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Highlights
e Soluble CD25 levels predict response to calcineurin inhibitors in steroid-resistant FSGS.
e Higher T-cell activation correlates with better therapeutic outcomes.
e A CD25 cutoff of 324 pg/mL shows 94% sensitivity for predicting remission.
e Pediatric patients show a higher likelihood of complete remission compared to adults.

e Soluble CD25 may serve as a biomarker to optimize treatment decisions in FSGS.
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Resumen

Antecedentes y objetivo: Ante un sindrome nefrdtico (SN) resistente a corticoesteroides por una
glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GFS) los inhibidores de la calcineurina (ICN) constituyen la primera
linea de tratamiento, aunque la respuesta es variable. Este estudio analizé la activacién linfocitaria en estos
pacientes mediante la expresidn de receptores de IL-2 en linfocitos y los niveles séricos de IL-2Ra (CD25
soluble) para evaluar su relacion con la respuesta al tratamiento con ICN.

Material y métodos: Se realizd un estudio caso-control multicéntrico en 39 pacientes con SN por GFS
resistente a corticoides, diagnosticada por biopsia renal, y 23 controles sanos. Se evaluaron variables clinicas,
bioquimicas e inmunoldgicas. Los niveles de CD25 soluble se midieron mediante ELISA y la activacidn
linfocitaria mediante citometria de flujo. Tanto los criterios de tratamiento como la evaluacion de la respuesta
a ICN se definieron segun los criterios de las guias KDIGO. Los datos se analizaron mediante curvas ROC para
determinar el rendimiento diagnéstico de CD25 soluble.

Resultados: Un 48,7% de los pacientes respondié al tratamiento con ICN. Los niveles de CD25 soluble y la
expresion de IL-2 en linfocitos CD3 se asociaron significativamente con la respuesta a ICN (p<0,01) con valores
de CD25 soluble 477 + 84.47 (respondedores) vs. 290.28 + 85.98 pg/mL (no respondedores). Tras la remision,
los pacientes sensibles a ICN mostraron una reduccion significativa de CD25 soluble (-35,8%), linfocitos CD3 y
CD3-IL2+, junto con un incremento en CD8 DR+ y células T reguladoras. El andlisis ROC identificd un punto de
corte de 324 pg/mL de CD25 soluble, con una sensibilidad del 94% y una especificidad del 75% para predecir
la respuesta a ICN.

Conclusiones: En nuestro estudio, los niveles elevados de CD25 soluble y la activacidn linfocitaria T se asocio
con una mejor respuesta al tratamiento con ICN. La medicién de CD25 soluble podria integrarse como un
biomarcador predictivo Gtil para identificar de manera temprana a los pacientes con mayor probabilidad de
respuesta, optimizando asi las decisiones terapéuticas y evitando tratamientos innecesarios en la GFS
resistente a corticoides. Este estudio presenta ciertas limitaciones, como el tamafio reducido de la muestra y
la ausencia de validacidn externa.

Abstract

Background and objective: Calcineurin inhibitors (CNI) are the first-line treatment for steroid-resistant
nephrotic syndrome (SRNS) due to focal segmental glomerulosclerosis (FSGS), though response rates vary.
This study analyzed lymphocyte activation through IL-2 receptor expression on T lymphocytes and serum IL-
2Ra (soluble CD25) levels in these patients to evaluate their relationship with response to CNI therapy.

Materials and methods: A multicenter case-control study was conducted with 39 patients with steroid-
resistant FSGS, diagnosed via renal biopsy, and 23 healthy controls. Clinical, biochemical, and immunological
variables were assessed. Soluble CD25 levels were measured using ELISA, and lymphocyte activation was
analyzed by flow cytometry. Treatment criteria and response evaluation followed KDIGO guidelines.
Diagnostic performance was assessed using ROC curves for soluble CD25.

Results: 48.7% of patients responded to CNI treatment. Soluble CD25 levels and IL-2 expression on CD3 T
lymphocytes were significantly associated with CNI response (p<0.01): responders had higher CD25 levels
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(477 £ 84.47 pg/mL) compared to non-responders (290.28 + 85.98 pg/mL). Responders showed a significant
reduction in soluble CD25 (-35.8%) and CD3-IL2+ cells after remission, alongside increases in CD8 DR+ cells
and regulatory T cells. ROC analysis identified a soluble CD25 cutoff of 324 pg/mL, with 94% sensitivity and
75% specificity for predicting response to CNI.

Conclusions: Elevated soluble CD25 levels and T cell activation were associated with better CNI response.
Soluble CD25 could be a predictive biomarker to identify patients with higher likelihood of response,
optimizing therapeutic decisions and avoiding unnecessary treatments in steroid-resistant FSGS.

