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Resumen

INTRODUCCION:

La glomerulopatia C3 (GC3) es una entidad clinico-patolégica secundaria a una
desregulacion de la via alternativa del complemento en plasmay el
microentorno glomerular, distinguiéndose la glomerulonefritis C3 (GNC3) y la
enfermedad por depédsitos densos (EDD). La desregulacion del complemento
puede ser debida a alteraciones genéticas en genes del complemento y/o
autoanticuerpos frente a diferentes componentes del complemento.

Estudios previos han mostrado un beneficio terapéutico de la pauta de
esteroides y micofenolato mofetil (MMF) en esta entidad, aunque el perfil

genético-molecular de estos pacientes no fue estudiado de forma sistemética.

OBJETIVOS:

Los objetivos de este estudio fueron: 1) Analizar la correlacion entre la
presencia de autoanticuerpos contra componentes del complemento y/o
determinadas variantes genéticas en los genes del complemento, con la
respuesta a determinados tratamientos inmunosupresores; 2) Analizar los
principales determinantes asociados a la progresion de la enfermedad; 3)
Identificar factores de riesgo para el desarrollo de recidiva de la enfermedad

tras una remision inicial de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo de observacion sobre una cohorte muticéntrica de
pacientes con GC3 procedentes de 35 hospitales pertenecientes al Grupo de
Espanol de Enfermedades Glomerulares de la S.E.N. (GLOSEN). Se incluyeron
pacientes con diagnostico de GC3 segun los criterios de inmunofluorescencia,
entre enero de 1995 y marzo de 2018.

Se recogieron variables demogréficas, clinicas, bioquimicas, histoldgicas y
terapéuticas de interés prondstico, para analizar los principales factores
asociados a remision de la enfermedad, desarrollo de enfermedad renal

cronica terminal (ERCT) y recidiva tras una remisién previa.
15



Se analizaron genes del complemento por secuenciacién de nueva generacion,
se determinaron las variaciones del numero de copias de la region CFH-
CFHR1-5 por MLPA, y se analizé la presencia de factor nefritico C3 (C3NeF) y

anticuerpos anti-factor H (FH) mediante ELISA y ensayos hemoliticos.

RESULTADOS:
El grupo de estudio incluy6 a 97 pacientes, 81 con GNC3 (84%) y 16 con EDD

(16%). La edad media de los pacientes fue de 32+21 anos, siendo el 46%
varones.

El 22% de los casos presentaban variantes patogénicas en genes del
complemento, 40% variantes de significado incierto, y un 30% de los casos
autoanticuerpos frente a componentes del complemento.

Cuarenta y dos casos fueron tratados con esteroides y MMF, y este tratamiento
se asoci6 con una mayor probabilidad de remisién de la enfermedad (79%) y
una menor probabilidad de desarrollar ERCT (14%), en comparacién con los
pacientes tratados con otras terapias. El analisis del beneficio terapéutico de
esteroides y MMF se completé mediante un emparejamiento por indice de
propension ajustado por las principales variables pronésticas, para evitar el
posible sesgo de indicacion. La superioridad terapéutica de esteroides y MMF
se observd tanto en pacientes con variantes patogénicas en genes del
complemento, como en pacientes con autoanticuerpos.

El principal determinante para no alcanzar remision fue la proteinuria basal.
Un 33% de los pacientes que habian alcanzado remision con este esquema
terapéutico presentaron una recidiva de la enfermedad tras su suspension. Un
tratamiento méas prolongado con MMF se asocié con una menor probabilidad

de recidiva.

CONCLUSIONES:

El beneficio terapéutico de la pauta de esteroides y MMF en la GC3 es
independiente de los principales factores patogénicos analizados en este

estudio.
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Summary

INTRODUCTION:

C3 glomerulopathy (C3Q) is a clinicopathological entity secondary to the
dysregulation of the alternative complement pathway in plasma and the
glomerular microenvironment, and two different entities can be distinguished:
C3 glomerulonephritis (C3GN) and dense deposit disease (DDD). The
alternative complement dysregulation may be due to genetic abnormalities in
complement genes and/or antibodies against complement components.
Previous studies showed a therapeutic benefit of corticosteroids plus
mycophenolate mofetil (MMF) in this entity, although the genetic and molecular

profile of these patients were not systematically analyzed.

AIMS:

The aims of this study were: 1) To analyze the correlation between the
presence of autoantibodies against complement components and/or genetic
variants in complement genes, with treatment response to different
immunosuppressants; 2) To analyze the main determinants of progression to
end-stage kidney disease (ESKD); 3) To identify risk factor for the development

of a relapse of the disease after a previous remission.

MATERIAL AND METHODS:

Retrospective, observational study in multicenter cohort of patients with C3G
from 35 hospital belonging to the Spanish Group for the Study of Glomerular
Diseases (GLOSEN).

Patients diagnosed with C3G according to immunofluorescence criteria were
included between January 1995 and March 2018.

Demographic, clinical, biochemical, histological and therapeutic variables of
prognostic interest were recorded and used to analyze the main determinants of

disease remission, ESKD, and relapse after a previous remission.
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Genetic abnormalities in complement genes were analyzed with next
generation sequencing, copy number variations were determined with MLPA,
and the detection of C3 nephritic factors (C3NeF) and anti-factor H antibodies

were analyzed with ELISA and hemolytic assays.

RESULTS:

The study group consisted of 97 patients, 81 with C3GN (84%) and 16 with
DDD (16%). The mean age of study patients was 32+21 years, being 46% of
them male.

22% had complement pathogenic variants, 40% had variants of unknown
significance, and 30% had autoantibodies.

Forty-two patients were treated with corticosteroids plus MMF, and this
treatment was associated with a higher rate of remission (79%) and lower
probability of ESKD (14%), as compared to other immunosuppressive regimens
and conservative treatment.

This outcome was further confirmed in a propensity-matched sub-cohort to
minimize confounding. The therapeutic superiority of corticosteroids plus MMF
was observed both in patients with complement abnormalities and with
autoantibodies. However, patients with pathogenic variants in complement
genes only achieved partial remission, whereas complete remissions were
common among patients with autoantibody-mediated forms. The main
determinant of no remission was baseline proteinuria.

Relapses occurred after treatment discontinuation in 33% of the patients who
had achieved remission with corticosteroids plus MMF, and a longer treatment

length of MMF was associated with a lower risk of relapse.

CONCLUSIONS:

The beneficial response to corticosteroids plus MMF treatment in C3G appears

independent of the pathogenic drivers analyzed in this study.
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1.1 Introduccion General

Las glomerulonefritis (GN) constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades
renales caracterizadas por una pérdida de la normal estructura y funcion del
glomérulo.

En las GN se produce una alteracién en el nUmero y/o fenotipo de las células
glomerulares, asi como en la matriz extracelular, pudiendo dar lugar a
alteraciones estructurales muy variadas.

En conjunto, las GN son enfermedades poco frecuentes pero que se asocian
con una elevada morbimortalidad y necesidad de inicio de terapia renal
sustitutiva (dialisis o trasplante) tanto en pacientes pediatricos como en edad
adulta.

En los ultimos anos se han realizado importantes avances en el conocimiento
de las bases patogénicas de estas enfermedades, y especialmente en el papel
que juega la inmunidad (congénita o adquirida) sobre la predisposicion y curso
evolutivo de estos procesos (1). Asi, el sistema del complemento, constituyente
fundamental de la inmunidad innata, se ha involucrado en patologias como el
sindrome hemolitico urémico, nefropatia IgA, vasculitis o lupus eritematoso
sistémico, entre otros (2). Esto ha permitido a su vez el desarrollo de nuevos
farmacos dirigidos contra dianas moleculares especificas.

La glomerulopatia C3 (GC3) es una rara enfermedad causada por la
desregulacion de la via alternativa del complemento, que se asocia con un
pronostico renal global desfavorable (3).

Sin embargo, dada su baja incidencia y su elevada variabilidad bioldgica, son
menos conocidos los determinantes genéticos o moleculares que podrian
condicionar una mejor respuesta a los tratamientos inmunosupresores
disponibles en la actualidad.

En las siguientes secciones se revisa la fisiopatologia del sistema del

complemento y el estado actual del conocimiento sobre la GC3.
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1.2 Sistema del Complemento

El organismo humano esta en contacto persistente con microorganismos
ambientales, y su supervivencia habria sido improbable sin la existencia de un
sistema inmunitario eficaz. Los patégenos responsables pueden ser causantes
de infecciones intracelulares o extracelulares, para las que la respuesta inmune
debe ser diferente.

Ademas del reconocimiento de elementos propios y ajenos, el sistema inmune
debe ser capaz de reconocer tejidos no viables como resultado de
traumatismos o el remodelado celular habitual.

Conceptualmente, el sistema inmune se divide en dos grandes grupos: la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. En la Figura 1.1 se representan
los principales componentes de la inmunidad innata y adaptativa.

La primera se encarga de reconocer patrones moleculares altamente
conservados o comunes a diferentes patdégenos para poder desarrollar una
respuesta inmediata mientras se desarrollan otros mecanismos de defensa
(4,5). Los principales componentes de la inmunidad innata lo constituyen las
barreras fisicas (piel, membranas, mucosas), proteinas mediadoras de la
inflamacion (proteina C reactiva, complemento...), péptidos antimicrobianos en
las superficies celulares (defensinas, catelicidinas...), receptores celulares con
capacidad de detectar microorganismos (receptores “toll-like”), células con
capacidad de liberar citocinas proinflamatorias (macréfagos, mastocitos, células
“natural killer”...), fagocitos (neutréfilos, monocitos, macréfagos) (6).

La inmunidad adaptativa, intimamente ligada a la anterior, permite desarrollar
una respuesta mas potente y especifica contra los patbgenos, asi como
generar memoria inmunitaria. Sus principales componentes son los linfocitos B
y T (7). Los linfocitos B se diferencian en células plasmaticas que segregan
anticuerpos con capacidad de reconocer antigenos ajenos. Por su parte, los
linfocitos T tienen capacidad de reconocer células infectadas que expresan
antigenos extrafnos en la superficie, y se distinguen los linfocitos T citotoxicos y

colaboradores (“helper’).
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En las siguientes lineas se desarrolla el sistema del complemento, que es uno

de los elementos filogenéticamente mas antiguos y con un papel fundamental

en la inmunidad innata.
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Figura 1.1. Componentes fundamentales de la inmunidad innata y adaptativa
Adaptado de Dranoff (8).

1.2.1 Generalidades
El sistema del complemento esta formado por un conjunto de proteinas
plasmaticas sintetizadas mayoritariamente en el higado, o proteinas de

membrana expresada en las superficies celulares, que interaccionan en

diferentes cascadas bioquimicas (9). El complemento actlda a nivel plasmatico,

tisular o intracelular (9).

Pese a que el tipo de respuesta que desarrolla el complemento es inespecifica,

tiene un papel relevante en la defensa del organismo frente a patégenos antes

de que se elabore una respuesta adaptativa, y en la eliminacion de los

complejos inmunes circulantes o aclaramiento de los restos celulares (10).
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La activacion del complemento da lugar a tres tipos de efectores (9):

1) Anafilotoxinas como los componentes C3a y C5a, con capacidad de
activar y atraer a leucocitos tras la interaccién con sus receptores
especificos (RC3a y RC5a). En la Figura 1.2 se representa la funcion de
las anafilotoxinas C3a y Cb5a.

2) Opsoninas como los componentes C3b, iC3b y C3d, con capacidad para
“etiquetar” las superficies uniéndose de manera covalente para facilitar
su transporte y eliminacion.

3) Complejos de ataque a membrana (CAM)
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Figura 1.2. Estructura de los receptores para las anafilotoxinas C3a y Cba. Las
anafilotoxinas participan en la inflamacion interaccionando con sus respectivos
receptores presentes en la superficie celular. C3a induce la respuesta clonal
del linfocito B y la secrecion de citocinas proinflamatorias. Ademas, estimula la
fase de contraccion de la respuesta del linfocito T. C5a esta involucrado en la
expansion de linfocitos Th1, y la activacion de vias de senalizacion
proinflamatorias de los macrofagos. Ambas tienen propiedades quimiotacticas y
atraen a las células inmunitarias al sitio de inflamacién (11,12). Ademas,
algunos estudios han descrito un potencial efecto antiinflamatorio de C3a en
algunos contextos (13).
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El sistema del complemento tiene la capacidad de distinguir entre estructuras
propias y ajenas, y en condiciones fisiol6gicas se encuentra estrechamente
regulado por diferentes factores (tanto en fase fluida como sobre superficies
celulares) para evitar el dano propio (10).

En los Gltimos anos se han descrito otras importantes funciones del
complemento, como la regulacidén de la respuesta inmune adaptativa, la
regeneracion tisular, movilizacién de células madre, el correcto desarrollo del

sistema nervioso, o la implantacién del embridn (14).

1.2.2 Vias de activacion
Existen tres vias principales de activaciéon del complemento (Figura 1.3)
(9,10,15):

e Via clasica: Se activa por la unién del complejo C1 a inmunocomplejos
formados por IgM o IgG. C1 est4 formado por seis moléculas de C1q y
dos moléculas denominadas C1ry C1s. Su interaccién con las
inmunoglobulinas condiciona un cambio conformacional de la molécula
con la posterior activacion de C1ry C1s. C1s escinde las moléculas de
C4 y C2, conformando en altimo término la molécula C4bC2a o
convertasa de C3 de la via clasica.

e Via de las lectinas: Similar a la anterior, pero esta via se inicia por la

unién de la lectina de unidon a manosa (en inglés “mannose binding
lectin”) o la ficolina a carbohidratos en la superficie de determinados
microorganismos.

e Via alternativa: A diferencia de las anteriores, la via alternativa del

complemento se mantiene activa de manera permanente pero con un
bajo nivel de actividad. Se inicia por la hidrélisis espontanea de un
enlace tioéster de la molécula C3, que condiciona un cambio
conformacional en la misma dando lugar a C3(H20). Esto permite la
unién del factor B, que a su vez es sustrato del factor D, y en ultimo
término se forma la molécula C3(H20)Bb o convertasa de C3 inicial de la

via alternativa. Esta molécula es estabilizada por la properdina.
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Las C3 convertasas generadas en cualquiera de las vias tienen una potente
accion proteolitica sobre el factor C3, generando las nuevas moléculas C3a y
C3b. De manera similar al C3(Hz20), el fragmento C3b es reconocido por el
factor B, que sera de nuevo sustrato de factor D dando lugar a otra convertasa
de C3 de la via alternativa, C3bBb. Ademas, los fragmentos C3b se unen de
manera covalente a cualquier superficie dando lugar a nuevas convertasas de
C3, y esta secuencia amplifica la opsonizacion de los patogenos y la

generacién de anafilotoxinas (9).

Via Clasica Via Lectinas Via Alternativa
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Figura 1.3. Representacion de las tres vias principales de activacion del
complemento. Cada una de las vias se inicia por mecanismos diferentes pero
todas convergen en la formacion de la convertasa C3 que activa dicha
molécula y permite el deposito del fragmento C3b en la superficie de la célula.
La union del fragmento C3b a la convertasa de C3 (de la via clasica o
alternativa) conforma la convertasa C5, con capacidad para escindir la
molécula de C5 en C5a y C5b. Esta Ultima tiene capacidad de reclutar a las
moléculas C6, C7, C8, y C9 que polimeriza formando el denominado complejo
de ataque a membrana.
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Las convertasas C3 (C4b2a y C3bBb) son precursoras de las convertasas C5.
La adicion del fragmento C3b a las convertasas C3 forma la convertasa C5 con
capacidad para escindir la molécula C5 en C5a y C5b (9), iniciando la cascada
terminal del complemento.

La interaccion secuencial de C5b con las moléculas C6, C7 y C8 favorece la
insercién del complejo a la membrana de la célula y posterior unién y
polimerizacién de 10 a 16 moléculas de C9, conformando el complejo de

ataque a membrana (CAM) que podria causar la muerte celular (9,15).

1.2.3 La via alternativa del complemento

En condiciones fisiologicas, la via predominante de activacion del complemento
es la via alternativa. Como se ha mencionado en parrafos previos, la via
alternativa se mantiene activa de manera persistente, habiéndose comparado
este nivel de funcionamiento al ralenti de un motor de combustion (“tick-over
mechanism”) (16).

C3 es la molécula central de la via alternativa del complemento, y su activacion
espontanea es el elemento caracteristico (Figura 1.4). Se trata de una
molécula de gran tamano (formada por 1641 residuos de aminoacidos) con 13
dominios identificados, en los que se diferencia una cadena alfa y una beta
17).

La hidrélisis espontanea de un enlace tioéster de la molécula de C3 promueve
un cambio conformacional de la misma convirtiéndola en una forma bioactiva
en fase fluida (C3H20) (16). Esta transformacion permite exponer un dominio
molecular al que se une el denominado factor B (en una reaccion mediada por
magnesio), que a su vez es sustrato del factor D (liberando un péptido Ba), y
permite la conformacion de la molécula C3(H20)Bb o convertasa de C3 (9).
Esta nueva molécula tiene capacidad de interactuar con moléculas circulantes
de C3, escindiéndolas en C3a 'y C3b (18,19) (Figura 1.5).

Las moléculas de C3b generadas se depositan de manera covalente en las
inmediaciones de la convertasa C3 (aproximadamente a 60 nm de la misma)

(20). En células propias las moléculas de C3b depositadas acaban siendo
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inactivadas por diferentes reguladores de membrana o plasmaticos, aunque

esto se describe con mas detalle en la siguiente seccion.

Figura 1.4. Representacion grafica de la molécula de C3. A) Representacion
molecular de C3 en su forma bio-inactiva. Adaptado de Merle et al (16). B)
Representacion molecular de C3 en su forma bioactiva. Adaptado de Merle et
al (16). C y D) Representacion de los distintos dominios de la molécula con el
correspondiente cambio conformacional de la forma bioactiva.

Por otra parte, se ha descrito recientemente que las moléculas de C3b pueden
interactuar con moléculas de superficie, como la P-selectina (21,22), properdina
(23—-25), proteina 4A relacionada con factor H (16) o el propio grupo hemo

(26,27) dando lugar a la activacion local del complemento (16).

C3bBb - Convertasa C3
C3a

o Bb C3b C3b C3b

Figura 1.5. Representacion de la convertasa de C3 escindiendo una molécula
de C3 en fragmentos C3b y C3a. Adyacente a la misma se encuentran
fragmentos C3b depositados en la superficie celular.
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La convertasa de C3 es un complejo molecular con una vida media corta
(alrededor de 90 segundos), por lo que requiere su estabilizacion a través de la
asociacién con la properdina (23). Esta es secretada por monocitos/macrofagos
y linfocitos T, almacenandose en granulos de neutréfilos y mastocitos (28,29).
La funcion de la properdina depende de su grado de polimerizacion siendo la
forma tetramérica hasta 10 veces mas potente que la forma dimérica (16).

La amplificacidén de la via alternativa incrementa la densidad de las moléculas
C3b depositadas en la superficie, las cuales constituyen los ligandos de
receptores en células del sistema fagocitico encargadas de la eliminacion de la
célula marcada (14). Por otro lado, los agregados de C3b de la superficie
conducen a la formacion de la convertasa de C5, iniciando la fase terminal del

complemento (14,16) (Figura 1.6).

Complejo de ataque a membrana

bBbC3b - Convertasa C5

c9
Céb

&5 Bb =R C3b Cc3b C3b

Figura 1.6. Representacion de la fase terminal del complemento. La
convertasa de C5 genera fragmentos bioactivos de esta molécula C5a y C5b.
La molécula C5b se une de manera secuencial a C6, C7, C8, provocando la
insercion a la membrana celular y posterior union de multiples subunidades de
C9 que polimerizan formando el complejo de ataque a membrana.
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1.2.4 Principales reguladores de la via alternativa del complemento

El sistema del complemento tiene un elevado potencial destructivo y

proinflamatorio por lo que son precisos mecanismos que regulen su activacion

para evitar el dano sobre estructuras propias (10,14). A lo largo de la evolucion

se han desarrollado un conjunto de proteinas plasmaticas o adheridas a

membranas celulares que se encargan de controlar la actividad del

complemento (10,17). En las siguientes lineas se desarrollan los principales

factores reguladores del complemento, resumidos en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Resumen de los principales reguladores de la via alternativa del
complemento a nivel plasmatico y de membrana. Adaptado de Noris et al (10).

Nombre <
Regulador alternativo Funcion
A NIVEL PLASMATICO
Regulador principal de la via alternativa.
Reconocimiento de superficies; Acelera decaimiento
Factor H FH .
de convertasa; Cofactor de factor I; Compite con FB
por la unién a C3b.
Protei laci i
roteinas relacionadas con FHR1-5 Modulaciéon de la accién reguladora que ejerce CFH
factor H
Factor | Fl Degradacion de C3b, iC3b y C3dg
Properdina Estabiliza a C3bBb disminuyendo su desactivacion.
A NIVEL DE MEMBRANA
MCP CD46 Cofactor de factor | en la degradacién de C3b
DAF CD55 Acelera la disociacion de convertasas C3 y C5
i i f itosi I
CR1 CD35 Une CSb € iC3b; Induce fagocitosis y acelera
decaimiento de convertasas; cofactor de factor |
ili ivi facilita |
Trombomodulina THBD .Cofaf:torlc,]ue facilita la actividad de CFH y facilita la
inactivacién de C3a y C5a
Bloquea la asociacion de las subunidades de C9
CD59 Protectina impidiendo la formacion del complejo de ataque a
membrana
Vitronectina Proteina S Se une a C5b—7 inhibiendo la polimerizacién de C9

Clusterina

Apolipoproteina J

Se une a C5b—7 inhibiendo la formacién de C5b—9
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Factor H:

El factor H (FH) es el principal regulador de la via alternativa del complemento
tanto a nivel plasmatico como en las superficies celulares (30). Se trata de una
glucoproteina abundante en plasma con una concentracion aproximada de 400
mg/l (10). Su produccidén es predominantemente hepatica, aunque también se
ha descrito produccidn extrahepatica a nivel de endotelio, células del mesangio
glomerular o podocitos (10).

