no a inflamacion activa. Esta observacion aun debera

validarse en estudios futuros con biopsias repetidas en este escenario clinico.

La proteinuria ha sido comunmente utilizada como un marcador de respuesta en nefritis lUpica,
asi como un subrogado para la remision de la nefritis lUpica. Sin embargo, se ha demostrado que
la respuesta clinica e histolégica puede ser discordante, esto es, la presencia de proteinuria no

siempre refleja actividad inflamatoria de la enfermedad, y su ausencia no siempre refleja la
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resolucion de la inflamacion renal 8-82, Por ello, evaluamos uCD163 en pacientes con biopsias
repetidas y demostramos que los niveles de uCD163 reflejan la actividad histolégica. En
contraste, la proteinuria solamente tiene una concordancia moderada con los hallazgos

histologicos en biopsias repetidas.

El punto de corte 6ptimo para uCD163 aun debe de definirse en otros estudios. La observacion
que uCD163 disminuyo6 a cero en 23% de los respondedores, asi como la mediana de uCD163
de 2.8 ng/mmol en pacientes con lupus sin actividad renal sugiere que los niveles de uCD163
disminuyen progresivamente hasta niveles indetectables en aquellos pacientes con respuesta al
tratamiento, reflejando la resolucién completa de la inflamacion renal. Un punto de corte temprano

y tardio 6ptimo sera determinado por otros desenlaces a largo plazo.

Finalmente, uCD163 puede ser util en otros escenarios clinicos. Por ejemplo, al intentar disminuir
o suspender la inmunosupresién de tratamiento, los niveles de uCD163 pueden identificar de
forma no invasiva la presencia de inflamacién renal y por tanto, un mayor riesgo de recaida si se
suspende o disminuye el tratamiento. Esto seria un punto muy interesante dado que se ha
demostrado que aquellos pacientes con inflamacion residual tras el tratamiento tienen un riesgo

mayor de recaidas®?.

Como nosotros y otros han demostrado, uCD163 no es especifico de nefritis lUpica y sus niveles
se elevan en otras enfermedades glomerulares®%%°'. Por ejemplo, uCD163 ha sido propuesto
recientemente como un marcador de actividad en vasculitis asociada a ANCA®7". Por lo tanto,
aunque uCD163 es util para identificar la actividad inflamatoria de la nefritis lupica, no logra

diferenciar entre nefritis Iupica activa y otras enfermedades glomerulares inflamatorias.

La limitacion mas importante de este estudio es que solamente tuvimos biopsias repetidas de un
pequeno porcentaje de pacientes para demostrar que uCD163 refleja actividad histolégica asi
como refleja la actividad clinica. Para introducir uCD163 a la practica clinica como marcador de
respuesta y demostrar su superioridad sobre la proteinuria se requiere un ensayo prospectivo de

seguimiento con biopsias renales repetidas.

En conclusion, nuestros datos demuestran que uCD163 refleja la actividad de la nefritis lUpica en
cohortes multiétnicas con un tamafio de muestra considerable en nefritis lUpica. Los niveles de
uCD163 varian en respuesta al tratamiento de acuerdo a la actividad histolégica de la
enfermedad. Estas observaciones sugieren que uCD163 puede ser un biomarcador valioso de

actividad en nefritis lupica.
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1. EGF (Epidermal Growth Factor) urinario: biomarcador de dano crénico en
nefritis lupica

A. RESUMEN DEL ESTUDIO DE ESTE MARCADOR

Introduccion. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es una proteina cuyo principal
sitio de sintesis en el organismo son los tubulos renales. Estudios en otras enfermedades

renales han asociado los niveles de EGF urinario (UEGF) con dafio renal cronico.

Objetivo. Evaluar el papel de uEGF como biomarcador de dafo renal cronico en nefritis

lupica.

Métodos. Este marcador habia sido previamente identificado mediante protedmica
urinaria. La expresion de uEGF se caracterizdé en dos cohortes multiétnicas de nefritis
lupica. La asociacion entre uEGF al momento de la recaida y los desenlaces renales a
largo plazo se evalu6 en 120 pacientes con seguimiento suficiente. El curso de los niveles
de UEGF se evalud en dos cohortes longitudinales de nefritis lupica con muestras

urinarias repetidas.

Resultados. Los pacientes con nefritis lUpica activa tuvieron niveles de uEGF
significativamente menores que pacientes con LEG sistémico activo no renal, pacientes
con LEG inactivo y donadores renales. Los niveles de uEGF se correlacionaron
inversamente con el indice de cronicidad y sus componentes en la biopsia renal (r=-0.67,
p<0.001). El analisis de supervivencia multivariado mostré6 que UEGF se asocié con el
tiempo a la duplicacion de creatinina (HR 0.88, IC al 95% 0.77-0.99, p=0.045). Los
pacientes que progresaron a DCr y enfermedad renal terminal tuvieron menores niveles
de uEGF al momento de la recaida y sus niveles disminuyeron en los meses post-recaida.

Un punto de corte de 5.3ng/mg identificd a todos los pacientes que progresaron a ERCT.

Conclusion. Los niveles de uEGF correlacionan con el dafo renal histologico cronico.
Niveles bajos de uEGF al momento de la recaida o que disminuyen en el seguimiento se

asocian con desenlaces renales adversos en nefritis [upica.
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B. INTRODUCCION AL BIOMARCADOR uEGF

Actualmente, no existen otros marcadores en adicién a los niveles de creatinina sérica para
diagnosticar dafio renal temprano y progresivo, asi como para predecir el pronéstico de la nefritis

lipica®.

Mediante un analisis de protedmica en escopeta (“shotgun proteomics”) para el descubrimiento
de proteinas candidatas a biomarcadores urinarios, observamos niveles disminuidos de la
proteina pro-EGF en pacientes con nefritis lUpica en comparacién con controles sanos. El factor
de crecimiento epidérmico (EGF) es una proteina globular sintetizada en los rifiones,

especificamente en el asa de Henle y el tibulo contorneado distal®?°4,

Mientras que la proteina EGF esta ausente en plasma, es facilmente detectable en la orina de
individuos normales. Los niveles de uEGF correlacionan con la expresion de RNAm de EGF y
niveles reducidos de uUEGF se han documentado en diversas enfermedades renales®. Los niveles
de uEGF reducidos se han asociado con el grado de fibrosis intersticial y dafio renal cronico en
pacientes con nefropatia IgA®*~’, enfermedad renal asociada a diabetes®', sindrome de

Alport'® y otras enfermedades glomerulares'?>'% y no glomerulares'®*.

El objetivo del presente estudio fue disecar la relacion entre uEGF, histopatologia renal y

desenlaces renales en pacientes con nefritis lUpica.

C. BREVES ESPECIFICACIONES DE LA METODOLOGIA DEL ESTUDIO DE uEGF

Los estudios previos de protedmica urinaria correspondieron a un estudio previo realizado en
conjunto con la Universidad Estatal de Ohio. Para este estudio se verificaron los hallazgos del
estudio previo en pacientes la Universidad Estatal de Ohio (OSU) y de la Ciudad de México. El
comportamiento de los marcadores a través del tiempo se evalué en dos cohortes prospectivas
correspondientes al estudio Ohio SLE Study (OSS) y un subgrupo de pacientes de la cohorte

mexicana.

a) Pacientes del Estudio

Para la fase transversal se evalu6 uUEGF en orinas colectadas pre-procedimiento en pacientes
programados para biopsia renal percutanea por nefritis lUpica activa. En todos los casos, se
definio nefritis lUpica activa mediante la presencia de depédsitos de complejos inmunes y lesiones

inflamatorias asociadas de acuerdo a la clasificacion de la ISN/RPS8.
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Para la fase transversal se incluyeron 29 pacientes de OSU y 124 pacientes mexicanos. Se
incluyé a 49 pacientes con lupus sin actividad o actividad serolégica minima (SLEDAI<6 puntos),
22 pacientes con LEG activo no renal (SLEDAI 2k=6, con 4 puntos debidos a dafio organico), y

10 donadores renales sanos.

Para la fase longitudinal, se incluyeron 91 pacientes de la cohorte mexicana prospectiva con una
mediana de seguimiento de 27 meses (rango 14-44 meses), 23 pacientes con nefritis lupica
activa, y 22 pacientes con lupus activo no-renal de la cohorte del estudio OSS. Esta cohorte tuvo
una mediana de seguimiento de 110 meses (rango 56-180 meses). Un subgrupo de 17 pacientes
quienes se presentaron con nefritis lupica activa y tasa de filtracion glomerular (TFGe)
<30mL/min/1.73m? fueron estudiados para evaluar el comportamiento de uEGF durante el dafo

renal agudo.

Finalmente, para evaluar el coeficiente de variacion intra-individuo de la medicién de uEGF, se

incluyeron 4 muestras de orina obtenidas en los dias 0, 7, 28 y 56, de 13 sujetos sanos.

b) Medicién de EGF por ELISA

Se utilizd un kit comercial de ELISA (DuoSet DY236, R&D systems) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las muestras se diluyeron desde 1:10 hasta 1:200 y se corrieron
por duplicado con coeficientes de variacion menores del 10% entre un mismo ensayo y distintos
ensayos, en ambos centros. Los valores obtenidos de uEGF se normalizaron por niveles urinarios
de creatinina (UEGF/Cr). Los valores de uEGF/Cr se transformaron logaritmicamente para los

analisis estadisticos.

c) Definicion de variables y desenlaces

Todos los datos clinicos se colectaron prospectivamente. Las biopsias renales se clasificaron de
acuerdo a los criterios de la ISN/RPS™ y los indices de actividad/cronicidad se calcularon de

acuerdo a lo descrito®7°.

Los desenlaces renales incluyeron el numero de pacientes que desarrollaron 30% de reduccion
de la TFGe, duplicacion de creatinina sérica (DCr) o progresién a enfermedad renal terminal
(ERCT). La funcién renal estable se definié como una TFGe no menor del 80% de la TFGe basal

o de la mejor TFGe obtenida dentro de los primeros 12 meses de tratamiento del episodio.
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d) Analisis Estadistico

Las variables clinicas al momento de la recaida renal se presentan como numero y frecuencia
relativa, o mediana y rango intercuartilar. Se obtuvieron correlaciones de Pearson entre uEGF/Cr
y las variables histoldgicas, y en algunos casos (variables ordinales) se calcularon correlaciones
de Spearman. Las asociaciones entre los parametros a la recaida y el tiempo a los desenlaces

renales se evaluaron mediante analisis de regresion de Cox.

