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ABREVIATURES

AUC: area sota la corba

FvW: factor de Von Willebrand

GFS: Glomerulosclerosi focal i segmentaria

Hgl: Haptoglobina

Hx: Hemopexina

NCM: Nefropatia per canvis minims

NM: Nefropatia membranosa

OR: Odds ratio

PCR: proteina C reactiva

SN: Sindrome nefrotica

SNI: Sindrome nefrdtica idiopatica

SUPAR: receptor soluble de la urokinasa

TFG: taxa de filtrat glomerular

Tregs: cel-lules T reguladores

VCAM-1: molécula de citoadhesion vascular-1



1. INTRODUCCIO

La Sindrome nefrotica és la principal forma de presentacié de lesié glomerular. Es una
sindrome heterogenia, que engloba multiples etiologies. La forma més frequent durant
'edat pediatrica és Sindrome nefrotica idiopatica (SNI) amb el patrd histologic de
nefropatia per canvis minims (NCM) (Eddy et.al. 2003). Altres formes de presentacio
histologica prevalents so6n la glomeruloesclerosi focal i segmentaria (GFS) i la
nefropatia membranosa (NM). En la poblacid adulta la forma més freqlient és la
secundaria per nefropatia diabética, pero dintre de les formes primaries la nefropatia

membranosa és la forma histologica predominant (Hull R.P. et.al. 2008).

La patogéenia de la SNI és encara desconeguda. Varies linies d’investigacid han
evidenciat la potencial implicacié del sistema immunitari (Kaneko K. et.al. 2009),
I'associacio de la SNI amb l'atdpia, les infeccions, les vacunacions i els processos
limfoproliferatius (Takahashi et.al. 2007) aixi com la resposta al tractament amb
corticoides, immunosupressors i immunomoduladors, sén arguments solids que ho
ratifiquen. Aixi mateix, varis models experimentals han evidenciat l'activacié de
cél-lules T amb diferents fenotips de polaritzacié de la resposta (Thl, Th2, Th17/Treg),
de cél-lules B i de components de la immunitat innata en aquests pacients (Garin EH.
2000; Colucci M. et. al. 2018). Tot i I'extensa investigacio realitzada en aquest camp
pero, el mecanisme de desregulacié inmunolodgica exacte que condueix a l'alteracié de
la barrera de filtracio glomerular i en conseqiiéncia a la sindrome nefrotica és

desconegut fins el moment.

La resposta als corticoides s’ha definit com el principal indicador pronostic a llarg
termini, independentment del patr6 histologic subjacent, en totes les edats (Nakayama
M.et.al.2003; Ruth E.M. et.al. 2005). Els pacients corticoresistents tenen un pitjor
pronostic, i la meitat d’aquests desenvoluparan insuficiéncia renal cronica terminal. Tot

i que la corticoresisténcia s’associa més a GFS (Maas R.J.et.al. 2016), no és exclusiva



d’aquesta entitat i també pot observar-se en pacients amb NCM en el debut o al llarg
de la seva evolucié. En l'actualitat, per definir el tipus de patrd histoldgic subjacent cal
realitzar una biopsia renal, que es practica de forma sistematica en els adults en el
diagnostic i en els nens en aquells que presenten una presentacio atipica o una mala
resposta a la corticoterapia. En els darrers anys, s’han realitzat varis estudis enfocats a
la recerca de biomarcadors no invasius en la SNI que permetin caracteritzar des de
l'inici el patré histologic subjacent i aixi poder classificar als pacients i oferir
tractaments més dirigits en cada cas (Stone H.et.al. 2019, Segarra A. et.al. 2012). En
l'actualitat, pero, no disposem de cap biomarcador validat pel seu Us en la practica

clinica diaria.

L’objectiu del nostre projecte es aprofundir en I'estudi de potencials biomarcadors de
mostres de sérum i teixit renal de pacients pediatrics i adults amb SNI secundaria a
NCM, GFS i/o NM, i correlacionar-los amb el subtipus histologic, variables cliniques i

de resposta al tractament.

La present tesi doctoral aporta noves dades a la literatura prévia sobre potencials
biomarcadors que poden tenir un paper rellevant en la caracteritzacio inicial de la SNI i
al seu pronostic. Per poder respondre a la hipdtesis i als objectius plantejats, s’han
realitzat quatre estudis: tres estudis transversals i un de cohorts retrospectiu, durant el

periode de durada de la tesi.

Els estudis inclosos en aquesta tesis pertanyen a una mateixa linia de recerca. El
primer estudi ha estat publicat en una revista de divulgacié cientifica de reconegut

prestigi internacional:

Relationship between soluble urokinase-type plasminogen activator receptor
and serum biomarkers of endothelial activation in patients with idiopathic

nephrotic syndrome



N. Roca, Jatem E, Martin ML, Mufioz M, Molina M, Martinez C, Segarra A

Clinical Kidney Journal, 2020 Jan. DOI: https://doi.org/10.1093/ckj/sfz173

El segon estudi ha estat acceptat per a la seva publicacié en breu en una revista de

divulgacio cientifica de reconegut prestigi internacional:

Activation of the acute inflammatory phase response of Idiopathic Nephrotic
Syndrome: association with clinicopathological phenotypes and with response

to corticosteroids

Roca N, Martinez C, Jatem E, Madrid A, Lopez M, Segarra A.

Clinical Kidney Journal, acceptat i pendent de publicar.

Dels altres dos estudis també s’han elaborat dos articles que estan pendents de

valoracié per a la seva publicacio.

Els premis i beques del treball d’investigacié obtinguts sén els seglients:

1. Premi “José Simén Gonzalez” a la millor comunicacié oral presentada en el
XLIII Congrés de la Asocacion Espafiola de Nefrologia Pediatrica. Valencia, 19
de Maig de 2018.

2. Beca Consultori Bayes. Vic, 28 de Setembre 2018.


https://doi.org/10.1093/ckj/sfz173

2. MARC TEORIC

2.1. Definicié i epidemiologia

La sindrome nefrotica (SN) es la presentacio clinico-analitica de lesions produides a
nivell glomerular i es defineix per la presencia de proteinuria d’alt grau (superior
40mg/m2/h en nens i 3,5 gr/24h/1.73m2 en adults) associat a hipoalbuminémia
(<2,5g/dl) i edemes (Eknoyan G. et.al. 2012, 2020). La proteindria és un signe de la
pérdua de permeabilitat selectiva de la barrera de filtracié glomerular secundaria a la

lesio podocitaria.

La major part de casos de sindrome nefrotica durant I'edat pediatrica son de causa
primaria, constituent la sindrome nefrotica idiopatica (SNI) la glomerulopatia pediatrica
més freqlient (Eddy et.al. 2003). La majoria d’aquests, presenten una bona resposta a
la corticoterapia amb bon pronostic renal a llarg termini. Per contra, un 20% dels
debuts de sindrome nefrotica sén corticoresistents i poden evolucionar a malaltia renal
cronica (Ruth E. M. et. al. 2005). L’'edat de presentacié i la resposta al tractament sén
els dos factors pronostics més importants. La incidencia de sindrome nefrotica
idiopatica durant I'edat pediatrica és de 2-7 per 100.000 nens i la prevalenca de 16
casos per cada 100.000 nens (Eddy A et.al 2003). Es més freqiient en el sexe masculi

(2:1) en nens. L'edat de presentacié habitual és entre els 2-10anys.

En l'edat adulta, la principal causa de sindrome nefrotica és la secundaria, essent la
nefropatia diabética la més prevalent. D’altra banda, la nefropatia membranosa és la
principal causa primaria. (Medawar W et.al., 1990). La incidéncia de la sindrome
nefrotica en adults és de 5 casos per 100.000 habitants. En I'adolescéncia i I'edat
adulta no s’observen diferéncies entre sexes. La corticoresisténcia s’observa en el 10-
20% dels pacients amb nefropatia de canvis minims (Ballarin J. et. al. 2018) i el 50%

d’aquells amb glomeruloesclerosi focal i segmentaria (Chun M. et.al. 2004).



2.2. Classificaci6

La sindrome nefrdtica es pot classificar segons la seva etiologia, evolucié clinica o

patré histologic.

Segons la seva etiologia:

(Eddy et.al. 2003; Hull R. P. et.al. 2008)

- SN Primaria:

- Sindrome nefrotica idiopatica o de canvis minims: no es coneix la seva causa.

- D’origen genétic: la major part d’aquests presenten un debut durant el primer
any de vida. Parlem de sindrome nefrotica congénita quan apareix abans dels 3
mesos i sindrome nefrotica infantil quan apareix entre els 4-12mesos (Habbib R.
1993). El maneig d’aquests pacients és diferent a la resta ja que son resistents
a la corticoterapia i a la resta d'immunosupressors emprats habitualment.

Dintre d’aquest grup diferenciem:

» Mutacions en gens que codifiquen per proteines podocitaries: NPHS1
(SN tipus Finlandés), NPHS2, WT1 (Sindrome de Denys Drash),
Sindrome de Frasier, esclerosis mesangial difusa aillada, LAMB2
(Sindrome de Pierson), PLCE1 (NPHS3), ACTN4, TRPC6 y CD2AP.

» Formes sindromiques: Sd Schimke (displasia espondiloepifisaria,
inmunodeficiencia de cel-lules T i glomeruloesclerosi), Galloway-Mowat
(SN congénit, microcefalia i hérnia d’hiat) i Nail-Patella (osteo-
onicodisplasia y SN).

- SN Secundaria:

- Malalties sistemiques: vasculitis, Lupus, Purpura se Schonlein Henoch,

Amiloidosi, Sindrome hemolitic urémic, Diabetes mellitus, Poliarteritis nodosa,

Artritis reumatoide, Granulomatosi de Wegener i altres col-lagenopaties.



- Malalties infeccioses: Citomegalovirus, hepatitis B i C, HIV, toxoplasma, sifilis,
malaria.

- Neoplasies: leucemia, limfoma de Hodgkin.

- Farmacs: AINEs, sals d’or, penicilamina, captopril.

- Apareixen en el curs d’altres glomerulopaties: sindrome d’Alport, nefropatia per

IgA (tot i que molt rarament es manifesten en forma de sindrome nefrotica pura).

La classificacio de la sindrome nefrotica clinica, s’estableix segons la resposta dels

pacients a la corticoterapia (Eknoyan G. et.al. 2012, 2020).

- Corticosensible: la major part de pacients pediatrics presenten remissié amb el
tractament amb corticoterapia (80-90%). D’aquests, 80% presentaran noves
recaigudes al llarg del seu curs
- Brot Unic o recaigudes infrequents: <2 recaigudes en 6 mesos 0 <3
recaigudes/any.

- Recaigudes frequents: >2 recaigudes en 6 mesos o >3 recaigudes/any, en
gqualsevol moment evolutiu.

- Corticodepenent: recaigudes al disminuir la corticoterapia o en <15 dies

d’aturar-la.

En el cas dels adults, el 75% solen ser corticosensibles.

- Corticoresistent: falta de reposta al tractament amb corticoterapia. Classicament,
s’ha definit com a corticoresistent en poblacié pediatrica, aquells que presentaven
proteindria persistent després de 8 setmanes amb tractament amb Prednisona via
oral a 60mg/m2/d (Eknoyan G.et.al., 2012) o bé després de 4 setmanes amb
Prednisona 60mg/m2/dia seguit de 3 bolus de Metilprednisolona (1g/1.73m2)
endovenosos a dies alterns (Pasini A.et.al. 2017). En les noves actualitzacions de

les guies KDIGO, la corticoresistencia en el pacient pediatric ve definida per la falta



de resposta després de 4 setmanes de prednisona 60g/m2/dia (Eknoyan G.et.al.,
2020).

En el pacient adult amb SNI; es defineix com a corticoresistencia, la falta de
resposta després de tractament amb prednisona diari a 1mg/kg (dosi maxima
80mg) o tractament amb prednisona a dies alterns a 2mg/kg (dos maxima 120mg)
durant 16 setmanes.

La corticoresisténcia es déna en el 10-20% dels nens que debuten amb Sindrome
nefrotica i en el cas dels adults, en el 20% que presenten nefropatia de canvis
minims i el 50% dels que presenten glomeruloesclerosi focal i segmentaria. La
corticoresisténcia pot manifestar-se al debut inicial o en brots posteriors i els

pacients que la desenvolupen tenen pitjor prondstic de funcié renal a llarg termini.

Segons la lesié primaria renal, la sindrome nefrotica es classifica en varis patrons

histoldgics (Prince T.et.al. 2015):

- Nefropatia de canvis minims (NCM): no es detecten alteracions glomerulars en la
microscopia optica i en la microscopia electronica s’observa fusié dels podadcits. Els
estudis per immunofluorescéncia solen ser negatius.

Es el patr6 més prevalent en I'edat pediatrica (90% dels menors de 10 anys) i en
adults representa el 10-15% dels casos.

- Glomerulonefritis focal i segmentaria (GFS): en la microscopia optica, alguns
glomeéruls tenen aspecte normal mentre que d’altres presenten esclerosi i
cicatritzacié segmentaria. En la microscopia electronica es detecta un esborrament
generalitzat dels peus podocitaris en les formes idiopatiques. En la
immunofluorescéncia s’objectiven diposits de IgM i C3 en les zones d’esclerosis
segmentaria.

- Glomerulonefritis membranosa (NM): s’objectiva un engruiximent global i difus

de la paret dels capil-lars glomerulars.



- Glomerulonefritis proliferativa mesangial: s’observa augment difus de cél-lules i
matriu mesangial mitjangant ambdues microscopies i en la microscopia electronica
a més a més es detecta I'esborrament dels processos podocitaris de les cél-lules
epitelials. La immunofluorescéncia revela tincio traca per IgM i/o IgA en el mesangi.
- Esclerosi mesangial difusa: els glomeéruls presenten una expansié del mesangi
per increment de la matriu mesangial amb parets capil-lars que inicialment poden
veure’s normals pero s’observa hipertrofia i hiperplasia dels podocits. En fases

avancades es produeix esclerosi del mesangi.

i_’estudi anatomopatologic del teixit renal permet un millor coneixement de les malalties
renals. En el cas de la sindrome nefrotica dels pacients que debuten en l'edat
pediatrica, no existeix unanimitat en la indicacié de la biopsia renal com técnica
d’estudi. La majoria dels pacients que debuten en edat pediatrica, presenten el patré
de canvis minims pel que d’entrada no es considera necessari la seva realitzacio, tal i

com es va descriure en I'Estudi Internacional de Malalties renals en el nen (ISKDC).

Les principals indicacions acceptades generalment (Alshami A.et.al. 2017) per a la
realitzacié de biopsia renal en la poblacié pediatrica amb Sindrome nefrotica idiopatica

son:
- Edat atipica de debut: <1any o a partir de I'adolescéncia (>12anys)
- Si presenten corticoresisténcia en el debut o en algun moment del curs evolutiu
- Debut atipic: s’associa a insuficiéncia renal, macrohematuria o hipertensio arterial.

Cal matitzar, que aquells casos en els que hi hagi una alta sospita de Sindrome
nefrotica d’origen genétic, com és un debut molt precoc (<3mesos) o independentment
de l'edat, si pacient debuta amb manifestacions extrarenals que son altament
suggestives d’'un quadre sindromic relacionat amb la sindrome nefrotica d’origen

genética, I'estudi genétic sera la técnica diagnostica inicial a realitzar. En el seguent



apartat, s’exposa una taula amb les mutacions de proteines podocitaries conegudes

en la Sindrome nefrotica d’origen genétic.

Pel contrari, en els adults si que es recomana realitzar en la valoracié inicial una
biopsia renal per orientar millor el tractament des del seu inici, excepte en pacients
diabétics en els que no es sospiti una etiologia diferent a la nefropatia diabética. En la
poblacié adulta, la glomerulonefritis membranosa és la glomerulopatia primaria que
causa sindrome nefrotica amb més frequencia, representant el 25% dels casos

(Medawar W, 1990).

2.3. Patogénia

La barrera de filtracié glomerular esta formada per 3 components: endoteli, membrana
basal glomerular (MBG) i els podocits que estan units entre ells pel diafragma.

(Arévalo M.A. 2008).
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Altintas MM. Et.al. Current Chemical Biology, 2008

L’endoteli és una capa discontinua, amb poros i fenestracions de 70-100nm de
diametre constituit principalment per la podocalixilina, una sialo-proteina polianionica
gue li confereix a la seva superficie una carrega negativa. Permet el pas de

molécul-les de baix pes molecular i alguna macromolecula.
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La membrana basal esta constituida per tres capes: lamina rara interna, lamina densa i
lamina rara externa. Aquesta permet el pas de l'aigua, petits soluts, ions i proteines de
tamany inferior a 70 KDa i impedeix el pas de macromol-lécules de forma mecanica i
eléctrica. Esta constituida estructuralment per proteines segregades per les cel-lules
endotelials i epitelials: col-lagen tipus IV, laminina, entactina i proteoglicans d’heparan

sultat.

Les cel-lules epitelials o podocits son cel-lules molt diferenciades que no es divideixen.
Expressen una série de proteines especifiques indispensables pel manteniment de la
barrera de filtracid, dels processos pedicilars i del diafragma de filtracié. S’encarreguen

de sintetitzar la membrana basal glomerular i formar els poros de filtracio.

La patogenia exacta de la sindrome nefrotica és desconeguda. Classicament, la
immunitat adaptativa va ser la primera que es va relacionar amb el mecanisme
immunologic de la sindrome nefrotica. Especificament, alteracions a nivell de la
immunitat cel-lular tipus T (Shalhoub RJ, 1974), donada I'associacié amb processos
limfoproliferatius (Limfoma No Hodgkin), atopics, la susceptibilitat per infeccions
bacterianes, la remissié espontania després de la infeccié per xarampi6 i la bona
resposta a tractaments immunosupressors (corticoides, ciclofosfamida, micofenolat o
els anticalcineurinics). Actualment, es postula que tant la immunitat cel-lular tipus B
com d’altres components de la immunitat innata, també tenen un paper rellevant en el

mecanisme immunologic de la sindrome nefrotica idiopatica.

Es sospita que en la SNI, hi ha un factor circulant que altera la permeabilitat de la
barrera de filtraci6 desencadenant la proteinuria. Per ara, no s’ha aconseguit aillar
aquest factor o factors responsables. Aquesta teoria es fonamenta en varies

observacions cliniques i experimentals:

- Resolucié de la proteintria en un fill de mare amb esclerosi focal i segmentaria,

després dels 4 primers dies de vida (Kemper MJ et.al 2001).
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- La induccié de proteindria en rates al entrar en contacte amb plasma de pacients

amb esclerosi focal i segmentaria (Mc Carthy et.al 2010).

- La recidiva de la proteindria en pacients amb esclerosi focal i segmentaria després
del trasplantament renal, inclus sense evidéncia de lesidé renal. Alguns d’aquests
pacients, es beneficien de plasmaferesis i immunoadsorcié prévies. (Fine RN et.al.

2007).

-La resolucié de proteinuria en un pacient receptor d’injert de donant exitus en el curs

de recaiguda per sindrome nefrotica (Gallon L, et.al. 2012).

Varies citocines i molécules han estat proposades com a factors circulants, com es

descriura més endavant (veure apartat de biomarcadors).

En la Sindrome nefrotica d'origen genétic, la proteindria ve donada per defectes
estructurals dels podocits o de les proteines que constitueixen la propia membrana
basal. Les indicacions per a la realitzacié d’estudi genétic son: I'edat de presentacié
preco¢ (<lany), corticoresisténcia o antecedents familiars de sindrome nefrotica

corticoresistent (Niaudet P. 2004; Ha T.S. et.al. 2017).

