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¢Son los anticuerpos antinefrina un simple biomarcador
de actividad de la enfermedad de cambios minimos
y el sindrome nefrético idiopatico, o contribuyen a su patogenia?
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H Tipo de disefio y seguimiento
.{: Estudio multicéntrico
Engloba 4 cohortes:

— Pacientes adultos con enfermedad glomerular de
diferentes etiologias confirmada por biopsia renal,
incluyendo, entre otras, la enfermedad de cambios
minimos (ECM) y glomeruloesclerosis focal (GSF)
primaria (n = 357).

— Poblacion pediatrica con sindrome nefrético idiopa-
tico (n = 182).

— Controles sanos adultos (n = 67).
— Controles sanos pediatricos (n = 50).
Se realiza un anélisis preliminar de detecciéon de anti-
cuerpos antinefrina, utilizando una nueva metodologia
de inmunoprecipitacién junto con un ensayo hibrido,
combinando la inmunoprecipitacién con un ensayo de
inmunoadsorcién enzimatica (ELISA). Este procedi-
miento permite detectar y cuantificar dichos anticuer-
pos circulantes. Se evalua, ademas, la relacion entre
estos anticuerpos y la actividad de la enfermedad en
su seguimiento.

En una segunda parte del estudio, se desarrolla un mo-

delo experimental animal de ECM mediante inmuniza-

Cion activa a ratones con nefrina murina recombinante

en el que se estudian la aparicion de la enfermedad y

los mecanismos fisiopatolégicos de actuacion de di-

chos anticuerpos.

B Asignacion

5 Estudio no aleatorizado.
En el modelo experimental animal, la inmunizacién
activa se realizé de forma aleatorizada en animales de
edad similar.

B Enmascaramiento
Las muestras se analizaron de manera ciega. El diag-
noéstico de la enfermedad y los datos clinicos se reve-

laron después de la determinacién de los autoanticuer-
pos antinefrina.

B Ambito

@

Participaron en el estudio las siguientes instituciones:

— Departamento de Medicina, Biometria Médica y
Epidemiologia, Patologia, Nefrologia Pediatrica,
Obstetricia y Medicina Fetal, Centro de Salud Renal,
Centro de Inmunologfa Traslacional y Centro Médi-
co Universitario, todos ellos de Hamburgo (Alema-
nia).

— Centro de Pediatria y Medicina Adolescente del
Hospital Universitario de Heidelberg (Alemania).

— Departamento de Biomedicina de la Universidad de
Aarhus (Dinamarca).

— Departamento de Medicina de Precisién y Regene-
rativa, Unidad de Nefrologia, Diélisis y Trasplante,
de la Universidad de Bari Aldo Moro (Italia).

— Division de Nefrologia y el Hospital Infantil Bambino
Gesu de Roma (Italia).

— Unidad de Investigacién de la Universidad de la Sor-
bona en Paris (Francia).

— Departamento de Nefrologia Pediatrica, Hospital
Robert Debré, Assistance Publique-Hopitaux de Pa-
ris (Francia).

— Divisién de Nefrologia, Hospital Center-Le Mans
(Francia).

— Centro de Investigaciéon Clinica y Traslacional, Abi-
gail Wexner Research Institute, Ohio (EE. UU.).

— Departamento de Pediatria, Facultad de Medicina
de la Universidad Estatal de Ohio (EE. UU.).

— Departamento de Patologia, Brigham and Women'’s
Hospital, Boston (EE. UU.).

— Facultad de Medicina de Harvard, Boston (EE. UU.).

— Departamento de Medicina, Facultad de Medicina
de la Universidad Johns Hopkins, Baltimore
(EE. UU.).

Todos los autores contribuyeron por iqual al trabajo.
Revision por expertos bajo la responsabilidad de la Sociedad Espanola de Nefrologia.
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B Pacientes

La cohorte englobaba a un total de 656 participantes,
539 pacientes (357 adultos con enfermedad glomeru-
lar confirmada por biopsia renal y 182 nifios con sin-
drome nefrético idiopéatico diagnosticados por fenoti-
po clinico y hallazgos de laboratorio) y 117 controles
sanos (67 adultos y 57 ninos).

La etiologia de la enfermedad renal en la cohorte de
adultos inclufa: 105 pacientes con ECM, 115 diagnos-
ticados de GSF, 75 de ellos con GSF primaria (basado
en fusiéon podocitaria difusa en la microscopia electré-
nica y presencia de sindrome nefrético), 50 con nefro-
patia membranosa (NM), asociados al receptor de fos-
folipasa A, en el 84% de los casos, 48 con nefropatia
por inmunoglobulina A (NIgA), 20 con vasculitis por
anticuerpos anticitoplasmicos de neutréfilos (ANCA) y
20 pacientes con nefropatia ltpica (NL).

El estudio del modelo experimental animal se realizd
con ratones Wild-type BALB/cAnNCrl y existia un gru-
po control.

M Intervencion

Se determinaron los anticuerpos antinefrina mediante
inmunoprecipitacion y para su cuantificacion se em-
pled un ensayo hibrido de ELISA e inmunoprecipita-
cion.