Para el andlisis longitudinal se utilizaron modelos lineales mixtos para evaluar la asociacion entre
medidas repetidas de uUEGF/Cr y desenlaces renales a largo plazo. Los modelos incluyeron log10-
EGF/Cr como la variable dependiente; el grupo de desenlace, meses de seguimiento y su
interaccion, edad, sexo y curso de TFGe en medidas repetidas como efectos fijos; y los sujetos
como efectos aleatorios. Las medias estimadas y sus intervalos de confianza al 95% se
obtuvieron y graficaron contra el tiempo de seguimiento. EI modelo final se diagnosticé mediante
la evaluacion de la distribucion de los residuales estandarizados y la homogeneidad de la varianza

residual entre los grupos de desenlace.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con SPSS 24.0 (IBM, Armonk, NY, EUA) y GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Se consideraron los valores de p<0.05 como

significativos estadisticamente.

D. RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL MARCADOR uEGF

a) Asociacion entre UEGF, actividad de nefritis lUpica e histologia

Se midieron los niveles de uEGF en la muestra de pacientes transversal (Tabla II-1). Los niveles
de uEGF/Cr se compararon con pacientes con LEG renal activo no renal (sSLE), pacientes con

LEG inactivo o minimamente activo (iSLE), y donadores renales sanos.
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Tabla ll-1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en los analisis transversal y longitudinal.

Analisis Transversal Anadlisis Longitudinal
NL activa LEG active no LEG inactivo Donadores NL activa NL activa
renal * renales Cohorte Mex Cohorte OSS
n=153 n=23 n=49 n=10 n=91 n=28

Edad, arios 32 (25-39) 43 (32-49) 43 (32-50) 39 (27-47) 32 (25-40) 32 (27-44)
Mujer, n (%) 137 (90) 22 (96) 46 (94) 6 (60) 85 (93) 25 (89)
Raza, n (%)

Caucasico 13 (9) 18 (78) - - - 14 (50)

Afroamericano 13 (9) 5 (22) - - - 12 (43)

Mestizo-Mexicano 124 (80) - 49 (100) 10 (100) 91 (100) -

Otros 3(2) - - - - 2(7)
Creatinina, mg/dL 1.1 (0.7-2.0) 0.7 (0.6-0.8) 0.7 (0.6-0.8) 0.8 (0.6-1.0) 1.2(0.7-2.2) 1.1 (0.9-1.6)
TFGe, mlimin/1.73m? 68 (36-111) 103 (87-122) 104 (89-120) 110 (93-122) 64 (28-109) 74 (43-97)
Proteinuria, g/g 3.2(1.9-4.9) 0.1 (0.0-0.1) 0.1 (0.1-0.2) 0.0 (0.0-0.1) 3.2(2.2-5.0) 1.6 (1.0-2.7)
Anticuerpos anti-dsDNA + 116 (76) 20 (91) 36 (74) - 76 (84) 22 (79)
C3 bajo, n (%) 112 (73) 16 (70) 11 (22) - 67 (74) 21 (75)
C4 bajo, n (%) 127 (83) 18 (78) 24 (49) - 78 (86) 22 (79)
SLEDAI-2k, puntos 16 (14-22) 17 (9-24) 0 (0-4) - 16 (14-22) 22 (18-28)
Biopsia Renal, n (%)

Clase Il 3(2) - - - 1(1) -

Clase lll £V 50 (33) - - - 30 (33) 10 (36)

Clase IVt V 84 (55) - - - 55 (60) 18 (64)

Clase V 16 (10) - - - 5 (6) -

indice Actividad, puntos 4 (1-9) - - - 4 (1-8) NA

indice Cronicidad, puntos 4 (3-6) - - - 4 (3-6) NA

* El grupo de LEG activo no renal también fue incluido en el analisis longitudinal.

Abreviaturas. NL, nefritis lUpica; TFGe, tasa de filtracion glomerular estimada.
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Los niveles de uEGF/Cr fueron menores en pacientes con nefritis lupica activa (6.9ng/mg, RIC
3.4-12.2) en comparaciéon con pacientes con LEG sistémico (18.2ng/mg, RIC 10.8-27.5), LEG
inactivo (16.6ng/mg, RIC 7.1-22.3) y donadores renales sanos (16.8ng/mg, RIC 16.0-17.9).

Dentro de todos estos grupos, UEGF/Cr fue menor en pacientes con historia de nefritis lupica

previa, en comparaciéon con pacientes que nunca habian tenido actividad renal (Figura II-1, Tabla

11-2).
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Figura lI-1. Niveles urinarios de EGF (A) y TFGe (B) en los grupos de pacientes de acuerdo a su historia
previa de actividad renal.

Tabla 1I-2. Niveles de uEGF/Cr en los grupos de pacientes de acuerdo a su historia previa de actividad

renal.

Grupo de Estudio

Nefritis Lupica Activa
Primer episodio de nefritis
Segundo episodio de nefritis
Tercer episodio de nefritis
Cuarto episodio de nefritis
Lupus inactivo
Sin actividad renal previa
Nefritis lUpica previa
Lupus activo sistémico no renal
Sin actividad renal previa
Nefritis lUpica previa
Donadores renales

71
62
17

19

30

23

10

UEGF/Cr ng/mg

10.9 (6.7-15.4)
5.3 (2.6-9.3)
3.5 (1.4-8.6)
1.8 (1.1-2.8)

19.9 (16.6-25.7)
8.9 (6.0-17.8)

18.2 (10.8-27.5)

16.8 (16.0-17.9)
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No fue posible detectar EGF en las muestras de plasma de ninguno de estos pacientes. Las
diferencias entre el grupo con nefritis lUpica activa, LEG inactivo, LEG sistémico y donadores

renales se mantuvieron tras corregir por los niveles de proteinuria. Todo lo anterior sugiere que

los niveles urinarios de EGF provienen unicamente del rifidn.

Los niveles de uEGF/Cr correlacionaron positivamente con la TFGe al momento de la recaida
renal (r=+0.656, p<0.001), y negativamente con el indice histolégico de cronicidad en la biopsia
renal (Spearman r=-0.669, p<0.001) y con todos sus componentes: esclerosis glomerular (r=-
0.539, p<0.001), fibrosis intersticial (r=-0.654, p<0.001), y atrofia tubular (r=-0.665, p<0.001)
(Figura 11-2). En la Tabla 11-3 se observa como, en el grupo con nefritis lupica activa, uEGF/Cr

disminuye por cada punto de incremento del indice de cronicidad arriba de 1.
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Figura 11-2. Correlacion entre uEGF y los componentes del indice de cronicidad en biopsias renales de

pacientes con nefritis IUpica activa.
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Tabla lI-3. Niveles de creatinina sérica, TFGe y uEGF/Cr de acuerdo al indice histoldgico de

cronicidad.
cr(I)r:lciIci:?:ad Creatinina uEGF/Cr
0 0.70 (0.6-0.9) 110 (90-127) 15.5 (13.8-18.1) 9
1 0.63 (0.5-0.9) 130 (91-136) 16.6 (11.8-23.6) 9
2 0.79 (0.6-1.0) 103 (90-128) 10.0 (8.8-16.4) 15
3 0.91 (0.6-1.3) 93 (54-114) 8.9 (7.1-11.8) 28
4 1.21 (0.7-1.7) 58 (38-109) 7.0 (3.5-12.8) 26
5 1.02 (0.7-1.6) 73 (45-111) 7.5(5.8-11.4) 17
6 1.68 (1.0-2.9) 42 (22-79) 5.4 (3.2-7.3) 14
7 1.96 (1.2-2.4) 40 (29-69) 3.7 (2.3-4.8) 11
8 1.89 (1.3-2.4) 36 (29-60) 4.1 (2.2-7.1) 6
9 2.41 (1.5-4.0) 30 (14-50) 2.1 (1.3-3.6) 8
10 3.81 (2.6-5.1) 16 (11-25) 1.9 (1.4-2.8) 10

b) Asociacion entre uEGF al momento de la recaida renal y desenlaces renales

La asociacion entre uEGF/Cr durante el episodio de nefritis lUpica y la duplicacion de creatinina
se evaluo en 120 pacientes con nefritis lUpica activa y mas de 12 meses de seguimiento. Estos
pacientes fueron tratados con corticosteroides y mofetil micofenolato (65%), ciclofosfamida
intravenosa (27%), inhibidor de calcineurina y micofenolato (5%), o azatioprina (3%). Tras una
mediana de seguimiento de 26 meses (RIC 17-35), 32 (27%) pacientes duplicaron su creatinina

sérica.

Tabla Il-4. Factores asociados con el tiempo a la duplicacién de creatinina en el seguimiento de pacientes

con nefritis lupica activa.

Univariado Multivariado

Parametro IC al 95% IC al 95%

Edad, por afio 0.95 0.92-0.99 0.017 0.93 0.88-0.98 0.005
Mujer, Vs. hombre 1.51 0.36-6.32 0.571 1.82 0.41-8.19 0.433
TFGe por 10ml/min/1.73m? 0.79 0.71-0.87 <0.001 1.05 0.92-1.19 0.470*
Proteinuria, por g/g 1.13 1.03-1.25 0.013 0.92 0.82-1.03 0.134
indice cronicidad, por punto 1.46 1.28-1.65 <0.001 1.19 1.01-1.40 0.040
UEGF/Cr, per ng/mg 0.75 0.67-0.85 <0.001 0.88 0.77-0.99 0.045
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En el analisis de regresion de Cox bivariado, la edad, TFGe, proteinuria, uEGF/Cr y el indice
histologico de cronicidad se asociaron con el tiempo para duplicacion de creatinina. En el analisis
multivariado, la edad (HR 0.93, IC al 95% 0.88-0.98), uEGF/Cr (HR 0.88, IC al 95% 0.77-0.99) y
el indice histolégico de cronicidad (HR 1.19, 1.01-1.40) se asociaron significativamente con el
tiempo a la duplicacion de creatinina (Tabla 11-4). El &rea bajo la curva dependiente de tiempo de
UEGF/Cr para predecir duplicacion de creatinina fue de 0.820. Un valor de uEGF/Cr <5.3ng/mg
al momento de la recaida tuvo 81% de sensibilidad y 77% de especificidad para predecir

duplicacion de creatinina en los siguientes dos anos.

Para evaluar el efecto aditivo de uEGF/Cr al momento de la recaida y el rendimiento prondstico
de los parametros clinicos e histopatolégicos, se construyeron modelos anidados de regresiéon de
Cox. La adicion de uEGF/Cr a todos los modelos evaluados mejoro el ajuste del modelo y la

capacidad predictiva (Tabla II-5).

c) Expresion longitudinal de uEGF

Para evaluar el curso de uEGF/Cr en el tiempo, se evaluaron 91 pacientes de la cohorte mexicana
quienes tenian orinas repetidas al momento de la recaida renal y a los 6- y 12-meses de
seguimiento (Tabla 1l-1). Tras 27 meses de seguimiento (rango 14-44 meses), 64 (70%) pacientes
mantuvieron una funcion renal estable (dentro del 20% de la TFGe), 23 (25%) duplicaron su

creatinina, y 14 (15%) progresaron a enfermedad renal cronica terminal.