Esta formada por 20 dominios con dos extremos diferenciados (Figura 1.7):
regidon N-terminal formada por los dominios 1—4 proporcionan la actividad
reguladora del complemento, actuando como cofactor para la inactivacién de
C3b, asi como compitiendo la unién de factor B a C3b y promoviendo la
disociacion de la convertasa de C3 (31); por otra parte, la region C-terminal
formada por los dominios 19—-20 es responsable del reconocimiento de
superficies celulares a través de la interaccidn con glucosaminoglicanos de
superficies celulares que contienen acido sialico (30,31). Esta region permite la

actividad reguladora de FH en superficies celulares.

Complement Factor H

C3b

1-4 N-terminal Fase fluida
Actividad reguladora
Mutaciones asociadas a GC3
Fase sélida
C-terminal 19-20
Reconocimiento superficies e
Mutaciones asociadas a SHUa Bb

Figura 1.7. Representacion del Factor H con sus correspondientes dominios y
Su interaccion en fase fluida o fase sdlida.
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Los patdgenos carecen de estos carbohidratos de superficie por lo que el FH
no se vera atraido por su superficie y permitira la activacién del complemento
(16), consiguiendo de esta manera una correcta discriminacion entre
estructuras propias y ajenas.

Asi, mutaciones en la region N-terminal provocan un defecto de regulacion del
complemento en fase fluida, que puede estar asociado al desarrollo de GCS3, y
mutaciones en regién C-terminal provocan un defecto de regulacidén sobre
superficies celulares que puede asociarse al desarrollo de sindrome hemolitico

urémico (10).

Proteinas relacionadas con factor H:

Se trata de un conjunto de proteinas codificadas por genes muy préximos a los
genes de CFHy ejercen un papel modulador de la actividad reguladora de FH
(32). Presentan una homologia muy alta en la secuencia de aminoacidos con la
proteina de FH, lo que inicialmente hizo pensar que se trataba de proteinas
reguladoras del complemento con funciones similares a las que presenta FH
(32). Sin embargo, al carecer de la regidén reguladora de FH (N-terminal), no
tienen capacidad de regular el complemento de la misma forma. Aunque aun
existen importantes lagunas en el conocimiento del papel fisiolégico de estas
proteinas, en el momento actual se considera que competirian con el propio FH
en la unién a determinadas superficies modulando asi su papel regulador
(32,33). Ademas, las proteinas relacionadas con FH forman dimeros
constituidos por la misma cadena o cadenas diferentes (33). En la Figura 1.8
se representan las diferentes proteinas relacionadas con factor H con sus
respectivos dominios, su homologia con FH y la formacién de estructuras

oligoméricas.

Factor I:

El factor | (FI) es una serin proteasa plasmatica con capacidad de degradar la
molécula de C3b en presencia de diferentes cofactores como FH, proteina
cofactor de membrana (MCP) o CR1, entre otros (9). La actividad proteasa de
Fl genera el producto de degradacion de C3b, denominado iC3b, sin capacidad

para unirse con factor B (34).
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Complement Factor H related proteins 1-5

FH CFHR-1 CFHR-2 CFHR-3 CFHR-4 CFHR-5

Figura 1.8. Representacion las proteinas relacionadas con factor H
mostrandose la homologia en los dominios moleculares, y representando las
posibles estructuras oligoméricas que pueden conformar.

Reguladores de membrana:

Dentro de los principales reguladores de membrana destacan la proteina
cofactor de membrana (MCP), el factor acelerador del decaimiento (DAF) y el
receptor de complemento 1 (CR1).

MCP actua como cofactor de Fl en la degradacion de C3b en las células donde
se expresa (35). DAF acelera la disociacion de la convertasa de C3 alterando
su estabilidad (10,36).

Por otra parte, CR1 tiene una amplia distribucion en el organismo y su funcién
varia segun la célula que lo expresa. En los eritrocitos, CR1 forma
agrupamientos que facilitan la adhesién de inmunocomplejos que
posteriormente seran aclarados por el sistema mononuclear fagocitico (10).
Ademas, tiene una actividad cofactor de Fl, facilitando la degradacién de C3b
en iC3b y posteriormente C3c y C3dg (9,10,37) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Representacion de C3b y sus productos de degradacion (Adaptado
de Janssen et al) (17).

Otra molécula es la trombomodulina, con capacidad de regular el complemento
a través de dos mecanismos: por un lado favoreciendo la proteolisis de C3b
mediada por Fl en presencia de CFH (38); por otro lado, la trombomodulina
tiene capacidad de inactivar las anafilotoxinas C3a y C5a a través del inhibidor
de la fibrina activado por trombina (39,40).

Dentro de los reguladores principales de la via terminal del complemento
destaca CD59, que inhibe la asociaciéon de C9 con C5b—8 evitando la

formacién del complejo de ataque a membrana (10).
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1.2.5 Estudio molecular y genético del complemento

Cuando se sospecha una alteracion en el complemento, resulta de interés
realizar una evaluacion bioquimica completa que incluya estudio genético y
molecular, determinacidén de autoanticuerpos, asi como ensayos funcionales
(41).

El analisis funcional permite determinar si el complemento funciona
correctamente o no, pero el analisis individual de los componentes y
reguladores permite desvelar defectos cualitativos o cuantitativos que
justifiquen la alteracién (41). Por otro lado, la medicién de los productos
terminales de activacion permite discernir si un determinado factor del
complemento esta reducido como consecuencia de un aumento en el consumo
0 una produccién deficitaria (41).

Sin embargo, los analisis moleculares del complemento pueden verse alterados
por una gran diversidad de factores por lo que es de gran importancia una
correcta extraccion y procesamiento inicial de la muestra para disminuir la
probabilidad de errores. Asi, para evitar consumo in vitro del complemento tras
la extraccion de la muestra es preciso un transporte refrigerado de la muestra

de sangre, su centrifugacion precoz y almacenado a -20 o0 -70° C (41).

Cuantificacion individual de factores del complemento

Los componentes C3 y C4 se determinan de manera rutinaria en todos los
laboratorios. Niveles bajos de C3 son detectados en hasta el 40-75% de los
pacientes con glomerulonefritis C3 (GNC3), 60% de los casos con EDD, y 30—
50% de los pacientes con sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa) (47-52).
Determinadas mutaciones en C3, Fl y FH se asocian con una reduccién
significativa de los niveles de C3 séricos (53,54).

El factor B es una proteina exclusiva de la via alternativa y, por tanto, su
evaluacion ayuda a determinar qué via es la responsable principal del consumo

de C3 (41). Niveles disminuidos del factor B asociados a niveles aumentados
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de los fragmentos Bb y Ba reflejan actividad de la via alternativa del
complemento, siendo este patréon caracteristico de la GC3 (41,55).

Por otra parte, cuando existen niveles bajos de FH y FI, suele haber consumo
de C3 en plasma. Sin embargo, el test de AH50 resultara falsamente negativo
por deficiencia de sus componentes (56).

La properdina es el Unico factor regulador positivo de la via alternativa del
complemento. Los niveles plasmaticos de properdina estan reducidos en
pacientes con EDD y GNC3 debido a la activacién del complemento (56).
Finalmente, también es posible detectar la activacién del complemento a través
de la medicién de los productos terminales de activacién, como los factores
C83a, C3d, Cha, o el complejo C5b—9 (41).

Autoanticuerpos frente a proteinas del complemento

Ademas de las alteraciones genéticas, la desregulaciéon de la via alternativa del
complemento puede producirse como consecuencia de autoanticuerpos
dirigidos contra distintos componentes de la via (57).

Uno de los principales autoanticuerpos descritos es el factor nefritico C3
(C3Nef). Se trata de un grupo heterogéneo de autoanticuerpos del tipo IgG o
IgM con capacidad para unirse a la convertasa de C3, estabilizarla y prolongar
su actividad (41,58). El resultado de ello es el consumo masivo de C3 en

plasma, y la activacidon de la via terminal del complemento (57) (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Representacion del autoanticuerpo C3Nef, con capacidad de
estabilizar la convertasa de C3, lo que resulta en un consumo masivo de C3 y a
la postre la activacion de la via terminal del complemento.

Debido a la heterogeneidad de los C3Nef, la deteccion y determinacion de sus
efectos puede resultar compleja (57). Este autoanticuerpo se dirige contra un
neoepitopo de la convertasa C3bBb y no frente a sus componentes
individuales (59). C3Nef esta presente en mas del 80% de casos de EDD y
aproximadamente la mitad de pacientes con GNC3 (47,48,60). Sin embargo,
en el momento actual se desconoce el verdadero papel patogénico de C3Nef
(¢,causa de la enfermedad, o consecuencia de la misma por la presencia
continua de los neoepitopos?), dado que también se han detectado en
individuos sanos mediante métodos de electroforesis (61,62).

Ademas de C3Nef, en todo paciente con GC3 o SHUa debe analizarse la
posible presencia de anticuerpos dirigidos, mayoritariamente, frente a FH (41).
Se estima que hasta un 10% de los pacientes con SHUa presentan anticuerpos

frente a FH (63). Sin embargo, la presencia de anticuerpos frente a FH en GC3
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es mucho menos frecuente, siendo necesario descartar la presencia de una
gammapatia monoclonal subyacente (64,65), especialmente en pacientes de

edad avanzada (66).

Estudios genéticos

Cuando se sospeche una patologia mediada por la desregulacion de la via
alternativa del complemento sera preciso hacer un analisis de posibles
mutaciones en genes involucrados en su patogenia. Existen diferentes
métodos de laboratorio para su determinacién, aunque una de las principales
dificultades reside en la interpretacion clinica y funcional de las variantes
detectadas (41). Por un lado, tan solo un 50% de los pacientes con SHUa
presentaran variantes patogénicas (49-52), y este porcentaje se reduce al 25%
en el caso de las GNC3 (47,48). Este hecho pone de manifiesto que el
conocimiento de la patogenia de estas entidades es incompleto en el momento
actual. Asi, no es infrecuente encontrar mutaciones “sin sentido”, aunque su
implicacién funcional en la patologia no siempre se consigue demostrar (67).
Ademas, la penetrancia de mucha de las variantes es baja, lo que sugiere que
son precisos otros factores genéticos o adquiridos para condicionar una

expresion fenotipica de la enfermedad (41).
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1.2.6 Implicacion del complemento en patologias renales

El glomérulo renal es especialmente vulnerable al dafio inflamatorio originado
por el sistema del complemento, ya sea por su activacion in situ, o por el
depoésito de fragmentos y productos de degradacion como consecuencia de su
activacién sistémica (68).

Las dos principales patologias renales derivadas de una hiperactivaciéon del
complemento son el SHUa y la GC3. Sin embargo, en los ultimos afos se han
realizado importantes avances en el conocimiento de la fisiopatologia del
sistema del complemento, lo que ha permitido descubrir su implicacién en gran
variedad de patologias renales (68). En la Tabla 1.2 se resume la evidencia

actual de su implicacion y el mecanismo fisiopatolégico propuesto (10,14,68).
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Tabla 1.2. Implicacion del complemento en patologias sistémicas y renales.

Patologia

Mecanismo fisiopatolégico

Sindrome hemolitico
urémico atipico

Glomerulopatia C3

Vasculitis asociada a
ANCA

Nefropatia IgA

Lupus eritematoso
sistémico

Nefropatia diabética

Dafio por isquemia-
reperfusion

Activacion de via alternativa del complemento por un defecto en su
regulacion en superficies celulares con desarrollo de anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia y deterioro de funcién renal.

Activacion de la via alternativa del complemento por un defecto en su
regulacion tanto en fase fluida como superficies glomerulares, lo que
condiciona un depésito masivo de productos de activacion y degradacion
de la via alternativa.

Moléculas efectoras del complemento (C5a) son capaces de
inducir/retroalimentar vias inflamatorias con la consecuente activacion de
neutréfilos

El depésito de inmunocomplejos a nivel glomerular activa el complemento
causando dafio podocitario directo o indirecto estimulando la generacion
de citocinas proinflamatorias.

A través de un mecanismo similar al de la nefropatia IgA. Dependiendo de
la localizacién de los inmunocomplejos la activacién del complemento
puede contribuir a diferentes clases de nefropatia lupica.

El acimulo de productos de glicacién avanzada puede activar vias que en
ultimo término activen el complemento. Ademas, se ha reportado que la
hiperglucemia plasmatica puede inducir la inhibicién del componente CD59
que regula la formaciéon del CAM.

Su implicacién se basa en estudios experimentales que mostraron que
ratones deficitarios de C3, C5 y C6 no desarrollaban dafio por isquemia-
reperfusion, poniendo de manifiesto la importancia del CAM en el dafo.
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1.3 Glomerulopatia C3

En esta seccion se realiza una revision general de la patologia en sus
diferentes aspectos clinicos, histoldgicos y pronésticos, resumiendo el estado

actual del conocimiento.

1.3.1 Definiciéon

La glomerulopatia C3 es una entidad clinico-patolégica secundaria a una
desregulacion de la via alternativa del complemento en plasmay el
microentorno glomerular, distinguiéndose dos entidades fundamentales, la
GNC3y la EDD (3,69,70).

La primera descripcion de esta entidad se realizé en 2007 en una serie de 19
pacientes que mostraban un depdsito exclusivo de C3 en la biopsia renal,
encontrando mutaciones en genes reguladores del complemento en el 30% de
ellos (71). Desde esta descripcién se han realizado notables avances en el
conocimiento de las bases patogénicas de la enfermedad que se resumen en
las siguientes lineas.

La expresion histologica al microscopio 6ptico mas frecuentemente asociada a
la GC3 es la lesibn membranoproliferativa (3,69,70), cuya clasificacién ha

evolucionado de forma considerable en los Ultimos anos.

Subtipo GNMP Depositos microscopio electronico

Depositos mesangiales y subendoteliales

Tipo Il Depdsitos mesangiales e intramembranosos

» Variante Burkholder: Subendoteliales y subepiteliales

» Variante Strife & Anders: Subendoteliales
Subepiteliales
Intramembranosos
Disrupcion de lamina densa

Figura 1.11. Clasificacion “clasica” de la glomeruloneffritis
membranoproliferativa segun la localizacion de los depositos en el microscopio
electronico
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Clasicamente se diferenciaban tres subtipos de glomerulonefritis
membranoproliferativa dependiendo de la localizacién predominante de los
depdbsitos al microscopio electrdnico (Figura 1.11), pero la reciente implicacion
del complemento en la patogénesis de la enfermedad llevo a su reclasificacion
en funcién de los hallazgos a la inmunofluorescencia (3,72). Asi, inicialmente
se plante6 que si en la inmunofluorescencia se observaba depdésito de
complemento e inmunoglobulinas, la glomerulopatia estaba mediada por
inmunocomplejos y si el deposito era exclusivo de complemento, era éste el

unico implicado en su patogénesis (72) (Figura 1.12).

Patron de GNMP en m.o.

/ N
//// \\
yd N
yd \\
C3 + Inmunoglobulinas en IF C3 aislado en IF
GN mediada por GN mediada por la via
inmunocomplejos alterna del complemento

Figura 1.12. Clasificacion actual de la glomerulonefritis membranoproliferativa
(GNMP); IF: inmunofluorescencia; m.o.: microscopio optico.

Sin embargo y conforme se fue acumulando experiencia en esta entidad, se
propuso que la presencia de trazas de inmunoglobulinas en la
inmunofluorescencia no debia invalidar este diagnéstico (73). Asi, se propuso
como criterio diagnéstico de GC3 la inmunofluorescencia positiva para C3 de
forma exclusiva o al menos dos 6rdenes de intensidad superior al del resto de
inmunoglobulinas (73-75).

En cualquier caso, la laxitud relativa de este criterio diagnostico frente la gran
heterogeneidad clinica y patoldgica de esta entidad ha abierto nuevos debates

en los ultimos afios en cuanto a la mejor manera de identificar y clasificar la
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enfermedad (76). Algunos autores consideran que el criterio de dominancia de
C3 se establecio usando pacientes con EDD como grupo de referencia y no ha
sido validado en una cohorte de pacientes con desregulacién conocida del
complemento (77). Por otra parte, la correcta distincién entre GNC3 y EDD en
ocasiones no es tan clara, y una biopsia posterior puede mostrar criterios
compatibles con enfermedad mediada por inmunocomplejos (73,77). Ademas,
otros estudios han mostrado que la frecuencia de mutaciones en genes del
complemento es elevada en casos de glomerulonefritis membranoproliferativa
idiopatica mediada por inmunocomplejos (78).

Asi, en 2018, un estudio retrospectivo en una gran cohorte de pacientes con
glomerulonefritis membranoproliferativa tipo | y glomerulopatia C3 propuso una
reclasificacion patogénica de la entidad tras un andlisis jerarquico por
conglomerados (“clusters”) de acuerdo a las caracteristicas clinicas, genéticas
e histologicas del grupo de estudio (77). En la Tabla 1.3 se resumen las

principales caracteristicas de cada uno de los cluster propuestos.

Tabla 1.3. Caracteristicas clinicas, analiticas e histologicas de los diferentes
clusters de estudio. Adaptado de latropoulos et al. (77)

- Alta prevalencia de mutaciones y C3Nef (75%)
- Niveles bajos de C3 sérico

- Niveles elevados de C5b—9 en plasma

- Edad media de diagnéstico 15 afios

- Menor porcentaje de proliferacién extracapilar
- Depositos mesangiales predominantes

CLUSTER 1

- Alta prevalencia de mutaciones y C3Nef (63%)
- Niveles bajos de C3 sérico

- Niveles elevados de C5b—9 en plasma

- Mayor porcentaje de dep0sitos subendoteliales
- Mayor prevalencia de tincién para IgG y C1q

- Sindrome nefrético mas frecuente

CLUSTER 2

- Alta prevalencia de mutaciones y C3Nef (79%)
- Niveles bajos de C3 sérico
CLUSTER 3 - Niveles bajos de C5b—9 en plasma
- Mayor porcentaje de proliferacion extracapilar y dep0sitos
densos intramembranosos

- Menor prevalencia de mutaciones y C3Nef (14%)
- Niveles elevados de C3 sérico
CLUSTER 4 - Edad de diagnéstico mas tardia
- Mayor grado de glomerulosclerosis y arteriosclerosis
- Desarrollo de microangiopatia trombética en la evolucion 80%
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Brevemente, los pacientes del primer y segundo grupo presentaban con mayor
frecuencia una activacion de la via alternativa en fase fluida, con estabilizacién
de convertasas de C3 y C5 con activacién hasta la via terminal,
manifestandose con niveles séricos mas elevados de C5b—9, mientras que los
pacientes del tercer grupo presentaban activacién predominante en fase
plasmatica con el consecuente depoésito de los productos de degradacién a
nivel glomerular y una mayor frecuencia de EDD. Por otra parte, los pacientes
del cuarto grupo presentaban una menor prevalencia de alteraciones genéticas
del complemento, la enfermedad se manifest6 a edades mas avanzadas y un
elevado porcentaje desarrollé microangiopatia trombatica (77).

Esta clasificacidn propuesta, frente a la clasificacién patologica, podria resultar
de mayor utilidad desde el punto de vista clinico dado que los autores
observaron una correlacion de cada uno de los conglomerados propuestos con
el prondstico renal, aunque aun seria preciso una validacion en otras cohortes

y abordar sus diversas limitaciones.

1.3.2 Epidemiologia

La GC3 es considerada una enfermedad rara. De acuerdo a algunas series, la
incidencia estaria en torno a 1-3 casos por milldbn de poblacién por afo (79,80),
siendo la GNC3 mas frecuente que la EDD (47,78-80).

1.3.3 Patogénesis

El diagnéstico de GC3 se basa en las caracteristicas morfologicas,
inmunoldgicas e histolégicas de la biopsia renal como consecuencia de la
alteracion en la via alternativa del complemento en plasma (fase fluida) o a
nivel de superficies de las estructuras glomerulares 0 membrana basal (fase
solida) (3,81). De esta activacion deviene en ultimo término el depdésito de C3 o
de sus productos de degradacion a nivel glomerular.

Debido a la gran cantidad de elementos reguladores de la via alternativa del

complemento, existen multiples mecanismos a través de los cuales se puede
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producir la sobreactivacién del complemento. En pacientes con GC3 la
actividad de la convertasa de C3 puede estar incrementada, entre otras
causas, por alteracion en la funcionalidad de factor H o generacion de
autoanticuerpos como C3Nef.

Asi, en un modelo de cerdo deficiente de factor H se observé el desarrollo de
EDD, pero cuando se administraba factor H recombinante se conseguia frenar
la actividad del complemento (82—-84). Otro modelo en ratones genéticamente
modificados deficientes en factor H mostré que desarrollaban EDD, pero
cuando se introducia una mutacion en factor B o factor | se evitaba su
desarrollo (85,86).

Ademas de los modelos mecanisticos en animales, también se ha descrito una
gran variedad de mutaciones en genes de proteinas relacionadas con factor H
(por duplicacién interna o por formacién de genes hibridos), con capacidad
para conformar multimeros y competir con factor H evitando su efecto
regulador (Figura 1.13) (87—90). En |la Tabla 1.4 se resumen algunas de las
proteinas hibridas involucradas en la patogenia de la GC3 reportadas en la

literatura.

Figura 1.13. Representacion de la competicion de factor H nativo con la forma
oligomérica de proteina relacionada con factor H 5 (FHR-5) mutante como
resultado de la duplicacion de los dominios N-terminal de esta molécula (87).
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Por otra parte, y como se ha comentado en la seccién anterior, niveles
elevados de C3Nef en algunos pacientes afectos de la enfermedad han puesto
de manifiesto su implicacion patogénica, aunque también se ha descrito en
pacientes con sindrome antifosfolipido o incluso en pacientes sanos (81). Se
han reportado unas frecuencias variables dependiendo de la poblacién
estudiada y la metodologia empleada para su determinacion (91-94). Ademas,
también se ha reportado la existencia de factores nefriticos con capacidad para
estabilizar la convertasa de C5 (C5Nef) (95).

Tabla 1.4. Proteinas hibridas relacionadas con factor H involucradas en la
patogenia de la glomerulopatia C3.