Palabras clave: Glomeruloesclerosis Focal y Segmentaria, Sindrome Nefrdtico, Inhibidores de Calcineurina,
Receptores de Interleucina-2, Activacion Linfocitaria

Keywords: Focal Segmental Glomerulosclerosis, Nephrotic Syndrome, Calcineurin Inhibitors, Interleukin-2
Receptors, Lymphocyte Activation

INTRODUCCION

La glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GFS) idiopatica representa una causa importante de sindrome
nefrotico (SN) y puede mostrar resistencia al tratamiento con corticoides. Esta resistencia puede evidenciarse
desde el primer ciclo terapéutico o manifestarse tras varios ciclos de tratamiento?. La respuesta a corticoides
se ha definido como el principal indicador prondstico a largo plazo, en todas las etapas de la vida®3. En casos
de corticoresistencia, los inhibidores de la calcineurina (ICN) son actualmente el tratamiento de primera linea,
con tasas de respuesta variables que oscilan entre el 31% y el 89% para la remisién completa, y entre el 19%
y el 38% para la remision parcial, dependiendo de los criterios de seleccidn utilizados®. La eficacia de los ICN
se asocia con una reduccidn significativa en el riesgo de progresion a enfermedad renal crénica avanzada®.

El mecanismo de accién de los ICN se fundamenta en la inhibicion de la calcineurina, que regula la expresién
de genes implicados en la sintesis de citoquinas esenciales para la activacion y proliferacién de los linfocitos T
citotdxicos>®. Entre estas citoquinas se encuentran la IL-2, IL-4, el interferén gamma vy el factor de necrosis
tumoral alfa. De todas ellas, la IL-2 es particularmente relevante, ya que desempefa un papel crucial como
regulador de la célula T en numerosos procesos inmunitarios. La inhibicion de la calcineurina conduce a una
disminuciéon en la produccién de IL-2 y otras citoquinas proinflamatorias, asi como a una supresion de la
proliferacién linfocitaria’. Adicionalmente, los ICN estabilizan el citoesqueleto de actina en los podocitos,
reduciendo asi la proteinuria y mejorando la funcién glomerular®.

La activacidn linfocitaria, medida mediante la expresidn linfocitaria de IL-2 y los niveles séricos de IL-2Ra (CD25
soluble), es caracteristica de diversas enfermedades inmunolégicas, incluido el sindrome nefrético idiopatico
(SNI)°. Durante episodios de recaida, se han documentado niveles elevados de IL-2, IL-4 e IL-8 en pacientes
con SNI'91! mijentras que los linfocitos T de pacientes corticoresistentes muestran una mayor expresiéon de
ARNm de IL-2 en comparacién con pacientes sensibles a corticoides!!. Otros estudios han identificado en
pacientes con GFS patrones de respuesta inflamatoria caracterizados por una mayor prevalencia de las
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citoquinas IL-1 e IL-6, lo cual se asocia con una mayor resistencia a los corticoesteroides '3, A pesar de esta
asociacion evidente, el mecanismo exacto mediante el cual la activacién linfocitaria puede relacionarse con la
alteracién de la barrera de filtracidon o con la lesidon podocitaria, es desconocida en el momento actual. Estudios
en modelos animales han sugerido que el exceso de IL-2 podria promover la regulacién positiva de moléculas
proapoptdticas y la pérdida de la integridad estructural de la barrera glomerular'®.

En este contexto, el objetivo del presente estudio es analizar el estado de activacién de los linfocitos T en
pacientes con GFS corticoresistente, evaluando la expresidn de receptores de IL-2 y los niveles séricos de IL-
2Ra (CD25 soluble), y explorar su posible asociacidn con la respuesta al tratamiento con ICN.

Material y Método
Disefio del Estudio y criterios de inclusién

Se realizd un estudio multicéntrico caso-control en pacientes con sindrome nefrdtico corticoresistente
causado por GFS idiopatica, diagnosticada mediante biopsia renal. El estudio incluyd pacientes adultos y
pediatricos atendidos en cuatro centros hospitalarios entre enero de 2012 y marzo de 2019. Los criterios de
inclusion fueron: resistencia a esteroides, diagndstico histoldgico de GFS en la biopsia renal, ausencia de
etiologias secundarias tras realizar un estudio sistemdtico y protocolizado, ausencia de antecedentes
familiares de nefropatia y resultado negativo en el estudio genético. Ademas, se incluyeron solo pacientes que
aun no habian recibido tratamiento con esteroides, inmunosupresores, bloqueadores del receptor de
angiotensina Il o estatinas en el momento de la obtencién de muestras de sangre y orina. Las etiologias
secundarias excluidas incluyeron reduccidon de la masa renal, obesidad mérbida, nefropatia asociada al VIH,
consumo de heroina o cocaina, infeccién por parvovirus B19, consumo de analgésicos, bisfosfonatos o
interferodn, reflujo vesicoureteral y apnea obstructiva del suefio. Se realizé un estudio genético para descartar
mutaciones patdgenas en todos los pacientes con corticoresistencia menores de 35 afios, mediante un panel
renal previamente descrito y validado (Bullich G. et al., 2018).