Los coeficientes de regresion individuales de log10-uEGF/Cr correlacionaron positivamente con

los coeficientes de regresion individuales de eGFR (r=0.494, p<0.001) (Figura II-3).

Los valores de uEGF/Cr a la recaida renal, 6 y 12 meses para los grupos con funcién renal estable
y para aquellos que desarrollaron desenlaces renales adversos se muestran en la Tabla Il-6. Los
niveles de uEGF/Cr empezaron a un nivel mas bajo y disminuyeron aun mas en pacientes quienes
progresaron a desenlaces renales adversos. Interesantemente, uEGF/Cr también disminuy6 en
los primeros 6 meses posteriores a la recaida renal en pacientes con funcion renal estable, pero

posteriormente se estabilizaron.
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Tabla lI-5. Comparacién de modelos anidados para la prediccion del tiempo a la duplicacién de creatinina.

MO:

M1:

M2:

M3:

M1’:

M2’

M3’:

Modelo

Edad + sexo

Edad + sexo + proteinuria

Edad + sexo + proteinuria
+ UEGF/Cr

Edad + sexo + TFGe

Edad + sexo + TFGe +
uEGF/Cr

Edad + sexo + proteinuria
+ TFGe + indice de
cronicidad

Edad + sexo + proteinuria
+ TFGe + indice de
cronicidad + uEGF/Cr

Parametro

Edad, por afio
Mujer, vs. hombre

Edad, por afio
Mujer, vs. hombre
Proteinuria, por g/g

Edad, por afio
Mujer, vs. hombre
Proteinuria, por g/g
UEGF/Cr, por ng/mg

Edad, por afio
Muijer, vs. hombre
TFGe, por mL/min/1.73m?

Edad, por afio

Mujer, vs. hombre
eGFR, por mL/min/1.73m?
UEGF/Cr, por ng/mg

Edad, por afio

Mujer, vs. hombre
Proteinuria, por g/g
TFGe, por mL/min/1.73m?
indice de cronicidad

Edad, por afio

Muijer, vs. hombre
Proteinuria, por g/g
TFGe, por mL/min/1.73m?
indice de cronicidad
UEGF/Cr, por ng/mg

HR

0.95
2.00

0.95
1.57
1.12

0.94
1.79
1.09
0.77

0.93
1.88
0.79

0.93
2.28
0.89
0.83

0.94
1.44
1.06
0.87
1.28

0.93
1.82
1.05
0.92
1.19
0.88

IC al 95%

0.91-0.99
0.47-8.42

0.91-0.99
0.36-6.76
1.02-1.24

0.90-0.98
0.41-7.88
0.97-1.23
0.69-0.87

0.89-0.98
0.44-8.03
0.72-0.87

0.89-0.98
0.53-9.84
0.79-0.99
0.73-.095

0.89-0.98
0.33-6.38
0.94-1.20
0.78-0.98
1.09-1.50

0.88-0.98
0.41-8.19
0.92-1.19
0.82-1.03
1.01-1.40
0.77-0.99

Valor p

0.012
0.347

0.014
0.548
0.021

0.007
0.442
0.139
<0.001

0.005
0.397
<0.001

0.003
0.269
0.035
0.005

0.008
0.632
0.372
0.017
0.002

0.005
0.433
0.470
0.134
0.040
0.045

Prueba LR

M1 Vs.

M1’ Vs.

M2 Vs.

M2’ Vs.

M3 Vs.

M3’ Vs.

MO

M1

MO

M2

MO

M3

Valor p

0.031

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.019

Abreviaturas. TFGe, tasa de filtracion glomerular estimada; uEGF/Cr, niveles de EGF urinario corregido por creatinina urinaria.
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Pearson r=0.494, p<0.001
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Figura 1I-3. Correlacion entre los coeficientes individuales de regresion de uEGF/Cry TFGe.

Debido a que el limite inferior del intervalo de confianza al 95% de los niveles de EGF/Cr a los 12
meses de tratamiento fue 5.3ng/mg en pacientes quienes permanecieron con funcién renal
estable en la cohorte Mexicana, este punto de corte fue validado como valor predictivo asociado
con la progresion a enfermedad renal terminal en 23 pacientes con nefritis lUpica activa y 28
pacientes con lupus no renal de la cohorte OSS. Como se muestra en la Figura |l-4, los 7
pacientes quienes progresaron a enfermedad terminal en esta cohorte tuvieron descensos
progresivos de UEGF/Cr a valores menores de 5.3ng/mg. Solamente 3/21 (14%) pacientes que
no progresaron a enfermedad renal terminal tuvieron valores de uEGF/Cr menores de 5.3ng/mg

en el seguimiento. Todos los pacientes con lupus activo no renal tuvieron valores de uEGF/Cr

mayores de 5.3ng/mg.
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Figura lI-4. Niveles de uEGF/Cr en los pacientes de la cohorte longitudinal del estudio OSS.
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d) EGEF urinario en pacientes con nefritis lupica grave y lesién renal aguda

Evaluamos a uEGF/Cr en un subgrupo de 17 pacientes de la cohorte longitudinal mexicana
quienes se presentaron con un episodio grave de nefritis lipica y TFGe <30mL/min/1.73m?. Todos
los pacientes recibieron tratamiento inmunosupresor. Como se muestra en la Figura 11-5, aquellos
pacientes quienes recuperar TFGe a un valor mayor de 50mL/min/1.73m?, tenian valores
significativamente mayores de uEGF/Cr al momento del episodio de nefritis (6.5ng/mg, IC al 95%
4.7-7.8, p=0.001) y durante el seguimiento, que los pacientes quienes no recuperaron funcién

renal y persistieron con una TFGe<30mL/min/1.73m? o incluso progresaron a enfermedad renal

terminal (1.8ng/mg, IC al 95% 1.0-3.4ng/mg).
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Figura II-5. EGF urinario (A) y TFGe (B) en pacientes quienes se presentaron con TFGe menor de

30mL/min/1.73m? en el episodio agudo de nefritis.

e) Variabilidad de EGF urinario en muestras longitudinales

La mediana del coeficiente de variacion intra-individuo de los pacientes con lupus no renal activo
de la cohorte OSS fue 11% (rango 8-28%). Para determinar si esta variabilidad intra-individuo
representa variabilidad del ensayo o variabilidad bioldgica, evaluamos uUEGF/Cr en 4 muestras
urinarias de 13 controles sanos obtenidas en un periodo de 56 dias (dias 0, 7, 28, 56). La mediana

de variabilidad intra-individuo en este grupo fue 10.6% (RIC 8.9%-17.7%, rango 4.0%-28.8%).
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5 DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL BIOMARCADOR EGF

En este estudio, encontramos que uUEGF/Cr deriva de los rifiones, correlaciona con el indice
histopatologico de cronicidad y sus componentes, y se asocia con el pronéstico renal a largo
plazo en pacientes con nefritis lupica. El curso de uEGF/Cr a través del tiempo refleja el curso de
la funcion renal, por tanto, un valor basal muy bajo o una disminucion progresiva de uEGF/Cr
estan asociados con pérdida progresiva de funcién renal, con mayor riesgo de desenlaces renales

adversos.

La molécula EGF fue originalmente identificada en la década de 1950 como un factor derivado
de un pre-pro-proteina’®1%_ | os valores mas elevados de RNAm en el cuerpo se encuentran en
los rifiones y correlacionan con la excrecion urinaria de EGF'Y’. Mientras tanto, EGF no es
detectable en plasma humano'®'%° Esta molécula se expresa principalmente por las células
epiteliales del asa ascendente gruesa de Henle y el tubulo distal, y su expresion se encuentra

reducida en enfermedades renales cronica®, incluyendo la enfermedad renal por diabetes®'1°,

EGF urinario no es un biomarcador de funcion renal especifico de nefritis lUpica. Como ha sido
reportado en otras enfermedades renales®-191.103.104 " encontramos que los niveles de uEGF/Cr
correlacionan inversamente con los equivalentes histolégicos de dafio renal cronico, incluyendo
esclerosis glomerular, fibrosis intersticial y atrofia tubular; asi como con la combinacién de todos
ellos en el indice histopatoldgico de cronicidad. Una relacién inversa entre uEGF/Cr y el dafio
renal crénico también ha sido reportada en multiples otras cohortes de enfermedades
glomerulares (ERCB, C-PROBE, NEPTUNE, PKU-IgAN Consortium), las cuales incluyeron a

algunos pacientes con lupus®.

Los niveles de uEGF/Cr al momento del episodio de nefritis se asociaron con la pérdida
progresiva de funcion renal y, al combinarse con otros biomarcadores de funcién renal como la
proteinuria, TFGe, y el indice histopatolégico de cronicidad; mejoré la capacidad predictiva de
desenlaces renales de estas variables. La asociacion de los niveles basales de uEGF/Cr con
desenlaces renales adversos también ha sido demostrada en otras enfermedades

glomerulares®, sindrome de Alport'®' y enfermedad renal por diabetes®%111,

Los niveles de uEGF/Cr han sido poco estudiados longitudinalmente. Nosotros demostramos que
el curso de UEGF/Cr tras el tratamiento anticipa la funcion renal subsecuente. Como tal, un valor
bajo de uEGF/Cr basal o una disminucion progresiva en sus niveles se asocia con pérdida
progresiva de la funcion renal y desenlaces renales adversos. Esto sugiere que uEGF/Cr tendra

un papel como marcador de enfermedad renal cronica en adicién a los biomarcadores actuales.
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Debido a que UEGF/Cr puede ser medido por ELISA, es facilmente medible en el laboratorio
clinico. Para su uso clinico, nosotros sugeririamos que uEGF/Cr fuera medido durante el episodio
de nefritis, y posteriormente tras la resolucion de la nefritis para establecer un valor basal en

ausencia de cambios agudos que pueden ocurrir durante la enfermedad activa.

Este marcador podria ser util en varios escenarios de nefritis lupica. Para pacientes con un
episodio agudo de nefritis y lesién renal agudo, los niveles de uEGF/Cr durante la recaida y su
comportamiento posterior pueden diferenciar entre pacientes que recuperaran funcién renal de
aquellos que no lo haran, y por tanto puede influir la seleccién de tratamiento, su intensidad y su
duraciéon. Debido a la propiedad de las nefronas para compensar la pérdida renal por
hiperfiltracion, las nefronas pueden compensar hasta una pérdida de 40-50% de masa renal sin
manifestar cambios en la creatinina sérica o la TFGe''?. Por tanto, uEGF/Cr podria identificar
tempranamente a pacientes con dano renal cronico antes que la creatinina sérica se eleve o la

tasa de filtracion glomerular disminuya.