A la seglent taula s’enumeren les mutacions de gens que codifiquen per proteines

podocitaries descrites:
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Table 1. Genetic causes of nephratic syndrome categorized according to the location of mutated proteins in podocytes

Gene Proein Inheritance Locus Phenofypes
Siit diaphragm and adaptor proteins
NPHST nephrin AR 18g13.1 CNE, SRNS (NPHST)
NPHS2 podocin AR 1025-q31 CNE, SRNS (NPHS2)
PLCET phospholipase C, £1 AR 10923 OMS, SRNS (NPHE3)
COD24F  COZ-associated protein AD/AR  Bp123 SANS FS633)
FATT FAT1 AR 4035.2 NS, Ciliopathy
Cytoskeleton components
ACTNG a-actinin-4 AD 1913 Late onset SANS (F3G51)
mFz inverted formin-2 AD SRNS (F5655), Charcot-Marie- Tooth diszase with glomerulopathy
MYH mygsin, heavy chain 9 AD 220123131 Macrothrombocytopenia with sensorineural deafress, Epstein syndrome,
Sebastian syndrome, Fechiner syndrome
MYOIE  myosn IE AR 15q22.2 Childhood-onset SANS [F3GSE)
ARHEINA  ho GOP-dissociation inhibitor {GOI a1 AR 17925.3 Childhood-onset SANS (NPHS8), seizures, corfical blindness
ARHGAP24  Arhgap24 (RhoGAP) AD 40221 Adolescent-onset FSG5
AMN Anillin AD Tpl42 [FSG58)
GEM and basal membrane proteins and related components
LAME2 laminin subunit B2 AR 3pA Piersan syndrome
OMS, FSGS (NPHSS)
TGB4 Integrin-B4 AR 17925.1 Epidermalysis bullosa, Anecdofic cases presenting with MS and FSGS
TGA3 Integrin-g3 AR Epidermolysis bullosa, Interstitial lung disease, SRNS/FEGS
o151 Tetraspanin AR 11p155 Epidermolysis bullosa, Sensorineural deafness, ESRD
EXT1 ghcosyltransferase AR Bo24.11 SRNS
COL443.4  collagen (V) adind ADVAR 2036037 Alport syndrome, FSGS
COL445  collagen (M) a5 XD ¥g22.3 Alport syndrome, FSGS
Agical membrang proteins
TRACE  transient recepior potential channed & AD 1102122 SANS FS652)
ez Enithalal mamrana protein 2 A0 16132 Chikdhond SANSSSNS (M0D) NPHS10)
Muckear profeins
WT1 Wilms' burnor proten ADMAR 11p13 SANS (NPHS4), Derrys-Drash syndrome, Frasier syndome, WAGH syndrome:
LAMK18 UM homeobos ransciption facior 1-8 AD 341 Nail-patelta syndroma, NS
SMARCALT Heph-related profen AR ik} Sohinkz immuno-0sseous dysplasia
Pz Paired bex gene 2 A0 10024.3-925.1  Adult-onset FSGS (FSGST), Renal colboma symdrome
MAFE A lrangcrigtion factor aD 2001129131 carpo-Larsal osteokysis progressie ESRD
LA Lawmires 4 and G i) 1022 familial partial lipodystrophy, F5E5
NEFE Muclear RNA export factor 5 iz} X SANSTSGS cardiac conduction desordar
GATAZ GATA binding protein 3 AD 10p14 HOR syndrame (hypoparathyroidism, sanzorineural deafmess, renal
abnommalitios)
MPa3  Nuckeoparn 93kD MiA 1613 SANS
MPIOF  Nuckoparn 107kD A 12015 Early childhood-onset SANS/FSGS

Mitochondial probEns
cogz2 4-hydraybenzoate polyprenyliransierase AR 4q21-q22 Early-onset SRNS, Col10 deficiency
CooE Ubiquinone bicsynihesis monosygenase CO06 AR 14024.3 NS with sensorineural deafness, Coll0 deliciency
AR

FDS52 decapremy-diphosphate synthase subunit 2 621 Laigh syrdrome, Coli10 deficiency, FSGS
MTTLT Mitochondrially encoded tHNA leucing 1 (ULAYS) Maternal  miDA Mitochondrial diabetes, deafness with FSGS | MELAS syndrome:
ADCK4  aaeF domain containing kinase 4 AR 199131 Childhood-onset SANS (NPHSS), Col10 deficiancy
Lysoeomal protaing
SCAREZ  Scavenger receglor class B, member 2 (LMP ) AR 4013-g21 Action myoclonus-renal failune syndrome. lysosomal storage disease
NELH Siabdase 1
N-Acetyl-a-Neuraminidase AR 6p21.33 Naphrosiaidoss, SRNS
Other irtracellular proteins
APt apolipoprotein L1 AR 3 355 in African-Americans [F5654)
PIPRO tyrosine phosphatass receptor-type O (GLEPPY) AR 12p123 SANS NPHSE)
CREZ Crumbs hamalag 2 AR 9333 Earty-onsat famiial SANS §FSG59)
DGRE dcylphoerol kinase-£ AR 17g22 ﬂmsmmﬁc uremic syndrome, membranoproliferative kesions
ZMPSTE24 e metalo-profaingss AR 1934 mandibukacral dysplasa, FSGS
P Phesghomannomutass 2 AR 16132 C0G syndrome, FSGS
Alst B1,4 marnosyliransferases AR 16p13.3 COG syndrome, congenital NS
CLBN Culilin AR 10p13 Childhood-onset SANS magalobiastic anamia
TTC216  IFT139 {a componant of intraflagalar trareport- AR 243 Naphronophimiss (NPHP 2), FSGS
Al
WOR73 WO repaeat domain 73 AR 15025.2 Galloway-Mowat syndrome, SRHSFSGES

Ha T.S. et.al. Korean J Pediatr 2017
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2.4. Presentacio clinica

Les manifestacions clinico-analitiques caracteristiques de la SN s6n comunes en tots
els pacients independentment de la seva etiologia i sén: proteindria en rang nefrotic,
hipoalbuminémia i edemes. A més a més, els pacients presenten dislipémia, major risc

trombotic i un increment de les infeccions bacterianes.

Altres signes menys freqlients que es poden objectivar sén: hipertensié arterial (20%),
hematdria (25%), insuficiéncia renal (3%). A continuacido s’exposen les diferents

manifestacions cliniques i la seva fisiopatologia:
Proteindria i hipoalbuminémia

La proteintria és dorigen glomerular i dalt grau: >40mg/m2/h en nens i
>3.509/1.73m2/24h en adults. Es una proteiniria no selectiva, 'albumina és la principal
proteina aillada pero també es detecten altres proteines com les immunoglobulines,

transferrina, transportador de Vitamina D i transportador de les hormones tiroidees.
S’objectiva una hipoproteinémia (<6g/dl) i una hipoalbuminémia (<2.5g/dl) associades.
Edemes

Els edemes sbn la presentacio clinica més rellevant, es caracteritzen per ser tous,
simétrics i varien segons el grau de severitat del quadre, des de lleus edemes
periorbitaris 0 en parts acres fins a vessament pleural, ascites i anasarca. (Eddy A,

et.al. 2003).

S’han proposat varies teories per explicar la fisiopatologia de 'edema. Classicament,
es defensava la “Teoria Underfill” que justificava els edemes per I'activacié de I'eix
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) secundari a la hipovolémia produida per la
reducci6 de la pressié oncotica del plasma amb conseqient moviment del fluid
intravascular a I'espai extra-vascular. Aquesta teoria, ha estat criticada, atés que molts

pacients amb sindrome nefrotica presenten una pressié intravascular normal o
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augmentada i l'activitat de la renina no esta augmentada (Dorhout Mees EJ, et.al

1984).

La teoria que es proposa darrerament és la “Teoria del Overfill” que suggereix que el
defecte primari és a nivell del tibul renal que condiciona la retencié de sodi i amb
aquesta I'expansio del volum intravascular i consequentment la transsudacié d’aigua a
nivell extravascular. La causa del defecte renal intrinsec en la reabsorcié del sodi és
desconeguda pero es postula que té lloc a nivell del tub col-lector cortical (Ichiwaka |,

1983).
Dislipémia

La dislipémia és caracteristica dels pacients amb Sindrome nefrotica i es correlaciona
amb el grau de proteindria. Es deguda a un augment de la sintesis hepatica de
lipoproteines (augment de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa i acil-
coenzima A) en resposta a la disminucié de la pressioé oncotica plasmatica, disminucio
del catabolisme de lipoproteines secundari a un descens de I'activitat de lipoproteina
lipasa i una disminucié de I'activitat del receptor LDL (Thabet, 1993). En els pacients
amb SN, es troba un augment del colesterol total i de la fraccio LDL, essent la fraccio
HDL normal. Els pacients amb wuna hipoalbuminémia severa també tenen

hipertrigliceridémia i augment de VLDL, associats.
Les complicacions que poden desenvolupar durant el brot de SN sén les segiients:
- Infeccions

Degut a la pérdua urinaria d'immunoglobulina G i d’altres components del complement
(Factor B i properdina) i a I'alteracio dels limfocits T i B, els pacients amb SN presenten
un major risc d’infeccions bacterianes com peritonitis, sépsia, meningitis, pneumonia i
cel-lulitis. Les principals bactéries responsables d’aquestes soén: les bacteéries

encapsulades (principalment Streptocococcus Pneumoniae) i bacils gram negatius. La

15



infecci6 per varicel-la durant un brot pot ser potencialment greu pel grau
d'immunosupressioé que presenten degut a la propia malaltia i al tractament que reben,

pel que precisen tractament preco¢ amb Aciclovir endovenos.

- Tromboembolismes

Els pacients amb SN presenten un major risc de trombosi vascular secundaria a
I'associacié d’hipovolémia, un desequilibri en l'activitat de molécules procoagulants
(fibrinogen i factors de coagulacio V, VII, VI, IX, XX i XIII) i anticoagulants (anti-
trombina Ill) i tendencia a la trombocitosis. La incidéncia de complicacio
tromboembolica és major en adults que en nens (25% vs 3%), i els pacients amb
glomerulopatia membranosa sén els que presenten major risc de complicacions
tromboemboliques (Kerlin, 2012). Les trombosis venoses sén més frequents que les
arterials. Els vasos sanguinis més freqtientment implicats en poblacié pediatrica son

les venes profundes de les extremitats inferiors i la vena cava inferior.

2.5. Tractament

Els corticoides son el tractament de primera linea en la SNI des de la decada del 1950,
millorant el pronostic d’aquests pacients amb la reduccié de la morbimortalitat (Eddy
et.al. 2003). En els nens, donada l'alta prevalenca de sindrome nefrotica de canvis
minims, si no hi han factors atipics s’inicia corticoterapia sense fer biopsia renal, atés
gue la corticosensibilitat s’ha objectivat com el millor indicador pronostic. Un 80-90%
dels nens que debuten amb Sindrome nefrotic entren en remissié amb el tractament

inicial amb corticoterapia.

El mecanisme d’acci6 dels corticoides en la SN és encara desconegut pero es creu
gue tenen un efecte immunomodulador actuant a nivell de la produccié de citoquines
promovent I'expressio de les citoquines amb efecte anti-inflamatori i suprimint les pro-
inflamatories. També s’ha objectivat que tenen un efecte estabilitzador del citoesquelet
dels podocits i que estan implicats en la supressio de limfocits T (Mallory et.al. 2017).
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En el debut, les guies KDIGO recomanen en els pacients pediatrics iniciar Prednisona
60mg/m2/dia a dosis Unica al mati (dosi maxima 60mg) durant 4-6 setmanes, seguit de
40mg/m2/dies alterns 4-6 setmanes més i posteriorment fer una pauta de descens
progressiu. Es recomana fer un tractament inicial minim de 12 setmanes, per evitar

recidives posteriors (Eknoyan G. et.al. 2012, 2020).

En tots els pacients adults es realitza una biopsia renal en el debut de la SN, en els
casos amb NCM i GFS primaries, s’inicia també tractament amb corticoterapia a altes
dosis: 1mg/kg/d o 2mg/kg/48h fins 2 setmanes després d’entrar en remissio, iniciant

reducci6 progressiva fins completar 16 setmanes (Eknoyan G. et.al. 2012, 2020).

Concomitantment, es realitza tractament de suport amb profilaxis gastrica amb
inhibidors de bomba de protons i profilaxis de I'osteoporosi secundaria a la
corticoterapia amb suplements de vitamina D i calci (Gulati S. et.al. 2005). De la
mateixa manera, en els pacients amb un alt risc trombodtic s’inicia profilaxis amb acid
acetil salicilic associat 0 no a anticoagulacié amb heparina de baix pes molecular (Lin

R. 2020).

Es recomana durant el brot en els pacients, una dieta normoproteica i hiposodica amb

restriccié moderada de liquids.

Els pacients amb resisténcia als corticoides, els corticodepenents o els que recauen

freqlientment precisen d’altres tractaments immunosupressors pel control del SN.

En el cas dels pacients corticoresistents, segons la histologia renal es realitzara un
maneig o un altre pero, en els pacients pediatrics, fins a saber el resultat s'utilitza la
Ciclosporina com a farmac de primera linea. D’altra banda, en els pacients amb
corticodependéncia o freqlients brots es sol associar al tractament immunosupressors
com: agents alquilants (Ciclofosfamida, Clorambucil o Levamisol), Micofenolat,

anticalcineurinics (Ciclosporina o Tacrolimus) o Rituximab (Eknoyan G. et.al. 2020).
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2.7. Pronostic

La sindrome nefrotica és una malaltia heterogenia amb un ampli espectre de patrons
histologics i cursos evolutius. La major part de pacients que debuten en edat pediatrica
assoleixen la remissié completa de la malaltia abans de I'edat adulta. Es considera SN
resolt després de 7-10 anys sense presentar cap recaiguda. El 25% dels pacients

pediatrics presentaran recaigudes en época adulta.

Els pacients amb corticoresisténcia presenten un mal pronostic a llarg termini, amb un

risc de desenvolupar malaltia renal cronica del 30-50% als 5 anys del diagnostic.

2.8. Biomarcadors en estudi

Un dels principals reptes de la Nefrologia actual és la troballa de biomarcadors que
permetin caracteritzar des del diagnostic inicial els diferents patrons anatomo-
patologics causants de la Sindrome Nefrotica de forma no invasiva i, d’aquesta

manera, poder oferir tractaments més dirigits i millorar I'orientacid inicial en cada cas.

Els avencos en el coneixement de la patogenia de la Sindrome Nefrotica aixi com en
el desenvolupament de les técniques de protedmica, han permeés identificar una serie
de molécules que podrien tenir un paper rellevant com a biomarcadors en aquesta
patologia. Les dades actuals, pero, son encara molt preliminars. A continuacio,
s’exposen les molécules que presenten una major avaluacio cientifico-clinica d’acord

els diferents patrons histologics causants de la Sindrome nefrotica.

Nefropatia canvis minims | Glomerulosesclerosi focal i segmentaria | Nefropatia membranosa

Hemopexina - suPAR - PLAZ2R
CD80 (B7.1) - Complex CD40-CD40L - THSD7A
IL-13 - Activacio epitel-li parietal - NELL-1
RR sIL-2 - CLCF-1
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Nefropatia per canvis minims:

Hemopexina

La hemopexina (Hx) és una Bl-glicoproteina plasmatica de sintesi hepatica que té
com a funcié principal el transport i I'eliminacié de I'nemo lliure. S’ha vist, pero, que
també presenta altres funcions com d’antioxidant i de proteasa a nivell renal. Per
primer cop, va ser relacionada amb la nefropatia per canvis minims en models
experimentals en rates com a possible inductor de proteindria per la seva accié com a
proteasa (Bakker et.al. 1988, Cheung et.al.2000). S’han descrit varies isoformes de
Hx circulants, la forma inactiva és la que es troba en individus sans i, en certes
circumstancies, pot activar-se i adquirir activitat proteasa, capag d’induir lesions a nivell
de la membrana basal glomerular, alterant el seu citoesquelet amb la reduccié de la
capa anionica i de les sialoglicoproteines, tant en models in vitro com en in vivo en
rates (Lennon et.al. 2008). Pacients amb nefropatia amb canvis minims en brot
presenten nivells d’'Hx en plasma i en orina disminuits perd la Hx que presenten té una
major activitat proteasa (Bakker et.al. 2005), es desconeix per ara quins son els
elements primaris que desencadenen I'activacio de la Hx i el significat clinic d’aquesta
a nivell de diagnostic i seguiment dels pacients amb nefropatia per canvis minims, pel

que es necessiten més estudis en aquest camp.

CDS80 (B 7.1)

El CD80 o B7.1 és una proteina transmembrana que s’expressa de forma habitual a
les superficies dels limfocits B i altres cél-lules presentadores d’antigen (CPA). Reiser
et.al.2004, van ser els primers que van descriure la capacitat dels pododcits d’expressar
CD80, actuant com a CPA, mediant la co-estimulacié dels limfocits T (mitjangant CD-

28 i CTLA-4) i amb aquesta la seva activacio.

Els podocits en estat basal no expressen aquesta proteina i, d'acord amb models
experimentals, es creu que la seva expressio pot ser induida per estrés oxidatiu o per
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I'estimulacié amb liposacarid per mitja de receptors Toll like. L’expressié del CD80 a
nivell podocitari s’ha demostrat per immunofluorescéncia en les biopsies renals i s’ha
detectat també aquesta molécula a nivell urinari (UCD80). S’han descrit, nivells
augmentats de uCD80 en pacients amb Nefropatia per Canvis Minims en major
proporcié respecte altres glomerulopaties i s’han relacionat amb [l'activitat de la
malaltia, disminuint en els casos de remissié (Garin et.al. 2009; Cara et.al. 2014).
També s’ha correlacionat el uCD80 amb el pronostic a llarg termini dels pacients,
nivells majors de uCD80 preveuen una millor resposta a la corticoterapia i una menor
davallada de la funcié renal a llarg termini en pacients amb sindrome nefrotica

idiopatica (Ling et.al. 2018).

Calen més estudis per valorar el paper del CD80 a nivell de la patogénia de la
nefropatia per canvis minims i estandaritzar el punt de tall de uCD80 per I'is d’aquest

en la practica clinica diaria.

Interleucina 13

La interleucina 13 (IL-13), ha estat implicada en varis estudis experimentals en la
patogenia de la nefropatia per canvis minims. Yap et.al. 1999, van objectivar que
I'expressio genética de IL-13 estava augmentada en limfocits T CD4+ i CD8+ en nens
en recaiguda amb sindrome nefrotic corticosensible en comparaciéo en l'estat de
remissio. Posteriorment, es va desenvolupar un model de ratoli transgénic per IL-13
(Lai et.al. 2007) que desenvolupava Sindrome nefrotica (proteinuria, hipoalbuminémia i
hipercolesterolémia) amb lesions histologiques idéntiques a nefropatia per canvis
minims i que mostraven una sobreexpressio podocitaria de I1L-13R, IL-4R i CD80 i una
expressié disminuida de nefrina, podocina i dextroglicans, respecte el grup control. El
possible vincle entre IL-13 com a inductor de CD80 en els podocits en models
experimentals de nefropatia per canvis minims suposa un camp d’estudi per aprofundir

en la patogénia d’aquesta entitat i valorar la seva utilitat en la practica clinica.
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L’atopia ha estat relacionada en els pacients amb SN, molts pacients presenten nivells
IgE elevats (Maher et.al.2009). Es desconeix el paper que juga aquesta associacio en
la fisiopatologia de la Sindrome nefrotica. S’ha evidenciat, pero, que la IL-13 té un rol
important per la produccié de IgE i IgG4 en els pacients amb sindrome nefrotica, a

diferéncia dels pacients asmatics en els que és depenent de IL-4 (Kimata et.al. 1995).

Receptor soluble de la interleucina-2, glicoproteina-P i ABCB1

Des del 1985, que es va descriure el receptor soluble de la interleucina-2 (RR slL-2)
(Rubin et.al. 1985), aquest ha tingut un paper important no només en la Sindrome
nefrdtica primaria sin6 en multiples malalties inflamatories i immunologiques. El RR
slL-2 es genera per la ruptura proteolitica de la subunitat alpha del receptor IL-2 dels
limfocits T, es desconeix la seva funcié exacta perd es pensa que podria augmentar la
capacitat de captacié de IL-2 pel seu receptor, donant lloc a I'activacio i I'expansio
clonal dels limfocits T (Segarra-Medrano et.al. 2012). S’han detectat nivells de RR sIL-
2 augmentats en pacients amb Sindrome nefrdtica respecte grup de controls sans i
que es relacionen amb l'activitat de la malaltia, disminuint en remissio (Lama et.al.
2002). Posteriorment, s’ha descrit una major elevacié de RR slIL-2 en pacients amb
nefropatia per canvis minims corticoresistents i amb recaigudes frequients, es postula
que podria ser per 'augment de I'expressié del gen ABCB1 o MDR1 atés que s’ha
objectivat una correlacié positiva entre I'expressio de ABCB1 i RR sIL-2 en aquests
pacients (Youssef et.al. 2011). EI gen ABCB1, préeviament conegut com a MDR1, esta
localitzat en el cromosoma 21, regié 7p i sintetitza la glicoproteina-P, una proteina
transportadora de membrana responsable del flux celular de toxics d’'un determinat pes
molecular. La Glicoproteina-P s’encarrega de protegir a les cél-lules dels farmacs i a
desenvolupar resisténcies contra aquests. Quan hi ha un augment de l'expressio
limfocitaria de glipoproteina-P, els corticoides no poden assolir el citoplasma

intracel-lular i consequentment empitjora la seva resposta.
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Es precisen un major nombre d’estudis per valorar la sensibilitat i especificitat de RR
slL-2 en la Sindrome nefrotica i estudiar si podria aportar algun valor la seva
determinacié conjuntament amb la de glicoproteina-P o ABCB1 per facilitar el

diagnostic i el pronostic d’aquests pacients.

Glomeruloesclerosi focal i segmentaria (GFS)

SuPAR

El receptor soluble de la urokinasa (SuPAR) havia estat proposat inicialment com un
factor circulant responsable de la patogénia de la GFS primaria (Wei et.al. 2011). El
SuPAR és la forma soluble del receptor de la uroquinasa, que és una glicoproteina de
membrana ancorada en la superficie de diferents cél-lules (mondcits, neutrofils,
limfocits T, cél-lules endotelials, fibroblasts, cél-lules muscul llis, cél-lules tumorals) i
que s’allibera durant I'estimulacié inflamatoria a diferents fluids corporals (sang, saliva,
orina, liquid cefaloraquidi), en context d’infeccions bacterianes i viriques, cancer,
malalties reumatologiques i aterosclerosis, reflectint I'activacié del sistema immune
(Edsfelt et.al. 2012). A nivell renal la seva funcié és desconeguda perd basat en
models experimentals animals, el sUPAR podria actuar activant la via de la 33 integrina
podocitaria i amb aquesta Il'activacié dels poddcits produint canvis en la seva
estructura i funcioé que afectarien a la permeabilitat de la membrana basal glomerular,
donant lloc a la proteinudria. Wei et.al. 2014, van descriure que dos tercos dels pacients
amb GFS presentaven nivells de sUPAR en sérum augmentats respecte pacients amb
altres causes de SN i que els pacients amb GFS recurrent en el post-transplant eren
els que presentaven uns nivells més augmentats. Posteriorment, multiples estudis han
detectat resultats heterogenis en quant als nivells de suPAR en els pacients amb GFS
i nivells de suPAR alts en pacients amb altres causes de Sindrome nefrotica i en

controls sans, fet que descarta el seu Us pel diagnostic diferencial inicial en la practica
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clinica diaria. Aixi mateix, el suPAR s’ha vist que esta influenciat per I'edat, la taxa de

filtrat glomerular, la inflamacié i la malaltia cardiovascular.