El disefio consté de dos fases: (1) una fase observacional caso-control para analizar la respuesta a ICN y las
variables asociadas, y (2) un seguimiento prospectivo de la cohorte de enfermos tratada, para evaluar la
evolucién de las variables estudiadas tras el tratamiento en funcién del resultado.

Definiciones operativas

El SN idiopatico (SIN) se definié por valores de excrecién de proteinas en orina de 24 horas >3.5 g/dia en
adultos y >40 mg/m2/h en nifios, asociado con hipoalbuminemia <3.5 g/dL y edema. Después del diagndstico,
tanto el seguimiento clinico como los criterios de tratamiento se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones indicadas en las guias KDIGO™® a criterio de cada centro participante. Para poder ser incluido
en el estudio, los criterios de corticoresistencia se definieron explicitamente y fueron los mismos para todos
los centros. En pacientes pediatricos, la resistencia a corticoides se definié como la falta de remisién completa
(reduccién de la relacién proteina/creatinina en orina a <0.2 mg/mg) después de 8 semanas de terapia con
prednisona a una dosis estandar de 60 mg/m2/dia. En pacientes adultos, la resistencia a corticoides se definid
como la falta de remisidn (reduccion de la proteinuria a <0.3 g/dia, niveles de creatinina sérica estables y
niveles de albuimina sérica >3.5 g/dL) después de una exposicion minima de 16 semanas a prednisona a una
dosis diaria de 1 mg/kg o a una dosis en dias alternos de 2 mg/kg. No se incluyeron pacientes con remision
parcial a corticoesteroides; se consideraron Unicamente como corticoresistentes aquellos pacientes que,
segun la definicidn, no alcanzaron remision, independientemente de si presentaron una disminucién de la
proteinuria sin llegar al umbral establecido para remision parcial. El tipo de ICN indicado (tacrolimus o
ciclosporina), fue seleccionado libremente por cada uno de los centros participantes. Las directrices para el
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tratamiento en cuanto a dosis, niveles valle y controles, fueron las mismas en todos los centros y se basaron
asimismo en las recomendaciones de las guias KDIGO™. Se considerd que habia respuesta al tratamiento con
ICN si, tras el inicio del tratamiento se conseguia una remisién total o parcial de la proteinuria, de acuerdo con
los criterios descritos en las guias KDIGO para pacientes pediatricos y adultos. Se considerd paciente pediatrico
los pacientes < 18 afos.

El grupo control incluyé a sujetos sanos pareados por edad y sexo, seleccionados de una base de datos
electrdnica que contiene datos demograficos de 450 donantes de sangre sanos y de individuos sanos en edad
pediatrica, obtenidos de estudios preoperatorios de procesos dermatoldgicos o cirugia menor local. Todos los
participantes en el estudio firmaron el consentimiento informado correspondiente antes de su inclusion. En
el caso de los controles en edad pediatrica, las muestras de sangre fueron obtenidas tras consentimiento
informado de sus padres o tutores. El estudio se realizd de acuerdo con los pardmetros establecidos por la
Declaracién de Helsinki y la ley local de proteccién de datos personales (LOPD 15/1999). El protocolo del
estudio fue aprobado por el comité de bioética independiente de los centros participantes (codigo interno
2551).

Métodos de laboratorio

Todas las muestras de sangre, suero y ADN se obtuvieron antes de iniciar cualquier tratamiento
inmunosupresor o inmunomodulador. Las muestras de sangre se obtuvieron en tubos estandar sin aditivos,
se centrifugaron a 1500 g durante 10 minutos y se almacenaron a -802C hasta su uso. La creatinina sérica se
midié mediante el método compensado trazable a IDMS (Hitachi Modular P-800 Roche Diagnostics, Alemania).
La tasa de filtracion glomerular estimada (TFGe) se calculd utilizando la ecuacién de Schwartz en nifios y la
formula de la Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) en adultos. Los niveles séricos de
CD25 se midieron mediante ELISA (Quantikine R&D Systems, Inc., MN, USA). Todos los analisis de ELISA se
realizaron en el mismo laboratorio, por el mismo equipo y por duplicado. Ademds, para analizar la
reproducibilidad de las mediciones, en una muestra de 15 pacientes se realizaron tres o mas determinaciones
durante la fase de brote nefrdtico, antes de iniciar cualquier tratamiento. En todos los casos, los coeficientes
de variacion de las mediciones repetidas fueron <10%.