De igual manera, los pacientes en remision tras un episodio de nefritis lUpica, frecuentemente
tienen dafo renal crénico que no es evidente por sus valores de creatinina sérica y TFGe. El
monitoreo seriado de UEGF/Cr en pacientes con lupus inactivo puede proveer datos de dafo
histolégico silente, alertando al clinico que esos pacientes, por ejemplo, puedan requerir
monitoreo mas frecuente tras exposicion a medicamentos nefrotoxicos. Finalmente, la creatinina
sérica y la TFGe no reflejan exactamente la funcion renal en pacientes con muy baja o muy alta

masa muscular. Para esos casos, UEGF/Cr puede dar un valor mas exacto del dafio renal crénico.

No existen variaciones diurnas en la excrecion de uEGF, y su tasa de excrecion es parecida al
muestrearse en dias consecutivos, reforzando la posibilidad de evaluar uEGF en muestras Unicas
de orina'3', Sin embargo, es importante notar que la variabilidad intra-individuo puede llegar a
ser hasta del 28%. Estos valores han sido reportados para este marcador en estudios de
pacientes con enfermedad renal cronica®® y nefropatia IgA%. Por tanto, en el monitoreo de
muestras repetidas en el mismo sujeto, los cambios de uEGF/Cr pueden ser considerados

significativos unicamente cuando sean mayores del 30%.

La mayor limitacion de este estudio es que no tuvimos biopsias renales repetidas para corroborar
la correlacion de uEGF/Cr con mayor dafo histopatolégico renal a través del tiempo.
Adicionalmente, el intervalo entre muestras fue muy grande para evaluar adecuadamente la

variabilidad especifica en pacientes con lupus, aunque suponemos que debe de ser similar a la
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observada en individuos sanos. Finalmente, la concordancia interobservador entre los

nefropatélogos de ambos centros no pudo ser evaluada.

En resumen, uEGF/Cr es un potencial biomarcador de dafio renal. A diferencia de la creatinina
sérica que aumenta durante el episodio agudo y podria representar tanto dafio agudo como dafio
cronico, los niveles urinarios de EGF reflejan el grado de dafio renal cronico. Por tanto, niveles
bajos de uEGF/Cr en el episodio agudo o niveles que disminuyen a traves del tiempo se asocian
con pobre prondstico de la funcién renal.
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1. Estudio de Biomarcadores de Activacion de la Via del Complemento en
Nefritis Lupica

A. RESUMEN DEL ESTUDIO DE ACTIVACION DE LA ViA DEL COMPLEMENTO EN NL

Introduccién. Es conocido que la activacion de las vias del complemento tiene un papel en la
mediacion del dafo renal inducido por nefritis IUpica. La microangiopatia trombética (MAT)
asociada a la nefritis lUpica es una manifestacién rara caracterizada por microtrombosis de vasos

renales y activacién principalmente de la via alternativa del complemento.

Objetivo. El objetivo de este estudio fue comparar los niveles séricos y urinarios de fragmentos
de activacion de la via del complemento entre pacientes con nefritis lupica activa (NLa) y

pacientes con NLa y microangiopatia trombotica aguda asociada (MATa+NLa).

Métodos. Se obtuvieron muestras de plasma y orina de 19 pacientes con MATa+NLa, 19
pacientes con NLa pareados por indice de actividad histologica, 5 pacientes con microangiopatia
trombatica cronica (MATc+NLa), 16 pacientes con nefritis lUpica inactiva (NLi) y 10 donadores
renales sanos. Se midieron los fragmentos del complemento C3a, C4a, C4d, C5a, Ba, C5bC9, y
factor H mediante ELISA. Se evalué la deposicion de C4d en el tejido renal por
inmunohistoquimica. Se realizé un seguimiento de 12 meses y se re-evaluaron los fragmentos

del complemento posterior al tratamiento.

Resultados. Los grupos de MATa+NLa y NLa tuvieron niveles incrementados en plasma de Ba 'y
C5bC9, y disminuidos de C3, C4, C4a, C4d y factor H. Los niveles urinarios de C3a, C5a, Ba'y
C5bC9 fueron mayores en pacientes con MATa+NLa que en NLa. Los niveles urinarios de
fragmentos del complemento correlacionaron con el grado de inflamacién intersticial, fibrosis
intersticial y atrofia tubular. Tras el tratamiento, los niveles de C3, C4 y factor H circulantes
aumentaron, mientras que los niveles de C5bC9 disminuyeron. En dos pacientes con episodios
repetidos de MATa+NLa, el factor H y C5a urinario disminuyeron, mientras que Ba y C5bC9
aumentaron con el tratamiento tras cada episodio. No se observaron diferencias en depdsito de
C4d en capilares glomerulares o peritubulares, tubular, o arteriolas entre pacientes con NLa y
MATa+NLa.

Conclusiones. Los niveles circulantes y urinarios de productos de activaciéon del complemento
sugieren que el dafo en la microangiopatia trombdtica asociada a nefritis lUpica esta mediado

por la via alternativa del complemento.
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Si bien la planeacion original de este estudio involucraba fases transversal y longitudinal con los
mismos grupos de estudio de nefritis lUpica activa e inactiva que los anteriores marcadores, dos
puntos obligaron a modificar substancialmente la metodologia: 1) los costos de medicion que
salian del presupuesto y 2) la observacion durante las pruebas que los pacientes con
microangiopatia trombdtica asociada a lupus tenian niveles muy elevados de fragmentos de
activacion de la via alternativa del complemento. Por tanto, este estudio tiene una metodologia

completamente distinta a lo inicialmente planeado.

B. BREVE INTRODUCCION AL ESTUDIO DE ACTIVACION DE LAS VIAS DEL
COMPLEMENTO EN NEFRITIS LUPICA

La presentacion clasica de la nefritis lupica es una enfermedad mediada por complejos inmunes
que se depositan en los diferentes compartimentos renales. Sin embargo, existen presentaciones
clinicas raras que conllevan un prondstico pobre, tales como la microangiopatia trombaética (MAT)
asociada a nefritis lUpica’'®. La prevalencia de la MAT asociada a lupus en estudios de biopsias

renales va de 5.4% al 17.6%"'6-"18,

La microangiopatia trombdtica es un diagndstico histopatolégico secundario a diversas
etiologias''®. La MAT renal asociada a lupus puede ser secundaria a purpura trombdtica
trombocitopénica (TTP-LEG), nefropatia asociada a sindrome antifosfolipidos (NASAF, definida
como MAT en el contexto de anticuerpos antifosfolipidos positivos), sindrome urémico hemolitico
atipico o MAT mediada por complemento (MAT-MC), hipertensién maligna, enfermedades

infecciosas, entre otras''®-1?1.

Los mecanismos subyacentes a la MAT asociada a LEG son poco comprendidos, aunque existe
evidencia indirecta de activacion del sistema del complemento'??. El sistema del complemento
constituye un puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa que puede ser activado
por la via clasica (VC), la via de las lectinas o la via alternativa (VA) mediante la ruptura secuencial
y el reclutamiento de proteinas, que lleva a la formacién del complejo de ataque de membrana,
un complejo proteico que promueve la lisis de células no nucleadas y la activacion de células
nucleadas'. Otros productos, como las anafilotoxinas C3a y Cb5a, median sefales

proinflamatorias al endotelio y otras células inflamatorias.
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Existe evidencia proveniente de modelos animales que el sistema del complemento participa en
la patogénesis de la nefritis lupica mediada por complejos inmunes, con activacion tanto de la via
clasica como de la via de las lectinas, con posterior reclutamiento dela via alternativa'-'2, En
humanos, hay evidencia indirecta de activacion mediante el estudio de los fragmentos circulantes
del complemento’?-"3! y de la deposicion de complemento en los rifiones'3?-'37, Adicionalmente,
en estudios previos se ha propuesto que el depésito de C4d en los capilares renales en la MAT

asociada a LEG puede considerarse un marcador de esta enfermedad?38-140,

El objetivo del estudio fue comparar los niveles plasmaticos y urinarios de productos de activacion
del complemento entre pacientes con MAT-LEG y pacientes con nefritis lupica activa sin MAT

para proveer evidencia indirecta de la patogénesis de la MAT-LEG.

C. METODOLOGIA DEL ESTUDIO DE LAS ViAS DEL COMPLEMENTO EN NEFRITIS
LUPICA

a) Pacientes y controles

Se incluyé prospectivamente a todos los pacientes con LEG y MAT demostrada mediante biopsia
renal percutanea atendidos entre Enero de 2015 y Septiembre de 2018. Todos los pacientes
cumplieron al menos 4 criterios de diagnéstico de lupus del Colegio Americano de Reumatologia
(ACR)™1,

La MAT renal fue clasificada como activa o crénica en base a criterios histopatolégicos'?. Se
defini6 como MATa como la presencia de uno o mas trombos de plaquetas obstruyendo el lumen
de los vasos con cambios mucoides del espacio subendothelial, engrosamiento y separacion de
las células endoteliales. La MATc se definio por el predominio de cambios mucoides, lesiones en
“piel de cebolla” y dobles contornos de las membranas basales glomerulares (Figura IlI-1). Como
todos los pacientes con MATa o MATc tenian enfermedad concomitante por complejos inmunes,

estos grupos se definieron como MATa+NLa y MATc+NLa.
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Figura llI-1. Imagenes representativas de los cambios utilizados para definir una microangiopatia

trombotica aguda (A) y una microangiopatia trombdética crénica (B).

Como controles enfermos, se incluyeron 19 pacientes con nefritis lupica activa (NLa) pareados
por indice de actividad histopatolégica con los pacientes del grupo MATa+NLa. Adicionalmente
se incluyeron 16 pacientes con nefritis lupica en remision (nefritis lupica inactiva, NLi) definidos
por proteinuria <5600mg/24h y sedimento urinario normal por al menos 12 meses. Como controles

sanos se incluyeron 10 donadores renales.

Se registraron variables clinicas, histopatoldgicas y de tratamiento. Los tratamientos de induccion
a la remisién y mantenimiento fueron definidos por el equipo médico tratante. Todos los pacientes
fueron seguidos por mas de 12 meses con visitas mensuales durante los primeros 6 meses y
cada 3 meses posteriormente. Dos pacientes quienes presentaron dos y tres episodios de MAT

aguda, fueron evaluados en cada episodio de MAT aguda y posterior al tratamiento.

b) Clasificacion etiolégica de microangiopatia trombdtica

De acuerdo a los niveles de actividad de la proteina ADAMTS-13 (A Disintegrin-like And
Metalloprotease with Thrombospondin type | motif number 13) y a la serologia de anticuerpos
antifosfolipidos (AFL), los pacientes se clasificaron en 3 grupos: si la actividad de ADAMTS13 fue
<10% se definieron como PTT-LEG; si la actividad de ADAMTS13 fue >10% con una serologia
AFL positiva, se definieron como NASAF; los pacientes restantes con actividad de ADAMTS13
>10% y serologia AFL negativa se clasificaron como MAT-MC una vez que se descartaron otras
causas secundarias de MAT (sindrome urémico hemolitico mediado por toxina Shiga,

hipertension maligna, MAT infecciosa, etc.).
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c) Evaluacién de laboratorio

Se obtuvieron muestras plasmaticas en ayuno y muestras de orina de todos los grupos, excepto
en los donadores renales de quienes solamente se obtuvo orina. Las muestras fueron
centrifugadas inmediatamente y almacenadas a -70°C. Tras 6 meses de tratamiento se

obtuvieron muestras de plasma y orina de 10 pacientes del grupo de MATa+LNa.