Paral-lelament, extensos estudis epidemiologics han identificat al SUPAR com un factor
de risc independent de dany organic subclinic, malaltia cardiovascular, cancer i

diabetis (Sehesdet et.al. 2011).

Complex CD40-CD40L

El complex CD40-CD40L pertany a la familia dels TNF i s’ha vist que juga un paper
rellevant en la immunitat adaptativa amb accio pro-inflamatoria (Hassan et.al. 2017). Hi
ha una fraccid soluble del CD40L que es pot detectar en el serum (sCD40L). EI CD40
s’expressa principalment en els limfocits B, monodcits, macrofags i cél-lules
dendritiques i el CD40L en els limfocits T i plaquetes, perd també s’ha detectat
expressio d'aquests en altres cél-lules com les cél-lules endotelials, de muscul llis,
mesangials, tubulars i més recentment en podocits (Rigothier et.al. 2016). El bloqueig
del complex CD40-CD40L té efecte protector de dany renal en models animals de
malaltia proteindria cronica (Karaitis et.al. 2003) i també podria tenir un paper rellevant
en la prevencido del rebuig de I'empelt en malalts amb glomerulopatia focal i
segmentaria (Delville et.al. 2014). Els nivell de sCD40L s’han detectat augmentats en
pacients amb sindrome nefrotic corticodepenent i corticoresistent, i en especial en el
subtipus histologic de glomeruloesclerosi focal i segmentaria, respecte els controls
sans (Doublier.et.al. 2017). Encara es desconeix quin és el paper exacte que juga

aguest complex en la patogénia de la sindrome nefrotica.

Activacié de l'epitel-li parietal

Les cel-lules epitelials parietals (PECs) en condicions normals es troben situades a
I'interior de la capsula de Bowman, formant una capa de cel-lules epitelials plana, en
continuitat amb les cél-lules epitelials tubulars al pol urinari i amb els podocits al pol
vascular. Les PECs i els podocits durant la glomerulogénesi s’originen d’'un progenitor
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mesenquimal comu i posteriorment es diferencien en fenotips diferents. Varis estudis
han suggerit que les PECs juguen un paper important en el procés de repoblacié de
podocits (Lim et.al. 2016). Quan les PECs s’activen, canvien de morfologia, formant un
citoplasma més gran i un nucli rodd, i migren des de la capsula de Bowman fins a
l'interior del glomérul on sintetitzen matriu contribuint a I'esclerosi mesangial (Smeets
et.al. 2011). Les PECs activades son reconegudes per immunohistoquimica amb
'expressid de marcadors “de novo” com el CD44 i el CD9 (Pinto et.al. 2017). Les
PECs han estat implicades en la patogénia de varies glomerulopaties entre les que es
troben la glomerulonefritis rapidament progressiva i la GFS (Sicking et.al. 2012).
L’activacio de les PECs en la sindrome nefrotica idiopatica, sembla ser exclusiva de
les formes de GFS, pel que pot ser una eina potencial per a la diferenciacié precog de
GFS de la nefropatia de canvis minims (Smeets et.al. 2014) i la detecci6 precog de la

recidiva de GFS en l'ingert renal (Fatima et.al. 2012).

CLCF-1

La Cardiotropine-like cytokine (CLCF-1) és una citoquina que forma part de la familia
de la IL-6 i és secretada a nivell circulatori en forma de complex amb dos proteines:
cytokine receptor-like factor-1 (CRLF1) o el receptor soluble alpha pel factor ciliar
neurotropic (sSCNTF Ra). EIl sCNTF Ra esta implicat en activitats reguladores a nivell
neuronal, aixi com en altres cél-lules, com els adipocits, cél-lules musculars, osteocits
o cél-lules retinianes (Pasquin et. al. 2015). A nivell renal, estudis in vitro demostren la
implicacié de CLCF-1 i CRLF1 en la nefrogénesi (Schmidt-Ott et.al. 2005). En models
experimentals, CLCF-1 augmenta la permeabilitat glomerular de l'albumina de la
mateixa manera que el serum de pacients amb glomeruloesclerosi focal i segmentaria
recurrent, aixi com activa la via de senyalitzaci6 de JAK2/STAT3. Per contra,
I'heterodimer CLCF1-CRLF1 bloqueja I'efecte de CLCF-1 i del sérum de pacients amb

GFS, tenint d’aquesta manera una funcié protectora (Sharma et.al. 2015). Es precisen
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més treballs que estudiin la funcié d’aquestes citoquines i la implicacié en la patogénia

de la GFS.

Nefropatia membranosa

Receptor tipus M de fosfolipasa 2

La Nefropatia membranosa és la forma primaria de sindrome nefrotica idiopatica més
frequent en 'adult. Esta causada pel dipdsit d’'immunocomplexes en I'espai subepitelial
entre la membrana basal i el podocit. El receptor tipus M de la fosfolipasa A2 (PLA2R)
és el primer antigen podocitari que s’ha identificat en els malalts amb NM idiopatica. El
PLA2R és una glicoproteina transmembrana tipus | que forma part de la superfamilia
de lectines tipus C similar al receptor de manosa (Beck et.al. 2009), s’encarrega de
transmetre senyals intracel-lulars després de la uni6 amb varies fosfolipases A
solubles (Zvaritch et.al. 1999). S’han identificat anticossos anti-PLA2R de tipus 1gG4
que es consideren especifics de la NM primaria. S’han aillat aquests anticossos en un
60-70% dels pacients amb NM primaria i s’ha vist que estan relacionats amb [I'activitat
clinica de la malaltia sent un bon marcador de resposta al tractament en aquests
malalts (Hoxha et.al. 2011). El paper que juguen els anticossos anti-PLA2R en la

patogenia de NM és encara desconegut.

THSD7A

El “Thrombospondin type-1 domain-containing 7A” (THSD7A) ha estat el segon
autoantigen podocitari implicat recentment en la nefropatia membranosa primaria de
I'adult (Tomas NM et.al. 2014). El THSD7A és la forma soluble d’'una N-glicoproteina
associada a membrana, que és expressada pel podocit. Models experimentals han
demostrat que la infusié en rates d’anticossos anti-THSD7A procedents de malalts
amb NM, doéna lloc a proteinuria i laparici6 de lesions histo-morfologiques
caracteristiques del patr6 de NM (Tomas NM.et.al. 2016). La prevalenca d’anticossos
anti-THSD7A en pacients anb NM oscil-la entre 1-10%, segons els estudis, sent major
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en aquells pacients amb anti-PLA2R negatius (Ren S.et.al. 2018). No s’ha trobat
correlacio entre els anticossos anti-THSD7A amb el grau de proteindria o la resposta
clinica al tractament (Hoxha et.al. 2016). Algun estudi ha relacionat la preséncia d’anti-
THSD7A en NM amb major risc de recurréncia en el post-transplant (Tomas NM. et.al.

2016), aixi com major risc de desenvolupament de cancer (Hoxha E. et.al. 2016).

NELL-1

Aquest és un nou antigen identificat en 16% pacients amb NM primaria negatius per
PLA2R i THSD7A (Sethi et.al. 2020). NELL-1 codifica per una proteina de 90 KDa,
“Neural epidermal growth factor-like 1°, que és coneguda per estar altament
expressada en osteoblasts. A nivell renal, NELL-1 es troba principalment en els tubuls i
en menor proporcié a nivell glomerular i s’expressa a nivell histopatologic amb
positivitat per 1gG1. La relacié entre NELL-1 i el cancer encara esta pendent per

determinar (Sethi et.al. 2020).

2.9. Paper de lalesi6é endotelial en la SNI

La implicacié de la disfunci6é endotelial en la sindrome nefrotica va ser descrita al 1995
per Stroes et. al. per primer cop, els qual van detectar una alteracio de la vasodilatacio
de l'endoteli en pacients amb proteindria en rang nefrotic. Estudis posteriors han
corroborat aquest dany endotelial en pacients amb sindrome nefrotica, establint una

correlacié amb 'augment de risc cardiovascular que presenten (Zhang et.al. 2012).

La disfuncié endotelial correspon a una fase primerenca de I'aterosclerosi deguda a
alteracions de molécules vasoactives (Rubanyi, 1993). Estudis in vitro han detectat
que l'exposici6 de LDL oxidat a les cél-lules endotelials produeix I'alliberament de
varies molécules d’adhesio tals com VCAM, ICAM, selectines i factor de Von

Willebrand (Ross R. 1998).
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Varis estudis han evidenciat una disfunci6 endotelial en pacients amb sindrome
nefrotica. En adults amb sindrome nefrotica s’ha detectat una alteracié de la dilatacio
mediada per fluxe de l'arteria braquial, trobant-se disminuida (Watts et.al.2001) i una
elevacio de trombomodulina i altres marcadors de lesié endotelial com ICAM, VCAM,
P-selectina i L-selectina (Malyszko et.al. 2002). En nens amb SN en fase de brot, s’ha
detectat una elevaci6é de marcadors de lesio endotelial tals com el factor de Von
Willebrand (FvW), I'activador tisular del plasmindgen (t-PA), l'inhibidor de l'activador
del plasminogen 1 (PAI-1) i la forma soluble de la trombomolunina (sTM) (Tkaczyk
et.al. 2007; Sharma et.al. 2014) i es relacionen amb l'activitat de la malaltia, mantenint-
se elevats en pacients amb sindrome nefrotic corticoresistent i disminuint en aquells

gue assoleixen la remissio.

La causa de la disfuncié endotelial en els pacients amb SN és, per ara, desconeguda.
La dislipémia ha estat proposada per alguns estudis com a probable desencadenant
del dany endotelial (Watts et.al.2001), s’ha objectivat que els nivells de marcadors
endotelials es correlacionen de forma positiva amb LDL i colesterol (Sharma

et.al.2014).

2.10. Respostainflamatoria en la SNI

Malgrat que la fisiopatologia de la sindrome nefrdtica sigui encara desconeguda, hi ha
evidéncies de que la resposta inflamatoria hi pugui tenir un paper rellevant. La
resposta a farmacs moduladors del sistema immune (corticoides i immunosupressors)
i 'evidencia de que la proteinudria indueix la secrecié de citocines pro inflamatories que
afavoreixen el reclutament de leucocits i conseqientment la inflamacié renal en

aquests pacients, recolzen aquesta hipotesi (Camici M. 2007).

La resposta de fase aguda inflamatoria esta estimulada per I'alliberament de citocines
pels mondcits activats, macrofags o cél-lules endotelials, entre les quals hi ha IL-1, IL-6
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i el factor de necrosi tumoral (TNFa). Aquestes citocines proinflamatories son
inductores d’una reaccié multisistémica, estimulant la secrecié de proteines reactants

de fase aguda pels hepatocits. (Van Deventer, 1990).

Varis estudis experimentals, s’han centrat en I'analisi del nivell seric dels principals
mediadors implicats en la resposta inflamatoria en els malalts amb sindrome nefrotica,
obtenint resultats discordants (Shimoyama H. 2004; Bustos C. 1994; Printza N. 2008;
Neuhaus T. 1995; Kanai T. 2010; Suranyi M.G. 1993; Cho M. 2003; Daniel V. 1997;
Rizk M.K. 2005). En alguns, s’han descrit una elevacié dels nivells de IL-6, IL-1 y TNF-
a (Bustos C. 1994; Suranyi M.G. 1993; Rizk M.K. 2005) pero en d’altres els nivells
d’'aquestes mol-lécules no van ser superiors als dels controls sans (Shimoyama H.
2004; Kanai T. 2010; Cho M. 2003; Daniel V. 1997). Tots els estudis coincideixen en
detectar nivells de citocines baixos en pacients amb sindrome nefrotica en remissio,
comparables als dels controls sans, excepte en un estudi en el que es descriuen
nivells de IFNy i IL-4 més elevats en aquests pacients (Neuhaus T. 1995). Els resultats
dispars obtinguts, podrien explicar-se per les diferents metodologies i técniques

utilitzades per la mesura dels nivells de citocines (Araya C.E. 2006).

Fins ara, no s’ha realitzat un estudi integrat sobre 'activacié de la resposta inflamatoria
en la fase aguda en pacients amb sindrome nefrotica i valorar si aquesta es modifica

segons la presentacio histologica, presentacio clinica o I'evolucio a llarg termini.
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3. HIPOTESIS

La patogenia de la Sindrome nefrotica primaria és desconeguda. S’ha postulat que un
factor circulant de permeabilitat vascular podria ser el responsable d’aquesta afectacié
glomerular (Gentili A. 1954) pero la recerca que s’ha fet fins al moment no ha estat
concloent. Es creu que la lesié primaria té lloc al podocit i s’associa, en grau variable, a

una disfuncié endotelial.

El suPAR és un dels potencials factors circulants que havia estat implicat en la
patogenia de la GFS en un inici (Wei et.al. 2011), pero que estudis posteriors han
demostrat que no és especific de cap patré histopatologic determinat (Kronbischler A.
2016; Meijers B. 2014; Spinale JM. 2015). Paral-lelament, el SUPAR ha estat descrit
com a marcador de dany cardiovascular i aterosclerosis (Sehesdet et.al. 2011), fet que
podria explicar el perqué els nivells de suPAR estan elevats en alguns pacients amb
SNI.

Aixi mateix, valorant la resta potencials biomarcadors estudiats fins el moment,
s’objectiva que una gran part d’aquests estan també implicats en l'activacié de la
resposta inflamatoria, fet que podria tenir un paper rellevant en la valoracié inicial i el

maneig d’aquests pacients.

A l'espera de trobar biomarcadors indirectes caracteristics de cada patré
histopatologic, la biopsia segueix sent I'eina per fer el diagnostic diferencial dels
pacients amb SNI. Els patrons histopatologics més prevalents en el SNI sén la NCM i
GFS. En alguns casos, la seva diferenciacid histologica és un repte per la distribucié
segmentaria de les lesions. L’activacio de les PECs, com s’ha descrit anteriorment,
podria ser una eina que augmenti la sensibilitat en el diagnostic d’aquests pacients

(Sicking et.al. 2012).

Amb tot el que s’ha comentat préviament sorgeixen les seglients hipotesis:
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El suPAR, podria ser un marcador de disfuncié endotelial en comptes d'un
marcador especific de GFS i aixi explicar la seva preséncia en pacients amb
diferents patrons histologics.

L’activaci6 de la resposta inflamatoria podria tenir un paper rellevant en la
patogénia de la sindrome nefrotica i podria explicar les diferencies
clinicoanalitiques i de pronaostic entre els pacients.

L’activacié de les PECs podria ser un predictor preco¢ d’una possible evolucié a

GFS en malalts amb SNI i histologia renal normal.
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4. OBJECTIUS

A partir de les hipotesis prévies s’han plantejat quatre objectius generals compostos

per varis objectius especifics, com s’especifica a continuacio:

4.1. Primer objectiu

Analitzar els nivells de suPAR plasmatics en el debut dels pacients amb Sindrome
nefrotica ldiopatica entre els diferents patrons histologics (NCM, GSF i NM) i els

controls sans.

Dins d’aquest objectiu, es composen els seglients objectius especifics:

- Estudiar la relacié dels nivells de suPAR amb els marcadors de disfuncio

endotelial (Factor de Von Willebrand, E-selectina, SCD-138 i V-CAM) .

- Comparar el grup de pacients amb nivells de suUPAR majors en amb la resta,
per veure si presenten caracteristiques clinico-analitiques i de resposta al

tractament diferencials.

4.2. Segon objectiu

Analitzar I'estat d’activacié de la resposta inflamatoria en els malalts amb Sindrome
nefrotica idiopatica i si aquesta s’associa a variables cliniques, analitiques o

histopatologiques diferencials entre els pacients.

Dins d’aquest objectiu, es composen els seguents objectius especifics:

-Analitzar les caracteristiques cliniques, bioquimiques i histopatologiques dels pacients
amb SNI associats als nivells serics de les proteines relacionades amb la inflamacio

(Hx, Hgl, IL-6, SUPAR, TNFa i IFNy).
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- Analitzar si l'activacio de la resposta inflamatoria en els malalts amb NCM i GFS

s’associa amb la corticoresisténcia.

4.3. Tercer objectiu

- Recerca d’endotips de pacients amb GFS idiopatica, integrant variables inflamatories

i immunologiques mitjancant I'analisi de cluster.

- Analitzar I'associacioé entre aquests endotips i la resposta a la corticoterapia.

4.4. Quart objectiu

Analitzar si I'expressié de CD44 de I'epitel-li parietal en pacients amb sindrome nefrotic
secundari a NCM amb patré histoldogic normal, es correlaciona amb la presentacio

clinica, la resposta al tractament amb corticoides i I'evolucio a llarg termini.
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5. METODES

Amb la finalitat de respondre els objectius plantejats, s’han dut a terme quatre estudis.
Tots els estudis es van realitzar seguint els parametres establerts per la declaracié de
Helsinki i els protocols dels estudis van ser aprovats pels comités d’ética dels
respectius centres participants.

A continuacié es detalla la metodologia utilitzada en cada estudi per poder respondre

cada objectiu plantejat préviament.

5.1. Métodes estudi 1

5.1.1. Seleccié de pacients i disseny de I’estudi

Estudi observacional i transversal en el que s’han inclos pacients diagnosticats de SNI
secundaria a NCM, GFS o NM per bidpsia renal del 2012 al 2018 en dos hospitals de

tercer nivell.

Els criteris d’inclusioé van ser: 1.-Debut de SNI i recol-leccié de les mostres previ inici
de qualsevol tipus de tractament (corticoesteroids, immunosupressors, antagonistes
del receptor Il de I'angiotensina, antagonistes del receptor de I'aldosterona i estatines).
2.- Disposar de diagnostic histologic de NCM, GFS o NM. 3.- Abséncia de causes
secundaries causants de la SN: consum de drogues dabus i processos
limfoprofileratius en malalts amb NCM; reducci6 de la massa renal, obesitat morbida,
nefropatia associada a VIH, abus d’heroina o cocaina, infeccid per parvovirus B-19,
consum d’analgeésics, bifosfonats o interferd, reflux vesico-ureteral o apnea obstructiva
del son en pacients amb GFS. 4.- Descartar SN d’origen genétic a tots els pacients
gue van presentar corticoresisténcia i eren menors de 35 anys, aquest es va realitzar

utilitzant un panell genétic préviament validat (Bullich G.et.al., 2018).

Es va incloure paral-lelament un grup control sa emparellat en edat i sexe d’'una base

de dades de 450 voluntaris de donants de sang.

33



De tots els pacients inclosos i del grup control es van recollir dades epidemiologiques,
clinigues i bioquimiques i es van determinar els nivells en serum de suPAR i de varis
marcadors d’activacié endotel-lial (Factor de Von Willebrand, Syndecan, V-CAM i E-

selectina).

5.1.2. Determinacions bioquimiques

Les mesures de creatinina sérica es van realitzar mitjancant assaig enzimatic, tracable
a l'espectrometria de masses amb dil-lucié isotdpica (IDMS) (Hitachi Modular P-800
Roche Diagnostics, Germany). La taxa de filtrat glomerular (TFG) estimada es va
calcular mitjancant la formula CKD-EPI en adults i 'equacié de Schwartz modificada en
nens (Schwartz GJ. 2009). Les mesures de suPAR i dels marcadors endotelials es van
realitzar mitjangant kits ELISA comercials: Human uPARQuantikineVR ELISA kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), syndecan-1 (Abcam, Cambridge, UK), VWF
(antibodies-online GmbH, Aachen, Germany), VCAM-1 (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) | E-selectin (Abcam, Cambridge, UK). La reproductibilitat de les mesures de
suPAR va ser estudiada mitjangant I'analisi dels coeficients de variaci6 del suPAR en 3
0 més mostres obtingudes durant el brot nefrotic abans de I'inici del tractament en 11
pacients.

Per a la determinacié dels nivells d’albumina i colesterol total es van utilitzar els
procediments estandards de laboratori.

Considerant les complicacions vasculars, la trombosis venosa profunda de les
extremitats inferiors va ser diagnosticada segons criteris clinics i confirmada
posteriorment amb ecografia-doppler i la trombosis de vena renal es va diagnosticar
per ecografia-doppler amb la sospita clinical i posteriorment es va confirmar per

angiografia per tomografia computaritzada.