Proteina mutante Patologia Referencia

FHR5-R5 GNC3 Gale et al. (2010) (87)
FHR3-R1 GNC3 Malik et al. (2012) (89)
FHR1-R1 GNC3 Tortajada et al. (2013) (90)
FHR5-R5 GNC3 Medjeral-Thomas et al. (2014) (88)
FHR2-R5 EDD Chen et al. (2014) (96)
FHR5-R2 GNC3 Xiao et al. (2016) (97)
FHR1-R5 GC3 Togarsimalemath et al. (2017) (98)

La identificacion de los factores nefriticos puede persistir positivos durante todo
el curso de la enfermedad, aunque sus concentraciones plasmaticas pueden
oscilar (47,94,99-101). Sin embargo su presencia casi siempre se asocia con
una activacién del complemento que se manifiesta por un consumo sérico de
C8 e incremento de sus productos de degradacion.

La consecuencia ultima de la desregulacién del complemento en la GC3 es el
dafno renal. No obstante, cuando este dano llega a ser grave y extenso, el

pronostico renal se vuelve independiente del grado de desregulacion del
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complemento (94). Cuando el dafo renal se cronifica, aunque se consiga
normalizar la funcién del complemento, la probabilidad de conseguir una
mejoria significativa de la funcion renal disminuye.

También se ha reportado la presencia de otros autoanticuerpos en Is GC3
como aquellos dirigidos frente a FH (dirigidos contra la region N-terminal)
(75,94). Por otra parte, los autoanticuerpos frente a factor B se han asociado
con el desarrollo de GC3, aunque su papel en la enfermedad no esta bien
definido (74). Estos autoanticuerpos se describieron en un paciente con EDD
sin C3Nef y tendrian capacidad para unirse y estabilizar a la convertasa de CS3,
favoreciendo el consumo sérico de C3, pero evitando la formaciéon de la
convertasa de C5 y el desarrollo de la via terminal (59).

En conclusion, existen causas genéticas y adquiridas responsables de la
enfermedad. Conocer las bases patogénicas de cada caso permite valorar el
pronostico global y evaluar la posible respuesta a las alternativas terapéutica

de las que se dispone actualmente.

1.3.4 Presentacion clinica

La GC3 puede afectar tanto a pacientes en edad pediatrica como a pacientes
adultos, aunque la EDD afecta de manera predominante a nifos o adultos
jovenes (3,48,79,102,103). Cuando esta entidad es diagnosticada en pacientes
adultos, es preciso investigar la posible presencia subyacente de una
gammapatia monoclonal de significado renal (64,104—106). La distribucidén por
sexos reportada en diferentes series es similar (3,47,74).

Las manifestaciones clinicas desde el punto de vista renal pueden ser
variables, desde formas paucisintomaticas con microhematuria o proteinuria
aisladas, hasta formas con deterioro de funcién renal de curso rapidamente
progresivo (47,79,80,107). La hipertensién también puede aparecer con

frecuencias variables (47,80).
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La hipocomplementemia C3 es frecuente, estando presente entre el 45-60% de
los casos (47,107), aunque no es imprescindible para su diagnéstico. Este
hallazgo resulta menos frecuente en poblacién adulta (80,107,108).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden ir precedidas de una
infeccion, por lo que es importante hacer un diagnéstico diferencial con la
denominada glomerulonefritis postinfecciosa (109). La ausencia de
recuperacion completa de funcién renal o la persistencia del consumo de C3
sérico pasadas mas de seis semanas del cuadro inicial deberian hacer
sospechar la existencia de una GC3 que remedara inicialmente una
glomerulonefritis postinfecciosa (109,110).

Ademas de las manifestaciones renales, la GC3 también se ha relacionado con
manifestaciones extrarrenales como el desarrollo de drusas a nivel de la
membrana de Bruch retiniana (111,112) (Figura 1.14). Aunque se desconoce
los mecanismos patogénicos subyacentes se postula que estas
manifestaciones podrian compartir patogenia con la GC3 dada la gran similitud
de la arquitectura de la membrana basal retiniana con la glomerular (113). Sin
embargo, el curso clinico de la patologia oftalmoldgica no parece

correlacionarse con el de la patologia renal (114).

Figura 1.14. Presencia de drusas en la membrana de Bruch (60).
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Otra de las complicaciones extrarrenales asociadas a la EDD es la denominada
lipodistrofia parcial adquirida, también conocida como sindrome de Barraquer-
Simons caracterizada por una pérdida del tejido celular subcutaneo (115). En el
momento actual se desconoce el mecanismo patogénico de esta alteracion,
pero se sospecha que C3Nef podria tener un papel protagonista en relacion
con la capacidad del adipocito para formar convertasas de C3 e inducir una

lisis mediada por el complemento (116).

1.3.5 Caracteristicas histopatolégicas

El diagnéstico de la GC3 se basa en el estudio histopatoldgico de la biopsia
renal. De acuerdo a los hallazgos del microscopio electrénico se distinguen la
GNC3 y la EDD, por lo que se abordaran los hallazgos de esta técnica en

primer lugar (Figura 1.15).

o

Enfermedad depésitos
densos
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Figura 1.15. Representacion de glomerulonefritis C3 con presencia de
depositos predominantes en la vertiente subendotelial de la membrana, y
enfermedad por depdsitos densos con depositos inframembtranosos.
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La EDD se caracteriza por la presencia de depdsitos electrodensos a lo largo
de la membrana basal glomerular con frecuente engrosamiento de la misma
(117). En mas de la mitad de los casos también se observan depdsitos a nivel
de la capsula de Bowman y membrana basal tubular (118). Sin embargo, aun
se desconoce el mecanismo por el que la sobreactivacién del complemento
tiene como resultado el desarrollo de GNC3 en algunos casos y EDD en otros
(117).

En algunos estudios se ha analizado la composicién de los depésitos en
pacientes con EDD mediante espectrometria de masas, encontrando proteinas
de la via alternativa del complemento (C3, C5), de la via terminal (C8, C9),
FHR-1, FHR-5, y otras proteinas reguladoras como vitronectina o clusterina
(119). En un andlisis mas detallado de los depésitos de C3 se encontr6 que el
producto de degradacién C3dg era el predominante (120).

En ocasiones, los depésitos densos no son tan llamativos pudiendo existir
discrepancias entre pat6logos en cuanto a clasificar el caso como GNC3 o EDD
(76,117). Otro hallazgo que puede aparecer en grados variables es la
presencia de depdsitos en la vertiente subepitelial similares a los encontrados
en glomerulonefritis postestreptocdcica, que podrian corresponder a episodios
de exacerbacion del dafio glomerular inducido por infecciones (117).

En el estudio al microscopio 6ptico, no existen hallazgos que resulten
caracteristicos de la GC3, aunque el patrén de dafno mas frecuentemente
asociado es el de glomerulonefritis membranoproliferativa (117), con los
caracteristicos dobles contornos, engrosamiento de pared capilar e
hipercelularidad mesangial (Figura 1.16). En ocasiones el infiltrado inflamatorio
ocupa de forma extensa la luz de los capilares remedando una
glomerulonefritis proliferativa endocapilar (117). Cuando la respuesta

inflamatoria es severa ademas se puede formar proliferacion extracapilar.

50



Figura 1.16. A) Glomerulonefritis membrano proliferativa con proliferacion
mesangial, engrosamiento de paredes capilares e hipercelularidad endocapilar
que confiere al glomérulo un aspecto lobulado. B) Tincién de tricromico de
Masson mostrando la hipercelularidad del ovillo con acentuacion de la
configuracion lobular.

Sin embargo, la GC3 también se ha asociado a otros patrones histoldgico de
dafo glomerular como una proliferacion mesangial aislada, glomerulonefritis
proliferativa endocapilar o crescéntica (80,121).

La definicion de GC3 se establece mediante la inmunofluorescencia que se
detecta en la mayor parte de laboratorios empleando anticuerpos contra el
fragmento C3c (117). No obstante y como se ha comentado en parrafos
previos, la presencia de trazas de inmunoglobulinas no invalidan el diagnéstico
de GC3 siempre que el deposito de C3 sea el predominante (Figura 1.17). Hay
diferentes causas por las que se pueden observar inmunoglobulinas en la GC3,
como por ejemplo el acumulo inespecifico en areas escleréticas, o la
posibilidad de que la enfermedad fuera iniciada o exacerbada en el contexto de

un depdsito glomerular de inmunocomplejos (117).
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Figura 1.17. Inmunofluorescencia positiva de C3 (+++) de predominio
mesangial en imagen de la izquierda y parietal en imagen de la derecha.

Por otra parte, también se ha estudiado la posible utilidad de la tincion con C4d
para la correcta distincion entre GC3 y aquellas mediadas por
inmunocomplejos (122). C4 se activa en la via clasica y la via de las lectinas
pero no esta activada en la GC3. En un estudio, la tincion de C4d resultd
negativa en un 80% de casos diagnosticados previamente de GC3, siendo de
tan sélo 1+ en el 20% restante (122). Sin embargo, otros autores han
encontrado resultados discrepantes comparando la tincién de
inmunofluorescencia con la de inmunoperoxidasa (123), por lo que seran

necesarios nuevos estudios para la validacion de esta técnica.

1.3.6 Diagnoéstico genético y molecular

En la evaluacion de un paciente con GC3, ademas del estudio histologico
resulta de interés realizar un estudio genético y molecular completo del
complemento para determinar su actividad y funcionalidad. Para ello se realiza
una medicidén de niveles de C3 y C4, factores reguladores como factor H, factor
| o factor B, medicién de anticuerpos C3Nef o anticuerpos contra factor H o
factor B (103).
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Para el estudio genético se puede emplear un panel multigénico que incluya

C3, CD46, CFB, CFH, CFI, CFHR1-5, diacilglicerol quinasa epsilon (DGKE), y

otros genes de interés (124).

En la Tabla 1.5 se detalla el locus cromosémico de cada gen codificante de las

principales proteinas reguladoras del complemento que se analizan de forma

rutinaria.

Tabla 1.5. Principales genes analizados con su correspondiente locus
cromosomico (adaptado de Martin et al.) (124)

Gen Locus cromosémico Proteina
C3 19p13.3 C3 del complemento
CD46 1g32.2 Proteina cofactor de membrana
CFB 6p21.33 Factor B
CFH 1931.3 Factor H
CFHR1 1931.3 Proteina relacionada con factor H 1
CFHR5 1931.3 Proteina relacionada con factor H 5
CFI 4925 Factor |
DGKE 17922 Diacilglicerol quinasa epsilon

Los casos familiares de GC3 son infrecuentes y cuando se identifican

habitualmente corresponden a variantes en heterocigosis con una elevada

penetrancia afectando a las proteinas relacionadas con factor H 1-5, variantes

en homocigosis que condicionan una deficiencia de factor H, o variantes en

heterocigosis en C3 que condicionan una ganancia de funcion (124). Todo ello

condiciona una desregulacion del complemento en fase fluida o en el
microentorno glomerular (125).
En la Tabla 1.6 se resumen algunas de las variantes genéticas asociadas a

GCa3 reportadas en la literatura.
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Tabla 1.6. Variantes genéticas asociadas a desarrollo de glomerulopatia C3
(adaptado de Xiao et al.) (128)

Gen a‘::;::;‘;:; Variante Proteina Patologia Referencia
ADAM19 Gly508Ser c.1522G > A p.G508S EDD Abrera-Abeleda et al (44)
C3AR1 Leu84Phe c.250C>T p.L84F EDD Abrera-Abeleda et al (44)
C3 Lys155GIn c.463A>C p.K155Q EDD Westra et al (126)
Lys1203Arg c.3608A > G p.K1203R EDD Abrera-Abeleda et al (44)
C.2768_2773delACGGTG EDD xz:;”ez'Bamcaﬂe etal
C8A Ala221Glu c.662C > A p.A221E EDD Westra et al (126)
CFD Ala41Pro c.121G>C p.A41P EDD Westra et al (126)
CFH Val143lle c.427G > A p.V143I EDD Servais et al (47)
Arg232Term c.694C>T p.R232 EDD Servais et al (47)
Cys673Arg c.2017T>C p.C673R EDD Servais et al (47)
Val837lle €.2509G > A p.V837I EDD Zhang et al (94)
Glu1145Asp c.3435G > C p.E1145D EDD Zhang et al (94)
c.2171delC GNC3 Sethi et al (48)
CFHR3 incl. ex. 1-3 GC3 Malik et al (89)
CFHR1 ex. 2-5 GC3 Tortajada et al (90)
CFHR5 c.646_647delAAINSTT GNC3 Sethi et al (48)
ex. 2-3 GNC3 Goicoechera de Jorge (33)
CFI Gly261Asp c.782G > A p.G261D GNC3 Servais et al (47)
CR1 Val1222Leu c.3664G > T p.V1222L EDD Abrera-Abeleda et al (44)
McP Val215Met c.643G > A p.V215M GNC3 Servais et al (47)

Cuando en un paciente se detecta una mutacidén patogénica es interesante

realizar el estudio genético también a familiares cercanos para determinar si

pudieran ser portadores. Los familiares portadores de una mutacion patogénica

deberian ser evaluados desde el punto de vista nefroldgico para valorar si

pudieran presentar manifestaciones de la enfermedad.
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Por otra parte y dada la creciente implicacion de las gammapatias
monoclonales en la patogenia de la enfermedad, es preciso realizar un estudio
diagnéstico completo para descartar su presencia (64,105).

En la mayoria de los casos el diagndstico de gammapatia monoclonal se
realiza mediante electroforesis convencional en plasma u orina (106). La
presencia de inmunoglobulinas monoclonales se suele identificar por la
existencia de un pico alto y delgado en la regién beta 0 gamma, a diferencia del
aumento policlonal, que suele producir una banda ancha en la regibn gamma.
Sin embargo, en algunos casos la concentracion de la proteina monoclonal en
plasma u orina es tan pequefa que la electroforesis no es capaz de detectarla
(106). De hecho, algunos casos de afectacion renal por gammapatia se
diagnostican primariamente por los hallazgos de la biopsia renal sin haberse
sospechado este diagnodstico en el momento de la indicacion de la biopsia.
Ademas de la electroforesis convencional, se debe realizar en todos los casos
una inmunofijacién en plasma y orina para identificar el tipo de proteina
monoclonal, ya que es mas sensible para su deteccion que la electroforesis
(106).

Otro método diagnostico es la determinacion de cadenas ligeras libres en
sangre. La concentracién de estas proteinas se puede medir mediante
inmunoanalisis nefelométricos usando anticuerpos policlonales contra epito-
pos de cadenas ligeras, los cuales estan expuestos cuando la cadena se
encuentra libre, pero ocultos cuando la cadena esta unida conformando la

estructura de la inmunoglobulina (106).

1.3.7 Evolucion natural y factores prondsticos

La remision espontanea en la GC3 es poco probable (102,118,129). Aunque la
enfermedad puede permanecer estable durante muchos anos a pesar de
proteinuria persistente, en algunas ocasiones pueden aparecer fluctuaciones
mas bruscas en la proteinuria, con episodios de deterioro agudo de funcion
renal sin una clara causa desencadenante (124). Actualmente se considera

que la GC3 es una enfermedad crdnica susceptible de exacerbaciones (75).
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De acuerdo a las diferentes series, casi la mitad de los pacientes alcanza
enfermedad renal cronica terminal (ERCT) a los diez afios desde el diagnostico
(47,75,79,130), aunque los resultados son muy variables dada la
heterogeneidad de esta entidad (107,108).

En algunas series se ha encontrado una peor supervivencia renal en casos de
EDD frente a GNC3 (47,80), aunque estos resultados no han sido confirmados
en otras cohortes (79) pese a ser diagnosticados a edades mas tempranas y
con mejor funcién renal basal. Por otra parte, en una serie se encontrd un
predominio GNCS3 en pacientes latinoamericanos y asiaticos frente a EDD (79),
aunque estos resultados no han sido reportados en otras series. Sin embargo,
existe consenso en que la edad mas avanzada al diagnéstico y los datos de
cronicidad de la biopsia renal son determinantes pronésticos independientes de
supervivencia renal (47,79,80,107), como también ocurre en otras patologias
renales.

Un estudio reciente propuso un indice de puntuacién para la valoracion de los
hallazgos histopatologicos (79), analizando tanto parametros de actividad como
de cronicidad en la biopsia renal. En un analisis multivariable, los autores
encuentran que tanto la puntuacion de actividad como cronicidad son
predictores de supervivencia renal. En la Tabla 1.7 se resumen los parametros

propuestos para la valoracién histopatolégica (79).

Tabla 1.7. indice histopatolégico de la glomerulopatia C3 propuesto por la
Universidad de Columbia. Cada uno de los parametros mostrados en la tabla
se puntua entre 0-3 segun el porcentaje de afectacion respectivo (<10%, 10—
25%; 26—50%,; >50%,).

Puntuacion de actividad (0-21) Puntuacion de cronicidad (0-10)
Hipercelularidad mesangial Glomerulosclerosis
Proliferacién endocapilar Atrofia tubular
Patrén membranoproliferativo Fibrosis intersticial
Infiltracion leucocitaria Arterio- y arteriolosclerosis (0,1)

Formacion de semilunas
Necrosis fibrinoide

Inflamacion intersticial
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1.3.8 Tratamiento

En el momento actual no existen terapias aprobadas para corregir de manera
especifica la desregulacion de la via alternativa del complemento que acontece
en la GC3.

Asi, las alternativas terapéuticas disponibles en el momento actual pueden
clasificarse de forma general en: tratamiento de soporte, terapia plasmatica,

inmunosupresién, y terapia anticomplemento (131).

Tratamiento de soporte

Los objetivos fundamentales se centran en conseguir un adecuado control de
cifras tensionales con el fin de enlentecer la velocidad de progresion de la
enfermedad renal.

Clasicamente en nefrologia se han empleado farmacos bloqueantes del
sistema renina-angiotensina por su efecto renoprotector y antiproteinurico. Sin
embargo, un reciente estudio mostré que la renina tendria capacidad para
escindir la molécula de C3 en C3a y C3b, acelerando por tanto la activacion de
la via alternativa del complemento. El uso de aliskiren, un inhibidor directo de la
renina, resulté en una disminucion de la activacion del complemento, con
menor depdsito de C3 y C5b—9 en tres pacientes con EDD (132).

Estos resultados, aunque deben ser tratados con cautela, pondrian de
manifiesto que el bloqueo del sistema renina-angiotensina en esta entidad no
seria adecuado por su capacidad de inducir un aumento de los valores de
renina. Sin embargo, esto no ha podido ser probado en otras cohortes (47). En
cualquier caso, son necesarios mas estudios para analizar este posible
mecanismo y comparar el efecto del bloqueo con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina o antagonistas de los receptores de angiotensina

Il frente a aliskiren.

Terapia plasmatica
Actualmente no existe evidencia sélida del beneficio de la terapia plasmatica en

la GCS, habiéndose reportado diferentes casos con resultados variables. Asi,
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Licht et al. reportaron la eficacia de tratamiento con infusion de plasma en dos
pacientes con EDD vy deficiencia de CFH (133). Otros autores han reportado
una recuperacion del dafo renal en pacientes con EDD tratados con recambio
plasmatico (134,135). Sin embargo, el beneficio de la plasmaféresis no ha
podido ser demostrado en otros casos a pesar de documentar el aclaramiento
de C3Nefs circulantes (136).

Inmunosupresioén convencional

En este caso, tampoco existen ensayos clinicos que muestren un beneficio de
la inmunosupresion convencional en la GC3, aunque diferentes estudios de
observacion han mostrado beneficio terapéutico de algunas pautas de
inmunosupresiéon (107,137).

Los datos disponibles sobre los tratamientos inmunosupresores
convencionales (esteroides, ciclofosfamida, azatioprina, micofenolato mofetil,
rituximab) en la GC3 eran escasos y de muy limitada calidad, por el corto
numero de pacientes estudiados y la pobreza de datos clinicos. En base a
estos datos se consideraba que la inmunosupresién no era eficaz en la GC3
(3,74,101,138).

Sin embargo, un estudio colaborativo del Grupo de Enfermedades
Glomerulares de la Sociedad Esparfola de Nefrologia (GLOSEN) supuso un
[lamativo cambio en este concepto. En dicho estudio, en el que participaron 21
servicios de nefrologia de todo el pais, se logrd reunir una importante serie de
casos (61 pacientes) de GNC3 demostrada por biopsia renal y que habian sido
seguidos por periodos de tiempo prolongados con una monitorizacion regular
(107). El estudio se caracterizé por una sisteméatica y sélida recogida de datos
clinicos, histoldgicos, evolutivos y terapéuticos de todos los casos utilizando un
protocolo comun y supuso la primera recogida sisteméatica de datos acerca de
la influencia del tratamiento inmunosupresor en la enfermedad. El hallazgo méas
destacado del estudio fue que los pacientes tratados con inmunosupresiéon
tuvieron una supervivencia renal y una tasa de remisiones significativamente
mayor que la de los pacientes no tratados, y que este efecto favorable era
particularmente evidente en aquellos casos que habian sido tratados con

esteroides mas micofenolato mofetil (MMF) (107).

58



Este estudio presentaba como principal limitacién que el analisis genético del
complemento soélo fue realizado en un tercio de los pacientes, asi como la
determinacién de C3Nef. No obstante, datos preliminares de este estudio
mostraron que los pacientes C3Nef positivo respondieron méas frecuentemente
a la inmunosupresion que los pacientes C3Nef negativo, y los pacientes en los
que se objetivaron mutaciones genéticas o polimorfismos de riesgo no
respondieron a los tratamientos inmunosupresores y evolucionaron a la
insuficiencia renal terminal. Asi, serian precisos estudios colaborativos con
cohortes de mayor tamafo para poder abordar con mas detalle las hipbtesis de
trabajo.

El beneficio de la pauta con micofenolato y esteroides ha podido ser replicada
en otra cohorte multiétnica americana (137), cuyos autores identificaron
ademas que proteinuria elevada al inicio de tratamiento y niveles bajos de CAM
se asociaba con resistencia al tratamiento.

Sin embargo, un estudio turco no encontr6 beneficio de esta pauta frente a
otros regimenes de inmunosupresion convencional (139), si bien las
caracteristicas basales y seguimiento fueron muy diferentes a las cohortes
anteriores.