Se determinaron niveles de complemento C3, C4, anticuerpos antinucleares, anticuerpos contra
DNA de doble cadena (anti-dsDNA), anticuerpos anti-C1q, anticuerpos anti-cardiolipinas,
anticuerpos anti-B2 glicoproteina-1 y anticoagulante lupico. La actividad de ADAMTS13 fue
determinada mediante ELISA (Technozym 5450701, Technoclone GmbH, Viena, AU) y
anticuerpos IgG contra ADAMTS13 mediante ELISA (Technozym 5450401, Technoclone GmbH,
Viena, AU).

d) Cuantificacién de productos de activacion del complemento

Los productos de activacion del complemento en plasma y orina fueron evaluados mediante
ELISA. Se evalu6 el fragmento Ba (Quidel-MicroVue Ba EIA, San Diego, CA), fragmento C3a
(Quidel-MicroVue C3a EIA, San Diego, CA), fragmento C4a (Quidel-MicroVue C4a EIA, San
Diego, CA), fragmento C5a (Quidel-MicroVue Cba EIA, San Diego, CA), fragmento C5bC9 soluble
(Quidel-MicroVue sC5bC9 plus EIA, San Diego, CA) y factor H (R&D systems DY4779,
Minneapolis, MN). Todos los ensayos se realizaron por duplicado siguiendo las instrucciones del
fabricante con coeficiente de variacion menor al 8%. La concentracion de fragmentos urinarios se

corrigié por la concentracién de creatinina urinaria.

e) Histopatologia Renal

Todas las biopsias renales fueron evaluadas por una nefropatdloga experta y clasificadas de
acuerdo al sistema de clasificacién de la ISN/RPS’8. Los indices histopatolégicos de actividad y
cronicidad fueron calculados como se ha descrito previamente®®’®. Los depdsitos de
inmunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM) y complemento (C1a, C3c) en glomérulo, capilares
peritubulares, membrana basal tubular y arteriolas se evalué mediante inmunofluorescencia. La

deposicion del fragmento C4d del complemento se evalué mediante inmunohistoquimica y se
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definié6 como positivo 0 negativo. Un patron de “casa llena” se defini6 como aquel que contenia

las tres inmunoglobulinas mas C3c y C1q.

f) Definiciones de desenlaces

Los grupos de MATa+NLa y NLa fueron seguidos por mas de 12 meses y evaluados para tiempo
a la progresion a enfermedad renal crénica terminal (ERCT), definida como el requerimiento

persistente de terapia sustitutiva renal o trasplante renal.

Otros desenlaces evaluados fueron remisién completa (RC), definida como funcién renal estable
(dentro del 15% del valor basal) y reduccion de la proteinuria de 24 horas a menos de 500mgs.
Remision parcial (RP) se definié como funcion renal estable y reduccion del 50% de la proteinuria
a niveles subnefroticos. Las recaidas de MAT fueron definidas histolégicamente mediante biopsia

renal.

g) Analisis Estadistico

La estadistica descriptiva se presenta como mediana y rango intercuartilar (RIC). Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante Chi-cuadrada o prueba exacta de Fisher, o
mediante ANOVA de Kruskal-Wallis con correccién de Dunnett. Se construyeron mapas de calor
con los valores transformados a escala z. Se obtuvieron correlaciones entre los niveles de
productos de activacion del complemento mediante coeficientes de Spearman. Las
concentraciones pre- y post-tratamiento de fragmentos del complemento se compararon
mediante una t de Student pareada. La respuesta al tratamiento y progresion a ERCT fue

evaluada mediante el método de Kaplan-Meier y comparado mediante la prueba log-rango.

Las variables asociadas con progresion a ERCT fueron evaluadas mediante analisis bivariado de
regresion de Cox. No se realizé un analisis multivariado debido al pequefio numero de eventos
de ERCT. Un valor de p<0.05 se consideré como estadisticamente significativo. Todos los analisis
se realizaron con SPSS 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY) y GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
software, La Jolla, CA).
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D. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LAS VIAS DEL COMPLEMENTO EN NEFRITIS LUPICA

a) Poblacion estudiada

De un total de 262 pacientes con nefritis lUpica diagnosticada por biopsia renal en el periodo de
estudio, 19 (7.3%) pacientes tuvieron MATa+NLa, y 5 (1.9%) pacientes tuvieron MATc+NLa.
Todos los pacientes con lupus y el 80% de los donadores renales fueron mujeres. La mediana de
edad del grupo MATa fue 29 afnos (RIC 21-34), con una mediana de 62 meses (RIC 10-81) de
diagnéstico de LEG. Como se muestra en la Tabla IlI-1 y Tabla I1I-2, los pacientes con MATa+NLa
se presentaron con cifras mayores de presion arterial media (123 mmHg [RIC 111-130] Vs. 107
mmHg [RIC 87-110], p<0.001), menor hemoglobina (9.2 g/dL [RIC 7.2-10.5] Vs. 11.9 g/dL [RIC
11.0-13.1], p<0.001), menor cifra de plaquetas (135/mm3 [RIC 96-171] Vs 223/mm3 [RIC 157-
280], p=0.001), menor TFGe (15 mL/min/1.73m2 [RIC 8-34] Vs. 54 mL/min/1.73m2 [36-110],
p=0.002), y mayor proteinuria (8.3g/g [RIC 3.9-11.9] Vs. 4.0g/g [RIC 2.7-5.8], p=0.034); en
comparacion con los pacientes con nefritis lUpica activa. No se observaron diferencias entre

positividad para anticuerpos AFL entre los grupos de MATa+NLa y NLa.

Tabla llI-1. Datos clinicos de los grupos de pacientes incluidos en el estudio.

NL activa MAT activa MAT cronica NL Donadores
Parametro NL a:tiva NL a:;tiva nactiva renales
n=19 n=19 n=5 n=16 n=10

Edad, afios 30 (25-36) 29 (21-34) 32 (24-44) 34 (26-41) 39 (27-46)
Mujer, n (%) 19 (100) 10 (100) 5 (100) 16 (100) 8 (80)
Meses con LEG 53 (22-89) 62 (10-81) 175 (115-223) 30 (1-70) -
ijiig’” :n:tﬁga' 107 (87-110) 123 (111-130) 113 (97-153) 89 (83-100) 84 (73-94)
Creatinina, mg/d. 1.3 (0.8-2.4) 3.8 (2.0-5.0) 2.0(1.3-33)  07(06-1.5) 0.8 (0.6-0.9)
TFGe, mLmin1.73 54 (36-110) 15 (8-34) 35 (17-61) 103 (47-127) 112 (96-131)
AlbUmina, g/dL 2.3 (1.9-2.9) 2.2 (1.9-2.7) 3.0(2.3-38)  4.3(3.945) 4.3 (4.2-4.6)
24h UPCR, glg-Cr 4.0 (2.7-5.8)  8.3(3.9-11.9) 3.6(2.09.3)  02(020.3) 0.0 (0.0-0.0)
Hematuria, n (%) 19 (100) 17 (89) 4 (80) 0(0) 0(0)
finti dsDNA-AD, 259 (84-938) 382 (135-911) 33 (16-654) 8 (5-43) -
Anti C1g-Ab, UVdL  10.1 (7.5-16.6) 17.1(10.1-25.1) 9.8 (6.4-14.6) 6.6 (5.9-6.9) -
C3, mg/dL 57 (43-72) 42 (34-54) 71 (54-78) 105 (95-124) -
C4, mg/dL 8 (8-11) 8 (8-10) 11 (10-14) 19 (13-28) -
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Tabla llI-2. Evaluacion hematolégica de los pacientes estudiados.

NL activa MAT activa MAT crénica
; + +
Parametro NL activa NL activa
n=19 n=19 n=5
Hemoglobina, g/dL 11.9 (11.0-13.1)  9.2(7.2-10.5) 10.9 (8.6-13.5) <0.001
Plaguetas, per 100/mm?3 223 (157-280) 135 (96-171) 149 (128-251) 0.004
Reticulocitos, % 2.1(1.3-3.8) 2.3(1.3-3.1) 3.0 (2.1-3.5) 0.638
Lactato deshidrogenasa, U/L 246 (206-268) 343 (217-379) 315 (203-395) 0.600
>limite referencia*, n (%) 4 (21) 9 (47) 3 (60) 0.164
Haptoglobina, mg/dL 146 (58-204) 40 (10-196) 40 (6-152) 0.079
<limite referencia*, n (%) 3(16) 8 (42) 2 (40) 0.211
Frotis de sangre, n (%) 0.041
>10 esquistocitos/hpf 0(0) 1(5) 0 (0)
<10 esquistocitos/hpf 1(5) 7 (37) 3 (60)
Sin esquistocitos 18 (95) 11 (58) 2 (40)
Prueba Coombs (+), n (%) 2(11) 2(11) 0 (0) 0.189
Actividad deADAMTS13, % NA 78 (72-92) 80 (75-87) 0.915
<10% 0(0) 1(5) 0 (0)
>10% 19 (100) 18 (95) 5 (100)
Acs anti-ADAMTS13, n (%) NA 2 (11) 0 (0) 1.000
Acs anti-fosfolipidos (+), n (%) 7 (35) 5 (26) 1(20) 0.683

Todos los valores se expresan como mediana (rango intercuartilar) o n (%)

* Limite superior de referencia para lactato deshidrogenasa es 271U/L. El limite inferior de referencia para
haptoglobina es 30mg/dL.