34



5.1.3. Estudi anatomopatologic

Les mostres de teixit renal van ser tenyides amb hematoxilina-eosina, acid periodic-
restactiu de Schiff i tricromic de Masson per a [lanalisi morfoldgic. La
immunofluorescéncia es va realitzar utilitzant anticossos contra IgA, IgG, IgM, C3,
fibrinogen i cadenes lleugeres i les tincions tenyides van ser posteriorment
processades per a l'analisi de microscopia electronica. Les lesions de GFS van ser
classificades d’acord els criteris d’Agati (D’Agati et.al., 2004). Totes les biopsies van
ser analitzades pel mateix equip de patolegs i reconfirmat el seu diagnostic

histopatologic inicial.
5.1.4. Analisi estadistic

Les variables quantitatives s’han expressat com a mitjanes + desviacions estandard i
les variables qualitatives com a proporcions. Es van comparar les diferéncies en les
proporcions utilitzant els xtest o la prova exacta de Fisher. Les diferéncies entre dues
mitjanes van ser analitzades mitjancant la prova t de Student per les dades
independents. Les diferéncies entre més de dues mitjanes van ser analitzades
mitjangant I'analisi de varianga. La correlacié entre variables quantitatives va ser
analitzada utilitzant el coefficient de correlacié de Pearson. Per identificar les variables
independents associades amb els nivells de suPAR i aquelles associades amb les
diferents molécules endotelials, es va dur a terme un analisi de regressié Unica
introduint les variables depenents després d’'una transformacié logaritmica. Totes les
variables amb valors de p inferiors a 0.05 en l'analisi de regressié Unica van ser
introduides en un analisi de regressié lineal mdultiple. Es va considerar com
estadisticament significatiu, tot valor de p <0.05. Els calculs estadistics es van realitzar

utilitzant el software SPSS 20.0.
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5.2. Métodes estudi 2

5.2.1. Seleccié de pacients i disseny de I’estudi

Estudi observacional de tall transversal en el que es van incloure pacients amb SNI
secundari a NCM, GFS o NM, diagnosticats entre el 2012 y 2019 en els serveis de

Nefrologia de tres hospitals terciaris.

Els criteris d’inclusié dels pacients a I'estudi van ser: 1.-Debut de SNI i recol-leccié de
les mostres previ inici de qualsevol tipus de tractament (corticoesteroids,
immunosupressors, antagonistes del receptor Il de l'angiotensina, antagonistes del
receptor de l'aldosterona i estatines). 2.- Disposar de diagnostic histologic de NCM,
GFS o NM. 3.- Abséncia de causes secundaries causants de la SN: consum de
drogues d’abus i processos limfoprofileratius en malalts amb NCM; reduccié de la
massa renal, obesitat morbida, nefropatia associada a VIH, abls d’heroina o cocaina,
infeccié per parvovirus B-19, consum d’analgésics, bifosfonats o interfero, reflux
vesico-ureteral o apnea obstructiva del son en pacients amb GFS. 4.- Descartar SN
d’origen genétic a tots els pacients que van presentar corticoresisténcia i eren menors
de 35 anys, aquest es va realitzar utilitzant un panell geneétic previament validat

(Bullich G.et.al., 2018).

Tant el diagnostic de la SN, com els criteris de resposta al tractament per classificar
els malalts en corticosensibles com corticoresistents es van realitzar d’acord a les

recomanacions indicades a les guies KDIGO (Eknoyan G. et.al. 2012).

Els pacients van ser comparats amb un grup control de 50 individus sans, emparellats
en edat i sexe, seleccionats d’'una base de dades electronica en la que s’inclouen
dades demografiques i es disposa d’'un biobanc amb mostres de sérum obtingudes de

450 donant de sang de voluntaris sans.
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5.2.2. Determinacions bioquimiques

La creatinina sérica es va medir mitjangant un metode compensat IDMS tragable
(Hitachi Modular P-800 Roche Diagnostics, Germany). La taxa de filtrat glomerular
(TFG) estimada es va calcular mitjancant la formula CKD-EPI en adults i 'equacioé de
Schwartz modificada en nens (Schwartz GJ. 2009). Les determinacions de Hx es van
realizar mitjancant nefelometria (Coulter Biotek, Berlin, Germany). El nivell de Hgl, IL-6,
SUPAR i sIL1IR es van mesurar mitjangant ELISA (Quantikine R&D Systems, Inc,
Minneapolis, USA). El nivell de TNFa i IFNy, es van mesurar utilitzant el sistema
MILLIPLEX® MAP (catalogue number HCYTOMAG-60K Millipore Corporation,
Missouri, USA). Per analitzar la reproductibilitat de les mesures, en una mostra de 30
malalts, es van realitzar tres 0 més determinacions durant la fase de brot nefrotic previ
a l'inici del tractament, apreciant-se coeficients de variacio inferiors als 13% entre elles,

per a totes les molécules estudiades.

5.2.3. Estudi anatomopatologic

Les biopsies van ser tenyides amb hematoxilina-eosina, PAS-meteanamina y
tricromico de Masson per [l'analisi morfologic i es van realitzar estudis d’
inmunofluorescencia amb anticossos en front a IgA, 1gG, IgM, C3, fibrindogen i cadenes
lleugeres i processades per estudi amb microscopia electronica. Totes les biopsies van
ser analitzades pel mateix equip de patdlegs i reconfirmat el seu diagnostic

histopatologic inicial.

5.2.4. Analisi estadistic

Les variables quantitatives s’expressen com la mitjana * una desviaci6 estandard i les
qualitatives com a proporcio. Les comparacions de mitjanes entre grups per les dades
independents es van realitzar mitjancant la prova de T de Student en el cas de dos
mitjanes o I'analisi de varianga, amb la correccié de Bonferroni, en el cas de més de

dos mitjanes. La comparacio entre variables categoriques es va realitzar mitjancant la
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prova de Khi-quadrat. L’associacié entre variables quantitatives es va analitzar
mitjancant el coeficient de correlacié de Pearson. Després de classificar als malalts
amb NCM o GFS en funcié de la resposta al tractament amb corticosteroides, es va
realitzar, en primer lloc, un analisi univariat per analitzar les diferencies entre ambdos
grups i, en segon lloc, amb les variables gquantitatives en les que es van apreciar
diferencies significatives en funcié de la resposta al tractament, es va realitzar un
analisi mitjancant corbes ROC, utilitzant I'index de Youden per a la selecci6é del valor
de referencia optim (Youden W.J.et. al. 1950). Finalment, es va realitzar un analisi de
regressio logistica pas a pas amb la introduccié manual de variables, per identificar les
variables independentment associades amb la resposta al tractament amb
corticoesteroids. Per comparar els models logistics obtinguts, es van calcular I'index
de milloria de la discriminacié (IDI) i I'index de milloria de la reclassificacié (NRI)
(Pencina JM. et.al. 2008). Es va considerar significatiu tot valor de p<0.05. Els calculs

estadistics es van realitzar utilitzant el programa SPSS versi6 20.0.

5.3. Métodes estudi 3

5.3.1. Seleccio de pacients i disseny de I’estudi

Estudi observacional que inclou pacients amb SNI secundaria a GFS diagnosticats per
biopsia renal entre el 2012 i el 2019 de 5 hospitals terciaris de referéncia.

Els criteris d’inclusié per a I'estudi van ser: 1.- Pacients amb SN en brot secundari a
GFS, confirmat per biopsia renal. 2.- Abséncia d’etiologies secundaries seguint un
estudi protocol-litzat: reducci6 de la massa renal, obesitat morbida, nefropatia
associada a VIH, abus d’heroina o cocaina, infeccié per parvovirus B-19, consum
d’analgeésics, bifosfonats o interferd, reflux vesico-ureteral o apnea obstructiva del son.

3.- Abséncia d’historia familiar de nefropatia i 4.-Abséncia d’inici de tractaments amb
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corticosteroides, immunosupressors, bloquejadors del receptor de la angiotensina Il o
estatines en el moment de la presa de mostres de sang | d’orina.

Els pacients amb glomerulopatia esclerosant van ser exclosos.

La definicié de SNI aixi com els criteris de seguiment de resposta al tractament s’ha
realitzat d’acord les recomanacions de les guies KDIGO 2012 (Eknoyan G. et.al.

2012).

5.3.2. Determinacions bioquimiques

Els nivells de creatinina sérica es van mesurar pel metode compensat de IDMS-
tracablem (Hitachi Modular P-800 Roche Diagnostics, Germany). La taxa de filtrat
glomerular (TFG) estimada es va calcular mitjangant la formula CKD-EPI en adults i
'equacié de Schwartz modificada en nens (Schwartz GJ. 2009). Les determinacions
de Hx i Hgl es van realitzar mitjancant nefelometria (Coulter Biotek, Berlin, Germany).
El CD80 urinari es va mesurar mitjangant ELISA (Human CD80 ELISA Kit (B7-1)
(ab256392), Cambridge, UK). Els nivells sérics de IL-6 i SUPAR van ser mesurats per
ELISA (Quantikine R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA). El nivell de TNFa i IFNy, IL-
17, IL-12 i IL-23, van ser mesurats utilitzant el MILLIPLEX® MAP system (catalog
number HCYTOMAG-60K Millipore Corporation, Missouri, USA. Els subtipus de
cél-lules T helper I T reguladores van ser analitzats de mostres de sang periférica. Les
cél-lules van ser incubades amb anticossos monoclonals conjugats amb diferents
fluorocroms, a la dilucid6 | concentracid corresponents, i van ser analitzats per
citometria de fluxe (FACSCanto, Becton Dickinson, San Jose, Ca, USA) utilitzant els
segients anticossos monoclonals: anti CD3, anti CD4, anti CXCR3, anti CCR4, anti
CCR6, anti CD25, anti hCD127, anti FoxP3 i anti CD45RO (FACSCanto, Becton

Dickinson, San Jose, Ca, USA).

39



Els subtipus de cél-lules T helper | T reguladores van ser definits d’acord amb els

patrons de tincié per citometria de flux multicanal (Duhen et.al. 2012; Mahnke, Y. et al.

2013).

Thi CD3+ CD4+ CXCR3+ CCR6-
Th2 CD3+ CD4+ CXCR4+ CCR6-
Thi7 CD3+ CD4+ CXCR4+ CCR6+

Th1-17 CD3+ CD4+ CXCR3+ CCR6+

T regs CD4+ CD25+ hCD127- CD45R0O+ CCR4+ Foxp3+

5.3.3. Estudi anatomopatologic

Les biopsies van ser tenyides amb hematoxilina-eosina, PAS-meteanamina y
tricromico de Masson per [l'analisi morfologic i es van realitzar estudis d’
inmunofluorescencia amb anticossos en front a IgA, 1gG, IgM, C3, fibrindogen i cadenes
lleugeres i processades per estudi amb microscopia electronica. Totes les bidpsies van
ser analitzades pel mateix equip de patolegs i reconfirmat el seu diagnostic

histopatologic inicial.

5.3.4. Analisi estadistic

Les variables quantitatives s’han expressat com a mitjanes + desviacié estandard. Per
a les variables dicotomiques, es va realitzar un test de Khi-quadrat per determinar la
diferéncia entre grups. La distribucié de les dades va ser testada per la normalitat
utilitzant el test de Kolmogorov-Smirnov o el test de Shapiro-Wilk. L’analisi de varianca
es va utilitzar per avaluar la variabilitat significativa entre més de dos grups i la prova
T-student de dues cues no aparellada per a les comparacions entre grups. Es va
considerar significacié estadistica tota p < 0.05, ajustada per la correccié de Bonferroni
per a comparacions multiples. Es van analitzar 23 varibles diferents relacionades amb

la resposta inflamatoria, nivells d’interleuquines i polaritzacié de les cél-lules T helper.
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Es va realitzar un analisi per components principals incloent totes les variables i vam
retenir els components significatius amb un valor propi 21.

Per I'analisi de cluster, les variables continues van ser estandarditzades utilitzant els z
scores. Es va realitzar una rotacié ortogonal amb la normalitzacié de Kaiser i
Unicament les variables amb carregues superiors a 0.4 es van conservar.
Posteriorment, els pacients es van distribuir en grups utilitzant I'algoritme K-means
basat en la relacié de correlacié i 'analisi mixta dels components principals. EI nombre
optim de clusters va ser determinat pel paquet programari de NbClust in R. La
imputacié dels valors que faltaven es va realitzar amb el métode k-Nearest Neighbour i
la regressio iterativa robusta utilitzant el programari VIM. Es van descartar aquells
pacients amb >10% amb falta de dades. Després de classificar els pacients d’acord a
la seva resposta al tractament amb corticosteroides, es va realitzar un analisi univariat
per analitzar les diferéncies entre els dos grups. Els valors de tall de les variables
guantitatives associades amb la resposta al tractament van ser calculades amb les
corbes ROC, utilitzant I'index de Youden per seleccionar el valor optim. La relacio
entre la resposta als corticosteroids i el tipus de clister es va analitzar mitjant¢cant el

test de Khi-quadrat.

5.4. Métodes estudi 4

5.4.1. Seleccié de pacients i disseny de I’estudi

Estudi de cohort retrospectiu multicéntric. S’han inclds pacients pediatrics i adults amb
SNI secundari a NCM diagnosticats per biopsia renal entre el 2003 i 2019 en quatre

hospitals de tercer nivell de referéncia.

Els criteris d’inclusié per a I'estudi van ser: 1.- Pacients amb SNI secundaria a NCM
confirmada per biopsia renal. 2.- Abséncia d’etiologies secundaries seguint un estudi

protocol-litzat: consum de drogues d’abus i processos limfoprofileratius. 3.- Abséncia
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d’historia familiar de nefropatia i 4.-Abséncia d'inici de tractaments amb
corticosteroides, immunosupressors, bloquejadors del receptor de la angiotensina Il o
estatines en el moment de la presa de mostres de sang i d’orina en el debut de la SNI.
Es van recollir dades demografiques, cliniques i bioquimiques del moment del
diagnostic del SNI i del moment actual. Es van recollir les indicacions per la practica de
biopsia renal, el tractament de primera linea utilitzat incloent la dosi i el temps de
durada de la corticoterapia, la resposta al tractament amb corticoides, el temps de
seguiment des del diagnostic i 'evolucié de la funcié renal durant aquest periode. Es
van revisar els arxius dels departaments d’anatomia patologica o biobancs de cada
centre participant, per conéixer la disponibilitat de blocs de parafina de les biopsies
renals per als estudis immunohistoquimics.

La definicié de SNI aixi com els criteris de seguiment de resposta al tractament, es van
realitzar d’acord les recomanacions de les guies KDIGO 2012 (Eknoyan G. et.al.
2012). Es van enregistrar els pacients que van evolucionar a malaltia renal cronica
moderada o severa (estadis 3-5) definida per TFG<60 ml/min/1.73m2 durant més de 3

mesos, d’acord les definicions de les guies KDIGO (Eknoyan G. et.al. 2013).

5.4.2. Determinacions bioquimiques

Els nivells de creatinina sérica es van mesurar pel metode compensat de IDMS-
tracablem (Hitachi Modular P-800 Roche Diagnostics, Germany). La taxa de filtrat
glomerular (TFG) estimada es va calcular mitjangant la formula CKD-EPI en adults i
'equacié de Schwartz modificada en nens (Schwartz GJ. 2009). En els pacients
pediatrics la proteinuria es va enregistrar en Q proteina/creatinina (mg/mg) i en adults

es va enregistrar com a gr/24h.
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5.4.3. Estudi anatomopatologic

Totes les biopsies renals es van centralitzar al mateix centre (Hospital Arnau de
Vilanova) i van ser analitzades pel mateix equip d’anatomo-patolegs i reconfirmat el
seu diagnostic histopatologic inicial. Les biopsies renals van ser tenyides amb
hematoxilina i eosina, PAS i tricromic de Masson per 'analisi morfologic i els estudis
d'immunofluorescéncia es van dur a terme amb anticossos envers IgA, 1gG, IgM, C3,
fibrindbgen i cadenes lleugeres i van ser processat per a l'estudi de microscopia

electronica.

Dels blocs de teixit renal inclosos en parafina i fixats amb formalina (FFPE) es van
prendre mostres amb seccions de 3um de gruix, assecats durant 1h a 65° abans del
procediment de pre-tractament de desparaffinitzacio, rehidratacié i recuperacié
d'epitops en el Modul de Pre-Tractament, PT-LINK (Agilent Technologies-DAKO,
Santa Clara, United States) a 95°C durant 20 min a 50x Tris/EDTA buffer, pH 9. Abans
de tenyir les seccions, es va fixar peroxidasa endogena. L’anticos utilitzat pel marcatge
de CD44 va ser (dilucié 1:100, clone 156-3C11, ABCAM, Cambridge, UK). Després de
la incubacié amb l'anticd primari, la reaccié es va visualitzar amb EnVisionTM FLEX
Detection Kit (Agilent Technologies-DAKO, Santa Clara, United States) utilitzant
cromogen de diaminobenzidina com a substrat. Les seccions es van contratenyir amb
hematoxilina. També es van analitzar controls negatius que no incloessin cap anticos

primari.

5.4.4. Analisi estadistic

Les variables quantitatives es van expressar com a mitjanes +1 desviacié estandar i
les variables qualitatives es van expresar com a proporcions. Les diferéncies entre les
dues mitjanes es van analitzar mitjancant el test T-Student per a les dades

independents. Les comparacions entre les proporcions es van realizar mitjangant el
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test de Khi-quadrat o el test exacte de Fischer. Es va realizar un analisi de regressio
logistica per estudiar I'associacié entre la tincid per CD44 de les PECs i la resposta a
la corticoterapia. Es van realitzar analisis de riscos proporcionals De Kaplan-Meier i
Cox per avaluar l'associacié entre la tinci6 C44 i I'evolucié a malaltia renal crénica
moderada/severa. Un valor de p<0.05 va ser considerat com a estadisticament

signigicatiu. Els calculs estadistics es van dur a terme utilizar el software SPSS 20.0.
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6. RESULTATS

Els resultats que s’exposen a continuacio estan agrupats en funcié de cada estudi que

respon a un dels objectius plantejats préviament.

6.1. Estudil

6.1.1. Caracteristiques de la poblacié estudiada

El grup d’estudi consta de 152 pacients amb SNI secundaria a GFS (n=49; 32%), NCM
(n=57; 38%) o NM (n=46; 30%). La taula 1 resumeix les caracteristiques
demografiques, cliniques i bioquimiques dels pacients inclosos a I'estudi i dels 50
controls sans seleccionats. No es van observar diferéncies en edat i sexe entre els
diferents grups. Tampoc es van trobar diferéncies significatives amb la TFG entre els
diferents grups, excepte en els pacients amb NCM que presentaven TFG majors
respecte aquells amb GFS. 16 pacients (10.5%) van desenvolupar trombosi venosa
independentment del diagnostic histologic. Considerant les caracteristiques
bioquimiques, els pacients amb NCM van presentar majors nivells d’albumina que
aguells amb GFS i NM, mentre que els pacients amb NM van presentar uns nivells de

proteindria significativament majors que la resta de dos grups de pacients.

En comparacié amb el grup control, el pacients amb GFS van presentar majors nivells
de FVW, els pacients amb NCM i GFS majors nivells de suPAR i tots els grups de
malalts nivells significativament majors de VCAM-1, E-selectiva i Syndecan-1. Els
nivells de suPAR i marcadors endotelials van ser molt variables segons el grup; no
obstant aix0, es van trobar diferéncies significatives per a tots ells, excepte per FVW.
En particular, els nivells de VCAM-1 van ser majors en els pacients amb GFS respecte
aquells amb NCM i els nivells de E-selectina van ser majors en els pacients amb GFS
respecte els altres dos grups. Els nivells de Syndecan-1 van ser menors en pacients
amb NM en comparacié amb els altres dos grups i els nivells de suPAR van ser

menors en els pacients amb NM en comparaci6 amb aquells amb GFS.
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Taula 1

GFS (N=49) NCM (N=57) NM (N=46) &02”;5‘)"5 pl p2 p3 p4 p5 p6
Caracteristiques demografiques
Edat (anys), mitjana (IQ 25-75) 50.3 (14-65) 48.4 (13-61) 45.5 (29-79) 46.4 (16-78) 0.600  0.300 0.500 0.400 0.600 0.800
Sexe masculi, No. (%) 38 (22.4) 54 (94.7) 16 (34.8) 27 (54) 0.879 0.691
Caracteristiques cliniques
Trombosi venosa, No. (%) 6 (12.2) 4 (7.0) 6 (13.0) 0 (0.0) 0.070 0.070 0.070 - - -
TFG (mL/min/1.73 m?), mean (SD) | 90.5 (24.7) 102.5 (16.4) 94.4 (15.5) 94.1 (16.7) 0.049 1.000 0.590 1.000 0.320 1.000
Caracteristiques bioquimiques
Proteindria (g/dL), mitiana (SD) 7.4 (3.2) 6.4 (3.0) 8.0 (3.3) 0.0 (0.0) 0.000  0.005 0.002 0.000 0.376 0.000
Alblimina (g/dL), mitjana (SD) 2.3(0.4) 2.6 (0.6) 2.2 (0.5) 4.4 (0.2) 0.002  0.317 0.000 0.000 0.000 0.000
Colesterol (mg/dL), mitjana (SD) 339.2 (140.4) 305.0 (52.6) 336.3 (22.6) 159 (38.8) 0.025 0.853 0.043 0.000 0.000 0.000
SuPAR (ng/mL), mitjana (SD) 43475 (1734.0) 3905.3 (1547.3) 3726.7 (1467.2) 3160.1 (1234.0) 0.130  0.046 0.500 0.000 0.011 0.067
FvW (ng/mL), mitjana (SD) 175.4 (79.3) 180.4 (45.7) 185.8 (43.3) 50.8 (31.6) 0.800  0.270 1.000 0.001 0.069 0.404
VCAM-1 (ng/mL), mitjana (SD) 173.5 (135.4) 118.4 (98.3) 159.0 (133.9) 36.0 (16.4) 0.009  0.509 0.560 0.000 0.000 0.000
E-selectina (ng/mL), mitjana (SD) 47.5 (13.0) 33.8 (15.4) 33.2 (15.4) 16.6 (11.7) 0.000  0.000 0.835 0.000 0.000 0.000
Syndecan-1 (ng/mL), mitjana (SD) | 198 (21.5) 197.8 (34.1) 176.3 (25.2) 38.9 (15.7) 0.960  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

pl: GFS vs.NCM; p2: GFS vs. NM; p3: NCM vs. NM; p4: GFS vs. controls; p5: NCM vs. controls; p6: NM vs. controls.
GFS: Glomeruloesclerosi focal i segmentaria; NCM: nefropatia per canvis minims; NM: nefropatia membranosa; TFG: taxa de filtrat glomerular; suPAR: receptor soluble de la urokinasa; FVW:
factor de Von Willebrand; VCAM-1: molécula de citoadhesién vascular-1
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Quan es van comparar els pacients que van presentar com a complicacié una trombosi
venosa profunda de la resta, es van objectivar diferéncies significatives a nivells de
'albumina sérica, FYW i VCAM-1: els pacients amb trombosi venosa profunda van
presentar uns nivells d’albumina inferiors i uns nivells serics de FVW i VCAM-1 majors

gue els pacients sense trombosi venosa profunda, veure la segiient taula.