Otro farmaco que se ha ensayado en la GC3 es rituximab, aunque la
experiencia de nuevo se limita a reportes de casos o0 pequenas series
retrospectivas (140). Por su mecanismo de accion se ha postulado que podria
tener un beneficio en pacientes hipocomplementémicos con C3Nef, pero los
resultados han sido muy dispares (141,142).

En aquellos casos de GC3 en el seno de una discrasia sanguinea de célula B
(gammapatia monoclonal de significado renal), el tratamiento de eleccién es
aquel dirigido a controlar al clon productor de la proteina monoclonal
independientemente de que se emplee terapia anticomplemento de manera
inicial (105,143,144), aunque algunos reportes recientes apuntan a que en
determinadas situaciones en las que la funcion renal esta relativamente
preservada y no se observa progresion, se puede manejar de manera mas

conservadora (145,146).
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Terapia anticomplemento

Los resultados terapéuticos tan exitosos mostrados con eculizumab en
patologias como la hemoglobinuria paroxistica nocturna o sindrome hemolitico
urémico atipico generaron expectativas en cuanto al posible beneficio en la
GCa3. La experiencia reportada en diferentes casos clinicos (136,138,147—150),
llevd a realizar un ensayo clinico en fase | incluyendo seis pacientes (3 con
EDD, 3 con GNC3, siendo tres de ellos una recurrencia de la enfermedad en el
trasplante renal) que recibieron tratamiento con eculizumab durante un afio
(60,151). Al final del seguimiento, dos pacientes mostraron recuperacion
significativa de funcion renal con mejoria de las lesiones de proliferacion
mesangial y endocapilar, un paciente alcanz6 remision completa del sindrome
nefrético con mejoria de la proliferacibn mesangial y reabsorcidn parcial de los
depdbsitos al microscopio electrdnico, y un paciente consigui6 estabilizar los
parametros analiticos con una mejoria significativa de las lesiones mesangiales
y endocapilares de la biopsia. Sin embargo, los dos pacientes restantes
mostraron progresion del deterioro de funcion renal a pesar del tratamiento
(60,151). No se reportaron infecciones ni efectos adversos asociados, y los
autores observaron que aquellos pacientes con elevacion del CAM antes del
tratamiento tenian mayor probabilidad de responder a este tratamiento (60).
Otro ensayo clinico reciente con un disefio “off-on-off-on” evaluoé la eficacia de
eculizumab sobre la proteinuria en una cohorte de pacientes con GC3 y GNMP
por inmunocomplejos “idiopatica”, con niveles basales de C5b—9 soluble >1000
ng/ml y proteinuria >3,5 gramos/24h (152). Sélo 3 de 10 alcanz6 una reduccion
significativa de la proteinuria, sugiriendo estos resultados que otras vias
dependientes de C3 jueguen un papel mas relevante en la patogenia de la
enfermedad (152).

En conjunto, estos resultados pusieron de manifiesto que eculizumab no seria
la terapia adecuada para todo paciente con GC3. En el momento actual su
indicacién principal reside en los casos con un curso clinico agresivo, basado
en los estudios del grupo francés (153,154), aunque la evidencia es limitada y
sujeta a controversia (150,155).

Afortunadamente se estan desarrollando nuevas moléculas frente a diferentes

dianas de la via alternativa del complemento, que con altas expectativas
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podrian mejorar la eficacia e individualizacion terapéutica de cada paciente.
(156-162).

1.3.9 Recurrencia en el trasplante renal

El trasplante renal es una opcién posible en pacientes con GC3, aunque la
enfermedad puede recurrir en el injerto renal con mucha frecuencia (163—166).
La informacion acerca de los principales factores de riesgo de recurrencia de la
enfermedad en el injerto renal o mejores alternativas terapéuticas en este
grupo de pacientes es escasa. Desde la reclasificacion de las glomerulonefritis
membranoproliferativas en aquellas mediadas por el complemento o por
inmunocomplejos se han publicado pocas series de casos analizando esta
complicacion. Una serie reciente analiz6 la evolucién de 19 pacientes con GC3
(12 GNC3 y 7 EDD) que recibieron trasplante renal, encontrando una tasa de
recurrencia superior al 80%, una mala respuesta general al tratamiento
inmunosupresor (rituximab, eculizumab, otros), siendo la supervivencia del

injerto peor en los casos con EDD (163).
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2.1 Hipotesis

La GC3 es una enfermedad infrecuente, con mal pronéstico en cuanto a la

supervivencia renal, y con bases etiopatogénicas diversas, entre las que se

incluyen mutaciones genéticas en componentes del sistema de complemento y

autoanticuerpos contra factores del complemento.

La identificacidén de las bases moleculares y genéticas de la GC3 podria,
ademas de profundizar en el conocimiento de esta enfermedad, adecuar y
personalizar la eleccion de tratamientos mas especificos y eficaces.
Aquellos pacientes en los que la patogenia fuera debida principalmente al
desarrollo de auto-anticuerpos contra las proteinas reguladoras de la via
alternativa del complemento (C3NeF, anti-FH, anti-FB...) podrian responder
mejor al tratamiento inmunosupresor, sobre todo a la combinacion de
esteroides y micofenolato mofetil (MMF).

Por el contrario, aquellos casos con mutaciones en genes reguladores del
complemento podrian mostrarse resistentes a estas terapias, y por tanto

podrian ser candidatos a tratamientos mas directos sobre la regulacion de la

activacion del complemento como el eculizumab o los nuevos bloqueantes mas

proximales de la via alternativa del complemento, actualmente en fase de

investigacion.
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2.2 Objetivos

Debido a la baja incidencia de esta enfermedad, este estudio se realiza con la

ayuda colaborativa de un numeroso grupo de servicios de nefrologia del pais.

2.2.1 Objetivo principal

El objetivo principal es correlacionar la respuesta (supervivencia renal, remision
clinica) a los tratamientos inmunosupresores recibidos por pacientes con C3G
con la presencia de autoanticuerpos contra proteinas reguladoras de la via
alternativa del complemento o mutaciones en los genes que regulan su sintesis
en una amplia cohorte de pacientes con C3G demostrada por biopsia renal.
Esto permitird conocer mejor el pronéstico de los pacientes y seleccionar a
aquellos que se puedan beneficiar de un tratamiento inmunosupresor (evitando
asi el enorme coste de los tratamientos directos sobre la regulacion del
complemento) y aquellos en los que el bloqueo de la activacion del
complemento pudiera ser la mejor opcidn terapéutica, evitando la exposicion

innecesaria a inmunosupresores.

2.2.2 Objetivos secundarios

- Analizar los principales factores asociados a la progresion de la enfermedad.
- Establecer una correlacidon entre las variaciones genéticas y anticuerpos
involucrados en la patogénesis de la C3G con la presentacion clinica, fases de

activacion y progresion de la enfermedad.
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3.1 Diseno del estudio

Este es un estudio de observacion, de corte transversal, descriptivo y analitico.
Se realizd una recogida sistematica de casos de GC3 procedentes de
diferentes hospitales del territorio nacional pertenecientes al grupo GLOSEN,
marcando como objetivo alcanzar una muestra de al menos 100 pacientes.

El estudio recibié la aprobacién del Comité Etico del Hospital 12 de Octubre de
Madrid.

3.2 Poblacion de estudio

3.2.1 Pacientes

Se incluyeron pacientes con diagnéstico de GC3 establecido por biopsia renal
entre enero de 1995 y marzo de 2018. La definicion de glomerulopatia se bas6
en los hallazgos de inmunofluorescencia: presencia de depésitos intensos y
aislados de C3 en ausencia de otros reactantes o, cuando existen otros
reactantes o, depédsitos predominantes de C3, de al menos dos érdenes de
magnitud mas intensos que los otros reactantes inmunes (73,74).

Teniendo en cuenta que la definicién clinico-patolégica de GC3 se establecid
en 2010, en aquellos pacientes cuyo diagnostico fue anterior a 2010 se realiz
una revision de la biopsia renal en su hospital por nefropatélogos
pertenecientes al grupo GLOSEN para asegurar el cumplimiento de los criterios

anteriormente expuestos.

3.2.2 Criterios de inclusiéon y exclusiéon
Se incluyeron todos los pacientes con diagnostico de GC3 independientemente

de su edad, fecha de diagnéstico, patron histoldgico, perfil evolutivo o funcién
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renal basal. También se incluyeron pacientes en los que la GC3 le hubiera
condicionado la necesidad de iniciar dialisis cronica o trasplante renal.

Se excluyeron pacientes que no cumplieron la definicibn de GC3 de acuerdo a
su inmunofluorescencia, pacientes con otra enfermedad sistémica de caracter
autoinmune concomitante (lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide...) o
aquellos con coinfeccion crdnica por virus de la hepatitis (B o C), o virus de la
inmunodeficiencia humana. También se excluyeron los casos en los que se
produjo una pérdida precoz del seguimiento.

Las discrepancias en la informacion o los valores perdidos fueron revisadas y
corregidas de forma individualizada con el nefrélogo responsable de cada

centro participante.

3.3 Variables de estudio

3.3.1 Demograficas

Sexo, raza, edad en el momento del diagnéstico o de la biopsia, fecha de inicio
de la terapia renal sustitutiva, edad actual, fecha de ultima valoracion motivo
del estudio, tiempo de enfermedad o de seguimiento en la valoracion objeto del

estudio.

3.3.2 Clinicas

Se recogieron posibles antecedentes personales de hipertension arterial,
diabetes mellitus, enfermedad renal crénica previa, gammapatia monoclonal
concomitante o antecedentes familiares de interés.

También se recogio6 la forma de presentacion de la enfermedad, la presencia

de algun proceso infeccioso, y la necesidad de realizar dialisis aguda.
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3.3.3 Analiticas

Se recogieron valores de creatinina sérica, filtrado glomerular estimado por la
formula de CKD-EPI (167), albumina sérica, colesterol total, hemoglobina,
proteinuria en 24 horas (g/dia), cociente albumina-creatinina en orina (mg/g).
Estos parametros se obtuvieron en el momento basal y a lo largo de la
evolucion de los pacientes (1, 3, 6, 12 meses y posteriormente 2, 5y 10 afios
en caso de seguimientos mas prolongados).

Todos los métodos de laboratorio fueron los convencionales, aunque con las

diferencias metodol6gicas propias de cada hospital participante.

3.3.4 Histologicas

Las biopsias renales fueron revisadas en cada centro participante con un
protocolo comun que incluyé los siguientes parametros: numero de glomérulos
por muestra, nUmero y porcentaje de glomérulos esclerosados, patron
histoldgico por microscopia éptica (membranoproliferativa, proliferativa
endocapilar, proliferativa mesangial y glomerulonefritis esclerosante difusa),
tipo e intensidad de depoésito por inmunofluorescencia (IgG, IgM, IgA, C3, C1q,
kappa, lambda), presencia de trombosis capilar, presencia de necrosis
fibrinoide o proliferacion extracapilar.

Ademas, se analizaron los datos de actividad y cronicidad en las biopsias
renales siguiendo las definiciones y puntuaciones del indice Histologico de la

Glomerulopatia C3, que se muestra en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. indice Histoldgico de la Glomerulopatia C3 (adaptado de Bomback

etal. (79)
Componente Definicion Puntuacién
Puntuacion de actividad (0-21)
O=ausente
. : . 1=<25%
Hipercelularidad mesangial >3 celulai]zse::r;g:ales/area 2= 26-50%
9 3= >50%
O=ausente
% glomérulos con aumento de 1=<25%
Proliferacién endocapilar celularidad en capilares 2= 26-50%
glomerulares 3=>50%
O=ausente
% glomerulos con duplicacion de 1=<25%
s . . (o] _ . oo
Morfologia membranoproliferativa membrana basal glomerular 2=26 58 7z
3=>50%
O=ausente
Infiltracion leucocitaria % glomérulos con infiltracion de 21=2§§g<()¢’/
=3 neutrdéfilos 0 macrofagos 3= >50%
O=ausente
Proliferacién extracapilar % glomérulos con semilunas 21=2§§g<()¢’/
P celulares o fibrocelulares a o
3=>50%
O=ausente
% glomérulos con =2 de fibrina, 1=<25%
Necrosis fibrinoide cariorrexis o ruptura de 2= 26-50%
membrana basal 3=>50%
% inflamacién intersticial en 01= fiszzr;;e
Inflamacion intersticial corteza renal, en ausencia de 2—_26—502/
area fibrética 3= >50%
Puntuacion de cronicidad (0-10)
O=ausente
Glomerulosclerosis % glomérulos con esclerosis 21=2§Eggf>/
segmentaria o global 3= >50%
O=ausente
1=<25%
Atrofia tubular % afectacion tubulointersticial 2= 26-50%
3=>50%
O=ausente
—_ (¢}
Fibrosis intersticial % fibrosis en area 21_2232(;2/
tubulointersticial 3= >50%
Arteriosclerosis Engrosamiento intimal = O=ausente
engrosamiento de media 1= presente
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Se considerd que los pacientes padecian EDD cuando presentaban depésitos
intramembranosos al microscopio electronico, y GNC3 cuando los depésitos no

cumplian este criterio.

3.3.5 Tratamientos

Se recogi6 detalladamente toda la informacion sobre los tratamientos recibidos,
inmunosupresores y no-inmunosupresores, especificando dosis y duracién de
los mismos. Las complicaciones ocurridas durante el tratamiento y los efectos
secundarios de los farmacos también fueron recogidas.

Las diferentes pautas terapéuticas se categorizaron en cuatro subgrupos:
esteroides y MMF, otros inmunosupresores (incluyendo terapia exclusiva con
esteroides, ciclofosfamida, azatioprina, tacrolimus, ciclosporina y rituximab),
tratamiento con eculizumab, y tratamiento conservador (solo con farmacos
inhibidores del enzima de conversion de la angiotensina o antagonistas de

receptores de la angiotensina).

3.4 Definiciones y Variables resultado

3.4.1 Definiciones

e Momento basal: fecha de realizacion de biopsia renal diagnéstica de
GCs.

e Tiempo de seguimiento: tiempo transcurrido desde la biopsia renal hasta
la visita actual (corte transversal), o desarrollo de ERCT. En pacientes
trasplantados ademas se midié el tiempo transcurrido entre la realizacion
del trasplante renal y la ultima visita.

e ERCT: Presencia de filtrado glomerular < 15 ml/min/1,73 m? (de acuerdo
a la formula CKD-EPI(167) o la férmula modificada de Schwartz en
pacientes pediatricos(168)), inicio de dialisis (hemodialisis o dialisis

peritoneal), o haber recibido trasplante renal.
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e Sindrome nefrético: proteinuria > 3,5 g/dia con hipoalbuminemia <3,5
g/dl.

e Sindrome nefritico: coexistencia de hematuria (micro o0 macroscépica),
proteinuria no nefrética, hipertension y deterioro de funcion renal.

e Alteraciones urinarias asintomaticas: presencia de proteinuria no
nefrética y/o hematuria microscdpica persistente >5 eritrocitos por
campo.

e Remisién completa: filtrado glomerular >60 mI/min/1,73 m? (0 una
variacion +15% del valor basal en aquellos pacientes con eGFR <60
ml/min/1,73 m?) y proteinuria <0,5 g/24 horas.

e Remisién parcial: reduccién de proteinuria >50% (con proteinuria <3,5
g/24 horas en pacientes con proteinuria en rango nefrético en el
momento de la biopsia renal) mas estabilizacion (x25%) o mejoria de la
funcion renal basal.

e Recidiva: reaparicion de proteinuria en una cuantia similar a la
presentada antes del inicio del tratamiento y/o deterioro progresivo de
funcion renal, tras algun tipo de remision previa.

e La hipertension arterial se definié como tensién arterial sist6lica =140
mmHg y/o diastélica =90 mmHg, de acuerdo a las guias ESC/ESH de
2018(169).

e La progresién de la insuficiencia renal se midié por la pendiente de la
recta de regresion lineal del filtrado glomerular sobre el tiempo individual

de seguimiento, expresado como + ml/min/1.73 m2/afio
Ademas, se realiz6 un subanalisis de la cohorte clasificando a los pacientes en

los cuatro clusters propuestos por latropoulos et al (77), mediante el algoritmo

propuesto por los autores.
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3.4.2 Variables resultado
e Principal: Desarrollo de remision (completa o parcial).
e Secundarias: Desarrollo de ERCT y supervivencia renal; desarrollo de
recidiva tras una remision previa; respuesta a tratamiento con esteroides

y MMF.

Criterios de seleccion

l

Inclusiéon en base datos
Situacion renal actual:
l + Remision parcial
+  Remisién completa
Datos basales (biopsia) » Datos actuales (evolucion) —>| + Sd. nefrético
+  Enfermedad renal cronica
+ Enfermedad renal terminal
(dialisis/trasplante)

»

Variables demograficas, Variables clinicas,
clinicas e histoldgicas serolégicas y genéticas

Analisis estadistico

Figura 3.1. Disenio experimental del presente estudio
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3.5 Estudio geneético y
molecular del complemento

3.5.1 Extracciéon de muestras

Previa firma del consentimiento informado se realizé la extraccidon de muestras
de sangre y orina (en los pacientes que aun conservaban diuresis residual), de
cada paciente participante en el estudio.

Dado que las muestras procedian de diferentes hospitales nacionales, su envio
y procesamiento inicial se centralizd en el Biobanco de la Red de Investigacion
Renal (Red Tematica de Investigacion Cooperativa financiada por el Instituto
Carlos Ill) situado en Alcala de Henares.

Cada centro participante recibié el material para identificar las muestras con
cédigos cifrados, material para almacenaje e instrucciones para un correcto

procesamiento y preservacion de las mismas (Figura 3.2).

Bolsa Biofresh Acumulador de frio Cilindro gris porta-muestras

Figura 3.2. Material entregado a cada centro participante para la extraccion y
envio de muestras biologicas.
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Se realiz6 la extraccion de las siguientes muestras:
e Muestra de plasma: Dos tubos de 10 ml de plasma en tubo Vacutainer
K3 o K2

e Muestra de suero: Un tubo de 10 ml de tapdn rojo o amarillo

e Muestra de orina: Muestra de 10 ml de orina de primera hora de la

manana

Las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4° C hasta la recogida por la

empresa de transporte para su envio al Biobanco el mismo dia de la extraccion.

3.5.2 Analisis genético y molecular

El estudio genético y molecular del complemento de los pacientes incluidos en
el estudio se realizd en el Centro de Investigaciones Bioldgicas perteneciente al
Centro Superior de Investigaciones Cientificas.

La busqueda de mutaciones y variantes polimérficas en los genes del
complemento se llevo a cabo mediante secuenciacién de nueva generacion.
Para ello se utilizd un protocolo que ha sido desarrollado y optimizado para
amplificar 198 exones en 351 amplicones (representando 36 kB de ADN
gendmico) dirigidos a la secuenciacion de la region codificante de 14 genes
asociados con SHUa/GC3 (CFH, MCP, CFI, C3, CFB, DGKE, THBD, CFHR1,
CFHR2, CFHR3, CFHR4, CFHR5, CFPy ADAMTS13). El enriquecimiento de
la regién gendmica de interés se realiz6 a través de la plataforma PCR
Ampliseq multiplex. Las bibliotecas se generan utilizando el kit "lon Xpress
Library 4.471.269" y “PGM 200 v2 4.482.006".

Los datos de secuencia se analizaron con la alineacion de Burrows-Wheeler y
el software Picard, aplicandose los filtros adecuados. Para analizar las
variantes genéticas nuevas encontradas se emplearon distintas bases de datos
de dominio publico: Exoma Variante Server, 1000 Genomas, NCBI dbSNP,

base de datos de mutacién aHUS (www.fh-hus.org) o la base de datos interno.
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Para asignar patogenicidad, se combinaron varios métodos de prediccidon
funcionales, incluyendo el software SIFT y PolyPhen 2. Una variante fue
considerada como patogénica cuando existia evidencia experimental de
reduccion de niveles de la proteina o funcion alterada, o cuando en al menos 4
de 6 herramientas predictoras bioinformaticos (SIFT, Polyphen, MutTast,
MutAss, FATHMM, CADD) indicaban patogenicidad. Una variante fue
considerada como benigna cuando los datos funcionales mostraban niveles
proteicos y funcionalidad normales, o cuando 4 de 6 predictores la clasificaban
como benigna. Cuando no se cumplian los criterios anteriores, se considerd
como variante de significado incierto.

Adicionalmente, se empled la secuenciacion por Sanger para cubrir el analisis
genético de regiones complicadas, asi como para confirmar las mutaciones
encontradas.

El analisis del numero de copias (CNV) del locus CFH-CFHR se llevd a cabo
por amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA) sobre
ADN gendmico. Este andlisis permite detectar reordenamientos genémicos que
hayan podido ocurrir en la region CFH-CFHR'y que no se pueden detectar a
través de la secuenciacion.

La cuantificacion de los niveles plasmaticos de proteinas del complemento se
realiz6 usando tanto anticuerpos comerciales como propios.

Niveles plasmaticos de FH, FI, FB y C5b-9 soluble se cuantificaron mediante
ELISA sandwich estandar. Los niveles séricos de C3 y C4 se cuantificaron por
el método de nefelometria.

La deteccién de anticuerpos anti-factor H y C3Nef se realizaron como se ha

descrito anteriormente(57,58).
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3.6 Estudio estadistico

Los datos se presentan como media y desviacion estandar, o como mediana y
rangos intercuartilicos [RI]. Las variables categoricas se expresan como
frecuencias o porcentajes.

Para la comparacion de variables discretas se utiliz6 el test chi-cuadrado con
correccidn continua, o el test exacto de Fisher de acuerdo a las caracteristicas
de la muestra. Para la comparacién de dos variables continuas independientes
se utiliz6 el test t de Student para muestras no apareadas, o el test no
paramétrico de Mann-Whitney segun las caracteristicas de distribucion de las
variables. La comparacidén entre mas de 2 variables continuas independientes
se analizé6 mediante el andlisis de la varianza (ANOVA).

Para comparar las diferencias de supervivencia entre variables de interés se
utilizaron curvas de Kaplan-Meier, estimandose la significacion estadistica
mediante el método del rango logaritmico de Mantel-Haenszel.