Abreviaturas. NL, nefritis lapica; MAT, microangiopatia trombdtica, Acs, anticuerpos; ADAMTS13, a
disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif number 13; NA, not available.

b) Clasificacién clinica de la microangiopatia trombética

La evaluacion hematoldgica de los pacientes se muestra en la Tabla IlI-2. De los 19 pacientes
con MATa+NLa, un paciente (5%) tuvo actividad de ADAMTS13 <10% con anticuerpos anti-
ADAMTS13 positivos y fue clasificado como PTT-LEG; 4 (21%) pacientes tuvieron actividad de
ADAMTS13 >10% y serologia AFL positiva y se clasificaron como NASAF; 14 (74%) pacientes
tuvieron actividad de ADAMTS13 >10% (mediana 83%, RIC 68-114%) y serologia AFL negativa

y fueron clasificados como MAT-MC.
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No se encontraron diferencias clinicas en la presentacién de estos grupos. Para resaltar, aunque
todos los pacientes en la MATa+NLa tuvieron MATa comprobada por biopsia renal, solamente 8
(42%) de los pacientes tuvieron esquistocitos en el frotis sanguineo, 11 (58%) tuvieron
haptoglobinas normales, y 10 (53%) tuvieron niveles de lactato deshidrogenasa dentro de los

limites de referencia (Tabla IlI-2).

c) Caracteristicas histopatoldgicas

Como se muestra en la Tabla Ill-3, no se observaron diferencias en los items de actividad o
cronicidad entre los grupos de MATa+NLa y NLa. Dentro de estos grupos, el 95% de los pacientes
tuvieron nefritis lupica clase IVtV. Los pacientes con MATc+NLa tuvieron menores indices de
actividad (mediana 2, RIC 1-10) e indices de cronicidad mas altos (mediana 8, RIC 3-10) en la

biopsia renal.

Tabla llI-3. Caracteristicas histopatologicas de los pacientes.

Parametro NL activa MAT activa MAT crénica Valor p
+ NL activa + NL activa
n=19 n=19 n=5
Glomérulos 17 (16-22) 17 (14-20) 19 (11-28) 0.864
Items de Actividad
Hipercelularidad endocapilar 53 (38-76) 31 (13-73) 0 (0-15) 0.017
Trombos hialinos 0 (0-0) 0 (0-28) 0 (0-2) 0.170
Asas de alambre 12 (0-28) 14 (0-34) 0 (0-0) 0.037
Necrosis fibrinoide 0 (0-18) 7 (0-16) 0 (0-18) 0.901
Cariorrexis 9 (0-18) 9 (0-15) 0 (0-13) 0.462
Leucostasis 43 (18-60) 31 (13-57) 0 (0-20) 0.024
Semilunas celulares 19 (0-28) 14 (8-24) 0 (0-15) 0.166
Inflamacién Intersticial 10 (5-20) 20 (15-30) 10 (3-28) 0.004
indice de actividad 11 (10-13) 11 (9-14) 2 (1-10) 0.119
Items de Cronicidad
Glomérulos esclerosados 12 (4-29) 35 (11-66) 15 (7-70) 0.073
Semilunas fibrosas 9 (0-18) 5(0-12) 0 (0-2) 0.144
Fibrosis intersticial 15 (10-20) 40 (20-50) 60 (15-70) 0.002
Atrofia tubular 15 (10-20) 40 (20-50) 60 (15-70) 0.003
indice de Cronicidad 4 (3-5) 6 (5-9) 8 (3-10) 0.007
Clasificacion ISN-RPS
Clase lll £V 1(5) 1(5) 1 (20) 0.110
Clase IV+V 18 (95) 18 (95) 4 (80) 0.110
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No se observaron diferencias significativas en el depoésito de C4d en los capilares glomerulares,

capilares peritubulares, membrana basal tubular o arteriolas entre los grupos con MATa+NLa

(Tabla lll-4). La inmunohistoquimica para C4d fue positiva en capilares glomerulares en casi todos

(con excepcién de uno) los pacientes de estos grupos, y se co-depositd con todos los tipos de

inmunoglobulinas, sugiriendo activacion de C4 secundaria a la enfermedad por complejos

inmunes. Mas aun, la inmunohistoquimica para C4d positiva en los capilares peritubulares y

arteriolas no se co-depositdé con inmunoglobulinas ni con el fragmento C1q en la mayoria de los

pacientes. Asi como en los capilares glomerulares, C4d se co-deposité con inmunoglobulinas en

la membrana basal tubular en mas de la mitad de los pacientes.

Tabla llI-4. Inmunofluorescencia de la biopsia renal y tincion de C4d por inmunohistoquimica.

NL activa MAT activa

+ NL activa

Capilares glomerulares

n=15

IHQ C4d positiva 12 (92) 14 (93) 1.000
Inmunofluorescencia
C3c 13 (100) 15 (100) 1.000
C1q 13 (100) 14 (93) 1.000
IgG 13 (100) 14 (93) 1.000
IgM 13 (100) 12 (80) 0.226
IgA 13 (100) 11 (73) 0.102
Capilares peritubulares
IHQ C4d positiva 8 (62) 11 (73) 0.689
Inmunofluorescencia
C3c 0 (0) 1(7) 1.000
C1q 0 (0) 1(7) 1.000
IgG 0 (0) 1(7) 1.000
IgM 0 (0) 1(7) 1.000
IgA 0 (0) 1(7) 1.000
Membrana basal tubular
IHQ C4d positiva 6 (46) 12 (80) 0.114
Inmunofluorescencia
C3c 9 (69) 10 (67) 1.000
C1q 4 (31) 8 (53) 0.276
IgG 7 (54) 7 (47) 1.000
IgM 1(8) 1(7) 1.000
IgA 1(8) 0(0) 0.464
Arteriolas
IHQ C4d positiva 4 (31) 8 (53) 0.276
Inmunofluorescencia
C3c 4 (31) 4 (27) 1.000
C1q 3 (23) 2 (13) 0.639
IgG 1(8) 0 (0) 0.464
IgM 1(8) 0 (0) 0.464
IgA 0 (0) 0 (0) 1.000

Abreviaturas. IHQ, inmunohistoquimica.
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d) Proteinas del complemento y productos de activacién del complemento en plasma

Los valores de complemento C3 fueron menores en el grupo MATa+NLa (42mg/dL [RIC 34-54])
en comparacion con el grupo NLa (57mg/dL [RIC 43-72], p=0.017) (Tabla 1lI-5). Ambos grupos

tuvieron valores de C3 menores que los grupos con NLi y MATc+NLa.

Tabla IlI-5. Niveles de productos de activacion del complemento en plasma y orina.

NL Activa MAT Activa + NL Activa
Valor p
n=19 n=19

C3 sérico, mg/dL 57 (43-72) 42 (34-54) 0.017
C4 sérico, mg/dL 8 (8-11) 8 (8-10) 0.643
Factor H plasma, pg/mL 443 (339-697) 400 (294-473) 0.366
C4a plasma, ng/mL 725 (469-1399) 911 (539-1277) 0.661
C4a orina, ng/mg 26 (9-123) 65 (33-108) 0.255
C4d plasma, pg/mL 3.3(2.4-5.9) 2.8 (2.0-5.0) 0.603
C4d orina, pg/mg 7 (0-29) 11 (8-29) 0.190
C5a plasma, ng/mL 13 (5-25) 15 (12-31) 0.267
C5a orina, ng/mg 1.5 (0.6-2.6) 23 (4-46) <0.001
Ba plasma, ngmL 1536 (1080-2080) 3060 (1740-4980) 0.002
Ba orina, ng/mg 119 (51-440) 2267 (804-5013) <0.001
C5bC9 plasma, ng/mL 1383 (852-1988) 1460 (1030-2574) 0.815
C5bC9 orina, ng/img 88 (24-265) 375 (143-542) 0.015

Abreviaturas. NL, nefritis lupica; MAT, microangiopatia trombdtica.

Los niveles de factor H del complemento (FHC) se observaron reducidos en los grupos con
MATa+NLa (443ug/mL [RIC 339-697]) y NLa (400ug/mL [RIC 294-473]). Los niveles del
fragmento Ba fueron mayores en MATa+NLa (3060ng/mL [RIC 1740-4980]) en comparacion con
el grupo con NLa (1536ng/mL [RIC 1080-2080], p=0.002). Los valores plasmaticos del
complemento C4, fragmentos C4a y C4d fueron menores tanto en el grupo MATa+NLa como NLa
en comparacion con NLi. Los niveles plasmaticos de C5bC9 fueron mayores en los grupos de
MATa+NLa y NLa que en el grupo de NLi. No se observaron diferencias en el nivel plasmatico de

Cba entre los grupos incluidos (Figura IlI-1, Figura IlI-2).
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Figura lll-1. Fragmentos de activacion del complemento en plasma.

Nota. Para cada grupo la linea representa la mediana. La linea punteada representa el limite inferior de
los valores de referencia.

Abreviaturas. NLi, nefritis lupica inactiva; NLa, nefritis lUpica activa; MATa, microangiopatia trombdtica
activa; MATc, microangiopatia trombdtica crénica.
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Figura IlI-2. Mapa de calor muestra los valores individuales (filas) de productos de activacion del

complemento en plasma en los pacientes de todos los grupos de estudio.

e) Proteinas del complemento y productos de activacién del complemento en orina

Los fragmentos del complemento en orina C4a, C5a, Ba y C5bC9 fueron significativamente
mayores en los grupos de MATa+NLa y NLa en comparacion con NLi y donadores renales (Tabla
[11-5). El fragmento Ba urinario (2267ng/mg [RIC 804-5013] Vs. 119 ng/mg [RIC 51-440], p<0.001),
Cb5a urinario (23.3 ng/mg [RIC 4.3-45.8] Vs 1.5 ng/mg [RIC 0.6-2.6], p<0.001), fragmento C5bC9
(375ng/mg [RIC 143-542] Vs. 88ng/mg [RIC 24-265], p=0.015), se observaron significativamente
mayores en pacientes con MATa+NLa en comparacién con NLa, sugiriendo mayor activacién de

la via alternativa del complemento en este grupo (Tabla IlI-5, Figura IlI-3 , Figura IlI-4 ).
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Figura 1ll-3. Fragmentos de activaciéon del complemento en orina.
Nota. Para cada grupo, la linea representa la mediana.
Abreviaturas. DR, donadores renales; NLi, nefritis lUpica inactiva; NLa, nefritis lUpica activa; MATa,

microangiopatia trombética activa; MATc, microangiopatia trombdtica crénica.

Los fragmentos urinarios C4a, C5a y Ba, correlacionaron positivamente con el porcentaje de

fibrosis intersticial, atrofia tubular, e inflamacion intersticial, asi como con el indice de cronicidad

de la biopsia renal (Tabla I1I-6).
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Tabla 1l1-6. Correlacion entre los productos de activacién del complemento en plasma y orina con los

hallazgos histopatoldgicos de la biopsia renal.