Taula 2
Trombosi venosa No trombosi venosa P
(N=16) (N=136)
Caracteristiques demografiques
Edat (anys), mitjana (SD) 49.1 (21.7) 48.1 (21.7) 0.864
Sexe, No. (%)
Masculi 7 (43.7) 101 (74.3)
. 0.314
Femeni 9 (56.3) 35 (25.7)

Caracteristiques cliniques
TFG (ml/min/1.73 m?), mitjana (SD) 87.2 (21.4) 94.7 (24.7) 0.248
Caracteristiques bioquimiques
Proteinadria (g/dL), mitjana (SD) 8.1 (2.5) 7.1(3.3) 0.236
Albumina (g/dL), mitjana (SD) 2.0(0.3) 2.4 (0.6) 0.003
Colesterol (mg/dL), mitjana (SD) 332.3 (64.7) 324.6 (89.7) 0.740
SuPAR (ng/mL), mitjana (SD) 4192.7 (1672.2) 3970.4 (1592.8) 0.600
FvW (ng/mL), mitjana (SD) 238.9 (84.8) 173.5 (50.0) 0.000
VCAM-1 (ng/mL), mitjana (SD) 206.0 (142.6) 141.7 (120.3) 0.049
E-selectina (ng/mL), mitjana (SD) 42.5 (15.1) 37.5(16.0) 0.235
Syndecan-1 (ng/mL), mitjana (SD) 202.9 (37.2) 190 (28.3) 0.098

TFG: taxa de filtrat glomerular; SUPAR: receptor soluble de la urokinasa; FvW: factor de Von Willebrand; VCAM-1:
molécula de citoadhesioén vascular-1

6.1.2. Relaci6 entre les variables demografiques, cliniques i bioquimiques

A continuacio en la Taula 3 es resumeixen les correlacions entre edat, TFG i nivells de
totes les variables bioquimiques estudiades. Els nivells de suPAR es van correlacionar
de forma positiva amb I'edat i el nivell séric de tots els marcadors d’activacié endotelial
excepte E-selectina i de forma negativa amb la TFG. Les mol-lécules endotelials van
mostrar una correlacio positiva entre elles, excepte E-selectina i FVW i van presentar

una correlacié negativa amb I'albumina seérica.
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Taula 3

Matriu de correlacié entre les variables dels pacients amb SNI

Edat
SsuPAR 0.31*
FvW 0.05
VCAM-1 0.26**

E-selectina 0.12
Syndecan-1 0.08

Colesterol 0.11
AlbUmina 0.12
TFG -0.17*

Proteindria -0.02

SuUPAR

0.39**
0.43**
0.03
0.29**
-0.23
0.04
-0.39**
0.08

FvW

0.38**
0.05
0.29**
0.103
-0.23**
-0.11
-0.12

VCAM-1

0.24**
0.33**
0.11
-0.25**
-0.13
0.001

E-selectina

0.33**

0.18*
-0.39**
-0.08

0.11

Syndecan-1

0.12
-0.09
-0.07
-0.11

Colesterol

-0.34%
0.18
0.23*

AlbUdmina

-0.16
-0.41

TFG

-0.13

*p<0.05; *p<0.01

TFG: taxa de filtrat glomerular; SUPAR:

citoadhesion vascular-1

La taula 4 mostra els resultats de I'analisi multivariat dels factors demografics, clinics i

bioquimics que poden predir potencialment dels nivells sérics de marcadors endotelials

i SUPAR, només les variables amb una aportacié significativa a cada model. Tots els

models van trobar de forma significativa associacié entre els nivells sérics de totes les

mol-lecules analitzades i almenys dos factors, incloent Syndecan-1, E-selectina,

proteindria i nivells de suPAR; entre E-selectina i VCAM-1 i I'edat, I'albumina sérica i

GFS=1; i entre FVW i edat, albumina seérics i TFG. El model de regressi6 multiple

també va mostrar una associacié entre els nivells de suPAR i TFG, edat i FVW,

Syndecan-1 i VCAM-1, explicant 37.6% de la variabilitat en els nivells de suPAR

circulants.
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Taula 4

Model de regressié multiple per predir els nivells de suPAR i els biomarcadors.

deponents independents P t Sig. i

TFG -0.005 -5.2 0.000
Edat 0.003 2.37 0.019

Log suPAR FvW 0.001 2.372 0.019 0.376
Syndecan-1 0.002 2.106 0.037
VCAM-1 0.001 3.212 0.002
TFG -0.24 -3.04 0.003

Log FvW Albdmina -0.29 -3.65 0.001 0.100
Edat 0.19 1.99 0.048
GFs=1 0.18 2.16 0.032

Log VCAM-1 AlbUdmina -0.15 -1.98 0.049 0.100
Edat 0.24 2.9 0.005
GFS=1 0.39 5.8 0.000

Log E-selectina AlbUimina -0.43 -5.6 0.000 0.190
Edat 0.16 2.3 0.027
E-selectina 0.329 4.48 0.000

Log Syndecan-1 Proteindria -0.149 -1.99 0.048 0.210
suPAR 0.213 2.67 0.008

TFG: taxa de filtrat glomerular; suUPAR: receptor soluble de la urokinasa; FvW: factor de Von Willebrand;
VCAM-1: molécula de citoadhesion vascular-1; GFS: glomeruloesclerosi focal i segmentaria



6.2. Estudi 2

6.2.1. Caracteristiques de la poblaci6 estudiada

El grup d’estudi va ser de 101 pacients, es van classificar en tres grups segons els seu
patré histologic: 44 NCM, 33 GFS i 24 NM, d’aquests 20% eren pediatrics i 80% tenien
>18 anys. Inicialment, es van reclutar 133 pacients (53 NCM, 46 GFS i 34 NM), dels
guals 32 es van exloure per les segiients raons: 18 pacients havien rebut tractament
previ amb corticoids, immunosupressors, antagonistes del receptor de I'angiotensina ll,
antagonistes de l'aldosterona o estatines, 5 pacients no van donar el seu consentiment
per escrit, 5 pacients es van perdre durant el seguiment | 4 pacients van ser exclosos
perqué eren portadors de mutacions patogénigues en gens que codifiquen per
proteines de la barrera de filtraci”o glomerular (NPHS2 n:1, col-lagen Va3 n:2 i
LMB1X n:1).

Es va incloure també un grup control de 50 individus sans.

La taula 5 es resumeixen les caracteristiques demografiques, cliniques i bioquimiques
dels pacients inclosos a 'estudi i del grup control. No es van observar diferéncies en
edat, sexe, TFG, albumina sérica o proteinuria entre els tres grups de malalts. Els
pacients amb GFS van presentar nivells de PCR majors respecte els malalts amb NM.
Els nivells d’'IL-6 van ser significativament majors en pacients amb NCM en
comparacio amb aquells amb NM. Els nivells de Hx, Hgl i TNFa van ser majors en els
malalts amb NCM | GFS en comparaciéo amb els malalts amb NM, sense objectivar
diferéncies significatives entre els dos primers grups. En els tres grups de malalts amb
SNI, els nivells de Hx, Hgl, TNFa i IL-6 van ser significativament majors que en els
controls sans. Els nivells de suPAR van ser inferiors en controls sans en comparacio
amb els pacients amb NCM i GFS. Els nivells de sIL1R i IFNy van ser similars en els
tres grups de malalts | no van mostrar diferéncies significatives al comparar-los amb el

grup control.
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Taula 5

NCM GFS NM Controls pl p2 p3 p4 p5 p6
(N=44) (N=33) (N=24) (N=50)
Caracteristiques
demografiques
Edat (anys), 41.7 41.58 45.1 46.4 1 1 1 0.59 0.73 0.65
mitjana (IQ 25-75) (15-67) (17-70) (22-75) (16-75)
Sexe masculi, N (%) | 27 18 13 27 0.86 0.86 0.86 0.86 0.86 0.86
mitjana (SD) (61.3) (54.5) (54.1) (54)
Caracteristiques
cliniques
Creatinina,(mg/dl) 0.97 1.78 1.32 0.7 0.02 0.61 0.754 | 0.58 0.023 | 0.046
mitjana (SD) (0.3 (1.8) (0.5) (0.3)
TFG (mL/min/1.73 | 96.3 86.3 85.42 94.1 0.27 0.227 1.000 0.45 0.06 0.07
m?) mitjana (SD) (22.7) (24.4) (17.4) (16.7)
Caracteristiques
bioquimiques
Proteinuria  (g/dL), | 7.4 6.4 8.0 0.01 0.76 0.87 0.69 | 0.000 | 0.000 | 0.000
mitjana (SD) B2 (3.0 3.3) (0.1)
Albumina (g/dL), | 23 2.5 2.5 4.4 0.504 0.688 1.000 0.000 0.000 0.000
mitjana (SD) (0.5) (0.7) (0.6) (0.2)
PCR (mg/dL), 0.8 0.5 0.2 0.1 0.47 0.29 0.04 0.000 0.000 0.000
mitjana (SD) (0.6) (0.5) (0.1) (0.03)
sIL1R (pg/mL), 1894 2437 1772 1559 0.200 | 1.000 | 0.126 | 0.39 019 | 0.34
mitjana (SD) (710) (1375) (808) (926)
IL-6 (pg/mL, 7.2 6.9 1.8 0 1.000 0.031 0.043 0.000 0.000 0.000
mitjana (SD) [0.9-10.3] [0.4-9.8] [0.6-2.1] [0-1.6]
Hx (mg/dl), 745 662 263 102 1.000 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000
mitjana (SD) (479) (556) (128) (38)
Haptoglobina (mg/dl), | 268.9 228.5 154 98 0.384 0.000 0.043 0.000 0.000 0.000
mitjana (SD) (128.6) (121.1) (41.2) (51)
TNFa (pg/ml), 7.8 8.4 47 4.62 1.000 | 0.005 | 0.001 | 0.008 | 0.007 | 0.034
mitjana (SD) (4.3) 3.2) (3.6) (1.2)
IFNy (pg/ml), 15.8 151 13.8 16.7 1.000 1.000 1.000 0.66 0.65 0.64
mitjana (SD) (8.8) (9.2) (7.2) (5.1)
SuPAR (ng/ml), 3915 4135 3236 3160 1.000 0.303 0.097 0.028 0.041 0.38
mitjana (SD) (1216) (1522) (1055) (1234)

pl: NCM vs GFS; p2: NCM vs NM; p3: GFS vs NM; p4: NCM vs control; p5: GFS vs control; p6: NM vs control

TFG: taxa filtrat glomerular; PCR: proteina C reactiva; sIL1R: receptor soluble de la IL1; Hx: hemopexina; TNFa: factor de necrosi tumoral

Alpha; IFNy: interfer6 gamma; suPAR: receptor soluble de la urokinasa.




En la figura 1 de l'annex es mostra la distribucid de les diferents mol-lécules

analitzades en els pacients amb SNI i en el grup control.

Analitzant les associacions entre les variables estudiades, es van objectivar diferéncies
segons el tipus de patré histopatologic, tal i com mostra en les seglents taules.

En els pacients amb NCM, els nivells de Hx, Hgl, IL-6 i suPAR van estar
significativament associats entre ells. Els nivells de PCR van estar associats amb HX,
Hgl i IL-6. Els nivells de sIL1R van estar associats amb la TFG | els nivells de TNFa i
suPAR van associar-se amb la proteinuria. Els nivells de IFNy no van mostrar
associacions amb cap de les variables analitzades. (Veure taula 6)

En els malalts amb GFS, els nivells de Hx, Hgl, PCR i IL-6 es van associar entre ells.
Els nivells de Hx estaven també associats de forma positiva amb suPAR i de forma
negativa amb IFNy. Els nivells de slIL1R estaven associats amb la TFG. Els nivells de
TNFa no van presentar associacions amb cap de les variables analitzades (Veure
taula 7).

En els malalts amb NM, els nivells de Hx i Hgl estaven associats entre ells perd no
amb els nivells de IL-6 o suPAR. Els nivells de Hgl estaven associats amb els de
TNFa. Els nivells de sIL1R estaven associats amb la TFG i amb els nivells de suPAR.
El' IFNy no va mostrar associacid significativa amb cap de les variables analitzades

(Veure taula 8).
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Taula 6

Matriu de correlacions entre les variables dels pacients amb NCM. .*p<0.05; *p<0.01

Edat creatinina | TFG Albumina | Proteindria SsuPAR Hgl Hx TNFa | IFNy | IL1R IL6
Creatinina 0.32
TFG -0.84** -0.76**
AlbUumina 0.01 -0.03 0.06
Proteindria 0.07 0.02 -0.01 0.33
SuPAR 0.38* 0.22 -0.38* -0.26 0.38*
Hgl 0.05 0.08 -0.06 -0.39* 0.25 0.40*
Hx -0.09 -0.01 0.07 -0.42* 0.33 0.49** 0.82**
TNFa 0.07 -0.01 -0.037 -0.19 0.40* -0.26 0.02 0.09
IFNy -0.07 -0.04 0.018 -0.10 -0.35 -0.18 -0.11 0.05 0.18
sIL1R 0.38 0.49** -0.54 0.14 -0.09 0.27 0.19 0.09 -0.10 | -0.01
IL6 -0.35 -0.28 0.46 0.07 0.15 -0.09 0.45*% 0.49* | 0.10 -0.01 | -0.33
PCR 0.09 0.07 0.04 -0.16 0.19 0.13 0.36* 0.35* 0.17 0.04 0.28 0.41*

*p<0.05; **p<0.01

TFG: taxa filtrat glomerular; PCR: proteina C reactiva; sIL1R: receptor soluble de la IL1; Hx: hemopexina; Hgl: haptoglobina; TNFa:

factor de necrosi tumoral Alpha; IFNy: interfer6 gamma; suPAR: receptor soluble de la urokinasa.

Taula 7

Matriu de correlacions entre les variables dels pacients amb GFS. .*p<0.05; **p<0.01

Edat Creatinina | TFG Albumina | Proteintria | suPAR Hgl Hx TNFa IFNy | sIL1R | IL6
Creatinina -0.11
TFG -0.53** -0.61**
AlbUimina -0.06 0.29 -0.21
Proteinudria 0.02 -0.16 0.26 -0.23
SuPAR -0.04 0.36 -0.21 -0.26 0.18
Hgl 0.26 -0.09 -0.10 -0.40* 0.21 0.31
Hx 0.27 -0.19 0.01 -0.43* 0.27 0.43* 0.86**
TNFa -0.05 -0.01 -0.06 -0.20 0.03 0.08 0.07 -0.03
IFNy 0.12 -0.08 -0.10 -0.13 -0.09 -0.09 -0.36 -0.38* | -0.15
sIL1R 0.23 0.58** -0.54*% 0.024 -0.17 -0.11 -0.02 -0.21 0.35 0.28
IL6 0.15 -0.16 0.03 -0.27 0.11 0.35 0.70** | 0.79** | -0.13 -0.39* | -0.16
PCR 0.12 0.04 0.07 -0.29 0.16 0.12 0.34* 0.39* 0.09 -0.08 0.14 0.40*

*p<0.05; *p<0.01

TFG: taxa filtrat glomerular; PCR: proteina C reactiva; sIL1R: receptor soluble de la IL1; Hx: hemopexina; Hgl: haptoglobina; TNFa:

factor de necrosi tumoral Alpha; IFNy: interfer6 gamma; suPAR: receptor soluble de la urokinasa.
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Taula 8

Matriu de correlacions entre les variables dels pacients amb NM. .*p<0.05; **p<0.01

Edat Creatinina TFG AlbGmina | Proteindria SuPAR Hgl Hx TNFa IFNy | sIL1R IL6
Creatinina 0.19
TFG -0.57** -0.87**
Albumina -0.04 0.24 -0.31
Proteindria 0.33 -0.11 -0.12 -0.34
SuPAR 0.38 0.39 -0.42 -0.16 -0.06
Hgl -0.11 -0.19 0.20 -0.19 0.39 0.05
Hx -0.22 -0.16 0.38 -0.23 0.11 0.16 0.47*
TNFa -0.03 -0.18 0.17 -0.42* 0.24 0.53* 0.57** | 0.29
IFNy 0.25 -0.07 -0.07 -0.15 0.09 0.08 0.33 0.03 -0.03
sIL1IR 0.36 0.35 -0.55* -0.42* -0.07 0.55* -0.04 | -0.39 0.11 0.11
IL6 0.29 0.05 -0.23 -0.37 -0.09 0.11 -0.26 | -0.38 | -0.02 -0.22 0.16
PCR 0.09 0.03 -0.04 -0.14 -0.06 0.03 0.12 0.13 0.05 0.06 0.09 0.11

*p<0.05; **p<0.01

TFG: taxa filtrat glomerular; PCR: proteina C reactiva; sIL1R: receptor soluble de la IL1; Hx: hemopexina; Hgl: haptoglobina; TNFa: factor ¢

tumoral Alpha; IFNy: interfer6 gamma; suPAR: receptor soluble de la urokinasa.
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6.2.2. Variables associades a la resposta de corticosteroides en pacients amb
NCM [ GFS
De tots els pacients 27 (35%) van presentar corticoresisténcia. En I'analisi
univariat, les variables associades a corticoresisténcia van ser: el patrd
histopatologic (GFS: 17/33 (51.5%) vs NCM 10/44 (22.7%), p=0.008) i els
nivells d’albumina, IL-6, Hx i Hgl. Els nivells de PCR, TNFa, suPAR, IFNy i
sIL1R no es van associar a corticoresistencia. A continuacié s’exposa la taula

comparativa entre els pacients amb NCM i GFS segons la seva resposta als

corticoides.
Taula 9
Variables Corticosensibles n=50 Corticoresistents n=27 p
Edat (anys) 39.8419.2 45.3+18.2 0.22
Creatinina (mg/dl) 1.35%1.5 1.10+0.4 0.40
TFG (ml/min/1.73 m?) 92.8+23.9 87.3+24 0.46
Proteinaria (g/d) 10.1 £ 3.8 11.2+27 0.78
Albumina (gr/dl) 2.6+0.6 2.440.5 0.003
sIL1R (pg/ml) 2122.9+1110 2133.94976.9 0.97
IL6 (pg/ml) 5.6 [0.6—9.1] 9.4 [0.3-23.5] 0.03
Hx (mg/ml) 54.9+47.4 106.1+41.7 0.000
Hgl (mg/dl) 208.7+101.1 344.1+127.8 0.000
TNFa (pg/ml) 7.8+3.4 8.7+4.8 0.35
IFNy (pg/ml) 16.249.1 13.9+8.4 0.31
SuPAR (ng/ml) 3856.9+1312.1 4536.3+1455.1 0.10
PCR (mg/dl) 0.82 (0.71) 0.96 ( 0.64) 0.49

TFG: taxa filtrat glomerular; PCR: proteina C reactiva; sIL1R: receptor soluble de la IL1; Hx: hemopexina; Hgl:

haptoglobina; TNFa: factor de necrosi tumoral Alpha; IFNy: interfer6 gamma; suPAR: receptor soluble de la urokinasa.
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Utilitzant les corbes ROC, els valors amb millor combinacié de sensibilitat i especificitat
per predir la corticoresisténcia, segons I'index de Youden, van ser nivells de Hx 2112.5
pg/ml, nivells de Hgl 2257.9 mg/dl i nivells de IL-6 211.6 pg/mL. El model de regressi6
logistica final obtingut després d’una selecci6 directa de variables, va incloure la GFS
aixi com els nivells de Hx, Hgl i IL-6 com a predictors independents de
corticoresisténcia. Quan es va afegir el subtipus de GFS en els models logistics, els
tres biomarcadors van presentar una significacio estadistica similar com predictors de
corticoresisténcia. La seguent taula resumeix I'area sota la corba, I'IDI i el NRI dels
models de regressié logistica obtinguts per cada mol-lecula. Atés que l'associacié
entre els nivells de Hx, Hgl i IL-6 i la resisténcia als esteroides no era lineal, els nivells
d'aquestes tres molécules es van introduir en els models logistics després de
classificar-los en dues categories d'acord amb els valors dels punts de tall préviament

obtinguts en les corbes de ROC.
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Taula 10

Models de regressio logistica per predir la corticoresisténcia, I'IDI i el NRI utilitzant la Hx, Hgl i IL-6 a més de les variables histopatologiques

Variables B S.E. OR (95% CI) Sig. AUC P IDI P NRI p NRI R p NRI S P
TOTAL
Model amb patré histologic
GFS(1) 1.4 5 |4.2(15-11.5) .005 | 0.68 (0.06) 0.000
Model amb patré histoldgic + nivells de Hx
0.17 0.02 447 0.033 40.7 £ 0.03 4 +£0.09 0.8
GFS(1) 2.1 9 [82(1.3-503) |.022 | 0.78%(0.06) | 0.000 0.05 0.2 0.18
Hemopexina 1.5 .6 7 (1.5-32.5) .012
Model amb patré histologic + nivells de Hgl
GFS (1) 1.8 .8 6.2 (1.2-34.1) 036 0.76* (0.57) 0.16 £ 0.03 43.1 + 0.038 375+ 0.04 6+0.10 0.54
Haptoglobina | 1.5 | .6 | 42(1.3—-14) | .023 0.000 0.06 0.2 0.19
Model amb patré histologic + nivells de IL-6
GFS(1) 1.8 s 6.3 (1.6 — 25.4) .009 0.15 + 0.04 51.6 + 0.009 29.6 £ 0.08 22 +0.09 0.02
IL6 1.4 6 41 (1.2-13.7) 024 | 0.73*(0.58) | 0.000 0.03 0.2 0.17

GFS: glomeruloesclerosi focal i segmentaria; IDI: Index de milloria en la discriminacio i NRI: Index de milloria en la reclassificacio
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6.3. Estudi 3

6.3.1. Diagrama de flux per a la selecci6 dels pacients

Inicialment es van recollir 98 pacients que complien els criteris d’inclusié mencionats
préviament, perd 19 pacients (19.4%) van ser exclosos per les segients raons: 9
pacients (9.2%) van rebre tractament amb corticosteroids, immunosupressors,
antagonistes del receptor de I'angiotensina Il o I'aldosterona o estatines; 3 pacients
(3%) no van donar el consentiment informat; 3 pacients (3%) van ser perduts durant el
seguiment i 4 pacients (4%) eren portadors de mutacions patogénigues en gens
codificadors per proteines de la membrana de filtracié glomerular (NPHS2 n: 1,
collagen IVa3 n: 2 and LMB1X n: 1).