La proteinuria se midié por la relacién proteina-creati-
nina en orina; también se analizé la albumina y el co-
lesterol sérico, asi como el filtrado glomerular estimado
(FGe) en el momento de la inclusion en el estudio.

En el modelo experimental animal, se inmunizaron
por via subcutanea a ratones Wild-type BALB/cAnN-
Crl con nefrina murina recombinante junto con ad-
yuvantes de Freund's, un estimulador inespecifico de
la respuesta inmunitaria. Los animales control reci-
bieron el adyuvante completo de Freund’s junto con

solucion salina. Se tomaron muestras de suero/plas-
ma al inicio y a las 2 semanas de la inmunizacion, asf
como el dia del sacrificio, 3 semanas después. Se
realizaron estudios histolégicos de tejido renal en
microscopia 6ptica, inmunofluorescencia con mi-
croscopio confocal y microscopia electrénica inclu-
yendo inmunomarcaje con oro. Por Ultimo, se reali-
zaron andlisis proteémicos y fosfoprotedmicos de
glomérulos aislados.

M Variables de resultado

Determinacién de anticuerpos antinefrina en pacientes
adultos con ECM o GSF primaria y pediatricos con sin-
drome nefrético idiopatico y su relacion con la activi-
dad de la enfermedad.

Se examind, en un modelo experimental animal, si los
autoanticuerpos antinefrina podian inducir una podo-
citopatia y si ejercian efectos directos sobre la sefaliza-
cion de la nefrina mediante estudios protedémicos en
glomérulos aislados.

B Tamaifo muestral

P

539 pacientes:
+ 357 adultos con enfermedad glomerular biopsiada:
- ECM: 105.
— GSF primaria: 114.
— NM: 50.
— NIgA: 48.
— Vasculitis ANCA: 20.
— NL: 20.
+ 182 pacientes pediatricos con sindrome nefrético
idiopatico.
117 controles: 67 adultos y 50 nifios.

B Promocion y conflicto de interés

No aplicable.

mente.

Variable principal
Prevalencia de autoanticuerpos antinefrina en pacientes con glomerulopatia proteinurica
En el 44% de los pacientes adultos con ECM se detectaban autoanticuerpos antinefrina, cifra que aumentaba hasta el 61y el
69% en aquellos con proteinuria nefrética y pacientes con sindrome nefrético sin tratamiento inmunosupresor, respectiva-
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Los pacientes adultos de raza no caucésica estan infrarrepresentados.

H RESULTADOS PRINCIPALES

Analisis basal de los grupos
Las cohortes de pacientes incluidas en el estudio mantienen la proporcion esperada de hombres y mujeres, y una amplia distribucion
de edad similar a la de estudios previos.

La prevalencia de dichos anticuerpos en pacientes adultos con GSF primaria era claramente inferior, pues alcanzaba el 9%.

No se detectaron en pacientes con otras glomerulopatfas y controles sanos, salvo en un paciente con una GSF secundaria y un pa-
ciente con NM.
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La prevalencia de los autoanticuerpos en poblacién pedidtrica con sindrome nefrético idiopatico fue del 52% y se increment6 al
80% en aquellos con proteinuria en rango nefrético y hasta el 90% en pacientes con sindrome nefrético naive de tratamiento in-
Munosupresor.

Variable secundaria

Se estudio, en el seguimiento del paciente, si la presencia o ausencia de autoanticuerpos antinefrina reflejaba estrechamente la
actividad y remisién de la enfermedad, respectivamente. Para ello se seleccioné una subcohorte de 13 adultos con ECM, 5 adultos
con GSFy 18 nifios con sindrome nefrotico idiopatico con mas de una determinacion de autoanticuerpos.

Variable principal del modelo experimental animal
La inmunizacién activa de ratones con el ectodominio de la nefrina murina indujo la formacién de autoanticuerpos antinefrina,
seguida por el rdpido desarrollo de un sindrome nefrético.

La histologifa renal al microscopio 6ptico no mostraba diferencias entre los ratones de control y los inmunizados con nefrina.
Tampoco existian diferencias en la densidad podocitaria. La microscopia electronica mostré un borramiento difuso de los procesos
podocitarios y ausencia de depdsitos electrondensos en los ratones inmunizados y no en los controles, hallazgos concordantes
con la ECM histolégica. El inmunomarcaje con oro de IgG en ratones inmunizados mostraba su depdsito en el diafragma de
hendidura. En la microscopia confocal se evidencié una redistribucion de nefrina y un patron de positividad de IgG colocalizado
con nefrina.

Se realizé un andlisis protedmico y fosfoprotedmico de glomérulos aislados de ratones 3 semanas después de la inmunizacion. En
los ratones inmunizados, estaba aumentada la fosforilacion de la nefrina en los residuos de tirosina necesarios para la senalizacion
dependiente de nefrina que altera el ensamblaje de actina, la reorganizacion del citoesqueleto y la endocitosis de nefrina.