Plasma | Orina Factor | Plasma | Orina | Plasma | Orina | Plasma | Orina
Cda Cda H Cb5a Cbha Ba Ba C5bC9 | C5bC9

items de Actividad
Hipercelularidad r=0.132 r=0.013 r=0.045 r=-0.075 r=-0. 143 r=-0.002 r=-0.053 r=-0.071 r=0.055

Endocapilar p=0.410 p=0.936 p=0.781 p=0.643 p=0.371 p=0.992 p=0.740 p=0.661 p=0.738
Trombos r=0.149 r=0.150 r=-0.189 r=-0.036 r=0.214 r=-0.037 r=0.218 r=0.168 r=0.111
hialinos p=0.351 p=0.350 p=0.242 p=0.825 p=0.179 p=0.820 p=0.172 p=0.293 p=0.494
Asas de r=0.260 r=0.277 r=0.145 r=-0.011 r=0.191 r=0.112 r=0.340 r=-0.022 r=0.128
alambre p=0.100 p=0.080 p=0.372 p=0.946 p=0.233 p=0.487 p=0.030 p=0.891 p=0.433
Necrosis r=-0.067 r=-0.211 r=0.038 r=-0.036 r=-0.128 r=-0.081 r=0.166 r=-0.098 r=0.152
fibrinoide p=0.677 p=0.186 p=0.818 p=0.822 p=0.424 p=0.614 p=0.299 p=0.542 p=0.348
Cariorrexis r=-0.114 r=-0.219 r=-0.091 r=0.104 r=-0.105 r=-0.159 r=0.127 r=0.080 r=0.216

p=0.480 | p=0.168 | p=0.5778 | p=0.516 | p=0.515 | p=0.322 | p=0.429 | p=0.621 | p=0.180
Leucostasis r=-0.014 | r=0.096 | r=-0.050 | r=-0.152 | r=-0.084 | r=-0.050 | r=-0.151 | r=-0.142 | r=0.058

p=0.928 | p=0.549 | p=0.757 | p=0.341 | p=0.603 | p=0.757 | p=0.346 | p=0.375 | p=0.722
Semilunas r=0.139 r=-0.097 r=-0.101 r=0.006 r=-0.007 r=0.122 r=0.120 r=0.089 r=0.194
celulares p=0.388 p=0.546 p=0.535 p=0.972 p=0.964 p=0.447 p=0.456 p=0.578 p=0.231
Inflamacion r=0.177 r=0.485 r=0.218 r=0.139 r=0.429 r=0.302 r=0.588 r=-0.208 r=0.278
intersticial p=0.256 p<0.001 p=0.166 p=0.374 p=0.004 p=0.049 p<0.001 p=0.181 p=0.074
indice de r=-0.077 r=-0.071 r=-0.051 r=-0.063 r=-0.151 r=-0.047 | r=-0.002 r=-0.130 r=0.073
Actividad p=0.624 p=0.652 p=0.748 p=0.688 p=0.334 p=0.763 p=0.988 p=0.406 p=0.647

Items de cronicidad

Esclerosis r=-0.074 r=0.065 r=0.131 r=-0.078 r=0.244 r=0.223 r=0.402 r=-0.233 r=0.042
glomerular p=0.647 p=0.687 p=0.421 p=0.628 p=0.124 p=0.161 p=0.009 p=0.142 p=0.796
Semilunas r=0.172 r=0.118 | r=0.184 r=-0.057 | r=0.059 r=0.142 r=0.243 | r=-0.125 | r=0.212
fibrosas p=0.283 p=0.463 p=0.255 p=0.721 p=0.715 p=0.376 p=0.126 p=0.435 p=0.189
Fibrosis r=0.226 r=0.409 r=0.080 r=0.187 r=0.375 r=0.263 r=0.459 r=-0.333 r=0.078
intersticial p=0.144 p=0.003 p=0.616 p=0.230 p=0.013 p=0.089 p=0.001 p=0.029 p=0.622

Atrofia tubular r=0.224 | r=0.354 | r=0.034 | r=0.179 | r=0.341 | r=0.231 | r=0.444 | r=-0.343 | r=0.086
p=0.148 | p=0.012 | p=0.830 | p=0.251 | p=0.025 | p=0.137 | p=0.001 | p=0.024 | p=0.589
indice de r=0.203 | r=0.500 | r=0.123 | r=0.139 | r=0.418 | r=0.289 | r=0.500 | r=-0.273 | r=0.148
Cronicidad p=0.192 | p=0.001 | p=0.437 | p=0.373 | p=0.005 | p=0.060 | p=0.001 | p=0.076 | p=0.349

f) Productos de activacion del complemento tras el tratamiento

Se colect6 una segunda muestra de plasma y orina a los 6 meses del tratamiento en 10 pacientes
con MATa+NLa, tras completar el tratamiento inmunosupresor de induccién a la remisién. El nivel
de factor H del complemento mejoré en todos los pacientes desde 381ug/mL (RIC 346-407) hasta
828ug/mL (RIC 710-966, p<0.001). Igualmente, los valores de complemento C3 (48mg/dL
[RIC40-57] Vs. 84mg/dL [RIC 69-101], p=0.002), complemento C4 (8mg/dL [RIC 8-9] vs. 15mg/dL
[RIC 12-25], p=0.017), y C5bC9 urinario (188ng/mg [RIC 107-357] vs. 2ng/mg [RIC 1-5], p=0.009),
mejoraron posterior al tratamiento (Figura IlI-5, Tabla IlI-7, Figura IlI-6). A pesar que los
fragmentos C5a y Ba en plasma y orina disminuyeron en la mayoria de los pacientes, en dos de

ellos los niveles aumentaron en el seguimiento.
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Figura llI-5. Niveles de factor H en plasma y de fragmentos urinarios originados en la via alternativa del

complemento durante el episodio de MAT aguda y en el seguimiento.
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Tabla lll-7. Fragmentos de activacién del complemento durante el episodio aguda y en el seguimiento tras

el tratamiento.

MAT aguda Seguimiento Valor p
n=10 n=10
C3 sérico, mg/dL 48 (40-57) 84 (69-101) 0.002
C4 sérico, mg/dL 8 (8-9) 15 (12-25) 0.017
Factor H plasma, ug/mL 381 (346-407) 828 (710-966) <0.001
C4a plasma, ng/mL 858 (608-1195) 890 (553-1495) 0.866
C4a orina, ng/mg 5.7 (3.3-8.3) 8.0 (3.8-14.9) 0.396
Ba plasma, ng/mL 3095 (2134-4698) 1877 (1167-2380) 0.754
Ba orina, ng/mg 177 (46-408) 32 (14-101) 0.272
C5a plasma, ng/mL 17 (13-32) 10 (6-18) 0.151
C5a orina, ng/mg 4.2 (2.4-33.6) 0.5 (0.0-1.2) 0.139
C5bC9 plasma, ng/mL 1219 (691-1445) 698 (448-1125) 0.171
C5bC9 orina, ng/mg 188 (107-357) 2 (0-5) 0.009
low high
L
Plasma Factor H Plasma C4 Urine Cda Plasma C3 Urine C5a Urine Ba Urine C5bC9
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Figura lll-6. Mapa de calor mostrando los valores de factor H y fragmentos de activacion del complemento

al momento del episodio de MAT y al seguimiento tras el tratamiento.

g) Pacientes con episodios repetidos de microangiopatia trombotica

Dos pacientes de la cohorte tuvieron episodios repetidos de MAT en el seguimiento. Como se
muestra en la Figura IlI-7, en ambos casos, los niveles de factor H del complemento mejoraron
tras la inmunosupresion y disminuyeron durante los episodios de MAT. Igualmente, C5a, Ba y
C5bC9 urinarios aumentaron durante el episodio agudo y después disminuyeron tras recibir

tratamiento nuevamente.
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Figura lll-7. Comportamiento de los fragmentos del complemento en dos pacientes con episodios repetidos

de microangiopatia trombdtica.

h) Respuesta al tratamiento y desenlaces a largo plazo

El tratamiento administrado en los grupos con MATa+NLa y NLa se muestra en la Tabla I1I-8. A

los 6 meses, 6 (32%) de los pacientes con MATa+NLa tuvieron respuesta parcial o completa en
comparacion con 8 (42%) de los pacientes con NLa (p=0.737). A los 12 meses, 7 (37%) de los

pacientes con MATa+NLa tuvieron respuesta parcial o completa en comparacion con 12 (63%)

de pacientes con NLa.

Tabla IlI-8. Tratamientos de induccion a la remision administrados a los pacientes.

MAT croénica +

NL activa MAT activa + NL
activa NL activa

n=19 n=19 n=5
Prednisona oral 19 (100) 19 (100) 5 (100)
Pulsos de metilprednisolona 10 (53) 17 (90) 3 (60)
Ciclofosfamida i.v. 6 (32) 14 (74) 1 (20)
Mofetil micofenolato 13 (68) 5 (26) 4 (80)
Recambio plasmatico 0 (0) 17 (90) 3 (60)
Hidroxicloroquina 7 (37) 9 (47) 3 (60)
Anticoagulacion total 0 (0) 4 (21) 0 (0)
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Tras una mediana de seguimiento de 23 meses (RIC 12-48), 12 (32%) pacientes (4 del grupo
NLa y 8 del grupo MATa+NLa) progresaron a enfermedad renal terminal (log-rango p=0.075)
(Figura 111-8). En el analisis bivariado de regresion de Cox, los niveles de creatinina sérica a la
presentacion y todos los items histopatologicos de cronicidad (esclerosis glomerular, semilunas
fibrosis, fibrosis intersticial y atrofia tubular) se asociaron con progresion a enfermedad terminal.
De todos los fragmentos del complemento evaluados, solamente los niveles de Ba urinarios se

asociaron con progresion a enfermedad renal terminal (HR 1.204, IC al 95% 1.028-1.410) (Tabla
[1-9).

__ 100+ log-rango p=0.075
S
® 84 =TT TTTTTTTTTTTTTT
c
e
8 601
[8)
c
S 401
2
2 o4 NL aguda
a — NL aguda + MAT aguda
0.
0 6 12 18 24 30 36
Meses de seguimiento
NL aguda 19 17 16 16 11 10 7
MAT aguda + NLa 19 17 15 9 4 2 1

Figura IlI-8. Andlisis de supervivencia para los grupos de MAT aguda y nefritis lupica aguda.
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Tabla I11-9. Analisis de regresion de Cox bivariado para factores asociados con el tiempo de progresién a

enfermedad renal terminal.