El grup d’estudi final va ser de 79 pacients, d’aquests 17 (21.5%) eren pediatrics i 62

(71.5 %) eren adults (>18 anys).

Figura 1

Pacients recollits inici estudi

98 pacients amb SNI secundari a GFS

19 pacients van ser exclossos

9 rebien tractament previ extraccié de mostres

3 van rebutjar el consentiment

4 presentaven mutacions en proteines podocitaries

3 pérdua durant el seguiment

79 GFS pacients van ser reclutats
70 variant classica (NOS)
4 tip lesion

5 variant perihiliar

17 pediatrics 62 adults
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6.3.2. Caracteristiques cliniques i bioqguimiques dels pacients

Les principals caracteristiques cliniques i bioquimiques del grup d’estudi estan

resumides a la seguent taula:

Taula 11
Variables Pacients GFS n=79
Edat [mitjana (SD)]. anys 37 (16.7)
Sexe: masculi. n (%) 37 (46.8)
Corticoresisténcia. n (%) 42 (53.2)
Creatinina [mitjana (SD)]. mg/dI 1.13(0.4)

TFG [mitjana (SD)]. ml/min/1.73m2  89.9 (19.3)

Proteindria [mitjana (SD)]. g/dI 11.1 (3.7)
Albamina [mitjana (SD)]. g/dl 2.4 (0.7)
Th1 [mitjana (SD)]. % 24.4 (5)
TNFa [mitjana (SD)]. pg/ml 11.2 (8.4)
IFNy [mitjana (SD)]. pg/ml 15.5(9.4)
IL12 [mitjana (SD)]. pg/ml 639.3 (203)
Th2 [mitjana (SD)]. % 39.1(12.6)
IL4 [mitjana (SD)]. pg/ml 5.1 (4.5)
IL5 [mitjana (SD)]. pg/ml 4.8 (2.9)
IL13 [mitjana (SD)]. pg/ml 5.6 (4.8)
IgE [mitjana (SD)]. g/dL 85.1(73.9)
Th17 [mitjana (SD)]. % 11.1 (13.1)
Th1 Th17 [mitjana (SD)]. % 7.9 (5.3)
Treg [mitjana (SD)]. % 2.2(1.1)
IL17 [mitjana (SD)]. pg/ml 17.1 (19.2)
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IL23 [mitjana (SD)]. pg/ml 39.2 (16)

SIL1R [mitjana (SD)]. pg/ml 2361.6 (1220.1)
IL6 [mitjana (SD)]. pg/ml 10.1 (15.4)
Hemopexina [mitjana (SD)]. mg/mi 184.1 (172.7)
Haptoglobina [mitjana (SD)]. mg/dI 210.8 (159.1)
SUPAR [mitjana (SD)]. ng/ml 3580.3 (1320.1)

uCD80 [mitjana (SD)]. ng/mg creat  47.7 (44.6)

TFG: taxa filtrat glomerularsIL1R: receptor soluble de la IL1; TNFa: factor de
necrosi tumoral Alpha; IFNy: interfer6 gamma; Treg: limfocits T reguladors;

suPAR: receptor soluble de la urokinasa; uCD80: excrecié urinaria de CD80

6.3.3. Analisi de components principals (PCA)

L’analisi de components principals (PCA) va identificar cinc components principals els
quals representaven 73.1% de la variabilitat total. La Taula 12 resumeix els resultats
de la PCA i el percentatge de variabilitat que reprenten cadascun dels components | la
Taula 13 resumeix les variables incloses en cara component en la matriu de

component rotada. Les variables amb scores inferiors a 0.4 no van ser representades.

Taula 12
Component Valors inicials Extraccio de sumes de carregues Rotacio de sumes de carregues
quadrades quadrades
Total % de Acumulatiu Total % de Acumulatiu Total % de Acumulatiu
varianca % varianga % varianga %
1 6.152 30.762 30.762 6.152 30.762 30.762 4.746 23.729 23.7
2 3.792 18.962 49.724 3.792 18.962 49.724 3.616 18.080 41.8
3 2.185 10.923 60.647 2.185 10.923 60.647 3.473 17.364 59.1
4 1.357 6.785 67.432 1.357 6.785 67.432 1.438 7.190 66.3
5 1.139 5.694 73.126 1.139 5.694 73.126 1.353 6.763 73.1

El component 1 inclou el percentatge de limfocits Th2 | els nivells de IL-4, IL-13 i IgE.

El component 2 inclou el percentatge de limfocits Th17, els nivells ciculants de IL-17,
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IL-23 i IL-12 i el percentatge de limfocits T reguladors. El component 3 inclou els nivells
de TNF-q, IL-6, Hx, sIL-1R i Hgl. EI component 4 inclou IFN-y i el component 5 inclou

SsuPAR.
Taula 13

Component
1 2 3 4 5
TH2 .923
IL4 .908
IL13 .852
IgE .749
TH17 -.639 .785
IL23 174
IL12 .753
Tregs -.670
IL17 .651
TH1 -.532
IL6 .818

Hemopexina .800
sIL1IR 765
TNFalpha .748

Haptoglobina .720

IFNgamma .809
SuUPAR .867

sIL1R: receptor soluble de la IL1; TNFa: factor de necrosi tumoral Alpha;

IFNy: interfer6 gamma; Treg: limfocits T reguladors; suPAR: receptor soluble

de la urokinasa; uCD80: excrecié urinaria de CD80

La seguent figura mostra la representacié grafica de dispersié | trama tridimentsional

de la distribucié de totes aquestes variables pels primers tres PCA que representen el

59.1% de tota la variabilitat:
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Figura 2
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6.3.4. Analisi per cluster
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La seguent figura representa el dendograma de classificacié dels pacients, mostrant

'existéncia de tres clusters diferenciats.

Taula 14

18
i

Rescaled Distance Cluster Combine
10
h

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
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En quant a la comparaci6 de les variables demografiques i clinicoanalitiques entre els

pacients dels tres clusters. No es van observar diferéncies en edat, sexe, funcié renal,

albumina o proteinuria entre els tres clusters. El cluster 1 va incloure 22 pacients
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(27.8%) i es va caracteritzar per un augment significatiu de limfocits Th17 i de nivells
circulants de IL-17, IL-12 i IL-23 aixi com un percentatge limfocits T reguladors
significativament més baix en respecte al cluster 2 i 3. El cluster 2 va incloure 16
pacients (20.3%) i es va caracteritzar per un percentatge de limfocits Th2 i uns nivells
de IL-4, IL-5, IL-13 i IgE significativament majors que els clusters 1 i 3. El cluster 3 va
incloure 41 pacients (51.9%) i es va caracteritzar per una absencia de polaritzaci6 de
les subpoblacions de limfocits T helper | uns nivells de TNF-a, IL-6, hemopexina,
haptoglobina, suPAR i CD80 significativament majors que els del cluster 1 i 2. La
seguent taula mostra la distribucié de les variables bioquimiques analitizades en cada

un d’aquests tres cllsters.
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Taula 14. p1: diferéncies CL1 | CL3; p2: CL1i CL3; p3: CL2 i CL3)

Cluster 1 n=22 Cluster 2 n=16 Cluster 3 n=41 pl p2 p3
Caracteristiques cliniques
Edat [mitjana (SD)]. Anys 37.3(12.3) 43.2 (20.2) 36.3 (14.9) 0.755 1 0.404
Corticoresisténcia. n (%) 16 (72.7) 4 (25) 22 (53.7) 0.018 0.140 0.018
Caracteristiques bioquimiques
Creatinina [mitjana (SD)]. mg/dl 1.1(0.4) 1.2 (0.4) 1.1(0.4) 1 1 1
TFG [mitjana (SD)]. ml/min/1.73m2 86.5 (18.3) 88.6 (16) 92.2 (21) 1 0.818 1
Proteindria [mitjana (SD)]. g/dl 10.6 (2.9) 12.8 (4.6) 10.7 (3.6) 0.207 1 0.155
Albimina [mitjana (SD)]. g/dI 2.5(0.5) 25(1.1) 2.4 (0.6) 1 1 1
Th1 [mitjana (SD)]. % 22.4 (2.6) 22.7 (1.9) 26.1 (6.2) 1 0.015 0.063
TNFa [mitjana (SD)]. pg/ml 6.4 (2.5) 6.8 (5.5) 15.4 (9.2) 1 0.000 0.000
IFNy [mitjana (SD)]. pg/ml 14.9 (10.5) 14.2 (10.8) 16.3(8.2) 1 1 1
IL12 [mitjana (SD)]. pg/ml 810.8 (134.5) 517.1 (143.2) 593.8 (197.3) 0.000 0.000 0.403
Th2 [mitjana (SD)]. % 33 (4.4) 62.4 (5.4) 33.4(3.9) 0.000 1 0.000
IL4 [mitjana (SD)]. pg/ml 3.9(1.9) 11.1 (4.7) 3.5(3.4) 0.000 1 0.000
IL5 [mitjana (SD)]. pg/ml 3.9(2.3) 7.4 (3.9) 4.2 (2) 0.000 1 0.000
IL13 [mitjana (SD)]. pg/ml 4.9 (2.8) 11.3 (6.8) 3.7 (2.5) 0.000 0.710 0.000
IgE [mitjana (SD)]. mg/ml 47.5(5.1) 162.2 (35) 75.2 (83.2) 0.000 0.292 0.000
Th17 [mitjana (SD)]. % 31.2 (6.6) 3.7 (2.3) 3.2(1.5) 0.000 0.000 1
Th1 Thi7 [mitjana (SD)]. % 12.9 (6) 4.7 (2.8) 6.4 (3.7) 0.000 0.000 0.506
Treg [mitjana (SD)]. % 0.9 (0.5) 2.7 (0.8) 2.7 (0.9) 0.000 0.000 1
IL17 [mitjana (SD)]. pg/ml 43.8 (14.6) 4.4 (3.2) 7.7(7.7) 0.000 0.000 0.737
IL23 [mitjana (SD)]. pg/ml 53.5 (15.9) 33.2 (11.6) 33.9 (12.7) 0.000 0.000 1
sIL1R [mitjana (SD)]. pg/ml 2316.5 (1033.3) 2233.1 (746.2) 2414.9 (1403.8) 1 1 1
IL6 [mitjana (SD)]. pg/ml 3.2(1.8) 3.8 (4.9) 16.3 (19.2) 1 0.002 0.011
Hemopexina [mitjana (SD)]. mg/ml 51.4 (28.9) 123.3 (156.2) 278.9 (167.9) 0.374 0.000 0.001
Haptoglobina [mitjana (SD)]. mg/dl 81.4 (49.4) 135.1 (83.5) 309.8 (154.7) 0.543 0.000 0.000
SUPAR [mitjana (SD)]. ng/ml 3592.5 (1348.9) 3225.1 (1121.6) 3712.3 (1379.5) 1 1 0.647
uCD80 [mitjana (SD)]. ng/mg creat 34.2 (21) 25.4 (20.9) 63.6 (54.1) 1 0.029 0.008




6.3.5. Variables associades alaresposta amb corticoides

Taula 15

Corticosensibles n=37  Corticoresistents n=42 P
Edat [mitjana (SD)]. Anys
35.1 (16.1) 38.7 (17.1) 0.34
Sexe:home. n (%)
21 (56.8) 16 (43.2) 0.09
Creatinina [mitjana (SD)]. mg/dI
1.1(0.3) 1.2(0.5) 0.12
TFG [mitjana (SD)]. ml/min/1.73m2
93.4 (19.8) 86.8 (18.5) 0.13
Proteindria [mitjana (SD)]. g/dl
11.5 (4.4) 10.7 (2.9) 0.34
Albdmina [mitjana (SD)]. g/dI
2.4 (0.8) 2.4 (0.6) 0,85
Th1 [mitjana (SD)]. %
25.3(5.1) 23.6 (4.9) 0.13
TNFa [mitjana (SD)]. pg/ml
[mitiana (SD)]. pg 11.6 (10.4) 107 (6.2) 0.62
IFNy [mitjana (SD)]. pg/ml
v [mitiana (SD)]. pg 16.8 (9.6) 14.4 9.3) 0.28
IL12 [mitjana (SD)]. pg/ml
591.9 (160.8) 682.1 (228.3) 0.046
Th2 [mitjana (SD)]. %
42.2 (15) 36.5 (9.3) 0.043
IL4 [mitjana (SD)]. pg/ml
[mitiana (SD)]. pg 6.7 (5.7) 3.8 (2.5) 0.007
IL13 [mitjana (SD)]. pg/ml
[mitjana (SD)]. pg 6.5 (6) 48 (3.1) 0.12
IL5 [mitjana (SD)]. pg/ml
[mitiana (SD)). pg 5.2 (3.5) 4.4 2.1) 0.13
IgE [mitjana (SD)]. mg/ml
9E [migana (SD). mg 97.2 (78.6) 74.5 (68.7) 0.16
Th1l7 [mitjana (SD)]. %
7.9 (10.4) 13.9 (14.7) 0.18
Th1 Th17 [mitjana (SD)]. %
6.7 (3.8) 8.9 (6.3) 0.07
Treg [mitjana (SD)]. %
2.4 (0.9) 19(1.2) 0.06
IL17 [mitjana (SD)]. pg/ml
[mitiana (SD)]. pg 11.9 (17) 21.6 (20.1) 0.023
IL23 [mitjana (SD)]. pg/ml
[mitiana (SD)]. pg 34.4 (13.8) 43.4 (16.9) 0.043
sIL1R [mitjana (SD)]. pg/ml
2284.8 (1371.5) 2433.5 (1076.3) 0.63
IL6 [mitjana (SD)]. pg/ml
[mi (SD))- pg 9.7 (20.8) 10.5 (8.5) 0.83
Hemopexina [mitjana (SD)]. mg/ml
163.9 (174.3) 201.9 (171.4) 0.18
Haptoglobina [mitjana (SD)]. mg/dI
piog [mit (SD)- mg 209.8 (168.5) 211.7 (152.3) 0.37
SsuPAR [mitjana (SD)]. ng/ml
3731.9 (1297) 3446.7 (1341.3) 0.34
uCD80 [mitjana (SD)]. ng/mg creat
40.4 (37.9) 54.1 (49.3) 0.17
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Del total de pacients, 42(53.1%) van presentar corticoresisténcia. La taula 15 resumeix

la caracteristiques dels pacients segons la seva resposta als corticoides.

No hi van haver diferéncies en edat, sexe, funcio renal, proteindria o albumina serica
entre els malalts corticosensibles i els corticoresistents. Els pacients amb
corticoresisténcia van presentar nivells més elevats de IL-12, IL-17 i IL-23 i nivells

inferiors de cél-lules Th2 i IL-4 que els pacients amb corticosensibilitat.

La seguent figura mostra els resultats de les corves ROC realitzades per analitzar la
capacitat de cadascuna d’aquestes variables per predir la corticoresisténcia, incloent

I'area sota la corba (AUC) i els seus valors de Youden associats.

Figura 3

Sensitivity

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Variable AUC SE 95% Cl Cut-off value Sensitivity ( 95%CI) Specificity {95% CI)
IL12 pg/mL 0638 0.0641 0.5622 to 0.744 > 688 585(421-73.7) 756(588-882)
IL23 pg/mL 0.658 0.0619 0.542 t0 0.762 >49 40.5 (256-56.7) 89.1(74.6 - 97)
IL4  pg/mL 0619 0.0654 0.502 t0 0.726 <49 83.3(68.6—93) 459(29.5-63.1)
IL17 pg/mL 0.681 0.0617 0.566 t0 0.762 >92 571(41.0-723) 81 (64.8-92)
TH2 ( %) 0.562 0.0690 044510 0.674 <38 83.3(686—-93) 43.2(27.1-60.5)
TH17(%) 0612 0.0644 0495100720 »9.35 40.5(25.6-56.7) 83.8(68.0-93.8)
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La prevalenca de corticoresistencia va ser significativament inferior en el cluster 2
(4/16, 25%) respecte el cluster 1 (16/26, 72.7%) i el cluster 3 (22/41, 53.7%) (p 0.018).
En el segient grafic tridimensional es representa la distribucié dels pacients segons
els seus factors score pels primers tres PCA, diferenciant els casos segons la seva
resposta als corticoids. Els pacients amb major scores pel component 1 (patré Th2),

van mostrar inferior freqiéncia de corticoresistencia.
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Component 2

6.4. Estudi4
6.4.1. Selecci6 i caracteristiques cliniques, bioquimiques i histologiques dels

pacients

Es van seleccionar inicialment a 109 pacients, d’aquests 55 van ser exclosos per una
de les segients raons: 29 pacients (53%) no disposaven o el material era escas (<6
gloméruls) de blocs de parafina per a la realitzacio de I'estudi immunohistoquimic, 10
(18%) van rebre un tractament de primera linea diferents als corticoides, 6 (11%)
presentaven una dosi o durada del tractament amb corticoides inadequada, 5 (9%)
tenien un seguiment escas, inferior a 8 setmanes en els nens i 16 setmanes en els
adults i 5 (9%) no van firmar el consentiment informat. Tal i com es representa en la

seguent figura:
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Figura 5

109 pacients amb NCM idiopatica van ser
seleccionats

(Bases de dades de biopsies dels 4 centres)

55 van ser exclosos

29 no disposaven o el material era escas (<6 glomeruls) de blocs de
parafina

10 tractament de primera linea diferents a corticoids

6 presentaven una dosi o durada del tractament amb corticoides
inadequada

5 seguiment escas, inferior a 8 setmanes en els nens i 16 setmanes
en els adults

5 no van firmar el consentiment informat.