La asociacion entre las variables de interés y el desarrollo de ERCT fue
determinado mediante modelos de riesgo proporcional de Cox, y se
determinaron las relaciones de tasas instantaneas (hazard ratios [HR]), con sus
intervalos de confianza del 95% (IC95%). También se empled regresion
logistica multivariante para analizar los principales determinantes de remision.
La eleccion de las covariables en los modelos multivariantes se realizé de
forma automatica mediante el proceso de eliminacion progresiva condicional
hacia atras. Para evitar sobreajuste en estos modelos de supervivencia, se
forzo la entrada de solo aquellas covariables que alcanzaron una mayor
significacion estadistica (p < 0,01). La proporcionalidad del riesgo fue
comprobada graficamente (curvas log-log de Kaplan-Meier) en todas las
covariables.

Debido al disefio observacional de este estudio los pacientes no fueron
aleatorizados a recibir cada pauta de tratamiento. Asi, con el objetivo de
minimizar el sesgo por indicacién se empleé la técnica de emparejamiento por

indice de propension (en inglés “propensity score matching”). Se calcularon los
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indices de propensidén de cada paciente valorando la probabilidad de recibir o
no un determinado tratamiento mediante modelos de regresion logistica
multivariante. Dichos indices se emplearon posteriormente para realizar un
emparejamiento calibrado en una proporcién 1:1, descartando observaciones a
mas de 0,2 desviaciones estandar en cada variable para garantizar un correcto
balance entre los grupos analizados.

Una p < 0,05 fue considerada como estadisticamente significativa. El andlisis
estadistico se realiz6 con el programa IBM SPSS versién 22 (IBM Corp.
Armonk, EE.UU.) y GraphPad Prism software version 7 (GraphPad Software
Inc., San Diego, EE.UU.). Para el emparejamiento por indice de propensién se
uso el programa SPSS R-Menu que emplea el software estadistico R version
R3.1.
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4.1 Pacientes

Se recogi6 informacién clinica de hasta 167 pacientes, de los que se

excluyeron 70 casos por incumplimiento de criterios de GC3, historia evolutiva

compatible con otra entidad, ausencia de muestras para estudio genético, o

presencia de gammapatia monoclonal concomitante (Figura 4.1).

167 pacientes

146 pacientes

No cumplimiento de criterios
diagnésticos (n=21)

114 pacientes

Ausencia de muestra para
estudio genético (n=32)

97 pacientes

Presencia concomitante de
gammapatia monoclonal (n=17)

Figura 4.1. Diagrama de flujo de la cohorte estudiada.

Asi, el grupo de estudio consistié en 97 pacientes, 81 con GNC3 (84%) y 16

con EDD (16%), cuyas caracteristicas demograficas, clinicas e histopatoldgicas

se muestran en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Caracteristicas clinicas basales de los pacientes estudiados segun

grupos de edad.

Variable Total <18 anos 18-50 anos >50 ahos p
Pacientes, N (%) 97 25 (26) 53 (54) 19 (20)
Edad al diagnéstico, anos 32+21 9+4 30+9 65+10 <0,0001
Sexo, varones (%) 45 (46) 13 (52) 20 (55) 12 (63) 0,745
Raza, N (%) 0,641

Caucasica 89 (92) 24 (96) 46 (87) 19 (100)

Hispanica 6 (6) 1(4) 5(9) 0 (0)

Asiatica 1(1) 0 (0) 1(2) 0 (0)

Negra 1(1) 0 (0) 1(2) 0 (0)
Antecedente de infeccidn, N (%) 26 (27) 10 (40) 9(17) 7 (37) 0,045
Hipertensién al diagnéstico, N (%) 61 (63) 8 (32) 36 (68) 17 (90) <0,0001
Presentacion clinica, N (%) 0,462

Sindrome nefrético 39 (40) 11 (44) 25 (47) 3 (16)

Sindrome nefritico 29 (30) 7 (28) 12 (23) 10 (53)

Alteraciones urinarias 29 (30) 7 (28) 15 (28) 6 (32)
asintomaticas
Creatinina sérica, mg/d| 1,5 [0,8-3] 0,6 [0,4-0,8] 1,5 [1-3] 3[1,9-4,5] <0,0001
Filtrado glomerular, ml/min/1,73m2 55 [20-120] 114 [100-145] 57 [23—-102] 14 [10-36] <0,0001
Albdmina, g/dl 30,8 2,9+0,8 3,1+0,8 3,1+0,9 0,528
C3 sérico, mg/di 61+40 43+34 59+36 90+43 <0,0001
C4 sérico, mg/dl 2419 24+10 2419 26+11 0,517
Proteinuria, g/24h 3[1,6-6,8] 2[1,1-3,4] 4[1,9-8] 2[0,5-8] 0,018
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La edad media de los pacientes estudiados era de 32+21 anos, siendo el 54%
varones. La mayor parte de los pacientes eran de raza caucasica.

La forma de presentacion mas frecuente en el conjunto total de pacientes fue la
de sindrome nefrético (40%) seguido de sindrome nefritico (30%) y
alteraciones urinarias aisladas (30%).

Realizando una clasificacion por grupos de edad, 25 pacientes (26%)
presentaban una edad inferior a 18 anos en el momento del diagnostico, 53
pacientes (54%) una edad entre 18 y 50 afos, y 19 casos (20%) una edad
superior a 50 afos al debut de la enfermedad (Tabla 4.1).

Los pacientes diagnosticados en edad pediatrica presentaban con mayor
frecuencia una infeccion concomitante al debut, una significativa menor
incidencia de hipertensién y fracaso renal agudo, asi como un significativo
mayor consumo sérico de C3 respecto al resto de grupos.

Por otra parte, el grupo de pacientes con edad mayor a 50 afios se caracterizé
por una mayor frecuencia de hipertensién al debut, mayor deterioro de funcion
renal y menor consumo sérico de C3. En la Figura 4.2 se representa la media y
rangos intercuartilicos de los valores séricos basales de C3 segun los grupos
de edad (p<0.0001).

200+
150+

1004

C3 sérico

50+

Grupos de edad

Figura 4.2. Valores séricos basales de C3 segun los grupos de edad.
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En la Tabla 4.2 se resumen las principales diferencias basales entre los

pacientes con EDD y GNC3.

Los pacientes con EDD eran significativamente mas jovenes que los pacientes

con GNC3, habiendo ademas una menor proporcién de pacientes varones. No

se observaron diferencias significativas en la forma de presentacion clinica

entre la GNC3 y la EDD, siendo la forma predominante de presentacién la de

sindrome nefrético. Por otra parte, las diferencias en los valores de creatinina

basales y filtrado glomerular estimado no alcanzaron la significacion

estadistica, aunque si se observo una tendencia hacia una mejor funcién renal

basal en los casos de EDD, hallazgo concordante con la mayor proporcion de

pacientes jovenes en este grupo.

Tabla 4.2. Caracteristicas clinicas basales de acuerdo al subtipo histolégico de

glomerulopatia C3.

Variable Total GNC3 EDD
(n=97) (n=81) (n=16) P
Edad, afios 32121 34121 22+15 0,015
Sexo, varones (%) 54 (56) 49 (61) 5(31) 0,031
Antecedente de infeccidn, N (%) 26 (27) 21 (26) 5(31) 0,660
Hipertension al diagnéstico, N (%) 61 (63) 49 (61) 12 (75) 0,272
Presentacién clinica, N (%) 0,902
Sindrome nefrético 39 (40) 32 (39) 7 (44)
Sindrome nefritico 29 (30) 26 (32) 3(19)
Alteraciones urinarias asintomaticas 29 (30) 23 (28) 6 (38)
Creatinina sérica, mg/dI 1,5 [0,8-3] 1,5 [0,8-3] 1,1[0,6-3,1] 0,351
Filtrado glomerular, ml/min/1,73m2 55 [20-120] 53 [20-116] 85 [26-134] 0,180
AlbUumina, g/dI 3+0,8 3,1£0,8 30,8 0,749
C3 sérico, mg/dl 61140 63141 48+35 0,157
C4 sérico, mg/dl 2419 2519 2319 0,435
Proteinuria, g/24h 3[1,6-6,8] 3[1,5-6,8] 3,6 [1,8-7,9] 0,445
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4.2 Histologia

La media de glomérulos estudiado en cada muestra fue de 18+11, asegurando
asi examen histolégico suficientemente representativo para un correcto
diagnéstico.

En la Tabla 4.3 se resumen las principales caracteristicas histoldgicas de los
pacientes incluidos segun los grupos de edad.

En el conjunto total de pacientes, el patron de lesion histolégica mas frecuente
al microscopio 6ptico fue el de membranoproliferativa, seguida de la
proliferaciébn mesangial, y de la proliferacién endocapilar.

Los pacientes en edad pediatrica presentaban con mayor frecuencia un patrén
de dafio histolobgico membranoproliferativo (aunque sin alcanzar la significacion
estadistica), y un menor grado de glomerulosclerosis, fibrosis intersticial, atrofia
tubular y arteriosclerosis.

El depdsito exclusivo de C3 en la inmunofluorescencia fue observado en
aproximadamente un 50% de las biopsias.

Mediante el indice Histolégico de la GC3, no se observaron diferencias
significativas en los parametros de actividad entre los grupos, a excepcién de la
inflamacion intersticial que fue significativamente inferior en el grupo pediatrico.
De manera esperable, los parametros de cronicidad de la biopsia renal fueron
significativamente mas acentuados en los grupos adultos en comparaciéon con
el grupo pediatrico (Tabla 4.3).

En la Tabla 4.4 se resumen las principales caracteristicas histoldgicas de los
pacientes segun los subtipos de GC3. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos, aunque es destacable la mayor frecuencia de
patron membranoproliferativo en los casos de EDD en comparacion con los
pacientes con GNCS3, que mostraron una mayor variabilidad en los patrones de
dafio histologico al microscopio 6ptico.

Del conjunto total de pacientes, aproximadamente el 50% presentaba
depoésitos exclusivos de C3, mas frecuente en la EDD que en la GNCS, aunque

estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica.
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Tabla 4.3. Caracteristicas histolégicas de los pacientes incluidos segun grupos

de edad.
, - 18-50 -

Variable Total <18 anos afios >50 anos Jo)
Pacientes, N (%) 97 25 (26) 53 (54) 19 (20)
Patron de lesion histologica, N (%) 0,422

Membranoproliferativo 70 (72) 20 (80) 38 (72) 12 (63)

Proliferacion endocapilar difusa 7 (7) 2 (8) 2 (4) 3 (16)

Proliferacion mesangial 15 (15) 2 (8) 9(17) 4 (21)

Glomerulonefritis esclerosante difusa 5 (5) 1(4) 4 (8) 0 (0)
Glomérulos totales, N 18+11 16+10 19+11 17+12 0,555
Glomérulos esclerosados, % 8 [0-28] 0 [0-6] 11 [0-35] 20 [1-38] <0,0001
Glomérulos con proliferacion extracapilar, % 27 (24) 8 (32) 10 (18) 9 (28) 0,287
Fibrosis intersticial/atrofia tubular, N % <0,0001
Ausencia 36 (37) 20 (80) 13 (25) 3 (16)

Leve 32 (33) 3(12) 21 (40) 8 (42)

Moderada 19 (20) (4) 13 (25) 5 (26)

Severa 10 (10) 1(4) 6 (10) 3 (16)
Arterio y arteriolosclerosis, % 24 (25) 0 (0) 15 (28) 9 (47) 0,001
Inmunofluorescencia C3 exclusivo, N (%) 47 (48) 14 (56) 21 (40) 12 (63) 0,144
indice Histolégico de la GC3
indice de Actividad

Hipercelularidad mesangial (0-3) 2,5 2,7 2,4 2,4 0,357
Proliferacién endocapilar (0-3) 1,1 1,3 1 1,3 0,423
Morfologia membranoproliferativa (0-3) 1,9 2,1 1,9 1,9 0,793
Infiltracién leucocitaria (0-3) 1,1 1,2 1 1,3 0,349
Proliferaciéon extracapilar (0-3) 0,7 0,7 0,5 0,7 0,870
Necrosis fibrinoide (0-3) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,944
Inflamacion intersticial (0-3) 0,6 0,2 0,7 0,8 0,003
Puntuacion total actividad (0-21) 8,1 8,4 7,7 8,6 0,422
indice de Cronicidad

Glomerulosclerosis (0-3) 0,9 0,4 1 1 0,026
Atrofia tubular (0-3) 1 0,4 1,1 1,6 <0,0001
Fibrosis intersticial (0-3) 1,1 0,3 1,2 1,7 <0,0001
Arteriosclerosis (0-3) 0,3 0 0,5 0,6 <0,0001
Puntuacion total cronicidad (0—-10) 3,3 1,1 3,8 49 <0,0001
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Tabla 4.4. Caracteristicas histolégicas de los pacientes de acuerdo al subtipo
de glomerulopatia C3.

Variable GNC3 EDD Jo)
Pacientes, N (%) 81 (84) 16 (16)
Diagnéstico en rifiones nativos, N (%) 76 (94) 13 (81) 0,095
Patron de lesion histologica, N (%) 0,028

Membranoproliferativo 55 (68) 15 (94)

Proliferacion endocapilar difusa 7 (9) 0 (0)

Proliferacion mesangial 14 (17) 1 (6)

Glomerulonefritis esclerosante difusa 5 (6) 0 (0)
Glomérulos totales, N 18+11 1548 0,334
Glomérulos esclerosados, % 7 [0-25] 13 [0-42] 0,497
Glomérulos con proliferacion extracapilar, % 24 (29) 3(19) 0,375
Fibrosis intersticial/atrofia tubular, N % 0,458

Ausencia 30 (37) 6 (38)

Leve 29 (36) 3(19)

Moderada 14 (17) 5(31)

Severa 8 (10) 2 (13)
Arterio y arteriolosclerosis, % 19 (24) 5(31) 0,509
Inmunofluorescencia C3 exclusivo, N (%) 39 (48) 8 (50) 0,892
indice Histolégico de la GC3
indice de Actividad
Hipercelularidad mesangial (0-3) 2,5 2,4 0,612
Proliferacién endocapilar (0-3) 1,2 1 0,522
Morfologia membranoproliferativa (0-3) 1,9 2 0,772
Infiltracién leucocitaria (0-3) 1,2 0,9 0,127
Proliferacién extracapilar (0-3) 0,6 0,8 0,508
Necrosis fibrinoide (0-3) 0,2 0,1 0,491
Inflamacion intersticial (0-3) 0,6 0,5 0,793
Puntuacion total actividad (0—21) 8,2 7,7 0,341
indice de Cronicidad
Glomerulosclerosis (0-3) 0,9 1,2 0,205
Atrofia tubular (0-3) 0,9 1,1 0,490
Fibrosis intersticial (0-3) 1,0 1,3 0,316
Arteriosclerosis (0-3) 0,3 0,4 0,487
Puntuacion total cronicidad (0—-10) 3,1 4 0,233
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4.3 Estudio genético-molecular
del complemento

El andlisis genético de la muestra mediante secuenciacion de nueva
generacion identific6 un total de 115 variantes raras con una frecuencia alélica
minima inferior a 0,01.

Ademas, se identificaron tres reordenamientos gendmicos en los genes de
CFHR mediante amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples
(MLPA). Todas las variantes se encontraron en heterocigosis, a excepcién de
un caso que fue en homocigosis.

De las 118 variantes raras encontradas, 21 se consideraron como patogénicas,
55 como “variantes de significado incierto” y 42 benignas.

Las variantes patogénicas se localizaron en los genes prototipicos: C3 (7
pacientes, 33%), CFHR (4 pacientes, 19%), CFH (2 pacientes, 9,5%) y CFI (3
pacientes, 14%). Ademas, se identificaron variantes patogénicas en el gen de
la trombomodulina (2 pacientes, 9,5%) y CFB (1 paciente, 5%).

Se encontraron mutaciones combinadas en dos casos (9,5%). Un paciente
portaba mutaciones en C3y CFHRS, mientras que otro portaba mutaciones en
CFHy ADAMTS13.

La mayor parte de las variantes patogénicas se asociaban con niveles
reducidos de la proteina (16 variantes, 74%), y en 5 casos se asociaban con
funcién alterada.

Los factores adquiridos se detectaron en 29 pacientes (30%), con 23 pacientes
(24%) C3Nef positivos, y 8 casos con anticuerpos contra FH (8%). Dos
pacientes presentaban positividad concomitante para los dos tipos de
anticuerpos.

La presencia de C3Nef se asocié significativamente con la EDD (p=0,019),
estando los anticuerpos contra FH distribuidos de manera similar entre los
casos de GNC3 y EDD.

La Figura 4.3 muestra la frecuencia de las alteraciones genéticas encontradas
en los pacientes estudiados (variantes patogénicas y variantes de significado

incierto).
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Variantes Patogénicas Variantes de Significado Incierto
o5 Cc3
CFB
22% 40%| oA
CFI McpP
CFHR1-5
CR1
CFB CFH
Ccs5
CFH cé6
Cc7
CFHR c8
Others*
0 2 4 6 8 0o 4 8
Numero de variantes @ Variantes Patogénicas Numero de variantes
@ Variantes de Significado Incierto *Incluyendo C2, vVWF, C1r, C1s,
Ninguna C4, DGKE, MBL, MASP2
Paciente Edad/Sexo Subtipo Variante genética
1 22/M C3GN C3: ¢.1656G>C; p.Trp552Cys (Het)
2 19/M DDD CFHR1: Duplic(E2-E6) (Het)
3 21M C3GN C3: ¢.1379T>G; p.Val460Gly (Het)
4 47/M C3GN CFI: c.1234G>A, p.Val412Met (Het)
5 9/M C3GN C3:¢.1269+1G>A (Het)
6 4/M C3GN C3: ¢.2770G>A; p.Gly924Ser (Het)
7 23/F C3GN C3:¢.2203C>T; p.Arg735Trp (Het)
8 28/M C3GN CFI: c.1071T>G; p.lle357Met (Het)
9 57/M DDD CFH: c.328G>T; p. Ala110Ser (Hom)
10 20/M C3GN CFHR1: Duplic(PROM-E3) (Het)
11 26/M DDD C3: ¢.1898A>G; Lys633Arg (Het)
12 22/F C3GN CFHR5: c.1704T>A; Cys568*
13 26/M C3GN THBD: ¢.127G>A; Ala43Thr (Het)
14 53/M C3GN C3: ¢c.4339T>C; p.Tyr1447His (Het)
15 12/M C3GN CFH: c.328G>T; p.Ala110Ser (Het)
CFH: c.1132G>T; p.Gly378* (Het)
ke e i) ADAMTS13: ¢.2195C>T; Ala732Val (Het)
17 53/M DDD THBD: ¢.976G>A,; p. Val326Met (Het)
18 24/M C3GN Gen hibrido CFHR3::CFHR1 (Het)
C3:¢.C3481A; p.GIn1161Lys (Het)
19 22/F C3GN
CFHRS5: ¢.479_480insAA; p.Glu163Kfs*10 (Het)
20 22/F C3GN CFI: ¢.1508_1510del; p.Phe503del (Het)
21 20/M C3GN CFB: c.724A>C; p.lle242Leu (Het)

Figura 4.3. Frecuencia de las alteraciones genéticas encontradas y desglose
de las principales variantes patogénicas.

Las principales caracteristicas clinicas segun la presencia de alteraciones

genéticas o autoanticuerpos se muestran en la Tabla 4.5.

No se encontraron diferencias significativas en la presentacion clinica, funcion

renal basal o proteinuria entre los diferentes subgrupos. Sin embargo, los

pacientes con autoanticuerpos presentaban niveles séricos de C3

significativamente mas bajos, junto con niveles séricos mas elevados de C5b-9

soluble.
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Table 4.5: Caracteristicas clinicas segun la presencia de variantes genéticas en genes del complemento y/o autoanticuerpos
contra componentes del complemento®.

Variantes Va_r ian_tes de Si’.' Presencia de Ausencia de
. - signficado alteraciones . * .
Variable patogenicas 2z Cox P autoanticuerpos autoanticuerpos P
(n=21) incierto genéticas (n=29) (n=68)
(n=39) (n=37)

Edad al diagnéstico, afios 27+18 36122 30+£20 0,264 31+21 32120 0,842
Sexo, varones (%) 17 (81) 20 (51) 17 (46) 0,028 13 (45) 41 (60) 0,160
Antecedente de infeccion, N (%) 8 (38) 7 (18) 11 (30) 0,214 13 (45) 41 (60) 0,160
Hipertension al diagnoéstico, N (%) 11 (52) 26 (67) 24 (65) 0,524 19 (66) 42 (62) 0,726
Presentacion clinica, N (%) 0,680 0655

Sindrome nefrético 9 (43) 17 (44) 13 (35) 12 (41) 27 (40) ’

Sindrome nefritico 6 (29) 10 (26) 13 (35)

Alteraciones urinarias 6 (29) 12 (31) 11 (30) 7 (24) 22 (32)

. b 10 (35) 19 (28)
asintomaticas
Creatinina sérica, mg/dI 1,3 [0,8-2,9] 1,5[0,8-3] 1,8 [0,7-3,3] 0,783 1,2 [0,8-2,5] 1,5[0,7-3,2] 0,479
Filtrado glomerular, ml/min/1,73m? 59 [24-119] 56 [18-117] 39 [17-129] 0,890 59 [24-137] 50 [16-117] 0,374
Albumina, g/dI 3,240,8 30,8 3,11£0,8 0,621 3+0,9 3,1+0,8 0,847
Proteinuria, g/24h 3[1,2-7,7] 3[1,8-5] 3[1,7-9] 0,681 3,4 [2,4-9,7] 2,7 [1,5-5,3] 0,105
C3 sérico, mg/dl 4629 67141 63143 0,150 49+38 66140 0,045
C5b-9 sérico, mg/I 430 [220-843] 213 [135-615] 370 [211-1060] 0,136 618 [205-1042] 260 [155-620] 0,023
Presencia concomitante de 5 (24) 9 (23) 15 (41) 0,198 _ _ _

autoanticuerpos®, N (%)

* Incluyendo factor nefritico C3 y anti-factor H.
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4.4 Tratamientos

Durante el periodo de seguimiento (mediana de 48 meses, rango intercuartilico
22—-111 meses), 80 pacientes (82%) recibieron tratamiento inmunosupresor.
Los 17 pacientes (18%) restantes solo fueron tratados con bloqueo del eje
renina-angiotensina.