HR IC al 95% Valor p
Parametros clinicos
Edad, por afio 0.963 0.883-1.051 0.402
Creatinina sérica, por mg/dL 1.396 1.071-1.821 0.014
TFGe, por 10ml/min/1.73m? 0.766 0.594-0.987 0.039
Proteinuria de 24horas, por g/g 1.114 0.966-1.285 0.138
Parametros histolégicos
Esclerosis glomerular, por 10% 1.310 1.068-1.606 0.009
Semilunas fibrosas, por 10% 1.585 1.071-2.344 0.021
Fibrosis intersticial, por 10% 1.518 1.129-2.039 0.006
Atrofia tubular, por 10% 1.489 1.120-1.979 0.006
Inflamacioén intersticial, por 10% 1.985 1.234-3.192 0.005
indice de Actividad, por punto 1.024 0.883-1.188 0.754
indice de Cronicidad, por punto 1.492 1.180-1.885 0.001
Fragmentos del complemento
Factor H en plasma, por 100ng/mL 1.222 0.935-1.596 0.141
C4a en plasma, por 100ng/mL 1.014 0.933-1.102 0.349
C4a en orina, por 10ng/mg 1.036 0.952-1.128 0.750
Cb5a en plasma, por ngimL 0.988 0.963-1.013 0.340
Cb5a en orina, por ng/mg 1.007 0.998-1.016 0.146
Ba en plasma, por 100ng/mL 1.018 0.995-1.042 0.124
Ba en orina, por ug/mg 1.204 1.028-1.410 0.021
C5bC9 en plasma, por 100ng/mL 0.987 0.935-1.042 0.640
C5bC9 en orina, por ng/mg 1.041 0.990-1.094 0.114
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E. DISCUSION DE LOS HALLAZGOS DEL ESTUDIO DE LAS ViAS DEL COMPLEMENTO

La via del complemento esta involucrada en la patogenia de la nefritis IUpica y la microangiopatia
trombdtica. En este estudio, a través de la mediciéon de los fragmentos de activacion del
complemento en plasma y orina, se provee evidencia indirecta que tanto la via clasica como la
via alternativa del complemento estan activas en nefritis lUpica. Aun mas, en comparacion con
los pacientes con nefritis lUpica activa, los pacientes que tienen microangiopatia trombdética aguda
concomitante tienen mayor activacion de la via alternativa del complemento con la consecuente
formacion de anafilotoxinas y del complejo de ataque a la membrana. Los productos urinarios de
la via alternativa del complemento estan asociados con los items histopatolégicos de cronicidad

en la biopsia renal y los fragmentos disminuyen en respuesta a la terapia inmunosupresora.

El papel de las vias del complemento en la patogénesis de lupus y la nefritis IGpica es complejo'.
Las deficiencias de los componentes de la via clasica estan asociados con el desarrollo de lupus
eritematoso generalizado™*. Aun mas, la activacion de la via del complemento por complejos
inmunes lleva al desarrollo de la nefritis lUpica, posiblemente a través de la via clasica y de las
lectinas. Ambas vias son posteriormente amplificadas por la via alternativa’. Los ratones
deficientes en factor B y D estan protegidos para el desarrollo de nefritis lUpica'®*'?°, como
también pasa con los ratones con sefializacion deficiente o bloqueada de las anafilotoxinas C3a

y C5a126,145,146_

Los estudios previos han mostrado que los fragmentos del complemento en plasma C4d, Ba, Bb,
C4a, Cha y C5bC9 estan aumentados en pacientes con nefritis IGpica activa'?-12%147.148_En este
estudio, los fragmentos plasmaticos Ba y C5bC9 se encontraron aumentados en nefritis lupica
activa en comparacion con pacientes inactivos. Sin embargo, los niveles plasmaticos de C5a no
fueron distintos entre los grupos con nefritis lUpica activa e inactiva, lo cual puede ser secundario
a una unién inespecifica del anticuerpo del ELISA a la proteina C5 y no al fragmento Cba.
También observamos que los valores de complemento C4 y sus fragmentos C4a y C4d
disminuyen en pacientes con NL activa. Esto contrasta con estudios previos'?®-3° que reportaron
valores de C4d mayores en pacientes activos, aunque en uno de esos estudios' también se
reportd una correlacion negativa entre C4d y C5bC9. Nuestra hipotesis es que debido al enlace
tioéster de C4d, el fragmento circulante se une covalentemente a las superficies celulares y, por
lo tanto, es rapidamente removido de la circulacion. Esto es respaldado por nuestro hallazgo de

mayores concentraciones de C4d urinario en pacientes con NL activa.
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Debido a que el lupus eritematoso es una enfermedad sistémica, los fragmentos urinarios del
complemento podrian reflejar mejor la inflamacion renal. En este estudio mostramos con los
fragmentos C4a, C4d, C5a, Ba y C5bC9 urinarios estan aumentados en pacientes con nefritis
lupica activa. Los fragmentos C4d, C5a y C5bC9 urinarios habian sido reportados como elevados

en estudios previos'2%147.149,

La microangiopatia trombotica se desarrolla después que un estimulo danino al endotelio supera
la capacidad reguladora de la activacién del complemento, con activacion y dafio mediado por
complemento'™®. Tanto C5a'®' como el complejo de ataque de membrana C5bC9'%? estimulan la
expresion del factor tisular en células endoteliales, activando la via extrinseca de la coagulacion.
El bloqueo de las anafilotoxinas o de la via terminal del complemento ha demostrado prevenir

trombosis y pérdidas fetales en sindrome antifosfolipido primario (SAF) en modelos animales’s3.

En SAF primario humano, estudios previos han descrito niveles aumentados de C3a y Bb en
plasma en comparacion con pacientes con otras enfermedades reumaticas distintas al lupus'®*-
1% Nosotros mostramos que en pacientes con MAT asociada a lupus, Ba plasmatico y los
fragmentos C5a, Ba y C5bC9 urinarios estan incrementados en comparacion con pacientes con
nefritis lUpica activa por complejos inmunes, sugiriendo que la via alternativa del complemento
participa en la patogénesis de la microangiopatia trombdética asociada a lupus. Reportes de caso
de pacientes con MAT asociada a lupus que responden a eculizumab'’ respaldan este hallazgo.
Desafortunadamente, este tratamiento no esta disponible en nuestro centro, sin embargo, al
administrar tratamiento inmunosupresor, observamos que los niveles de fragmentos de la via
alterna del complemento disminuyeron en la mayoria de los pacientes. Interesantemente, en
pacientes con episodios repetidos de MAT asociada a lupus, los fragmentos urinarios C5a, Ba, y

C5bC9 aumentaron durante los episodios agudos y disminuyeron con el tratamiento.

Otra observacion interesante del estudio fue el papel del factor H del complemento. El factor H
del complemento es un regulador abundante en plasma que se une a C3b, acelerando la
depuracion de la convertasa C3 de la via alternativa del complemento (C3bBb) y actia como un
cofactor del factor | para inactivar al fragmento C3b. La deficiencia de factor H en ratones lleva a
una glomerulonefritis acelerada mediada por complejos inmunes'?+12%1%8 vy variantes genéticas
del factor H han sido asociadas con susceptibilidad para el desarrollo de lupus'®. Como se ha
mostrado en estudios previos'®, observamos que los niveles plasmaticos de factor H se reducen
en pacientes con nefritis lupica activa y MAT asociada a lupus, y posteriormente mejoran tras el

tratamiento. Al igual que lo observado con los fragmentos urinarios del complemento, los niveles
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de factor H disminuyen durante las recaidas y mejoran con el tratamiento en pacientes con

enfermedad recidivante.

A nivel tisular, el fragmento C4d ha sido utilizado como un biomarcador indirecto de la activacion
de las vias clasica y de las lectinas'®'. Los depdsitos glomerulares de C4d se observan
frecuentemente en MAT de distintas etiologias' y ha sido propuesto como un indicador de MAT
en nefritis lGpica’™®. Sin embargo, los depdsitos glomerulares de C4d se observan en 46-100%
de los pacientes con nefritis Iupica sin MAT, y su intensidad correlaciona con la extension del
depdsito de complejos inmunes'3136.137  Nosotros observamos que el depdsito de C4d tanto en
pacientes con MAT aguda y pacientes con exclusivamente nefritis IUpica, sugiriendo que el
depdsito glomerular de C4d es secundario a la actividad de la enfermedad mediada por complejos
inmunes y no un indicador especifico de MAT asociada a lupus. Igualmente, observamos
depositos de C4d en las membranas basales tubulares, capilares peritubulares y arteriolas de los

grupos con MAT agudo y con nefritis lUpica activa exclusiva.

Finalmente, como ha sido reportado en otros estudios, se observdé una peor respuesta al
tratamiento y peor pronéstico en pacientes con MAT asociada a lupus en comparacion con nefritis
lupica activa. En el analisis bivariado, el nivel urinario de Ba se asocié con el prondstico renal, un

hallazgo también descrito en un estudio previo de nefritis lUpica activa'.

El presente estudio tiene limitaciones. Debido a la rareza de la enfermedad, el tamafio de muestra
no fue suficiente para tener un poder estadistico adecuado para multiples comparaciones y para
analisis multivariados. La deteccion de fragmentos plasmaticos y urinarios del complemento
proveen unicamente evidencia indirecta de activacién del complemento y, debido a la cantidad
limitada de tejido renal, no fue posible demostrar la deposicién de estos fragmentos en el tejido
renal. Como se menciond, tampoco se realizaron estudios funcionales o genéticos del
complemento, y el tratamiento con inhibidores del complemento no estuvo disponible para evaluar

sus efectos.

En conclusion, en este estudio proveemos evidencia indirecta que la nefritis lUupica activa esta
asociada con activacion del complemento tanto por la via clasica como por la via alternativa. Sin
embargo, la microangiopatia trombdtica concomitante a la nefritis lupica activa esta

probablemente mediada por la via alternativa del complemento.
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V. Otros Biomarcadores descartados por su pobre utilidad diagndstica

Los siguientes marcadores no tuvieron el rendimiento diagnéstico esperado o no pudieron ser

medidos apropiadamente en orina durante la fase transversal de estudio:

a) CXCL-1 como marcador de activacion de neutrdéfilos

b) CD40LG como marcador de co-estimulacién y reclutamiento de células B
c) IL-18 y CD44 como marcadores de reclutamiento de células T

d) Proteina NEP (neprilisina) como marcador de dafio tubular

e) Proteina FN1 (fibronectina-1) como marcador de dafio fibrético
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10. CONCLUSIONES FINALES DEL ESTUDIO

Si bien inicialmente planeado como un solo proyecto de biomarcadores urinarios, este
proyecto se compone de diversos estudios, en especifico uno por cada biomarcador, que

buscan objetivos diversos.

Por una parte se lograron identificar marcadores clinicos con potencial para diferenciar
entre pacientes con nefritis lupica activa, de aquellos con dafo renal crénico. Estos
ultimos incluso potencialmente permitiran identificar tempranamente dafio renal temprano

con mayor sensibilidad que la creatinina sérica, nuestro marcador de funcion renal actual.

Por otra parte, el estudio de otros biomarcadores tuvo un giro hacia un valor mas de
descubrimiento de fisiopatogenia del dafio renal en la nefritis lUpica, y en particular en la

manifestacion de microangiopatia trombdtica.

El estudio ha derivado en una linea completa de investigacion en el campo de
biomarcadores y continuara su desarrollo en los préximos afios, con la intencién de
generar cambios en el prondstico renal de pacientes con lupus eritematoso generalizado

en nuestro pais.
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