El andlisis de la activacion linfocitaria, se realizd mediante citometria de flujo multicanal (Cytoflex Beckman
Coulter, USA), incluyendo: subpoblaciones de linfocitos T (helper (CD4 DR+), citotdxicos (CD8 DR+) y células T
reguladoras), receptor soluble de IL-2 (CD25) y porcentaje de linfocitos CD3 con expresidon de CD25. Para ello,
se utilizaron anticuerpos monoclonales conjugados con fluoréforos, especificos para cada marcador ( Abyntek
Biopharma, Espaiia)

Anadlisis anatomopatoldgico de las biopsias renales

Todas las biopsias renales fueron analizadas centralmente a ciegas por dos anatomopatdlogos
experimentados que confirmaron el patrén morfolégico de GFS caso por caso. Las biopsias renales se tifieron
con hematoxilina y eosina, acido periédico de Schiff-metenamina y tricromico de Masson para el analisis
morfoldgico, y se realizaron estudios de inmunofluorescencia con anticuerpos contra inmunoglobulina A (IgA),
IgG, IgM, C3, fibrindgeno y cadenas ligeras, y se procesaron para un estudio con microscopio electrdnico.

Meétodos Estadisticos

Las variables cuantitativas se expresan como media * desviacién estandar y las variables cualitativas como
proporciones. Las comparaciones de medias entre grupos para datos independientes se realizaron utilizando

Page 5 of 15



la prueba t de Student o la U de Mann-Whitney, en caso de distribuciones no normales. La comparacion de
dos medias intragrupo, se realizé mediante la T de Student para datos apareados o su equivalente, el test de
Wilcoxon para variables no paramétricas. La asociacién entre variables cuantitativas, se analizd6 mediante el
coeficiente de correlacidn de Pearson o el de Spearman en funcidén de la distribucidon de la variable. La
comparacion entre variables categoricas se realizé utilizando la prueba de Chi-cuadrado. Para analizar la
normalidad en la distribucién de los datos, se utilizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk.
Se aceptd como valor significativo una p<0.05. Después de clasificar a los pacientes segln la respuesta a ICN,
se realizé un analisis univariado para analizar las variables asociadas a remision. Los valores de corte para las
variables cuantitativas asociadas con la respuesta al tratamiento se calcularon mediante curvas ROC,
utilizando el indice de Youden para seleccionar el valor éptimo. Los cdlculos estadisticos se realizaron
utilizando el programa SPSS, version 20.0.

Resultados
Caracteristicas Demogrificas, Clinicas y Bioquimicas en el momento de la inclusién

Se incluyeron un total de 39 pacientes con GFS resistente a corticoides, 15 (38.5%) eran pacientes pediatricos
(1542 afios) y 24 (61.5%) eran mayores de 18 afios (38+17 afios). El grupo control, incluyo a 23 controles sanos,
de los cuales el 26.1% eran pediatricos con una edad promedio de 17+1 anos y el 73.9% eran mayores de 18
anos con una edad promedio de 34+12 aiios.

En la Tabla 1, se resumen las variables demograficas, caracteristicas clinicas y bioquimicas de ambos grupos.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a edad, sexo y TFGe entre los pacientes
con GFS y los controles sanos. Sin embargo, los pacientes con GFS mostraron niveles significativamente
mayores de CD25 soluble, expresién de receptores de IL2 en linfocitos T CD3 (CD3-IL2+), y DR en linfocitos CD4
y CD8, asi como un mayor cociente CD4/CD8 en comparacion con los controles (p < 0.01).

Correlaciones entre variables linfocitarias:

En la Tabla 2, se resume la matriz de correlaciones entre las variables relacionadas con la activacién de los
linfocitos T estudiadas, en el grupo total de enfermos con GFS. El nivel de CD25 soluble presenté una moderada
asociacion con la expresion de IL2 en linfocitos CD3 y mas leve con la expresiéon DR en CD4 y CD8. Se aprecid
asimismo una asociacion significativa entre el nimero total de linfocitos CD3 y el nimero de linfocitos CD8
DR+ y una asociacion fuertemente negativa entre el nimero de linfocitos CD4 DR+ y el nimero de linfocitos
CD8 DR+. En el grupo de controles sanos, no se apreciaron asociaciones significativas entre ninguna de las
variables estudiadas (datos no mostrados).

Respuesta al tratamiento

La duracién minima del tratamiento con inhibidores de calcineurina fue de 6 meses, siguiendo las
recomendaciones de las guias clinicas, con una media de 11,7 + 5,35 meses (rango: 6-24 meses), sin diferencias
significativas en la duracidn entre ciclosporina A y tacrolimus (p=0,92). Sin embargo, al analizar segun la
respuesta o resistencia a los ICN, se observaron diferencias estadisticamente significativas: los pacientes
respondedores recibieron mas meses de tratamiento, mientras que, en los casos sin ningun tipo de respuesta,
el tratamiento se interrumpid antes para evitar efectos secundarios no deseados ante la falta de eficacia (tabla
3).
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De los 39 pacientes, 19 (48.7%) respondieron al tratamiento con ICN, de los cuales 12 (63.2%) lograron una
respuesta parcial y 7 (36.8%) una respuesta completa. Los pacientes respondedores presentaron niveles
estadisticamente significativos mayores de CD25 soluble, nimero absoluto de linfocitos CD3 y expresion de
IL-2 en linfocitos CD3, y una menor expresion de DR en linfocitos CD8, en comparacién con los no
respondedores (p < 0.05, Tabla 3).