En la Figura 4.4 se representan las frecuencias con las que se prescribié cada
uno de los tratamientos, y en la Tabla 4.6 se muestran los tratamientos segun

los grupos de edad.

IECA/ARAII
Esteroides

MMF
Ciclofosfamida
Azatioprina
Anticalcineurinico

Rituximab

Eculizumab

Pacientes
0 30 60 90

Figura 4.4. Frecuencia con la que fue prescrito cada tratamiento en el conjunto

total de pacientes.
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Tabla 4.6. Tratamientos segun los grupos de edad.

Variable Total <18 anos 18-50 ahos >50 anos

Pacientes, N (%) 97 25 (26) 53 (54) 19 (20)

Tratamiento

IECA/ARA-2, % 82 (84) 19 (76) 48 (91) 15 (79) 0,693
Esteroides, % 55 (57) 20 (80) 26 (49) 9 (47) 0,055
Micofenolato mofetil, % 42 (43) 12 (48) 23 (43) 7 (37) 0,760
Ciclofosfamida, % 8 (8) 0 (0) 5(9) 3 (16) 0,008
Azatioprina, % 1(1) 0 (0) 1(1) 0 (0)
Anticalcineurinico, % 2(2) 1(4) 1(2) 0 (0)
Rituximab, % 5 (5) 2(8) 3 (6) 0 (0)
Eculizumab, % 9(9) 2(8) 6 (11) 1(5)

La mayoria de pacientes (84%) fue tratado con bloqueantes del sistema renina-
angiotensina con el objetivo de controlar la presion arterial y proteinuria.

En el grupo de pacientes con edades entre 18-50 afnos, 11 recibieron
tratamiento conservador, frente a 6 en el grupo de edad >50 anos.

Un 57% de los pacientes fue tratado con esteroides a una dosis media inicial
de 1 mg/kg/dia, con posterior descenso paulatino, cumpliendo una mediana de
tratamiento de 9 meses (rango 3—18 meses).

A un 43% de los pacientes se afiadi6 MMF a una dosis media inicial de 17
mg/kg/dia, cumpliendo una mediana de tratamiento de 14 meses (rango 7-34
meses). La dosis media diaria recibida por paciente fue de 1000 mg/dia (rango
720-1500 mg).

A 8 pacientes (8%) se les pauté tratamiento con ciclofosfamida, la mayoria de
ellos (55%) en forma de bolos periddicos por via intravenosa, a una dosis
media inicial ajustada de 9 mg/kg. Dicho tratamiento se mantuvo durante una

mediana de 5 meses (rango 1-10 meses).
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La prescripcion de anticalcineurinicos fue menos frecuente en la cohorte de
estudio, restringiéndose a 2 casos (2%) (uno ciclosporina y otro tacrolimus).

El uso de rituximab se limité a 5 pacientes (5%), ajustandose la dosis a
superficie corporal de acuerdo a la ficha técnica. La mediana de dosis recibidas
fue de 3 (rango 2—4).

Eculizumab fue prescrito a 9 pacientes (9%) durante una mediana de 7 meses
(4—30 meses), sin diferencias en su frecuencia de prescripcion entre los grupos
de edad.

En la Tabla 4.7 se muestran las caracteristicas clinicas de los pacientes y las
principales complicaciones asociados a cada una de las pautas de tratamiento:
no-inmunosupresor, MMF y esteroides, otros inmunosupresores, y eculizumab.
Los pacientes tratados de forma conservadora tenian una edad
significativamente mayor, peor funcidon renal basal, asi como valores de
albumina basal mas elevados respecto al resto de pacientes.

Los pacientes tratados con eculizumab mostraban una tendencia no
significativa a presentar una mayor proporcion de variantes patogénicas en los
genes del complemento, mientras que la presencia de autoanticuerpos frente a
componentes del complemento fue significativamente mas frecuente en los
pacientes tratados con otros inmunosupresores.

La tolerancia clinica general a las diferentes pautas terapéuticas fue buena. En
la Tabla 4.7 se muestran los principales efectos adversos asociados a cada
tratamiento. Las complicaciones infecciosas fueron las mas frecuentes,
constituyendo el 18% de los casos, seguida de los eventos cardiovasculares
(10%) y las citopenias (9%).

Las complicaciones infecciosas fueron menos frecuentes en los pacientes
tratados con esteroides y MMF, en comparacién con el resto de los grupos. No
se observaron diferencias significativas en la incidencia de otros efectos

adversos.
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Tabla 4.7: Caracteristicas clinicas segun el tratamiento recibido.

. Tratamiento
a
Variable CS-I;MMF Otrc_)s IS Ecullz_umab conservador p
(n=42) (n=29) (n=9) _
(n=17)

Basal
Edad al diagnéstico, afios 3019 271222 28+15 46119 0,011
Sexo, varones (%) 23 (55) 16 (55) 5 (56) 10 (59) 0,994
Hipertension al diagnodstico, N (%) 21 (50) 19 (66) 8 (89) 13 (77) 0,071
Presentacion clinica, N (%) 0,892

Sindrome nefrético 18 (43) 12 (41) 4 (44) 5 (29)

Sindrome nefritico 11 (26) 9 (31) 2 (22) 7 (41)

AUA 13 (31) 8 (28) 3 (33) 5 (29)
Creatinina sérica, mg/dl 1,3 [0,7-2,4] 1,2 [0,8-3,4] 1,5[0,9-3,7] 31[1,1-3,8] 0,066
Filtrado glomerular,
mi/min/1.73m? 57 [30-124] 63 [15-132] 47 [19-99] 20 [12-76] 0,047
Albumina, g/dI 3,1+0,8 2,8+0,7° 3,11£0,9 3,540,9 0,044
Proteinuria, g/24h 3[1,8-4,6] 3[1,6-9] 3[2,7-12] 1,8 [0,7-5,3] 0,294
C3 sérico, mg/dl 61145 56+38 56433 72432 0,596
C5b—9 sérico, mg/l 394 (206-849) 396 (153-840) 770 (278-1130) 191 (124-409) 0,111
Variantes genéticas patogénicas, 6 (14) 9 (31) 4 (44) 2(12) 0,143
N (%)
Autoanticuerpos®, N (%) 10 (24) 13 (45) 4 (44) 2(12) 0,044
Efectos adversos al tratamiento
(C())/cz)mphcamones infecciosas®, N 5 (12) 6 (21) 5 (56) 1(6) 0,003
Diabetes mellitus, N (%) 1(2) 2(7) 0 (0) 0 (0) 0,564
Citopenias, N (%) 4 (9) 5(17) 0 (0) 0 (0) 0,441
Eventos cardiovasculares, N (%) 4 (9) 4 (14) 1(6) 1(11) 0,497
Otros efectos adversos?, N (%) 4 (9) 2(7) 0 (0) 0 (0) 0,467
Variables resultado
Remision parcial, N (%) 18 (43) 4 (14) 3(33) 3(18) <0,0001
Remision completa, N (%) 15 (36) 3 (10) 0 (0) 0 (0) <0,0001
ERCT, N (%) 6 (14) 17 (59) 6 (67) 11 (65) <0,0001

2 Incluyendo tratamiento exclusivo con esteroides, ciclofosfamida, azatioprina, tacrolimus,

ciclosporina y rituximab.

® Incluyendo factor nefritico C3 y anticuerpos contra el factor H.
¢ Incluyendo neumonia (6), gripe (3), infeccion urinaria-pielonefritis (3), infeccion por

citomegalovirus (3), sepsis abdominal (1), infeccion por virus herpes-zoster (1)

4 Incluyendo intolerancia gastrointestinal, cataratas y necrosis avascular de cadera

Abreviaturas: AUA: Alteraciones urinarias asintomaticas; CS: esteroides; IS: inmunosupresores;
MMF: micofenolato mofetil

@ p<0,011 Tratamiento conservador vs. Otros inmunosupresores, test Scheffé
b p<0,044 Tratamiento conservador vs. Otros inmunosupresores, test Scheffé
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4.5 Remision de la enfermedad

Durante un periodo de seguimiento (mediana de 48 meses, rango
intercuartilico 22—111 meses), 46 pacientes alcanzaron algun grado de
remision: 18 pacientes (19%) remision completa, y 28 casos (29%) remision
parcial.

El periodo de tiempo hasta la remision fue 14 meses (mediana; rango
intercuartilico 8—28 meses). La tasa de remision fue significativamente mas
elevada en pacientes tratados con esteroides y MMF, en comparacién con el
resto de tratamientos (Tabla 4.7).

En la Tabla 4.8 se muestran las caracteristicas clinicas, histolégicas y
genético-moleculares de los pacientes segun el grado de remisidén alcanzado.
Los pacientes que alcanzaron remisién eran significativamente mas jévenes,
mostraban mejor funcidn renal basal y menor grado de cronicidad en la biopsia
renal. Ademas, aquellos que alcanzaron la remisidbn completa presentaban un
porcentaje menor de variantes patogénicas en los genes del complemento, asi
como un mayor porcentaje de C3Nef en comparacién con los pacientes que
solo alcanzaron remision parcial. No se observaron diferencias significativas en
el porcentaje de variantes de significado incierto ni otros autoanticuerpos.
Mediante regresion logistica multivariante, los principales determinantes de
remision (completa o parcial) (Tabla 4.9) fueron: sexo femenino (odds ratio
[OR]: 0,206; intervalo de confianza [IC] 95%: 0,061-0,700; p<0,011), edad (OR:
0,956; IC 95%: 0,927-0,987; p<0,005), proteinuria (OR: 0,837; IC 95%: 0,713—
0,984; p<0,031) y tratamiento con esteroides y MMF (OR: 5,78; IC 95%: 4,608—
7,084; p<0,0001).

En la Figura 4.5 se muestran las curvas de Kaplan-Meier de remision de la
enfermedad segun el tratamiento con esteroides y MMF frente a otros

tratamientos inmunosupresores.
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Tabla 4.8: Caracteristicas clinicas, histologicas y genético-moleculares de

acuerdo al desarrollo de remision

Remision

(parcial + Sin Remision Remision
Variable completa) remision Jo) parcial completa Jo)
(n=46) (n=51) (n=28) (n=18)
Basal
Edad al diagnéstico, anos 26+19 37+21 0,011 27+19 25+19 0,751
Sexo, varones (%) 21 (46) 33 (65) 0,059 14 (50) 7 (39) 0,460
GNC3/EDD, N 42 /4 39/12 0,049 26/2 16/2 0,513
Antecedente de infeccidn, N (%) 10 (22) 16 (31) 0,285 5(18) 5 (28) 0,426
Presentacion clinica, N (%) 0,401 0,052
Sindrome nefrético 17 (37) 22 (43) 9 (32) 8 (44)
Sindrome nefritico 14 (30) 15 (29) 6 (21) 8 (44)
AUA 15 (33) 14 (27) 13 (18) 2 (11)
Creatinina sérica, mg/dl 1[0,6-2] 2[1-3,5] 0,002 0,9[0,7-1,8] 1[0,6-2,6] 0,822
AlbUumina, g/dl 3,2+0,8 3+0,8 0,144 3,3+0,7 30,9 0,313
C3 sérico, mg/di 54+40 6739 0,101 6041 45+38 0,225
C4 sérico, mg/d 23+10 25+9 0,322 24+10 219 0,321
Proteinuria, g/24h 2,6 [1,3-4] 4,1[1,7-9] 0,035 2,2 [1,3-3,8] 2,9 [1,7-4] 0,628
Histopatologia
Glomerulosclerosis global, % 4 [0-8] 20 [0-40] 0,001 2 [0-8] 4 [0-7] 0,877
Fibrosis intersticial/atrofia tubular, N 0,002 0,114
% 10 (36) 12 (67)
Ausente 22 (38) 14 (28) 14 (50) 5 (28)
Leve 19 (41) 13 (26) 3 (11) 0(0)
Moderada 3 16 (31) 1(4) 1(5)
2(4) 8 (16)
Severa
Arterio- and arterioloesclerosis, % 6 (13) 18 (35) 0,011 5(18) 1 (6) 0,227
Analisis genético-molecular del complemento
Alteraciones en genes
complemento, N (%) 19 (41) 18 (35) 0,543 11 (39) 8 (44) 0,729
Ausentes 10 (36) 10 (56)
Variantes significado incierto 20 (44) 19.(37) 0,532 7 (25) 0 (0) 0,185
. - 7 (15) 14 (28) 0,144 0,022
Variantes patogénicas
Autoanticuerpos, N (%)
Factor nefritico C3 11 (24) 12 (24) 0,953 3 (11) 8 (44) 0,013
Anti-factor H 5 (11) 3 (6) 0,373 3 (11) 2 (11) 0,966

Abreviaturas: AUA: alteraciones urinarias asintomaticas; GNC3: glomerulonefritis C3; EDD:

enfermedad por depésitos densos
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Tabla 4.9: Regresion logistica multivariante de los principales determinantes de
remision de la enfermedad*.

Univariable Multivariable

. Odds ratio Odds ratio
Variable (95% IC) P (95% IC) P
Sexo (hombre=1; mujer=0) 0,208 (0,046-0,932) 0,040 0,206 (0,061—-0,700) 0,011
Eg:)d (por cada incremento de 1 0,908 (0,925-1,001) 0,054 0,956 (0,927-0,987) 0,005
GNC3/EDD 0,163 (0,023-1,172) 0,071
Qreatmma sérica (por cada 1,086 (0,793-1,487) 0,609
incremento de 1 mg/dl)
Proteinuria (por cada incremento _ .
de 1 g/24h) 0,851 (0,723-1,001) 0,051 0,837 (0,713-0,984) 0,031
C3 sérico (por cada incremento de 1 0,996 (0,979-1,013) 0,634
mg/dl)
X)a:l;mtes patogénicas complemento 0,535 (0,110-2,608) 0,438
Anticuerpos contra los componentes 1,449 (0,361-5,808) 0,601
del complemento (0,1)
Qlomeruloscleross (por cada 0,988 (0,952-1,025) 0,517
incremento en 10%)
F|bro§|s intersticial/atrofia tubular (por 0,758 (0,359-1,598) 0,467
cada incremento en 10%)
Arteriosclerosis (0,1) 0,570 (0,117-2,774) 0,486
Tratamiento con MMF y esteroides 5 55 (1,542-4,660)  0,0001 5,78 (4,608-7,08)  0,0001

(0,1)

*NUmero de eventos: 46

Abreviaturas: GNC3: glomerulonefritis C3; IC: intervalo de confianza; EDD: enfermedad por
depésitos densos; MMF: micofenolato mofetil
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Figura 4.5. Curvas de Kaplan-Meier mostrando el riesgo relativo de remision
de la enfermedad segun el tratamiento con esteroides y MMF, frente a otros

tratamientos inmunosupresores.



4.6 Desarrollo de enfermedad
renal cronica terminal

Durante el periodo de seguimiento, 40 pacientes (41%) desarrollaron ERCT.
En 31 de estos pacientes (78%) se disponia de los valores evolutivos de
funcién renal, con una mediana de 5 determinaciones por paciente (rango 3-8).
Se calculé la velocidad de progresion hacia la ERCT mediante la pendiente de
la recta de regresidn lineal del filtrado glomerular entre el tiempo individual de
seguimiento con una mediana de pérdida del filtrado glomerular de -8
ml/min/1,73 m2/afio (rango intercuartilico -3; -15 ml/min/1.73 m?/afo).

En la Tabla 4.10 se muestran las principales caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas de acuerdo al desarrollo de ERCT. Las principales
caracteristicas clinicas de los pacientes que desarrollaron ERCT fueron:
varones de mayor edad, con hipertensién arterial, peor funcién renal, mayor
proteinuria en el momento del diagndstico, y mayor grado de
glomerulosclerosis y fibrosis intersticial/atrofia tubular en la biopsia renal.

El 42% de los pacientes que finalmente desarrollaron ERCT habian sido
tratados con inmunosupresores diferentes a esteroides y MMF, mientras que
esta evolucidn negativa se observd en el 28% de los casos en los que no se
habia prescrito ningun tratamiento inmunosupresor.

Sin embargo, la mayor parte de los pacientes que no desarrollaron ERCT
durante el seguimiento habian sido tratados con esteroides y MMF (Tabla
4.10).

Durante un periodo de seguimiento de 4 anos, el tratamiento con esteroides y
MMF redujo el riesgo de desarrollar ERCT un 77% comparado con el resto de
tratamientos (riesgo absoluto 14% vs. 62%).

Analizando el desarrollo de ERCT segun los grupos de edad, se observo una
significativa mejor supervivencia renal en pacientes en edad pediatrica en

comparacién con el resto de grupos (Log-rank: 12,7; p<0,002) (Figura 4.6). Sin
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embargo, no se observaron diferencias significativas en la supervivencia renal

entre pacientes con GNC3 y EDD (Figura 4.7).
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Tabla 4.10: Caracteristicas clinicas e histolégicas segun el desarrollo de
enfermedad renal crénica terminal.

Variable ERCT No ERCT p
Basal
Pacientes, N (%) 40 (41) 57 (59)
Edad al diagnéstico, anos 36+19 28+21 0,056
Sexo, varones (%) 27 (68) 27 (47) 0,049
GNC3/EDD, N 30/10 51/6 0,059
Hipertension al diagnéstico, N (%) 29 (73) 22 (39) 0,001
Presentacion clinica, N (%) 0,626

Sindrome nefrético 16 (40) 23 (40)

Sindrome nefritico 13 (32) 16 (28)

AUA 11 (28) 18 (32)
Creatinina sérica, mg/dl 2,8[1,2-4,3] 1[0,7-2] <0,0001
Filtrado glomerular basal, ml/min/1,73m2 24 [11-60] 100 [34—-114] <0,0001
AlbUumina, g/dl 3+0,8 3,1+0,8 0,308
Proteinuria, g/24h 4,4 [1,8-9] 2,7 [1,2-4,2] 0,018
C3 sérico, mg/di 64+35 59+43 0,526
Variantes patogénicas en genes del complemento, N (%) 11 (28) 10 (18) 0,342
Autoanticuerpos®, N (%) 15 (38) 16 (28) 0,327
Histologia
Patrén histologico, N (%) 0,545

Membranoproliferativo 29 (73) 41 (72)

Proliferacion endocapilar difusa 1(2) 6 (11)

Proliferacion mesangial 8 (20) 7 (12)

Esclerosis difusa 2 (5) 3 (5)
Glomerulosclerosis difusa, % 22 [6-40] 4 [0-8] <0,0001
Proliferacién extracapilar, N (%) 10 (25) 14 (25) 0,961
Fibrosis intersticial/atrofia tubular, N % <0,0001

Ausente 10 (25) 26 (46)

Leve 8 (20) 24 (42)

Moderada 14 (35) 5(9)

Severa 8 (20) 2 (4)
Arterio- and arteriolosclerosis, % 13 (33) 11 (19) 0,138
indice Histolégico de la GC3
indice de Actividad

Puntuacion total actividad (0-21) 8,8 7,5 0,035
indice de Cronicidad

Puntuacion total cronicidad (0-10) 5,3 1,9 <0,0001
Tratamiento <0,0001

Conservador, N (%) 11 (28) 6 (11)

Esteroides + MMF, N (%) 6 (15) 36 (63)

Otros inmunosupresores, N (%) 17 (42) 12 (21)

Eculizumab, N (%) 6 (15) 3 (5)

* Incluyendo factor nefritico C3 y anticuerpos contra el factor H

Abreviaturas: AUA: Alteraciones urinarias asintomaticas; EDD: enfermedad por depdsitos
densos; GC3: glomerulopatia C3; GNC3: glomerulonefritis C3; MMF: micofenolato mofetil
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Mediante regresion de Cox, los principales determinantes de desarrollo de
ERCT fueron (Tabla 4.11): creatinina basal (hazard ratio [HR]: 1,200; IC 95%:
1,103-1,305; p<0,0001), la puntuacién total de cronicidad en la biopsia renal
(HR: 1,938; IC 95%: 1,938-2,718; p<0,0001) y el tratamiento con esteroides y
MMF (HR: 0,270; IC 95%: 0,110-0,665; p<0,004).

La Figura 4.8 muestra la supervivencia renal segun las diferentes pautas de
tratamiento, y la Figura 4.9 la supervivencia renal segun los terciles del indice

total de cronicidad.

Tabla 4.11: Analisis univariable y multivariable de los determinantes de
desarrollo de enfermedad renal cronica terminal *.

Univariable Multivariable
R
Sexo, varones 2,203 (0,913-5,314) 0,079
Edad (por cada incremento de 1 afio) 1,015 (0,989-1,041) 0,260
Antecedente de infeccion (0,1) 1,089 (0,415-2,858) 0,863
GNC3/EDD 2,064 (0,718-5,936) 0,179
Hipertension al diagnostico (0,1) 2,616 (0,855-7,998) 0,092
Creatinina sérica (por cada 1,131 (1,002-1,277) 0,046 1,200 (1,103-1,305)  <0,0001
incremento de 1 mg/dl)
ﬁf;/z?)nco (por cada incremento de 1 1,003 (0,990-1,016) 0,649
E::?'teerl::r?t?) %‘; 2057‘254(rf’)°r cada 1,124 (1,024-1,235) 0,014
Variantes patogénicas genes 1,349 (0,764-2,384) 0,303
complemento (0,1)
feguiadores Gel complomento (0.1)  h977 (0872-4.487) 0103
Indice Total de Actividad 1,106 (0,993-1,039) 0,169
indice Total de Cronicidad 1,617 (1,021-2,560) 0,040 1,938 (1,382-2,718) <0,0001
Blogueo SRA (0,1) 1,313 (0,796-2,165) 0,287
Esteroides + MMF (0,1) 0,247 (0,084—0,725) 0,011 0,287 (0,117-0,706) 0,007
Otros inmunosupresores (0,1) 0,368 (0,113-1,200) 0,097
Tratamiento con eculizumab (0,1) 0,425 (0,126-1,430) 0,167

*NUumero de eventos: 40

Abreviaturas: GNC3: glomerulonefritis C3; IC: intervalo de confianza; EDD: enfermedad por
depésitos densos; MMF: micofenolato mofetil
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Teniendo en cuenta el disefio observacional de este estudio, la asignacion de
cada pauta de tratamiento no fue aleatorizada. Asi, el beneficio terapéutico
observado en aquellos pacientes que recibieron MMF y esteroides podria estar
bajo un sesgo de indicacion. Por este motivo, se completo6 el analisis mediante
un emparejamiento por indice de propensiéon (EIP), ajustado por las principales

variables prondésticas (Figura 4.10).