B CONCLUSIONES DE LOS AUTORES

Los autores concluyen que su estudio revela que los anticuerpos antinefrina estan presentes de forma generalizada en pacientes
adultos con ECM y en nifios con sindrome nefrético idiopatico. Ademas, los defienden como indicadores de actividad de la enfer-
medad y sugieren que tienen un papel crucial en la patogenia del dafo podocitario.

B COMENTARIOS DE LOS REVISORES

Hengel et al. proporcionan en este estudio evidencias convincentes del papel de los autoanticuerpos antinefrina en la ECM y validan
los resultados del trabajo previo de Watts, con una gran cohorte multicéntrica europea. Una limitacién del estudio es que en la
cohorte adulta la raza no caucésica esta probablemente infrarrepresentada.

Para la deteccién de dichos autoanticuerpos, los investigadores optimizan la técnica de deteccion y desarrollan un ensayo hibrido
que combina la inmunoprecipitacion con un ELISA de nefrina, lo que les permite detectar y cuantificar los anticuerpos antinefrina
circulantes. Probablemente, a diferencia de otras patologias, como la nefropatia membranosa o la enfermedad antimembrana basal
glomerular, esta entidad represente una patologia de «bajo titulo de anticuerpos» y se requieren técnicas mas sensibles para la
identificacion de los autoanticuerpos. Es necesario desarrollar y validar un ensayo mas accesible en grandes cohortes para una apli-
cacion mas amplia en la practica clinica; este problema técnico queda por resolver.

Se identificaron autoanticuerpos antinefrina en aproximadamente la mitad de los adultos con ECM o nifios con sindrome nefrético
idiopatico, y en aproximadamente el 10% de los adultos que tenian el diagnostico por biopsia de GSF primaria, pero estaban au-
sentes en los controles sanos o en otras glomerulopatias definidas por biopsia. La prevalencia de dichos autoanticuerpos aumenté
al 69% en adultos con ECM y al 90% en nifios con sindrome nefrético con enfermedad activa sin tratamiento inmunosupresor. No
guedan explicadas las diferencias de prevalencia entre poblacion peditrica y adulta.

La baja prevalencia de estos anticuerpos en la GSF primaria sugiere que los mecanismos inmunomediados no estan completamente
dilucidados o que, en la mayoria de los casos, se trate de dos entidades diferentes. El trabajo no da respuesta si existian diferencias
en los pacientes con GSF primaria en funcion de la presencia de los autoanticuerpos.

El titulo de autoanticuerpos antinefrina se correlacionaba estrechamente con la proteinuria. Los analisis longitudinales también
demuestran una correlacion entre sus niveles y la actividad de la enfermedad, y puede considerarse, por tanto, un marcador subro-
gado de actividad de la enfermedad y sugiere su potencial como biomarcador no invasivo.
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Los datos de cohorte disponibles no permiten un examen detallado de la historia natural de la enfermedad asociada a los autoan-
ticuerpos antinefrina, aunque en 3 pacientes estudiados parece que existe una relacién temporal entre la terapia dirigida contra las
células B, el titulo de autoanticuerpos y la remisién de la proteinuria.

El modelo experimental de ratén respalda una relacién potencialmente causal entre los autoanticuerpos antinefrina y la disfuncion
de los podocitos; dicho modelo también permite dilucidar los mecanismos patogénicos asociados con los anticuerpos. La inmuni-
zacion de ratones con nefrina desencadend el desarrollo de autoanticuerpos e indujo un sindrome nefrético parecido a la ECM, con
borramiento difuso de los procesos del pie de los podocitos. La localizacion de IgG en el diafragma de hendidura y su colocalizacion
parcial con nefrina indican la unién antigeno-anticuerpo. Los analisis protedmicos de glomérulos de los ratones inmunizados mos-
traron una mayor fosforilacion de nefrina en residuos de tirosina conservados, necesarios para la sefalizacion dependiente de ne-
frina que altera el ensamblaje de actina, la reorganizacién del citoesqueleto y la endocitosis de nefrina, impactando potencialmen-
te en los mecanismos celulares que conducen a la fusién podocitaria.

Los autores reconocen que el estudio tiene naturaleza «exploratoria» y no realizan anélisis de significacién estadistica, y muestran
los resultados como diagramas de dispersién con medianas y medias con intervalo de confianza del 95%.

Bl CONCLUSIONES DE LOS REVISORES

La identificacion de autoanticuerpos antinefrina en un subconjunto de pacientes con enfermedad glomerular lo convierte en un
potencial marcador no invasivo en un subconjunto de podocitopatias y un avance en la definicién de estas basado més en la pato-
genia de la enfermedad que en su morfologia.

Hengel et al. demuestran que los autoanticuerpos antinefrina pueden medirse cuantitativamente para evaluar la actividad de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento.

Es necesario un mejor desarrollo y caracterizacion de estos ensayos, y su valoracion en cohortes prospectivas adicionales.

El modelo animal desarrollado respalda el papel patogénico de los antoanticuerpos antinefrina en la ECM.
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