Al comparar el grupo de pacientes que respondieron al tratamiento con ICN, diferenciando entre aquellos con
remisién parcial y completa (Tabla 4), se observd que los pacientes con remision completa eran
significativamente mas jovenes, mientras que no se encontraron diferencias importantes en el resto de las
variables estudiadas (Tabla 4).

El andlisis de los niveles de CD25 mostré diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes GFS
respondedores y los controles (477 + 84 vs. 262 + 62 pg/mL, respectivamente; p < 0,01). En contraste, no se
encontraron diferencias significativas entre los GFS no respondedores y los controles (290 * 86 vs. 262 + 62
pg/mL, respectivamente; p = 0,31).

Analisis por subgrupos: poblacion pediatrica (<18 aiios)

La cohorte pedidtrica incluyd un total de 15 pacientes, de los cuales el 52.4% eran de sexo masculino. La edad
media fue de 14.7 + 2.1 afios. Al comparar las caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas entre la
poblacién pediatrica y adulta, no se observaron diferencias significativas. Asimismo, no se identificaron
diferencias en los niveles séricos de CD25 soluble, en la proporcién de linfocitos CD3 con expresion de IL-2 ni
en el resto de las subpoblaciones linfocitarias analizadas.

En cuanto a la respuesta al tratamiento con ICN, el 53.3% (n=8) de los pacientes pediatricos lograron criterios
de respuesta. De estos, el 87.5% (n=7) alcanzaron remision total del sindrome nefrético, lo que representa
una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con la poblacién adulta, donde ninguno de los
pacientes alcanzé remisién completa (p<0.01).

Andlisis predictivo

De las variables estadisticamente significativas del estudio bivariante se realiz6 un modelo de regresion
logistica binaria donde se obtuvo Unicamente como modelo final significativo la variable CD25.

La curva ROC mostré una AUC de 0.937 e identifico un punto de corte de 324 pg/mL para CD25 soluble, con
una sensibilidad del 94%, especificidad del 75%, valor predictivo positivo el 78% y valor predictivo negativo
del 94% (Figura 1).

Evolucion tras el tratamiento

Tras un seguimiento promedio de 13.7 * 5.3 meses, ambos grupos (respondedores y no respondedores)
mostraron un deterioro significativo en TFGe y un incremento en los niveles de creatinina sérica. La pérdida
de funcion renal fue mayor en los no respondedores (-6.97 (p25: -1.92 - p75: -4.8) mL/min/mes) en
comparacién con los respondedores (-3.39 (p25: -0.3 — p75: -2.2) mL/min/mes; p < 0.01).

En pacientes respondedores, se observé una reduccion estadisticamente significativa en la proteinuria, niveles
de colesterol y un incremento en los niveles de albumina sérica. Ademas, presentaron una reduccion
estadisticamente significativa en los niveles de CD25 soluble, numero de linfocitos CD3, CD3-IL2+ y ratio
CD4/CDS8. Por otro lado, presentaron un incremento significativo en CD8 DR+ y en el niUmero de células T
reguladoras. En los enfermos sin respuesta al tratamiento, se aprecié una reduccién significativa en los niveles
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de CD25 soluble, en los niveles de CD3 IL-2+, CD8DR+ y una reduccién significativa en la ratio CD4/CDS, sin
cambios en las demas variables (tabla 5).

La reduccidn en los niveles de CD25 soluble, fue significativamente superior en los enfermos que respondieron
al tratamiento que en los que no respondieron (reduccién media: -169.5 + 99.2 pg/mL vs -20.15 + 8.9 pg/mL,
respectivamente, p<0.01). Cuando se analizd la reduccidn de niveles de CD25 soluble segln remisién parcial
o total no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.

Discusion

Los resultados obtenidos indican que los pacientes con GFS corticoresistente presentan un perfil heterogéneo
de activacidn linfocitaria T, en cuanto a la distribucién de las variables analizadas. Sin embargo, el perfil clinico,
especialmente en términos de funcién renal y gravedad del sindrome nefrdtico, es comparable entre todos
los pacientes.

El incremento en los niveles de CD25 soluble se asocia, de forma significativa, a la expresion de IL-2 en
linfocitos CD3. Esto puede indicar que el nivel soluble de CD25 se debe, al menos en parte, a una activacion
de linfocitos CD3. Sin embargo, esta activacién no estd presente en todos los enfermos con GFS, al menos en
el momento en que se realizd el estudio y la extraccidn de las muestras de sangre. Ademas, se relaciona de
forma clara con la respuesta al tratamiento con inhibidores de calcineurina.