A B
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Figura 4.10. A) Diagrama de puntos mostrando la diferencia estandarizada de
la media (d de Cohen) para cada covariable antes y después del
emparejamiento por indice de propension. B) Diagrama de puntos con los
indices de propension en el grupo tratado o no tratado con MMF, mostrando si
fueron emparejados o descartados en el analisis.

En la Tabla 4.12 se muestran las principales caracteristicas de los pacientes

tratados y no tratados con MMF, antes y después del EIP.
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Tabla 4.12. Caracteristicas clinicas antes y después del emparejamiento por

indice de propension.

Antes del EIP Después del EIP
: MMF No-MMF MMF No-MMF
Variable
(n=42) (n=55) p d* (n=34) (n=34) p d*
Basal
Edad al diagnéstico, afios 30+19 33121 0,563 29420 30122 0,755
Sexo, varones (%) 23 (55) 31 (56) 0,882 17 (50) 19 (56) 0,636
GNC3/EDD, N 40/2 41 /14 0,010 -0,96 30/4 29/5 0,808 0,17
Creatinina sérica, mg/dl 1,3[0,7-2,4] 1,8[0,8-3,5] 0,078 -0,67 1[0,6-2,4] 1,1[0,7-2,1] 0,753 0,07
Albumina, g/dl 3,1+0,8 340,8 0,654 3,2+0,7 3,1+0,8 0,592
C3 sérico, mg/dI 61145 61136 0,961 62146 68+38 0,568
C4 sérico, mg/dI 2318 25+10 0,298 2249 25+11 0,266
Proteinuria, g/24h 31[1,8-4,6] 2,9[1,5-8,8] 0,698 -0,31 2,6 [1,5-4] 2,3[1-6] 0,815 -0,19
Histologia
Patron histologico, N (%) 0,263 0,593
Membranoproliferativo 31 (74) 39 (71) 25 (75) 25 (75)
Proliferacién endocapilar 4 (10) 3(6) 2 (5) 4 (10)
Proliferacién mesangial 6 (14) 9 (16) 2 (5) 5 (15)
Esclerosis difusa 1(2) 4(7) 5 (15) 0 (0)
Glomerulosclerosis, % 5[0-9] 20 [0-40] 0,012 -0,61 4 [0-11] 4 [0-21] 0,666 -0,14
Proliferacion extracapilar, N
(%) 11 (26) 13 (24) 0,772 8 (24) 6 (18) 0,557
Fibrosis intersticial/Atrofia 0,093 -0,44 0,785 0,04
tubular, N %
Ausente 18 (43) 18 (33) 16 (24) 13 (19)
Leve 17 (41) 15 (27) 11 (32) 13 (19)
Moderada 4 (10) 15 (27) 4 (12) 7 (10)
Severa 3(7) 7 (13) 3(9) 1(3)
grterio- and arteriolosclerosis, 7.(17) 17 (31) 0,117 5 (15) 9 (26) 0,232
(o]
Resultados
Seguimiento, meses 49 [23-97] 45 [12-81] 0,270 38 [16-90] 43 [19-50] 0,727
Remisién completa, N (%) 15 (36) 3 (6) <0,001 13 (38) 1(3) <0,001
Ee([,?')s'on (completatparcial), 35 (7 13 (24) <0,001 28 (82) 9 (27) <0,001
(o]
ERCT, N (%) 6 (14) 34 (62) <0,001 4 (12) 18 (53) <0,001

*d: diferencia estandarizada de la media de Cohen

Abreviaturas: GNC3: glomerulonefritis C3; EDD: enfermedad por depésitos densos; EIP:

emparejamiento por indice de propension; ERCT: enfermedad renal crénica terminal; MMF:

micofenolato mofetil.
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Antes del EIP, los pacientes tratados con esteroides y MMF se caracterizaban
por una mejor funcién renal basal, menor porcentaje de glomerulosclerosis,
menor grado de cronicidad en la biopsia renal, asi como una menor proporcién
de casos con EDD (Tabla 4.12).

Después del EIP, 34 pacientes tratados con esteroides y MMF fueron
comparados con 34 pacientes tratados con otros inmunosupresores: 13 (38%)
con esteroides, 8 (23%) con ciclofosfamida, 2 (6%) con anticalcineurinicos, 5
(15%) con rituximab, y 6 (18%) con eculizumab. Las principales variables
pronosticas estaban correctamente equilibradas entre los grupos.
Concordante con los resultados de la cohorte total, la supervivencia renal de
los pacientes tratados con esteroides y MMF en esta sub-cohorte emparejada
fue significativamente superior respecto al resto de pautas terapéuticas. En la
Figura 4.11 se muestran las curvas de supervivencia renal de la cohorte

emparejada por indices de propension segun las pautas terapéuticas.
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Figura 4.11. Curvas de supervivencia renal de acuerdo a la pauta de
inmunosupresion en la cohorte obtenida tras el emparejamiento por indice de
propension
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4.7 Tratamiento con esteroides y
micofenolato mofetil

El tratamiento con esteroides y micofenolato mofetil se asocié con una mejor
supervivencia renal. Este beneficio se observd tanto en pacientes que portaban
variantes patogénicas en genes del complemento, como también en aquellos
con autoanticuerpos contra componentes del complemento. En las Figura 4.12
y Figura 4.13 se muestran las curvas de supervivencia renal en los pacientes
con variantes patogénicas en genes del complemento y autoanticuerpos, segun

fueran tratados con esteroides y MMF u otros inmunosupresores.
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Figura 4.12. Curvas de supervivencia renal de acuerdo segun tratamiento
inmunosupresor en pacientes con variantes patogénicas en los genes del
complemento.
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PACIENTES CON AUTOANTICUERPOS
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Figura 4.13. Curvas de supervivencia renal segun la pauta de
inmunosupresion en pacientes con autoanticuerpos contra componentes del
complemento.

En la Tabla 4.13 se muestran las principales caracteristicas de los pacientes
tratados con esta pauta inmunosupresora, segun alcanzaran o no remision de
la enfermedad. No se observaron diferencias significativas entre los grupos,
excepto en la proteinuria basal, que era mas elevada en los pacientes que no
respondieron a este tratamiento. La mediana de la dosis prescrita de MMF fue
de 1000 mg (rango intercuartilico 750—1000 mg), siendo esta dosis superior en
aquellos pacientes que no alcanzaron remision. La Figura 4.14 muestra la
evolucion de los parametros analiticos segun el desarrollo de remision con
MMF.

Mediante regresion de Cox, el principal determinante de una ausencia de
respuesta (no remision) con este tratamiento fue la proteinuria basal (Tabla
4.14).
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El beneficio de la pauta de esteroides junto con MMF también se analiz6

clasificando a los pacientes de la cohorte en los cuatro conglomerados

(“clusters”) segun la propuesta de latropoulos et al (77). Se observd una

supervivencia renal significativamente mas prolongada en los cluster 1,2y 4,y

una tendencia no significativa en el cluster 3 (Figura 4.15).

Tabla 4.13: Caracteristicas clinicas histologicas y genéticas de los pacientes
tratados con esteroides y micofenolato mofetil sequn alcanzaran o no remision

de la enfermedad.

Variable Remision No remisién Jo)
Basal
Pacientes, N (%) 33 (79) 9 (21)
Edad al diagndstico, afios 3020 3115 0,92
Sexo, hombres (%) 16 (49) 7 (78) 0,15
GNC3/EDD, N 32/1 8/1 0,39
Presentacion clinica, N (%) 0,22
Sindrome nefrético 11 (33) 7 (78)
Sindrome nefritico 11 (33) 0 (0)
AUA 11 (33) 2 (22)
Creatinina sérica, mg/dl 1,3 [0,6-2,4] 1,2 [0,9-2,5] 0,78
Albumina, g/dl 3,2+0,8 2,8+0,6 0,12
Proteinuria, g/24h 2,7 [1,5-4] 5[3-10] 0,03
C3 sérico, mg/dl 60143 63155 0,83
C5b—9 sérico, mg/l 344 (200-792) 681 (268-1298) 0,21
Histopatologia
Glomerulosclerosis, % 4 [0-8] 6 [0-11] 0,45
Fibrosis intersticial/Atrofia tubular, N % 0,47
Ausente 14 (42) 4 (44)
Leve 15 (46) 2 (22)
Moderada 2 (6) 2 (22)
Severa 2 (6) 1(11)
Arterio- and arteriolosclerosis, % 5 (15) 2 (22) 0,63
Tratamiento inmunosupresor
Dosis inicial de prednisona, mg/kg/dia 0,9+0,4 0,9+0,2 0,97
Duracion de tratamiento con prednisona, meses 1516 107 0,14
Mediana de dosis de MMF, mg/dia 1000+£500 1500+500 0,01
Duracién de tratamiento con MMF, meses 14 [7-37] 18 [9-26] 0,61
Anadlisis genético-molecular del complemento
Alteraciones del complemento, N (%)
Sin alteraciones 15 (46) 4 (44) 0,96
Variantes de significado incierto 14 (42) 3 (33) 0,66
Variantes patogénicas 4 (12) 2 (22) 0,46
Autoanticuerpos, N (%)
Factor nefritico C3 6 (18) 2 (22) 0,85
Anticuerpos anti-factor H 5(15 0(0 0,22

Abreviaturas: AUA: Alteraciones urinarias asintomaticas; EDD: enfermedad por depdsitos
densos; GC3: glomerulopatia C3; GNC3: glomerulonefritis C3; MMF: micofenolato mofetil
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Tabla 4.14: Regresion de Cox de los principales determinantes de ausencia de
respuesta al tratamiento con esteroides y micofenolato mofetil*.

Univariable Multivariable

Variable H ";;gﬁ/i’ g‘,)" ° P H ";;gﬁ/i’ g‘,)" ° P
Sexo 29,64 (1,139-71,49) 0,042

Edad 1,178 (0,982-1,413) 0,077

GNC3/EDD 2,558 (0,089-73,84) 0,584

Creatinina sérica 0,774 (0,328-1,826) 0,558

Proteinuria/24h 1,325 (1,052-1,669) 0,017 1,259 (1,076-1,472) 0,004
Variantes patogénicas complemento 0,137 (0,016-1,199) 0,073

g\utoanticuerpos contra componentes 0,013 (0,000-0,668) 0,031

el complemento
Glomerulosclerosis 0,9595 (0,844-1,090) 0,524
Fibrosis intersticial/atrofia tubular 1,956 (0,520-7,362) 0,321

*NUumero de eventos: 9

Abreviaturas: GNC3: glomerulonefritis C3; IC: intervalo de confianza; EDD: enfermedad por

depésitos densos;
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Figura 4.14. Evolucion de creatinina, albumina, niveles séricos de C3 y proteinuria en pacientes tratados con esteroides y
micofenolato mofetil, de acuerdo al desarrollo de remision.
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Figura 4.15. Curvas de supervivencia renal en los diferentes “clusters”, de acuerdo al tratamiento con esteroides y micofenolato

mofetil u otros tratamientos.
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4.8 Recidiva de la enfermedad

En conjunto, 15 pacientes (33%) de los 46 casos que habian alcanzado
remision de la enfermedad presentaron una recidiva en una mediana de 40
meses (rango intercuartilico 16—135 meses). En la Tabla 4.15 se muestran las
principales caracteristicas de los pacientes de acuerdo al desarrollo o0 no de
recidiva de la enfermedad. En los pacientes que no presentaron recidiva se
observé una tendencia no significativa a tener una peor funcion renal basal, asi
como un mayor porcentaje de factor nefritico C3.

El tratamiento prescrito a los pacientes que presentaron recidiva de la
enfermedad fue: 11 casos esteroides y MMF, 3 casos otros inmunosupresores
incluyendo ciclofosfamida (1), anticalcineurinico (1) y azatioprina (1), y 1 caso
eculizumab.

Once pacientes de los 33 (33%) que alcanzaron remision con la pauta de
esteroides y MMF presentaron recidiva de la enfermedad en una mediana de
26 meses (rango intercuartilico 15—-79 meses). Como se detalla en la Tabla
4.16, los pacientes con recidiva eran mas jovenes y con menor funcion renal
basal. Las dosis medias de esteroides y MMF fueron similares en todos los
grupos. Sin embargo, se observo una tendencia no significativa a un menor
tiempo de tratamiento inmunosupresor en aquellos pacientes que presentaron
recidiva.

Mediante regresion de Cox, un tratamiento més prolongado de MMF se asoci6

con una menor probabilidad de recidiva de la enfermedad (Tabla 4.17).
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Tabla 4.15: Caracteristicas clinicas de los pacientes de acuerdo al desarrollo o

no de recidiva de la enfermedad.

Recidiva de la

Sin recidiva de la

, enfermedad tras enfermedad
Variable Lo . P
remision previa
(n=15) (n=31)

Basal
Edad al diagnéstico, afios 19+14 3020 0,049
Sexo, hombre (%) 7 (47) 14 (45) 0,923
GNC3/EDD, N 15/0 27/4 0,145
Presentacion clinica, N (%) 0,304

Sindrome nefrético 8 (53) 9 (29)

Sindrome nefritico 4 (27) 10 (32)

AUA 3(2) 12 (39)
Creatinina sérica, mg/dl 0,7 [0,6-1,3] 11[0,6-1,9] 0,075
Albumina, g/dI 3,110,6 3,310,9 0,412
Proteinuria, g/24h 1,9 [1,1-3,4] 3 [24,4] 0,354
C3 sérico, mg/dl 44+36 59142 0,240
C4 sérico, mg/dl 24+12 2319 0,678
C5b-9 sérico, mg/I 607 [211-1255] 182 [138-474] 0,185
Histopatologia
Glomerulosclerosis, % 0 [0-8] 4 [0-7] 0,691
Fibrosis intersticial/Atrofia tubular, N % 0,216

Ausente 8 (53) 14 (45)

Leve 7 (47) 12 (39)

Moderada 0 (0) 3 (10)

Severa 0 (0) 2 (7)
Arterio- and arteriolosclerosis, % 2 (13) 4 (13) 0,968
Anadlisis genético-molecular del
complemento
Alteraciones del complemento, N (%)

Sin alteraciones 6 (40) 13 (42) 0,901

Variantes de significado incierto 5 (33) 15 (48) 0,334

Variantes patogénicas 4 (27) 3 (10) 0,137
Autoanticuerpos, N (%)

Factor nefritico C3 1(7) 10 (33) 0,062

Anticuerpos anti-factor H 2 (13 4 (13 0,968

Abreviaturas: AUA: Alteraciones urinarias asintomaticas; EDD: enfermedad por depdsitos
densos; GNC3: glomerulonefritis C3.
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Tabla 4.16: Caracteristicas clinicas de los pacientes tratados con esteroides y
micofenolato mofetil de acuerdo al desarrollo o no de recidiva de la

enfermedad.

Recidiva de la
enfermedad tras

Sin recidiva de Ia

Variable i il . enfermedad P
remision previa (n=22)
(n=11)
Basal
Edad al diagnéstico, afios 2017 3520 0,025
Sexo, hombre (%) 5 (46) 11 (50) 0,810
GNC3/EDD, N 11/0 21 /1 0,480
Presentacion clinica, N (%) 0,164
Sindrome nefrético 6 (55) 5(23)
Sindrome nefritico 3 (27) 8 (36)
AUA 2 (18) 9 (41)
Creatinina sérica, mg/dl 0,6 [0,5-1,3] 1,8 [0,8-2,9] <0,0001
Albumina, g/dl 3,110,6 3,31+0,9 0,565
Proteinuria, g/24h 1,9 [1,1-3,4] 2,9 [1,8-4] 0,265
C3 sérico, mg/dl 42436 69144 0,083
C5b—9 sérico, mg/l 600 [220-1549] 295 [182-621] 0,125
Histopatologia
Glomerulosclerosis, % 0 [0-6] 5[0-11] 0,195
Fibrosis intersticial/Atrofia tubular, N % 0,142
Ausente 6 (55) 8 (36)
Leve 5 (46) 10 (46)
Moderada 0 (0) 2(9)
Severa 0 (0) 2(9)
Anadlisis genético-molecular del complemento
Alteraciones del complemento, N (%) 0,720
Sin alteraciones 5 (46) 10 (46)
Variantes de significado incierto 4 (36) 10 (46)
Variantes patogénicas 2 (18) 2(9)
Autoanticuerpos, N (%) 1(9) 7 (32) 0,157
Tratamiento
Media tratamiento inicial esteroides, mg/kg/dia 0,9+0,6 0,9+0,3 0,944
Mediana tratamiento inicial esteroides, meses 7 [4-20] 13 [6-18] 0,122
Media tratamiento inicial MMF, mg/dia 1110£720 1000+£500 0,756
Mediana duracion tratamiento MMF, meses 7 [2-17] 11 [7-27] 0,118
Creatinina sérica en remision, mg/dl 0,7 [0,5-0,8] 0,91[0,7-1,5] 0,091
C3 sérico en remision, mg/dl 66147 81+29 0,442
Albumina sérica en remision, g/dl 3,8+0,7 3,9+0,3 0,553
Proteinuria en remision, g/24h 0,7 [0,2-1,6] 0,910,4-1,5] 0,760

Abreviaturas: AUA: Alteraciones urinarias asintomaticas; EDD: enfermedad por depdsitos
densos; GNC3: glomerulonefritis C3; MMF: micofenolato mofetil.
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Tabla 4.17: Regresion de Cox de los principales determinantes de recidiva en

pacientes tratados con esteroides y micofenolato mofetil *

Univariable Multivariable

. Hazard ratio Hazard ratio
Variable (95% IC) P (95% IC) P
Edad (por cada incremento de 1 afio) 1,013 (0,941-1,087) 0,790
Sexo (0,1) 3,700 (0,735-8,30) 0,110
GNC3/EDD 0,990 (0,920-1,090) 0,980
Creat!nma sérica en remision (por 0,324 (0,012—7,825) 0,480
cada incremento de 1 mg/dI)
Proteinuria de 24 horas (por cada
incremento de 1g/24h) 0,230 (0,058-0,975) 0,050
Duracién mediana de tratamiento con
esteroides (por cada incremento de 1 0,990 (0,868-1,140) 0,930
mes)
Duracion de tratamiento con MMF 574 (4 7500 980) 0,040 0,873 (0,778-0,980) 0,030

(por cada incremento de 1 mes)

*NUumero de eventos: 11

Abreviaturas: EDD: enfermedad por depésitos densos; GNC3: glomerulonefritis C3; IC:
intervalo confianza; MMF: micofenolato mofetil
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5.1 Caracteristicas basales y
genético-moleculares de la cohorte

En este estudio se recopil6 una gran cohorte de pacientes con GC3, con una
caracterizacion precisa de los diferentes aspectos clinicos, histologicos y
terapéuticos que, en conjunto, con el andlisis genético y molecular del
complemento, permitié analizar los principales determinantes evolutivos y
pronosticos de la enfermedad.

La cohorte de estudio incluy6 a 97 pacientes procedentes de 35 hospitales
espanoles, diagnosticados en un periodo de 23 anos. La mayor parte de los
pacientes incluidos eran de raza caucasica.

Dada la particular patogenia asociada a las formas de GC3 secundarias a
gammapatias monoclonales (105), este grupo de pacientes no fue incluido en
el estudio.

Aunque el elemento definitorio de la GC3 es el depdsito de C3 en la
inmunofluorescencia, los resultados de este estudio ponen de manifiesto que
se trata de una patologia con una gran heterogeneidad, tanto en los hallazgos
clinicos y patologicos, como en las alteraciones del complemento o en sus
factores desencadenantes.

Concordante con los resultados de otros estudios (79,170), la mayor proporcion
de pacientes analizados correspondié a GNC3 (84%), frente a EDD que tan
solo represent6 el 16% de los casos.

Los pacientes con EDD eran significativamente mas jovenes, con mayor
frecuencia mujeres, y presentaban una mejor funcién renal basal, siendo estos
resultados coincidentes con los de otros estudios (170). Aunque se observo
una tendencia en los pacientes con EDD a tener un mayor consumo sérico de

C3 en el momento de la presentacion clinica, las diferencias no alcanzaron
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significacion estadistica. Ningun otro elemento distingui6 la presentacion clinica
de los pacientes afectos con GNC3 o EDD.

Con el objetivo de analizar las diferencias en la presentacion clinica o la
histologia segun los grupos de edad, los pacientes fueron divididos en tres
grupos siguiendo la clasificacion realizada en otros estudios (79). Como cabria
esperar, la funcion renal en la presentacidn clinica fue significativamente peor
en los pacientes de mayor edad frente a los pediatricos.

Un hallazgo de interés fue el antecedente de infeccion previo al diagnoéstico de
la enfermedad, especialmente en los pacientes en edad pediatrica.

Las infecciones son potentes activadoras del complemento, pudiendo favorecer
asi su desregulacién en pacientes con defectos congénitos o adquiridos en la
regulacion del complemento (33). Una posible patologia con la que es preciso
hacer un diagnéstico diferencial en casos de antecedente de infeccidn es la
denominada glomerulonefritis postinfecciosa, y cuya presentacion clinica puede
ser similar a la GC3 (109). Sin embargo, en este estudio no se incluyeron
pacientes con deterioros de funcion renal en el seno de un proceso infeccioso,
que presentaran recuperacion espontanea de funcién renal y de C3 tras un
periodo de seguimiento.