54 pacients inclosos

El grup final d’estudi va ser de 54 pacients, la mitjana de seguiment després del
diagnostic de SN va ser de 68.3 + 37.9 mesos (max:144 mesos, min:24 mesos). En el
moment del diagnostic del SN, 35 (65%) eren <18 anys i 19 pacients (35%) eren
adults. En els pacients pediatrics les indicacions per a la realitzacié de la biopsia renal
van ser. 12 pacients la corticoresisténcia i a la resta, 23 pacients, per
corticodependéncia o freqlients brots amb falta de resposta als immunosupressors. En
els pacients adults, la biopsia renal va ser indicada com a procediment diagnostic
rutinari en el debut de la SN. La seglent taula resumeix les principals caracteristiques
clinico-analitiques i I'evolucié de la funcié renal de la cohort d’estudi després de
clasificar-la d’acord a la presencia/abséncia de tinci6 CD44 positiva de les PECs. 19
pacients (35.2%) van mostrar una tinci6 CD44 positiva per les PECs, i 17 d’aquests

van presentar presencia de cél-lules CD44 psitives a nivell intraglomerular.
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Taula 16

Tots CD44 + CD44 - p

n=54 n=19 n=35
Edat (anys) mitjana (SD) 21.9(17) 14.5 (5) 21.5 (13) 0.006
Sexe (masculi) n(%) 22(40.7) 19 (47.4) 13 (37.1) 0.33
Creatinina (mg/dL) mitjana (SD) 0.63(0.48) 0.64(0.5) 0.65 (0.4) 0.98
TFG (ml/min/1.73 m?) mitjana (SD) 141(27.8) 135(26) 144(27.8) 0.27
Albumina (g/dL) mitjana (SD) 2.09 (0.52) 2.1 (0.56) 2.08 (0.50) 0.89
Colesterol (mg/dL) mitjana (SD) 373 (141) 401 (130) 358 (146) 0.26
Q proteina/creatinina(mg/mg) mediana [IQR] n: 35 12 [8.4-19] 11.5[9-17.5] 12 [8-25] 0.91
Proteindria adults (g/24h) mediana [IQR] n: 19 11[9-15] 13 [9-16] 10.5[8.2-12] 0.54
Hipertensio (%) 1(1.9) 1(5.3) 0 0.35
Microhematuria n(%) 2(3.7) 1(5.3) 1(2.9) 0.58
Seguiment (mesos) mean (SD) 68.3 (38) 79.1 (39) 62.5 (29.3) 0.12
Re-biopsia n(%) 18 (33.3%) 12 (63.1) 6 (17.1) 0.000
Corticoresisténcia n(%) 18 (33.3) 11 (57.8) 7 (20) 0.006
Malaltia renal cronica n(%) 15 (27.8%) 9 (47.3) 6 (17.1) 0.021

La figura 6 mostra imatges representatives de les bidopsies amb tinci6 CD44 negativa

(A, B, CiD)ipositiva (E. F. G i H).

Quan es comparen amb els pacients amb tinci6 CD44 negativa, els pacients amb

tinci6 CD44 positiva van presentar una edat menor, una major prevalenca de

corticoresisténcia, major freqiiéncia de re-biopsia i major incidencia de malaltia renal

crénica moderada/severa, sense presentar diferéncies significatives en la resta de

variables clinico-analitiques.
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6.4.2. Variables associades ala resposta als corticoides

De tota a cohort estudiada, 18 pacients (33.3%) van presentar corticoresistencia. La

segulient taula resumeix les caracteristiques dels pacients.
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Taula 17

Corticosensibles Corticoresistents p
n=36 n=18
Caracteristiques cliniques
Edat [mitjana (SD)] anys 23.3(14.7) 17.3 (9.4) 0.057
Creatinina serica [mitjana (SD)]. mg/dL 0.62 (0.5) 0.60 (0.5) 0.827
TFG, [mitjana (SD)]. ml/min/1.73m? 138.1 (27.6) 146.2 (26.8) 0.863
Albumina [mitjana (SD)]. g/dl 2.08 (0.5) 2.2 (0.5) 0.520
Q proteina/creatinina nens (mg/mg) mediana [IQR] 11.5[8.6-26.5] 13 [8-19] 0.96
Proteindria adults (g/24h) (mg/mg) mediana [IQR]) 9.5 [8- 13.5] 10.6 [9 - 12.2] 0.34
Colesterol [mitjana (SD)]. mg/dl 384.6 (147.4) 339.4 (120.6) 0.352
Caracteristiques histopatologiques
CD44+ PECs, n (%) 8 (22.2) 11 (61.1) 0.006
CD44+ PECs migracio, n (%) 8 (22.2) 9 (50) 0.040

No es van objectivar diferéncies en l'edat, la funcié renal inicial, I'albumina, el

colesterol o la proteinuria entre els pacients corticosensibles i corticoresistents. Els

pacients corticoresistents van presentar una major prevalenca de tincié6 CD44 positiva

respecta a la resta (11/18 (61.1%) vs 8/36 (22.2%); p 0.006) i una major proporci6 de

cél-lules CD44 positives a nivell intraglomerular (9/18 (50%) vs 8/36 (22.2%); p 0.040).

La OR per a la corticoresistencia associada amb la tincio CD44 positiva va ser de 5.5

(95% CI 1.6 — 18), p: 0.007) amb una AUC de 0.69 (95% CI: 0.54- 0.85, p: 0.021).
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6.4.3. Variables associades amb [I’evoluci6 de malaltia renal cronica

moderada/severa

Durant el seguiment dels pacients, 15 (27.8%) van desenvolupar malaltia renal cronica
moderada o severa (Estadis G3a-G5). La segient taula resumeix les caracteristiques

d’'aquests pacients segons I'evolucié de la seva funcio renal.

Taula 18

Malaltia renal No malaltia renal p

cronica cronica

n=15 n=39
Caracteristiques cliniques
Edat [mitjana (SD)]. Anys 19.6 (9.1) 22.1(14.9) 0.054
Creatinina sérica [mitjana (SD)]. mg/dI 0.75 (0.5) 0.56 (0.5) 0.003
TFG inicial [mitjana (SD)]. ml/min/1.73m2 144.4 (18.5) 139.4 (30.8) 0.052
Albumina [mitjana (SD)]. g/dl 2.3(0.4) 2.1 (0.5) 0.907
Q proteina/creatinina nens (mg/mg) mediana [IQR] 10.5 [8.1- 18] 13 [8.5- 20] 0.51
Proteindria adults (g/24h) (mg/mg) mediana [IQR]) 11 [9.5- 13.5] 10.5 [8- 12.5] 0.48
Colesterol [mitjana (SD)]. mg/dl 340 (124) 378 (143) 0.822
Corticoresisténcia n (%) 10 (66.7) 8 (20.5) 0.002
Caracteristiques histopatologiques
CD44+ PECs, n (%) 10 (66.7) 9 (23) 0.001
CD44+ PECs migracio, n (%) 10 (66.7) 7 (17.9) 0.001

No es van observar diferéencies en quant a I'edat, els nivells d’albumina, colesterol o
proteindria entre ambdds grups. Els pacients que van evolucionar a malaltia renal
cronica, van presentar majors nivells de creatinina. En referent a les caracteristiques

histopatologiques, els malalts que van evolucionar a malaltia renal cronica van
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presentar major prevalenca de tincio CD44 PECs positiva (66.7% vs 23%; p 0.001) i de
migracié d’aquestes a nivell intraglomerular (66.7% vs 17.9%; p 0.001). En l'analisi de
Kaplan-Meier, la mitjana de supervivencia de la funcié renal va ser més significativa en
els pacients amb tinci6 CD44 negativa que en els CD44 positiva (mean survival 113.5
(95% CI: 99.3-127 mesos vs 78.7 (95% CI: 55.5—-102, p: 0.02), tal i com s’objectiva en

la seguent figura.
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En l'analisi de regressié de Cox, el risc relatiu de desenvolupar malaltia renal cronica
moderada/severa va significativament major en pacients amb tincié CD44 positiva (RR:

3.01 (95% CI 1.07 — 8.5), p:0.037).

6.4.4. Re-biopsies

18/54 pacients (33.3%) van precisar una re-biopsia durant el seu seguiment per
resisténcia al tractament o empitjorament de la funci6 renal després d’'una mediana de
31 mesos [ P,s 12 — P45 43] des de la primera biopsia. 12 d’aquests pacients (66.6%),

van presentar una tinci6 CD44 positiva en la seva primera biopsia renal. En 10/12
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(83.3%) rebiopsies de pacients amb tinci6 CD44 positiva, es van objectivar lesions de
GFS en comparacié amb els pacients amb tinci6 CD44 negativa que es va detectar en
1/6 (16.7%) (p 0.026). 8 dels 15 pacients que van evolucionar a malaltia renal cronica
moderada/severa, van preciar un trasplant renal (53.3%). Dos d’aquests pacients, van
desenvolupar proteinuria durant el primer mes post-trasplant i esvan rebiopsiar, en els
dos casos la biopsia va mostrar absencia de lesions morfologiques a la microscopia
optica pero tinci6 CD44 de les PECs. Els dos pacients van ser tractats amb
plasmaferesi, ciclosporina intravenosa i polsos de corticoides. En les biopsies de
control que es van fer als 3 mesos, es van objectivar lesions de GFS en ambdos
casos. La seguent figura mostra una imatge representativa de re-biopsia precocg en el
post-transplant d’'una pacient, mostrant tinci6 CD44 positiva per PECs i migracié a

nivel intraglomerular.

Figura 8
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7. DISCUSSIO

7.1. Estudi 1

El primer estudi que es va realitzar per analitzar el primer objectiu va ser un estudi
transvesal en el que es va objectivar que els pacients amb SNI secundaria a NCM,
GFS i NM inclosos, presentaven nivells augmentats de marcadors endotelials com
FVW, VCAM-1, Syndecan-1 i E-selectina. A més a més, els nivells circulants de suPAR
van ser associats de forma significativa i independent als nivells de la majoria de

molécules endotelials.

Tot i que els malalts dels tres grups de malalts es van associar amb els nivells sérics
de suPAR en l'analisi univariat, en I'analisi multivariat els nivells de suPAR no es van
relacionar amb el patr6 histopatoldogic de la SNI. En linia amb els estudis previs
publicats, es va observar que els pacients amb SNI presentaven un augment dels
nivells circulants de marcadors endotelials (Tkaczyk M.et.al., 2008; Malysvko J. et.al.
2002) fet que podria estar en relacié amb l'estat d’activacié i/o disfuncié endotelial
associat amb la mateixa sindrome nefrotica. En el nostre estudi pero, els nivells sérics
de les diferents molécules endotelials van mostrar una elevada variabilitat
interindividual entre els pacients dels tres subgrups analitzats, oscil-lant entre valors
molt baixos comparables als del grup control sa a valors molt alts. Aquesta variabilitat
suggereix que només un subgrup de pacients amb SNI tenen nivells elevats de

marcadors endotelials.

L’analisi multivariat de les variables potencialment associades als nivells de les
molécules endotelials estudiades, van revelar associacions entre cadascuna de les
molécules endotelials i les caracteristiques demografiques, cliniques i/o bioquimiques

dels pacients. Aix0, pero, explicaria nhomeés una petita part de la variabilitat, fet que
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suggereix que la major part de variables associades a aquesta, no estaven incloses en

el nostre analisi.

Les dades del nostre estudi indiquen que els tres subtipus de malalties glomerulars
estudiades, mostren un increment dels nivells de molécules endotelials, exceptuant
FVW. Tot i que en [lanalisi descriptiu VCAM-1 i E-selectina es trobaven
significativament més elevats en pacients amb GFS; en l'analisi multivariat, després
d’ajustar les variables per I'edat, nivell d’albumina i la TFG, el patrdé histopatoldgic no
va contribuir significativament a explicar els nivells circulants de les dues molecules

préviament mencionades.

Els nivells augmentats de marcadors endotelials en la SNI s’han associat amb la
presencia de disfuncié endotelial estimada per una reducci6 de la vasodilatacié arterial
mediada per flux i un increment del risc d’esdeveniments trombotics (Tkaczyk M.et.al.,
2008). D’acord amb aquestes observacions, els nostres resultats van mostrar que els
pacients amb trombosi venosa en el moment del diagnostic de SNI presentaven nivells
d’albumina inferiors i nivells de FVW i VCAM-1 superiors als pacients sense trombosi
venosa (Smith NL. et. al. 2011; Koster T. et.al. 1995). S’ha de tenir en compte pero,
que la mesura dels nivells de molécules endotelials es va realitzar de forma
concomitant amb el diagnostic de I'esdeveniment trombotic i per aixd s’ha d’interpretar
amb prudéncia la seva significacié clinica. En relacié amb aixo, les dades disponibles
no permeten determinar si 'augment dels marcadors endotelials és un factor de risc
per desenvolupar trombosi venosa 0 és una mera consequéncia de la complicacié
trombotica. A més a més, no podem descartar la preséncia de trombosis venoses

subcliniques en el grup de pacients sense trombosi.

Des de que es va identificar el sSUPAR com un potencial biomarcador de la GFS, s’han
realitzat multiples estudis per analitzar la seva significacid clinica i patogenica en la

SNI (Wei C. Et.al. 2011; Kronbichler A. et.al. 2016; Meijer B. et.al. 2014; Segarra A.
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et.al. 2014). En la majoria dels estudis realitzats, la distribucié dels nivells de suPAR
s’objectiva una alta variabilitat interindividual, associada principalment amb I'edat, la
TFG i certs marcadors inflamatoris (Wei C. Et.al. 2011; Kronbichler A. et.al. 2016), de
forma similar als resultats del nostre estudi. En el nostre model multivariat, s’objectiva
que els nivells de FvW, Syndecan-1 i VCAM-1 es van asociar de forma independent
als nivells de suPAR; fet que suggereix que els nivells de suPAR i de les molécules
endotelials estudiades es troben augmentats en pacients amb SNI independentment
de la seva etiologia. Tot i que la significacio clinica i patogénica de I'associacié entre el
SUPAR i la resta de marcadors endotelials és desconeguda fins el moment, podria
reflectir el mateix que s’observa en pacients sense SNI en els que el suPAR s’ha
identificat com una molécula clau de disfuncié endotelial amb capacitat predictiva per

esdeveniments cardiovasculars (Sehestedt T. et.al. 2011).

7.1.1. Limitacions de I'estudi

La principal limitacié del nostre estudi va ser el seu disseny transversal fet que va
impedir la determinacié dels nivells de molécules endotelials i de suUPAR abans del
diagnostic de la trombosi venosa. Per aixd, no podem determinar que I'augment de
molécules endotelials que s’han aillat en els pacients eren un factor de risc o bé
consequencia de la trombosi venosa. També cal tenir en compte que al incloure els
pacients amb diagnostic histopatologic, la mostra de pacients pediatrics és inferior i no
és del tot representativa atés que en aquest grup de pacients la biopsia renal no es
practica de forma rutinaria sind6 només en aquells casos d’edat de debut o forma de
presentacié atipica i/o corticoresisténcia, tal i com s’ha especificat préviament. D’altra
banda, tot i que el nostre estudi revela diferéncies significatives en els nivells de
suPAR i de la majoria de molécules endotelials entre els diferents grups
histopatologics, I'elevada variabilitat interindividual de la majoria d’aquests marcadors,
en especial del suPAR, suggereix que és probable que aquests resultats estiguin

influenciats pel perfil del pacient.
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7.2. Estudi 2

El segon estudi que es va realitzar per respondre al segon objectiu, també va ser un
estudi transversal en el que es van mesurar els nivells sérics de les principals citocines
implicades en I'estimulacié de la resposta inflamatoria aguda i els nivells de Hx, Hgl,
suPAR i PCR com a proteines representants de resposta de fase aguda en pacients
amb SNI en el moment del seu diagnostic. Els resultats d’aquest estudi aporten les
seguents dades. En primer lloc, s’objectiva que els pacients amb SNI secundari a
NCM, GFS i NCM presenten nivells sérics de IL-6, TNFa, Hx, Hgl i PCR
significativament augmentats respecte el grup control sa; i nivells de sIL-1R i IFNy
similar al grup control sa. Els pacients amb NCM i GFS van presentar nivells
augmentats de suPAR respecte el grup control sa. Els nostres resultats difereixen en
I'dnic estudi publicat en relacié als nivells de Hx en SNI, en el que no es va objectivar
un increment dels nivells sérics de Hx en els pacients amb SNI (Baker W.W. et.al.
2015). Aixi mateix, els nostres resultats també sén discordants en la relaci6 amb els
nivells de TNFaq, alguns estudis previs han descrit un increment de TNFa en pacients
amb sindrome nefrotica activa (Bustos C.et.al. 1994; Suranyi et.al. 1994; Cho et.al.
2003; Rizk et.al.2005), mentre que altres no han trobat diferéncies en relacié amb els
controls sans (Shimoyama et.al. 2004; Neuhaus et.al. 1995; Daniel V. et.al. 1991). Els
resultats obtinguts en relacioé als nivells de IL-6 també difereixen d’algun previ (Su
H.et.al. 2007). Les diferéncies observades entre els diferents estudis poden ser
parcialment explicades per la interferéncia de variables externes relacionades amb
I'exposicié farmacologica en el moment de la presa de mostres, la inclusid dels
pacients en diferents estadis d'activitat, els diferents criteris de classificacié

histopatoldgica o0 a aspectes tecnics relacionats amb els procediments de mesura.

Cal tenir en compte, que la resposta inflamatoria sistemica esta desencadenada per la
produccié de citoquines proinflamatories i esta cronologicament organitzada (Van

Deventer et.al. 1990). En primer lloc, es sintetitzen IL-1 i TNFa les quals estimulen en
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un segon nivell la produccio IL-6. Posteriorment, té lloc la sintesis de proteines de fase
aguda a nivell hepatic per I'estimul de les citocines prévies. Alguns reactants de fase
aguda (Hgl, Hx, suPAR o PCR) sén més sensibles a I'estimulacié per IL-1, en canvi
d’altres com el fibrindgen o I'alpha-lantitripsina son més sensibles a I'estimulacio per
IL-6. Per tant, el perfil de citocines i proteines de fase aguda circulants observades
depenen tant de la persisténcia de I'estimul inflamatori com periode de temps entre
I'estimul inflamatori i la presa de mostres per a la realitzacié de les mesures. Tot i que
els nivells circulatoris de la majoria de proteines estudiades estaven augmentats, els
nivells del IL-6, TNFa, Hx, Hgl, suPAR | PCR van mostrar una elevada variabilitat
interindividual entre els tres grups de pacients amb SNI estudiats, fet que indica que
només un subgrup de pacients amb SNI presenta nivells elevats d’aquestes molecules
inflamatories. Quan es van analitzar les variables associades amb els nivells de Hx,
Hgl, TNFa, suPAR i IL-6, es va veure que presenten una associacio significativa entre
ells i que els nivells d’aquests eren independentment de I'edat, el sexe, la TFG o la
severitat de la sindrome nefrotica catalogada segons els nivells d’albumina sérica i
grau de proteindria. Es van observar diferencies significatives dels nivells de proteines
inflamatories entre els diferents subgrups de pacients amb SNI. Els nivells de Hx, Hgl,
TNFa i IL-6 van ser similars en pacients amb NCM i GFS i en ambdés grups van ser
significativament majors que en els pacients amb NM. Aquestes dades indigquen, que
en el moment del diagnostic, I'activacié de la resposta inflamatoria és major en SNI
secundaria a NCM o GFS que en la NM, ja sigui degut a que presentin un mecanisme
patogénic diferent /o en relaci6 a possibles desencadenants no necessariament
relacionats amb la seva patogenesi. La variabilitat interindividual dels nivells de HXx,
Hgl, TNF-a i IL-6 en pacients amb NCM o GFS, no va estar relacionada amb la
severitat de la proteindria, fet que descarta un vincle patogénic entre I'activacio de la
resposta inflamatoria aguda i la patogénia d’'ambdues malalties. D’altra banda, perod,
no pot excloure’s que I'activacio de la resposta inflamatoria aguda pugui tenir un paper
precipitant o patogénic en un determinat subgrup de pacients. Una de les dades més
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rellevants del segon estudi, és I'evidéncia que en pacients amb NCM o GFS hi ha una
associacié significativa entre els nivells augmentats de Hx, Hgl i IL-6 amb la
corticoresisténcia, sense ser una relacié lineal. El patrd histopatologic de la malaltia
glomerular és el millor predictor de corticoresisténcia i déna una probabilitat de
corticoresisténcia del 51.5% en pacients amb GFS i del 22.7% en pacients amb NCM.
Quan s’afegeixen els nivells de Hx, Hgl i IL-6 al patr6 histopatologic en els models
logistics, augmenta la capacitat predictiva amb un augment del IDI i NRI i d’aquesta
manera augmenta la prediccié de corticoresistencia en els pacients que realment ho
son. L’associacié entre els nivells de Hx i la corticoresisténcia no havia estat
préviament descrita; en canvi, dos estudis previs ja havien descrit 'associacié entre
corticoresistencia i nivells augmentats de Hgl (Wen Q.et.al. 2012; Yang J.et.al. 2015) i
IL-6 (EI Hussiny M.A.B. et.al. 2018). Donades les associacions significatives
objectivades entre els nivells de Hx, Hgl i IL-6, el seu paper com a biomarcadors
associats a corticoresisntencia podrien ser estar relacionats amb la intensitat,
persisténcia o disregulacié de la resposta inflamatoria en fase aguda. Tot i aixi, també
es va observar corticoresisténcia en pacients amb nivells normals o baixos de Hx, Hgl i
IL-6, fet que indica que els nivells elevats d’aquestes molécules només estan
associades a corticoresistencia en un determinat grup de pacients, en la resta de

casos la corticoresisténcia no es relaciona amb l'activacié de la resposta inflamatoria.