Nuestros datos sugieren que puede haber mecanismos distintos responsables de un mismo tipo de lesidon
podocitaria, dado que no existe ninguna evidencia que indique que el sindrome nefrético, por si mismo, sea
capaz de alterar los niveles de CD25 soluble; que tanto la gravedad como las caracteristicas clinicas de los
enfermos que responden son comparables a las de los enfermos resistentes; que en los criterios de inclusion,
se aseguré en la medida de lo posible que el estado de activacion de los linfocitos T no estuviera influido por
factores farmacoldgicos externos; y que no hay evidencia de que los corticoesteroides induzcan cambios
irreversibles en el estado de activacidn linfocitaria. Esto podria deberse a mecanismos patogénicos diversos,
como se ha demostrado en estudios previos, o a diferentes etapas de actividad de un mismo proceso
patogénico. En cualquiera de las dos hipodtesis, los datos sugieren que la medicion de los niveles de CD25
soluble previos al inicio del tratamiento puede ser de utilidad para predecir la probabilidad de respuesta a los
inhibidores de calcineurina, aunque no para predecir si el tipo de respuesta esperable serd una remisidn total
o parcial.

Los cambios en los niveles de CD25 soluble observados tras el tratamiento indican que la remisién se asocia a
una reduccidn significativa en los parametros relacionados con la activacion de linfocitos T. Esta reduccion no
puede atribuirse al sindrome nefrético por si mismo, ya que sigue un comportamiento distinto en funcién del
tipo de respuesta y no es evidente en los enfermos que no responden al tratamiento. El nimero de linfocitos
CD3 que expresan receptores de IL-2 también es un indicador de activacion de los linfocitos T. Sin embargo, el
analisis realizado revela que, aunque este nimero es superior en los enfermos que responden al tratamiento,
su valor predictivo es muy inferior al observado con los niveles solubles de CD25.

El mecanismo de accion exacto de los ICN en la GFS aun no se comprende completamente. Segun la literatura,
se postula que las células T acttan sobre los podocitos causando proteinuria, y que el efecto antiproteinurico
de los ICN resulta de la inhibicion de la sefializacion del factor nuclear de las células T. Los ICN ejercen sus
efectos inmunosupresores al reducir la produccion de IL-2 y la expresidn de su receptor, lo que lleva a una
disminucién en la activacion de las células T. Este mecanismo se basa en la inhibicién de la activacidn de los
linfocitos T al unirse a diversas proteinas intracelulares, inhibiendo asi la actividad fosfatasa de la
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calcineurina®®. Sin embargo, otros autores sugieren que los ICN también podrian tener un efecto no
inmunoldgico sobre los podocitos®. Se ha descrito un efecto dosis-dependiente sobre la resistencia vascular
de la arteria aferente, lo que conlleva una reduccidn del flujo sanguineo renal, la presién de filtracion
glomerular y, consecuentemente, la disminucidn de la proteinuria filtrada'’. Ademds, algunos investigadores
han sugerido que los ICN pueden mejorar la selectividad de carga y tamafio de la barrera de filtracién
glomerular 8. Finalmente, se podria explicar su efecto por la proteccién que brindan a la fosforilacién de la
sinaptopodina, la cual es crucial para la integridad del citoesqueleto de actina de los podocitos 8. Aunque no
se pueden excluir otras hipdtesis, los datos indican claramente que, al menos en gran medida, el efecto
beneficioso de los inhibidores de la calcineurina en la GFS corticoresistente podria estar relacionado con una
reduccidn en la activacién de los linfocitos T.

Un hallazgo destacado en cuanto a los datos sociodemograficos es que todos los pacientes con respuesta total
fueron pacientes pediatricos. Este hallazgo subraya la relevancia de la edad como un factor determinante en
la respuesta al tratamiento con ICN en pacientes con GFS cortico resistente. La eficacia observada
exclusivamente en pacientes pediatricos podria estar relacionada con diferencias en la patogenia de la
enfermedad renal entre nifios y adultos o en considerar que los adultos podrian hallarse, en muchos casos, en
fases mas avanzadas de lesion podocitaria, que no permitirian observar respuestas completas.

A pesar de que tanto la distribucién de las poblaciones de linfocitos CD4 y CD8 que expresan DR+ en su
membrana como la de linfocitos T reguladores es distinta en funcién del tipo de respuesta a los inhibidores de
calcineurina, ninguno de estos parametros es util para la prediccion de la respuesta.

La presente investigacion presenta varias limitaciones que deben ser consideradas al interpretar los
resultados. En primer lugar, el punto de corte propuesto para los niveles de CD25 soluble no esta respaldado
por evidencias previas en la literatura, y seria relevante explorar su variabilidad en diferentes cohortes o
condiciones clinicas para evaluar su aplicabilidad general. Ademads, el tamafio de la muestra fue relativamente
pequefio, lo que puede limitar la capacidad para generalizar los hallazgos a poblaciones mds amplias,
especialmente en lo que respecta al analisis de subgrupos, como la comparacién entre pacientes pediatricos
y adultos. Futuras investigaciones con muestras mas grandes podrian validar y ampliar estos resultados.
Aunque el estudio se realizé en multiples centros, las diferencias en la practica clinica entre ellos podrian haber
influido en los resultados, por lo que seria recomendable estandarizar los protocolos clinicos en estudios
multicéntricos futuros. Asimismo, los hallazgos no han sido validados en cohortes externas o en diferentes
contextos poblacionales, por lo que seria esencial replicar estos resultados en otras poblaciones para
confirmar su aplicabilidad clinica. Ademds, aunque los niveles de CD25 soluble mostraron un valor predictivo
significativo, se limita el enfoque a un solo biomarcador, lo cual podria ser ampliado mediante la inclusién de
otros biomarcadores complementarios que mejoren la precision diagndstica y la prediccion de la respuesta al
tratamiento. Por Ultimo, el periodo de seguimiento fue limitado, lo que impide evaluar los efectos a largo plazo
de los inhibidores de calcineurina en la progresion de la enfermedad renal crénica y en la supervivencia renal;
por lo que un seguimiento mas extenso permitiria comprender mejor los efectos duraderos de estos
tratamientos.