El patrén de dafio histologico mas frecuente fue el de glomerulonefritis
membranoproliferativa, y tan solo la mitad de los pacientes presentaba
depoésitos exclusivos de C3 en la inmunofluorescencia, lo que pone de
manifiesto la dificultad que en ocasiones puede suponer el diagnostico de estas
patologias en la practica clinica. Aproximadamente un 25% de las biopsias
mostraban proliferacion extracapilar.

El estudio histologico de las biopsias renales revel6 un menor grado de fibrosis
intersticial/atrofia tubular y glomerulosclerosis en los pacientes pediatricos en
comparacién con el resto de grupos de mayor edad, hallazgos que podrian ser
resultado de un diagnostico mas precoz, asi como de una mayor reserva

funcional renal en los pacientes mas jovenes.
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En este estudio, se reprodujo por primera vez el indice Histopatolégico
propuesto para la GC3 (79), analizando de forma detallada siete parametros de
actividad y cuatro de cronicidad de la biopsia renal mediante una escala
semicuantitativa.

Comparando los hallazgos histoldégicos por grupos de edad, no se observaron
diferencias significativas en los parametros de actividad, a excepcion del grado
de inflamacién intersticial que era mayor en pacientes adultos. Sin embargo,
todos los pardmetros de cronicidad mostraron diferencias significativas segun
estos grupos de edad.

En la comparativa de los parametros histolégicos entre GNC3 y EDD no se
observaron diferencias significativas, ni en los pardmetros individuales ni en las
puntuaciones totales de actividad y cronicidad. Estos resultados son similares a
los reportados en el estudio que originalmente propuso este indice (79).

La GC3 es una entidad clinico-patologica secundaria a una desregulacion de la
via alternativa del complemento. Los resultados de este estudio muestran que
en un porcentaje significativo de casos existian alteraciones genéticas en
genes del complemento o autoanticuerpos contra componentes del mismo.

El estudio genético mediante secuenciacion de nueva generacion identifico
hasta 115 variantes raras y tres reordenamientos genémicos en los genes de
las proteinas relacionadas con factor H. Del conjunto de variantes, un 18% se
consideraron patogénicas, un 46% de significado incierto y un 36% benignas.
La incidencia de las alteraciones genéticas fue similar a la reportada en otras
cohortes de GC3 (47,77,79,170). La mayor parte de las variantes patogénicas
condicionaban niveles reducidos de la proteina y se localizaban en los genes
prototipicos (C3, CFH, CFI). Los pacientes con variantes patogénicas fueron
diagnosticados a una edad mas temprana, aunque las diferencias no
alcanzaron la significacion estadistica.

El porcentaje de autoanticuerpos detectado en este estudio fue ligeramente

inferior al reportado en otros estudios (47,78,79,170). Esta discrepancia en la
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frecuencia detectada de autoanticuerpos en nuestro estudio podria ser debido
a diferentes causas. Por un lado, tan solo se realizd determinacion de C3Nefy
anticuerpos contra FH al ser los mas frecuentemente asociados a la GC3 (70).
Ademas, algunos pacientes habian iniciado tratamiento inmunosupresor en el
momento de la extraccién de la muestra para estudio, o que también podria
explicar esta discordancia. Sin embargo, aunque algunos estudios han
analizado el efecto de la plasmaféresis y la inmunosupresion sobre los C3Nef,
no se ha demostrado una clara correlacion entre los niveles séricos de C3Nef y
el curso de la enfermedad (58,171).

La presencia de C3Nef se asocio6 significativamente con la EDD, hallazgos
concordantes con lo descrito en la literatura (3,47,48).

Otro resultado de interés fue la presencia concomitante de autoanticuerpos en
aproximadamente una cuarta parte de los pacientes con variantes patogénicas
o variantes de significado incierto, poniendo asi de manifiesto la implicacion en
algunos casos de mas de una via patogénica en el desarrollo de la
enfermedad.

Aunque no se encontraron diferencias significativas en la presentacién clinica
entre los pacientes con variantes genéticas o autoanticuerpos, estos ultimos
presentaban un mayor consumo sérico de C3 y C5b-9, hallazgo en probable
relacion con una activacion masiva del complemento inducido por el C3Nef.

La ausencia de deteccion de alteraciones genéticas o autoanticuerpos en casi
un 40% de los pacientes es un hallazgo de dificil interpretacién, aunque se
podria especular con la posible contribucion de otros factores inmunol6gicos en
el desarrollo de la enfermedad (172), u otros anticuerpos o factores adquiridos
desconocidos. En el momento actual se desconoce qué factores genéticos o
adquiridos condicionan el desarrollo de un determinado subtipo histoldgico de
la GC3 (173).

Las pautas terapéuticas prescritas fueron diversas. Una gran proporcion de

pacientes fueron tratados con una pauta consistente en un ciclo de esteroides
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con descenso progresivo durante un periodo aproximado de 3—6 meses, en
combinacién con MMF durante un periodo variable de aproximadamente un
ano.

Otro gran grupo de pacientes fue tratado con otros inmunosupresores, entre los
que se incluian solo esteroides, ciclofosfamida, azatioprina, inhibidores de la
calcineurina, o rituximab. De forma mas infrecuente se emple6 eculizumab, o
tratamiento conservador sin inmunosupresion.

Las pautas terapéuticas no fueron homogéneas, existiendo importante
variabilidad en la prescripcidn segun el criterio del médico responsable y de los
efectos adversos desarrollados en cada tratamiento.

Pese al disefio retrospectivo de este estudio se pudo obtener la informacién
sobre los principales efectos adversos asociados al tratamiento, aunque en
general la tolerancia clinica fue satisfactoria.

Una importante proporcién de complicaciones fueron de etiologia infecciosa,
que resultaron notablemente mas frecuentes en el grupo de pacientes tratados
con eculizumab.

El riesgo de infecciones en pacientes con eculizumab esta bien documentado,
siendo la enfermedad meningocécica diseminada la méas temida (174). Por este
motivo, es precisa una profilaxis antibi6tica (con un derivado penicilinico o
quinolona) segun las recomendaciones de la ficha técnica y agencias
reguladoras del medicamento, asi como actualizar la vacunacion frente a
bacterias encapsulados. La mayor parte de complicaciones infecciosas en
estos pacientes fueron procesos respiratorios (neumonia o gripe), seguido de
infecciones urinarias. Otra de las complicaciones infecciosas reportadas en
pacientes con eculizumab es la enfermedad gonocdcica (175), aunque en este
estudio no se presentd ningun caso.

Las citopenias constituyeron otra de las complicaciones mas frecuentes en los

pacientes tratados con inmunosupresion convencional.
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Los efectos adversos asociados al MMF fueron similares a los reportados en

otras series que evaluaron este tratamiento en la GC3 (139).
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5.2 Factores asociados a
progresion y remision de la
enfermedad

Durante el periodo de seguimiento, aproximadamente un 40% de los pacientes
progreso6 hacia la ERCT, siendo esta evolucion similar a la reportada en otros
estudios (47,77,79,80,170).

La tasa de pérdida de funcion renal fue muy elevada, con una mediana de -8
ml/min/1,73m?2/ano. El fenotipo clinico de los pacientes que alcanzaron ERCT
se caracterizd por un mayor grado de deterioro de funcion renal en el momento
del diagndstico, asi como mayor proteinuria y cronicidad en la biopsia renal,
siendo estos hallazgos comunes a otras enfermedades glomerulares o
procesos patoldgicos sistémicos.

Las manifestaciones clinicas iniciales de la GC3 pueden ser poco expresivas,
por lo que, en ocasiones su diagnostico puede verse retrasado. En este estudio
no se incluy6 la demora diagnéstica al no disponer de este dato en todos los
pacientes.

En el analisis multivariable, los principales determinantes de desarrollo de
ERCT fueron la funcion renal basal expresada con la creatinina sérica, el grado
total de cronicidad en la biopsia renal y el tratamiento con una pauta diferente a
los esteroides y MMF.

De forma caracteristica, no se observaron diferencias en la supervivencia renal
entre los pacientes con GNC3 y EDD. Aunque en las primeras series de casos
de GC3 se describia una significativa peor evolucién de los pacientes con EDD
(47), estudios posteriores no han podido confirmar estos resultados en cuanto

a la supervivencia renal (79,80).
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La proteinuria, reconocido factor prondstico en diferentes patologias
glomerulares, tampoco entrd a formar parte de los mejores determinantes de
desarrollo de ERCT, siendo estos hallazgos concordantes con lo encontrado en
otros estudios (79,80).

La presencia de variantes patogénicas en genes del complemento o de
autoanticuerpos contra los reguladores del complemento tampoco tuvieron una
influencia pronéstica independiente en la supervivencia renal.

Un mayor grado de actividad y menor cronicidad en la biopsia renal en el
momento del diagndstico podria sugerir una mayor probabilidad de respuesta
terapéutica. Sin embargo, en este estudio, aunque la puntuacién total de
cronicidad mostr6 ser un determinante pronéstico independiente, la puntuacién
total de actividad no entr6 a formar parte de los mejores determinantes en el
analisis multivariable. En el estudio de Bomback et al. ambos indices fueron
determinantes pronésticos independientes en uno de los modelos (79), aunque
el tratamiento inmunosupresor fue introducido en el modelo multivariable como
variable categoérica (sin clasificar por grupos terapéuticos), lo que en parte
podria haber enmascarado el posible beneficio terapéutico de alguna de las
pautas.

Como se detalla en la siguiente seccion, el tratamiento con una pauta diferente
al de esteroides y MMF se asoci6 de forma independiente con el desarrollo de
ERCT.

Un estudio de la Universidad de Columbia que analiz6 la efectividad de la
pauta de esteroides y MMF en esta entidad, encontrd que los pacientes que
respondieron al tratamiento presentaban niveles séricos basales mas elevados
de C5b—9 soluble (137). Los autores especulaban con una mayor probabilidad
de respuesta a esta pauta en aquellos casos con una mayor actividad de la via
alternativa del complemento (137). La principal limitacion de este estudio es
que dicho subanalisis se realizd en un grupo de tan solo 13 pacientes. En

nuestro estudio no pudimos reproducir dichos hallazgos, aunque existian
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importantes diferencias en las caracteristicas de los pacientes incluidos.
Aunque la edad de los pacientes era similar al del mencionado estudio, su
cohorte era multiétnica, presentaban una mejor funcion renal basal, el tiempo
de seguimiento era inferior, y tan sélo un pequefo porcentaje de casos tenian
estudio genético del complemento.

Durante el periodo de estudio, aproximadamente un 47% de los pacientes
alcanz6 algun tipo de remision de la enfermedad, la mayor parte de ellos
parcial (29%), en una mediana de aproximadamente un afio desde el
diagnéstico de la enfermedad. Esta tasa de remisidon fue superior en los
pacientes tratados con la pauta de esteroides y MMF, respecto al resto de
tratamientos.

Otros determinantes asociados al desarrollo de remision fueron una edad mas
joven al diagndstico y la proteinuria basal. Aunque los pacientes que no
alcanzaron remision presentaban valores de creatinina sérica basal mas
elevada, este parametro no entrd a formar parte de los mejores determinantes.
En este sentido, se podria especular con la posible mejoria de la inflamacion
glomerular e intersticial responsable de la elevacion de productos nitrogenados
tras el inicio del tratamiento con esteroides y MMF-.

Las alteraciones genético-moleculares subyacentes tuvieron una influencia
relevante en esta variable resultado. Mientras que los pacientes portadores de
variantes patogénicas en genes del complemento alcanzaron con mayor
frecuencia remision parcial de la enfermedad, los pacientes con
autoanticuerpos presentaron con mayor frecuencia remision completa. Estos
hallazgos son originales de este estudio, aunque tendran que ser confirmados
en otros estudios. La principal limitacion de los estudios de cohortes de GC3
publicados hasta la fecha y que han analizado el efecto de determinadas
pautas terapéuticas sobre la evolucion renal de pacientes, es que tan sé6lo un
pequeno porcentaje de casos disponian de estudio genético y molecular del

complemento (79,137,139,170).
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5.3 Respuesta terapéutica

Los resultados de este estudio confirman la eficacia terapéutica de la pauta de
esteroides y MMF en esta entidad.

El tratamiento con esteroides y MMF se asoci6 con un mayor porcentaje de
remisiones de la enfermedad, en comparacion con otras pautas terapéuticas.
Ademas, la probabilidad de desarrollar ERCT fue significativamente mas baja
con esta pauta de inmunosupresion. En los analisis multivariables, el
tratamiento con esteroides y MMF se asoci6 de forma independiente con el
desarrollo de remisidn de la enfermedad, asi como un menor riesgo de
desarrollo de ERCT.

Los pacientes tratados con esta pauta terapéutica partian de una mejor funciéon
renal basal y menor grado de cronicidad (menor fibrosis intersticial/atrofia
tubular y glomerulosclerosis) en la biopsia renal. Para compensar el posible
sesgo de indicacion en estos pacientes, se empled el emparejamiento por
indice de propension, comparando un subgrupo de pacientes tratados con
esteroides y MMF con otro subgrupo tratados con otras terapias, tras equilibrar
la proporcién de las principales variables pronésticas entre los grupos. En este
subanalisis se volvidé a encontrar una superioridad terapéutica de la pauta de
esteroides y MMF-.

Otro hallazgo destacable de este estudio fue que el beneficio terapéutico de
esta pauta fue independiente de los principales factores patogénicos de la
enfermedad. Tanto la supervivencia renal como la remision fueron superiores
en los pacientes con variantes patogénicas en genes del complemento o
autoanticuerpos, tratados con esteroides y MMF-.

Con el fin de valorar el posible beneficio terapéutico de esta pauta segun la

reciente clasificacion por clusters (77), se dividié a los pacientes de la cohorte
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en cuatro subgrupos (conglomerados) empleando el algoritmo propuesto por
los autores. La supervivencia renal fue superior en los pacientes tratados con
esteroides y MMF, en comparacién con el resto de inmunosupresores,
independientemente del cluster analizado.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que este esquema terapéutico tendria un
efecto prondstico favorable, independientemente del mecanismo patogénico y
su presentacion histoldgica.

El grado de proteinuria fue el Unico factor significativamente asociado a una
falta de respuesta terapéutica a la pauta de esteroides y MMF. Estos hallazgos
son concordantes con los publicados en otro estudio (137), pese a las
diferencias basales en los pacientes estudiados, como se ha mencionado en
parrafos previos.

Otros dos estudios publicados con anterioridad no pudieron demostrar una
superioridad terapéutica de esteroides y MMF frente a otras terapias (139,170).
Sin embargo, en ninguno de los dos estudios se excluyeron a pacientes con
antecedentes de gammapatia monoclonal, y en uno de ellos (170) se
incluyeron, ademas, pacientes con resultados positivos para otros anticuerpos
como anticuerpos contra el citoplasma de neutréfilo (ANCA), antinucleares
(ANA), anti-estreptolisina-O (ASLO) y con consumo sérico adicional de C4.
Estos hallazgos podrian poner en cuestion el diagndstico verdadero de una
GC3, sugiriendo mas bien el diagnéstico alternativo de otras patologias como
vasculitis, lupus eritematoso sistémico o glomerulonefritis postinfecciosa, con
activacion secundaria del complemento. Otras diferencias incluyeron una edad
media al diagnéstico mas elevada, un menor porcentaje de EDD, un menor
tiempo de seguimiento y, sobre todo, un menor numero de pacientes tratados
(139,170).

La dosis inicial de MMF prescrita en los pacientes que alcanzaron remision fue
de 1000 mg/dia, aunque esta dosis fue ajustada durante el seguimiento segun

el criterio del médico tratante, en funcion de la tolerancia y/o aparicién de
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efectos adversos. La dosis objetivo prescrita en otras series publicadas fue de
2000 mg/dia, aunque esta dosis fue ajustada de manera individual y su dosis
real administrada tampoco se reporta (137,139).

Comparando esta dosis de MMF con las dosis objetivo pautadas en otras
patologias autoinmunes sistémicas como la nefritis lupica (176,177), resulta
ciertamente inferior. Sin embargo, el curso clinico de la GC3 puede ser mas
variable que en el caso de la nefritis lUpica y, en cualquier caso, el diseno del
presente estudio tampoco permite definir la dosis 6ptima de este tratamiento
para esta enfermedad.

Los hallazgos de este estudio sugieren que una duracién mas prolongada del
tratamiento inmunosupresor con MMF podria inducir mejores resultados, por lo
que, en determinados casos podria plantearse como terapia de mantenimiento.
Las recidivas de la enfermedad fueron significativamente mas frecuentes en
pacientes que recibieron MMF durante menos tiempo y la experiencia clinica en
el trasplante renal han mostrado que este tratamiento se puede administrar de

forma prolongada con un adecuado perfil de seguridad.
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5.4 Mecanismo de accién de
esteroides y micofenolato mofetil

El MMF constituye un profarmaco del acido micofendlico, con capacidad para
inhibir la enzima inosin-monofosfato deshidrogenasa, bloqueando asi la
sintesis de purinas en los linfocitos By T (178).

El MMF se prescribe con frecuencia en diferentes patologias autoinmunes
como el lupus eritematoso sistémico, donde importantes ensayos clinicos han
mostrado una elevada eficacia y tolerancia (176,179).

Aunque sus propiedades terapéuticas residen en la capacidad para inhibir la
proliferacion de linfocitos, se han descrito otras propiedades farmacologicas
tanto en estudios in vivo como in vitro (178). Por ejemplo, el MMF inhibe la
expresion de glucoproteinas y moléculas de adhesion a nivel endotelial,
dificultando asi el reclutamiento leucocitario al lugar de inflamacion (180—-182).
Ademas, se ha descrito la capacidad de inhibir la maduracién de las células
dendriticas (183), la proliferacion de células mesangiales (184), asi como la
hipertrofia y apoptosis de los podocitos (185).

El MMF también ha mostrado tener propiedades anti-fibroticas a través de la
inhibicién de la proliferacion fibroblastica (186), y la regulacién al alza de la
endopeptidasa neutral, encargada de la degradacién de la angiotensina
(187).

En la GCS, la activacion descontrolada de la via alternativa del complemento
induce inflamacion a nivel endotelial y mesangial, que en ultimo término
desencadena el reclutamiento leucocitario (neutréfilos, macréfagos...) en el
microentorno glomerular (188-191), y el dafio y disfuncién podocitaria (192).
En este sentido, el MMF podria reducir la inflamacién en el microentorno

glomerular de forma inespecifica, impidiendo ademas el desarrollo de fibrosis.
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5.5 Limitaciones y fortalezas del
estudio

Este trabajo presenta importantes limitaciones que se muestran a continuacion:

1) Debido al disefio retrospectivo y de observacién, no se pudieron
establecer relaciones causales firmes.

2) Los pacientes no fueron asignados de manera aleatoria a recibir cada
uno de los grupos de tratamiento, aunque se intenté compensar el
posible sesgo de indicacion a través del emparejamiento por indice de
propension.

3) La deteccion de anticuerpos se limitd al factor nefritico C3 y anti-factor
H, y no en todos los pacientes pudo realizarse su determinacion en el
debut de la enfermedad.

4) EIl predominio de pacientes de raza caucasica y la mayor proporcion de
GNCS3 frente a EDD podria limitar la generalizacion de alguno de los

resultados.

A pesar de estas limitaciones, el estudio tiene importantes fortalezas: Se
recopilé una amplia serie de casos de una patologia muy infrecuente como es
la GC3, con una recogida detallada de las caracteristicas clinicas, histol6gicas
y terapéuticas a lo largo de la evolucién, lo que permitié analizar los principales
determinantes prondsticos. Ademas, todos los pacientes tenian estudio

genético y molecular del complemento.
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La GC3 es una entidad clinico-patologica con una gran heterogeneidad tanto

en su presentacion clinica como en sus hallazgos histologicos.

De acuerdo a los resultados de este estudio, es posible encontrar variantes
patogénicas en genes del complemento en aproximadamente un 22% de los
casos, mientras que la presencia de autoanticuerpos frente a componentes
del complemento esta presente en un 30% de los pacientes. Aunque la
presencia de variantes genéticas en los genes del complemento es poco
frecuente en pacientes con GCS3, probablemente resulte determinante para
el desarrollo de la enfermedad cuando concurren otros factores

desencadenantes como las infecciones.

El estudio exhaustivo de la biopsia renal mediante el indice Histopatologico

de la GC3 aporta informacion prondstica de gran importancia.

En un periodo de seguimiento aproximado de cuatro anos, un 47% de los
pacientes alcanzé algun tipo de remision (29% parcial vs. 19% completa).
Los principales determinantes de desarrollo de remision fueron el sexo
femenino, una edad mas temprana, menor grado de proteinuria, y

tratamiento inmunosupresor con esteroides y MMF-.

Durante un periodo de seguimiento aproximado de cuatro afnos, un 41% de
los pacientes desarrollé6 ERCT. Los principales determinantes de desarrollo
de ERCT fueron la creatinina basal, el indice de cronicidad de la biopsia

renal, y el tratamiento inmunosupresor diferente a esteroides y MMF.
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10)

Los resultados de este estudio confirman el beneficio terapéutico de la pauta
de esteroides y MMF en esta entidad, tanto en la probabilidad de alcanzar
remision de la enfermedad como en la de no desarrollar ERCT. Esta
superioridad terapéutica persistié tras el emparejamiento por indice de
propension ajustado por las principales variables pronésticas (creatinina

basal, fibrosis intersticial/atrofia tubular, glomerulosclerosis y proteinuria).

Este beneficio terapéutico seria independiente a la presencia de alteraciones
genéticas o autoanticuerpos contra componentes del complemento,
postulandose un mecanismo antiinflamatorio y antifibrético inespecifico del

MMF a nivel glomerular e intersticial.

Los pacientes con variantes patogénicas en los genes del complemento tan
solo alcanzarian remisidn parcial de la enfermedad, mientras que la remision

completa fue mas frecuente en las formas mediadas por autoanticuerpos.

Una proteinuria mas elevada en el momento del diagnostico se asocié con

una menor probabilidad de respuesta a esta pauta terapéutica.

Aproximadamente un tercio de los pacientes que alcanzaron algun tipo de
remision de la enfermedad pueden presentar una recidiva. Un tratamiento
mas prolongado de MMF se asoci6 con una menor probabilidad de recidiva

de la enfermedad a lo largo de la evolucion.
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