Les principals fortaleses del nostre estudi sén la inclusié d’'una amplia mostra de
pacients que han estat estudiats en el moment del diagnostic de la SNI abans d'iniciar
cap tractament que pogués interferir amb aquests i que s’ha realitzat un analisi
complet de la resposta inflamatoria. Aixi mateix, es van fer mesures repetides de les

molécules analitzades, fet que garanteix la reproductibilitat dels valors obtinguts.
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7.2.1. Limitacions de I'estudi

El nostre estudi també té limitacions, en primer lloc les nostres dades no tenen
validacié externa pel que els resultats obtinguts només es poden considerar valids pel
grup de pacients inclosos a I'estudi. En segon lloc, els criteris per a la realitzacié d’'un
estudi genétic es varen basar en I'edat del pacient i la resposta a la corticoterapia i
aguest estudi es va realitzar amb els gens coneguts i implicats en la SN descrits fins
ara. D’aquesta manera, no podem descartar que en un futur amb l'augment del
coneixement dels gens implicats en les malalties glomerulars, s’evidenciin que alguns
dels pacients que han estat inclosos en I'estudi siguin portadors de mutacions que
eren desconegudes quan es va dur a terme I'estudi. | en tercer lloc, cal tenir en compte
que al incloure els pacients amb diagnostic histopatologic, la mostra de pacients
pediatrics és inferior i no és del tot representativa atés que en aquest grup de pacients
la bidpsia renal no es practica de forma rutinaria sind6 només en aquells casos d’edat
de debut o forma de presentacio atipica i/o corticoresisténcia, tal i com s’ha especificat

préviament.

7.3. Estudi 3

Els resultats del tercer estudi realitzat indiquen que la resposta inflamatoria i la
polaritzacié de subtipus de cel-lules Th no és comuna en tots els pacients amb GFS en
el moment del seu diagnostic. De les 23 variables analitzades, els pacients del grup
d’estudi van ser classificats en 3 clusters amb patrons ben diferenciats. El cluster 1 es
va caracteritzar per un predomini de resposta de cél-lules Th17 amb nivells elevats de
IL-17 i IL-23 i un percetenatge menor de cel-lules Treg. El Cluster 2 va presentar un
patré predominantment Th2 amb nivells augmentats de IL-4, IL-5, IL-13 i IgE. El cluster
3 va incloure pacients que no presentaven polaritzacié de les cel-lules T i, en canvi,

tenien nivells augmentats de proteines i mediadors de la resposta inflamatoria aguda.

81



Els tres grups de clasters, van presentar diferéencies en els perfils immunologics i
inflamatoris perd no en el perfil clinic de la SNI en el moment del seu diagnostic en

terme de distribucio d’edat, sexe, nivells d’albumina sérica, TFG i proteindria.

A més a més, els nostres resultats indiquen que tot i que es van observar lleugeres
diferéncies significatives en determinades variables entre el grup de pacients
corticosensibles i els corticoresistents, totes aquestes molécules van presentar una
baixa sensibilitat i especificitat per discriminar entre els dos grups de pacients. Els
pacients del Cluster 2 van presentar una prevalenca significativament menor de

corticoresisténcia respecta als pacients del Cluster 1i 3.

El paper dels limfocits en la patogenia de la SNI ha estat el centre de mdltiples
investigacions (Shalhoub RJ. Et.al. 1974; Mac Carthy ET.et.al. 2010; Wang et.al. 2013;
Colucci M. Et.al. 2018; Segarra A.et.al. 2012). La majoria d’estudis que s’han fet, s’han
centrat en 'estudi dels malalts amb NCM i s’han descrit diferents tipus de polaritzacié
de resposta de cél-lules Th. Alguns estudis no han trobat diferéncies entre els ratio
Th1/Th2 (Kemper et.al. 2001) i d’altres han trobat un predomini de la resposta Th2
(Lennon R.et.al. 2008; Gallon L. Et.al 2012) i fins i tot s’ha evidenciat que la IL-13,
relacionada amb la resposta Th2, és capac¢ d’induir lesions podocitaries en models
experimentals (Lai et.al. 2007). Els resultats amb la nostra cohort de pacients amb
GFS mostren que el 20% d’aquests presenten una resposta predominantment Th2
(cluster 2) i tot i no ser el grup més prevalent, van presentar una frequéncia
significativament inferior a desenvolupar corticoresisténcia respecte als altres dos
clusters. Els nostres resultats concorden amb estudis publicats préviament en els que
s’havia descrit una associacié entre la resposta Th2 (Kemper M.J. et.al. 2001) i la
resposta als corticostereoides i podria relacionar-se amb I'efecte inhibitori dels

corticoides en la transcripci6 dels gens de IL-4, IL-5i IL-13 (Lyngbaek S.et.al. 2013).
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Estudis recents posen de manifest el posible paper d’'un desequilibri de les cél-lules
Th1l7 i Tregs en la patogénia de la SNI (Kuzelova K. et.al. 1997; Gutteridge JM. Et.al.
1995; Baker WW et.al. 2005). Les cel-lules Thl7 indueixen lesions inflamatories i
immunologiques amb la produccié de citoquines tals com IL-17, IL-22 i TNF-a. Les
cél-lules Tregs tenen un paper anti-inflamatori suprimint I'activacié del sistema immune
amb l'alliberament de IL-10 i TGF-B1 (Nakayama M.et.al. 2002). Les ceél-lules Th17 i
les seves citoquines relacionades s’han vist augmentats en pacients amb SNI en
comparacio amb controls sans (Shao et.al. 2009; Araya C. et.al. 2009). La IL-17 s’ha
trobat augmentada en biopsies renals de pacients amb GFS en comparacié amb els
altres patrons histopatologics i també s’ha relacionat de forma positiva amb l'index de
glomeruloesclerosi. S’ha plantejat la hipotesi de que aquesta citocina promogui el dany
renal per mitja d’'alteracions en la fosforilacio de la nefrina i donant lloc a I'apoptosi dels
podocits (Shao et.al. 2009). En la nostra cohort, el 30% de malalts (cluster 1) van

presentar un predomini de patré de resposta Thl7.

El tercer cluster va ser el més nombros, incloent el 50% de la cohort de pacients i es
va caracteritzar per un increment dels nivells de IL-6, TNFa, Hx, Hgl i suPAR; fet que
indica una activacié de la resposta inflamatoria de fase aguda sense estar associada a
ningun tipus de polaritzacié de subpoplacions de cél-lules Th. La IL-1, IL-6 i TFN-q,
son les principals citocines que son alliberades pels mondcits en respota a infeccions o
lesions tissulars. Aquestes citocines, causen un efecte a nivell sistémic amb
I'estimulacié de reactants de fase aguda sintetitzats a nivell hepatic (Immenschuh S.
et.al. 1995). Els Cluster 1 i el 3 van ser els dos clusters que es van associar amb un
augment de l'activacio de la resposta infalmatoria, ja fos mediada per cél-lules Th17 o
per la via de IL1/IL6 i aquests pacients van presentar una taxa de corticoresisténcia
similars entre ells i majors que els pacients del cluster 2. Aquests resultats estan

d’acord amb els que s’havien descrit en estudis previs en els que els nivells de IL-6, Hx
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i Hgl s’havien associat a corticoresistencia (Yang J.et.al. 2015; El Hussiny M.et.al.

2018).

Els grups de clusters identificats en el nostre estudi, indiguen que existeix una
resposta immune i/o inflamatoria predominant en els malalts amb SNI, pero el seu
significat patogénic encara es desconeix. Tot i que hi ha estudis experimentals que
indiquen que tant la IL-17 com la IL-13 poden induir lesié podocitaria, no hi ha
evidencia suficient que recolzi que aquestes citoquines estiguin directament implicades
en la lesi6 podocitaria en malalties renals en humans (Lai et.al. 2007; Liu Y. et.al.
2015). A més a més, en les condicions cliniques associades a un increment de nivells
de IL-17, com les espondiloartropaties, o en aquelles que presenten un augment dels
nivells de IL-13, rinosinusitis crénica, asma o poliposi nasal, no s’han descrit una major

incidéncia de GFS.

La principal fortalesa del nostre estudi és la inclusié d’'una amplia mostra homogénia
de pacients que van ser estudiats en el moment del diagnostic de SNI, sense
interferéncies terapéutiques, utilitzant una analisi multidimensional de marcadors de
resposta inflamatoria i immune. Quan s’interpreten els resultats del nostre estudi, pero,
cal tenir en consideracié el procés de diferenciacio dels limfocits ThO “naive” fins a
limfocits Th madurs, que té lloc a nivell local en els organs limfatics i esta conduida per
les senyals donades per les cél-lules presentadores d’antigens (Araya C.et.al.2009;
Wang et.al. 2013; Colucci M. et.al. 2018). La IL-12 estimula la diferenciacié de les
cél-lules ThO a Thil, les quals produeixen IL-2 i IFN-y; IL-4, IL-13 i IL-2 estimulen la
diferenciacié de ceél-lules ThO a Th2, les quals produeixen IL4, IL-13 i IL-5; i IL-6, TGF-
B i1L-21, indueixen la diferenciacio a ceél-lules Th17 les quals produeixen IL-17, IL-22,
IL-6 i TNF-a, exercint un potent efecte antiinflamatori (Shao et.al. 2009; Araya C.et.al.
2009). Les interleucines tals com IL-17, IL-13 i IL-4 s’agrupen en el mateix cluster que

les cél-lules que s’encarreguen de sintetitzar-les.
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7.3.1. Limitacions de I’estudi

Donat que els nivells d'interleucines es van mesurar a nivell sanguini, no es poden
considerar representatius del que succeeix a nivel local en els organs limfatics; fet que
explicaria la falta d’associacié entre IL-12 i IFN- y amb les cél-lules Th1 i la falta
d’associacio entre cé-lules Th17 i IL-6. També cal tenir en compte que al incloure els
pacients amb diagnostic histopatologic, la mostra de pacients pediatrics és inferior i no
és del tot representativa atés que en aquest grup de pacients la bidpsia renal no es
practica de forma rutinaria sind6 només en aquells casos d’edat de debut o forma de

presentaci6 atipica i/o corticoresisténcia, tal i com s’ha especificat préviament.

7.4. Estudi 4

El quart estudi mostra que els pacients amb SNI secundari a NCM que presenten
tincié per CD44 positiva de les PECs, s’associen a un major risc de corticoresisténcia,
pitjor evolucio renal a llarg termini i pot ser considerada una senyal preco¢ d’'una GFS
subjacent.

La CD44 és una molécula d'adhesié de superficie cel-lular implicada en les
interaccions entre cél-lules i ceél-lula-matriu. L’'acid hialuronic és un dels lligands
principals de la CD44 de la mateixa manera que altres components de la matriu
extracel-lular (Goodison S.et.al. 1999). S’han descrit en models experimentals i en
bidopsies humanes de pacients amb GFS i glomerulonefritis rapidament progressiva
I'activacié de les PECs amb I'expressio “de novo” de la CD44 (Smeets B.et.al. 2011 i
2014 i Fatima H.et.al. 2012). Les raons per les quals les cél-lules parietals s’activen no
son del tot conegudes i el més probable és que siguin diferents segons el tipus de
malaltia. En el cas de la GFS, s’ha proposat que I'activacié de les cél-lules parietals
pugui ser deguda del seu contacte directe amb productes filtrats pel plasma en les

regions glomerulars on conseqientment a la pérdua de podocits, les parets capil-lars
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queden descobertes, perden la seva filtracié selectiva, s’expandeixen i entren en
contacte amb ceél-lules parietals formant sinequies. Després de la seva activacio, les
cél-lules parietals adquireixen la capacitat migratoria i de sintesi de matriu
extracel-lular. A través de les sinequies, poden migrar a nivell intraglomerular on
produeixen la matriu extracel-lular que contribueix a la formacio de lesions d’esclerosi
segmentaria, probablement en un intent de reparar el dany glomerular (Smeets B.et.al.
2011). Aguest mecanisme podria explicar la presencia de cel-lules CD44+ a nivell
intraglomerular (Smeets B.et.al. 2014). D’acord amb aquesta hipotesi, I'expressio de
CD44 per les PECs podria ser un senyal indirecte de la reduccié dels podocits per sota
d’'un dintell critic i consequentment, podria ser un senyal preco¢ d’'una GFS subjacent.
Donant suport a aix0, la tincio positiva per CD44 de les PECs s’ha presentat com un
potencial marcador per distingir la NCM de la GFS preco¢ com es va descriure en un
estudi recent en el que el 25% de les biopsies etiquetades inicialment com NCM, van
presentar petites lesions esclerotiques amb marcadors de les PECs (CD44, claudina-1,
i LKIV69) que no havien estat detectats amb procediments de tinci6 estandards
(Smeets B.et.al. 2014). Aquestes dades, estan plenament d'acord amb les observades
en el nostre grup de pacients que van ser re-biopsiats atés que la majoria presentaven
tincions per CD44 positives en la bidpsia inicial i van desenvolupar GFS posteriorment.
Aixi com també aquestes dades concorden amb el que vam observar en els dos
pacients post-trasplantats, que van patir una recurréncia preco¢ de la proteinuria i en
les seves biopsies no es van objectivar lesions morfologiques en la microscopia Optica
perd si que van presentar PECs amb tinci6 CD44 positiva i posteriorment es va
confirmar que van desenvolupar una GFS, com altres estudis previs havien descrit
(Fatima H.et.al. 2012). Com la corticoresisténcia és més prevalent en la GFS que en la
NCM (Eddy A, et.al. 2003, Rivera Hernandez F. 2011), podria explicar perquée els
pacients amb tinci6 CD44 positiva s’han associat a major corticoresisténcia en el
nostre estudi. No obstant aix0, I'AUC per predir la resisténcia als esteroides associada
amb I'expressio de CD44 és feble i aquesta relacio, sent purament morfologica, només
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indica que la resisténcia als esteroides s'associa amb una major perdua de podocits,
gue és la consequencia final de la lesié renal. A més, cal tenir en compte que, fins i tot
seleccionant biopsies amb un minim de 6 gloméruls, donat que les primeres lesions de
GFS solen ser focals, alguns dels pacients classificats com a negatius podrien ser uns
falsos negatius i expressar CD44 en altres zones que no s’observen en la bidpsia,
especialment en les mostres amb un baix nombre de gloméruls.

A més del seu paper potencial per diferenciar entre MCD de la GFS precog, un estudi
recent ha demostrat una associacio significativa entre la tincio positiva de PECs CD44
i 'evolucié renal en pacients pediatrics amb GFS (Smeets B.et.al. 2014). Els nostres
resultats indiquen la mateixa relacié en els pacients que inicialment s’havien catalogat
com NCM i després van desenvolupar malaltia renal crénica moderada/severa,
presentaven una major prevalenca de PECs amb tinci6 CD44 positiva i de migracié

d’aquestes a nivell intraglomerular.

7.4.1. Limitacions de I’estudi

L’analisi de les variables associades a la corticoresisténcia en els pacients amb NCM
en aquest estudi multicentric retrospectiu, ha de fer front a dues limitacions importants,
la baixa prevalenca de corticoresisténcia (en general, es parla del 10% de nens i 20%
d’adults amb SN) i de les diferéncies en la definicid de corticoresisténcia entre els
centres fet que pot representar diferents dosis i temps d’exposicié a corticoides. Una
de les majors fortaleses del nostres estudi és la inclusié d’'una cohort de pacients amb
NCM utilitzant uns criteris explicits i homogenis per a la definicié de corticoresisténcia.
Aquests criteris ens han limitat el tamany de la mostra atés que ens han obligat a
descartar pacients en els que la informacié sobre el tipus i durada de tractament no
era fiable per definir la corticoresisténcia de forma adequada. Tot i que el tamany de la
mostra és limitat, els pacients corticoresistents estan representats de forma amplia
atés que el grup d’estudi inclou un gran nombre de pacients pediatrics en els que
nomeés es realitza la bidopsia en determinats casos, entre ells la corticoresisténcia. Aixo
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també explica que la prevalenca de corticoresistencia en els pacients pediatrics sigui
major que en els adults, el que presentaven un percentatge similar de
corticoresisténcia a la resta d’estudis (Rivera Hernandez F. 2011). Per aquesta raé la
prevalenca de corticoresisténcia observada en la nostra cohort d’estudi no és

representativa de la resta de cohort amb NCM (Eddy A, et.al. 2003).
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8. CONCLUSIONS

Les conclusions s’agrupen segons cada objectiu plantejat.

8.1. Conclusions objectiu 1

Els nivells de suPAR dels pacients amb sindrome nefrotica idiopatica secundaria a
NCM, GFS i NM, sén independents de la malaltia renal primaria i s’associen de forma
significativa amb l'edat, la TFG i els nivells de varis marcadors endotelials estudiats,
tals com FvW, Syndecan-1 i VCAM-1. Els nivells d’aquestes molécules endotelials,
exceptuant el syndecan-1, s’han associat amb I'edat i els nivells d’albumina, tot i que la
variabilitat explicada per les caracteristiques demografiques i bioquimiques, és petita.
Per aix0, es precisen més estudis per poder identificar els mecanismes moleculars
subjacents a 'augment de suPAR i d’alguns marcadors d’activacié endotelial que es
déna en alguns pacients amb Sindrome nefrotica. Finalment, ateses les associacions
entre el suPAR i les molécules endotelials amb el risc d'esdeveniments vasculars
reportats per altres autors, creiem que s’han de realitzar futurs estudis prospectius per
inverstigar el paper potencial d'aquestes molécules com a biomarcadors de la malaltia

vascular en pacients amb sindrome nefrotica d’evolucio cronica.

8.2. Conclusions objectiu 2

L’activacié de la resposta inflamatdria aguda en els pacients amb SNI és complexe,
heterogénica i no esta relacionada amb la severitat de la malaltia en el moment del
diagnostic. Hi ha un grup de pacients que presenten nivells augmentats de TNFa, IL-6,
Hx, Hgl, PCR i suPAR amb nivells normals de sIL1R i IFNy, mentre que altres pacients
amb nivells de proteindria i d’albumina sérica similars, no mostren evidencia

d’activacié de la resposta inflamatoria.

L’activacio de la resposta inflamatoria és més prevalent en pacients amb NCM o GFS

gue en pacients amb NM. En els pacients amb NCM i GFS, els nivells augmentats de
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Hx, Hgl o IL6 es van associar independentment amb la corticoresistencia i van millorar

el valor predictiu donat pel patré de GFS.

Donada la potencial rellevancia d’aquests resultats, creiem que és necessari dur a
terme estudis que defineixin am major detall el paper de I'activacié de la resposta
inflamatoria en la patogénia de la SNI secundaria NCM i GFS, aixi com estudis de
validacié externs per analitzar el seu valor clinic com a potencials predictors de

corticoresistencia.

8.3. Conclusions objectiu 3

S’han objectivat 3 grups de clusters en els pacients amb GFS que presenten diferents
patrons immunoldgics i inflamatoris. L'elevada dispersié en la distribucid de les
subpoblacions de cel-lules Th i dels nivells de les proteines inflamatories i
d’interleucines analitzades, pot ser una de les raons que permetin explicar la disparitat
de resultats entre els diferents estudis publicats fins ara. El pacients amb un patré de
resposta Th2 predominant van presentar una millor taxa de resposta als
corticosteroides mentre que els pacients amb respostes Th17 i IL1/IL6, es van asociar

a una major prevalenca de corticoresisténcia.

8.4. Conclusions objectiu 4

Els pacients amb NCM diagnosticats per microscopia optica que presenten activacio
de les PECs, definida per la tinci6 CD44+, s’associen a una major prevalenca de
corticoresistencia, un major risc de deteriorament de la funcié renal i es pot
considerear un senyal precoc de GFS. Cal fer més recerca per explicar la seva
implicacio en la patogenia de la NCM i la GFS i poder definir el seu paper potencial en

la practica clinica.
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8.5. Conclusions finals

La recerca de biomarcadors que permetin caracteritzar des del debut de la SNI es

subtipus de patré histopatologic subjacent continua sent un repte.

Tots els potencials biomarcadors analitzats en els nostres estudis (SUPAR, marcadors
de lesié endotelial, Hx, Hgl, marcadors inflamatoris i marcadors d’activacié parietal)
semblen tenir un paper rellevant en la prediccié diagnostica i prondstica d’alguns
pacients amb SNI pero calen més estudis que validin els resultats i que permetin

establir quins biomarcadors sén més especifics en cada malaltia renal.

La implicaci6 dels sistemes immune, inflamatori i endotelial en la patogénia de la SNI
és cada cop més evident, perd0 encara esta per definir el grau d’implicacié de
cadascun, si estan interrelacionats i quins sén els desencadenants propiament de

cada subtipus de SNI.

La clau per poder avancar en el diagnostic i tractament dels pacients amb SNI és
continuar amb la recerca de la patogéenia de la malaltia. La identificacié en un futur de
biomarcadors del SNI, permetra no només diagnosticar als pacients de forma més
preco¢ i menys invasiva, sin0 també estratificar-los millor des del seu inici i poder

oferirlos tractaments més personalitzats en cada cas.
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11. ANNEX

Figura 1: Diagrames boxplot dels nivells sérics d’Hemopexina, Haptoglobina i altres marcadors

inflamatoris en els 3 subgrups de malalts | el grup control. Es representen els valors extrems.
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