Conclusion

Este estudio respalda la idea de que los niveles de CD25 soluble podrian ser un factor predictivo atil para la
respuesta al tratamiento en pacientes con GFS cortico resistente. El analisis realizado revela que los valores
de CD25 soluble superiores a 342 pg/mL se asocian con una alta sensibilidad para identificar la respuesta al
tratamiento con ICN, aunque no permiten predecir el tipo de remisidon esperada. La implementacién de este
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enfoque diagndstico podria reducir la exposicidn de los pacientes a los efectos secundarios a largo plazo de
los ICN, al identificar de manera mds precisa a aquellos que podrian beneficiarse de este tratamiento
inmunosupresor. Sin embargo, es crucial que estos hallazgos sean validados en estudios prospectivos mds
amplios, y que se considere la evaluacidn integral de la respuesta al tratamiento, teniendo en cuenta otros
factores clinicos y bioldgicos.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y bioquimicas de los enfermos con GFS y de los controles sanos. Media

* DS.

Edad (aios)

Sexo masculino %
Creatinina inicial mg/dL
TFGe ml/min/1,73 m2
Proteinuria g/24h
Albumina g/dL
Colesterol mg/dL

CD25 soluble ng/mL

CD3 (total)
CD3-1L2 +
CD8 (total)
CD4 (total)
CD4 DR+ (%)
CD8 DR+ (%)
CD4/CD8

T- reguladoras

GFS
(n=39)
28.7 +17.95

66.7
0.82+0.13
140 £ 27
15.59 + 4.01
2.22+0.37
376 +129
383.6+ 126.5
1.74+£0.8
23.85+8.7
0.57 £+ 0.17
1.13 £ 0.56
10.38 +6.03
17.23+9.12
237+1.13
224 +0.84

CONTROLES
(n=23)
29.4 +13.12

435
0.79 + 0.11
145 + 17
0.09 + 0.03
4.35 +0.37
186 + 65
262.8 + 62.7
1,35+ 0.4
14.96 + 3.54
0.63 +0.24
1.35+ 0.38
2.26 £ 1.19
2.5 (0-29)
1.34 £0.85
3.49 + 0.62

Tabla 2.- Matriz de correlaciones entre variables en el grupo de enfermos con GFS.

CD 25 soluble

CD3 total

CD3-IL2 +

CD4 DR+

CD3-IL2 +

0.45**

0.26*
0.04
0.14

CD8 DR+

0.39*
0.48**
-0.29
-0.67**

0.34
0.07
0.40
0.45
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
0.09
<0.01
0.31
0.03
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

Las correlaciones entre las variables se calcularon utilizando el coeficiente de correlacién de Pearson. Los valores de p fueron
considerados significativos cuando eran menores a 0.05 (*p<0.05) 0 0.01 (**p<0.01). Las correlaciones se interpretaron de la siguiente
manera: (A) Correlacidn positiva: Indica una relacidn directa entre las variables (a mayor valor de una variable, mayor valor de la otra).

(B) Correlacion negativa: Indica una relacion inversa entre las variables (a mayor valor de una variable, menor valor de la otra).
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Tabla 3 - Caracteristicas demograficas, bioquimicas de los enfermos con GFS en funcién de la respuesta al

tratamiento con ICN. Media + DS.

RESPUESTA (n=19)

Edad (afos)
Sexo masculino %

Creatinina inicial mg/dL

TFGe ml/min/1,73 m2
Proteinuria g/24h
Albumina g/dL
Colesterol mg/dL
Nivel valle de Ciclosporina
(ng/ml) / duracién tratamiento
(meses) media + DE

Nivel valle de Tacrolimus (ng/ml) /
duraciéon tratamiento
media + DE

CD25 soluble ng/mL
CD3 (total) (cels x 109)
CD3- L2 + (%)

CD8 (total)

CD4 (total)

CD4 DR+ (%)

CD8 DR+ (%)

CD4/CD8

T-reguladoras

(meses)

33.06 + 20.38
60%
0.78 £ 0.13

1455+ 28.0
11.7 £3.37
2.13+£0.33
396.3+143.2

152.55 £ 12.05

16.22 +4.89

7.6 £0.58
144 +6.2

477 £ 84.47
1.77£0.23
27.09 +6.36
0.60 + 0.16
1.13+0.35
10.82 + 7.93
145+7.7
25+15
212+ 0.92

NO RESPUESTA (n=20)

254 + 14 47
73.7%
0.87 +£0.10

120.44 £ 32.0
134+45
2.32+0.40

354.8+112.5

159.05 £ 15.75
8.16 + 1.64

7.6+0.42
8.5+213

290.28 + 85.98
1.72+ 11
20.61 £9.65
0.54 £ 0.19
1.12+0.73
94+34
19.9+9.8
2.3+0.6
2.36 +0.76

p
0.19
0.36
0.03

0.21
0.34
0.14
0.32
0.31
<0.01

0.87
0.02

<0.01
0.01

<0.01
0.18
0.11
0.65
0.01
0.91
0.72

Tabla 4.- Caracteristicas demograficas y bioquimicas de los enfermos con GFS con respuesta a al tratamiento

con ICN, en funcidn del tipo de respuesta.

Edad (afios) media = DE

Sexo (ratio Hombres:Mujeres)
Creatinina inicial (mg/dl), media + DE
TFGe (ml/min/1.73 m?) media + DE
Proteinuria (g/dl 24h) media + DE
Albumina (g/dl) media + DE
Colesterol (mg/dl) media £ DE

Remision parcial

Nivel valle de Ciclosporina (ug/L) media + DE
Nivel valle de Tacrolimus (ng/ml) media + DE

CD25 soluble ng/mL
CD3 (total) (cels x 109)
CD3-1IL2 + (%)

(n=12)
30.8+14.9
3:1
0.90 £ 0.1
126.58 + 29.7
12.26 £ 4.55
2.32+0.35
353.1 £ 106.8
151.7 £ 11.7
7.6 +£0.58
491.4 £ 84.20
1.74 +0.21
28.47 +7.54

Remision total

(n=7)
14.7 £ 2.14
2.5:1
0.82+0.1

109.92 £ 35.3
14.54 £ 4.63

2.36+£0.48

357.7£130.4
155.5+17.6

7.6+0.42

445.7 £77.53

1.79 £0.30
26.14 £4.67

p

<0.01
0.86
0.07
0.72
0.31
0.86
0.93
0.72
1.00
0.25
0.67
0.47
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CD8 (total) (cels x 109) 0.59 +0.15 0.60 +0.19
CD4 (total) (cels x 109) 1.21 £0.35 1.02 £0.34
CD4 DR+ (%) (cels x 109) 9.26 +3.14 13.28 +12.27
CD8 DR+ (%) (cels x 109) 12.6 +4.81 17.6 £10.42
Figura 1. Curva ROC del CD25 soluble.
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0.92
0.28
0.31
0.17

Tabla 5.- Evolucién de las distintas variables bioquimicas y variables relacionadas con la activacién de los

linfocitos T en los enfermos con GFS, clasificados en funcion de la respuesta al tratamiento y comparando los

valores pretratamiento y posttratamiento.

RESPUESTA (n=19)
POST

PRE
FGe: ml/min/1,73 m2

NO RESPUESTA (n=20)
p PRE POST
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Cr mg/dL

FGe

Prot g/24h

Alb g/dL

Col mg/dL
CD25soluble ng/mL

CD3 (total)
(cels x 109)
CD3-IL2 + (%)
CD8 (total)
CD4 (total)
CD4 DR+ (%)
CD8 DR+ (%)
CD4/CD8

T-reguladoras

0.78 +0.13
145.5 + 28.0
11.7 £ 3.37
2.13+0.33
396.3+143.2
477 £ 84.47

1.77£0.23

27.09 £6.36
0.60 + 0.16
1.13+£0.35
10.82 +7.93
14577
25+15
2.12+0.92

1.1+0.41
74.6 +23.5
235+2.2
3.92 + 0.54

192 £75
304.7 £ 65.1

1.6+0.10

13.2+7.6
0.59 +0.21
1.12 £ 0.67
9.91+6.8
17.7 £ 11
1.9+13
3.34+0.75

0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

0.04

<0.01
0.44
0.48
0.22
0.01
0.01
0.01

0.87 +0.10
120.4 + 32.0
13.4+45
2.32+0.40
354.8+112.5
290.28
85.98
1.72+ 11

20.61 £ 9.65
0.54 +0.19
1.12+£0.73
94+34
19.9+9.8
2.3 0.6
2.36+0.76

1.8+0.83
43.5+21.8
15.3+6.7
24+0.32
2994201
269.95+61.56

1.69+1.2

154 +£11.6
0.56 + 0.10
1.10+£0.12
95+53
174 +£113
1.96 £ 0.7
2.4 +£0.91

<0.01

<0.01
0.27
0.35
0.01
0.03

0.34

0.022
0.44
0.36
0.47

0.042

0.046
0.47
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