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DESCRIPCION
Reduccioén del receptor soluble de urocinasa en la circulacion
APOYO GUBERNAMENTAL FEDERAL

La presente invencion se realizé con el apoyo del gobierno con la subvencién DK073495 y DK089394 otorgada por el
National Institutes of Health. El gobierno tiene ciertos derechos sobre la presente invencion.

Antecedentes

Un objetivo es reducir el nivel (por ejemplo, cantidad o concentracion segun se mide antes y después del tratamiento)
del receptor soluble de urocinasa (suPAR) circulante como terapia para la enfermedad renal o su prevencion.

La glomeruloesclerosis focal y segmentaria (FSGS) es una causa importante de enfermedad renal en fase terminal.
Afecta tanto a los rifiones nativos como a los injertos de rifidn trasplantados. Comienza en los glomérulos renales. En
la fase temprana de FSGS, se dirige principalmente al epitelio visceral (también llamado podocitos) que comprende
células con procesos podocitarios para regular el funcionamiento de la barrera de filtracion renal. Generalmente, el
borramiento de los procesos podocitarios de podocitos marca la primera etapa ultraestructural que se asocia con la
pérdida de proteinas plasmaticas en la orina. Si bien se han identificado defectos genéticos en los podocitos para la
FSGS hereditaria, también hay casos que tienen lugar en ausencia de defectos genéticos o con recidiva posterior al
trasplante en aproximadamente el 30 % de los pacientes que reciben un injerto de rifién. Estas observaciones
condujeron a la sugerencia de que el desarrollo de FSGS puede asociarse con un "factor de permeabilidad de FSGS"
en la circulaciéon del paciente (véase Savin et al., Translational Res. 151:288-292, 2008). Tanto la proteina A de
estafilococos como la galactosa tienen una alta afinidad por el factor de permeabilidad de FSGS. La eliminacion ex
vivo del cuerpo de un sujeto mediante plasmaféresis o la unién a la proteina A estafilocécica mejoro la proteinuria en
pacientes con FSGS. Cuando a un paciente con un sindrome nefrético resistente a los corticosteroides,
inmunosupresion y plasmaféresis se le administré galactosa oral, su sindrome nefrético entré en remision durante mas
de dos afios (De Smet et al., Nephrol. Dial. Transplant. 24:2938-2940, 2009). Esto llevé a la hipotesis de que las
interacciones entre el factor de permeabilidad de FSGS en la circulacion y los restos de galactosa en el glucocalix
glomerular podrian inducir un sindrome nefrético.

Pero en otro caso, no hubo mejoria de la proteinuria cuando a un paciente dependiente de didlisis se le administrd
galactosa (Savin et al., 2008). La plasmaféresis parece haber mejorado la proteinuria solo por un corto tiempo y requirié
intervencion temprana. Ademas, la identificacion molecular del factor de permeabilidad de FSGS era incierta porque
la eficacia equivalente de su eliminacion por la proteina A y la inmunoglobulina antihumana de oveja, lo que implicaba
que el factor incluia un determinante de inmunoglobulina, parecia contradecir la determinaciéon de un peso molecular
menor de 100 kDa por fraccionamiento por tamafio (Dantal et al., J. Am. Soc. Nephrol. 9:1709-1715, 1998).

Dantal et al. (N Engl J Med 330(1):7-14, 1994) indican una columna de proteina A-Sepharose para el tratamiento con
plasmaféresis de pacientes con glomeruloesclerosis focal y segmentaria (FSGS).

El documento WO 2010/054189 divulgé un papel para suPAR en la patogénesis de la enfermedad renal proteinurica.
Pero no reveld la eliminaciéon ex vivo de suPAR por un proceso extracorpéreo como terapia y/o prevencion de la
enfermedad renal. Para la presente invencion, los anticuerpos neutralizantes no son necesariamente necesarios.

Dantal et al. (1998) se alejo de la eliminacion extracorpérea del factor de permeabilidad de FSGS utilizando un cartucho
de inmunoafinidad advirtiendo: "La inmunoadsorcion de plasma en columnas que contienen inmunoglobulinas
antihumanas o proteina A de oveja no ofrece un enfoque realista para el tratamiento de pacientes con FSGS debido
a su efecto transitorio y su coste" (pagina 1715). Por lo tanto, era necesaria una tecnologia mas duradera y menos
costosa para mejorar la proteinuria y/o evitar la insuficiencia renal.

En un estudio multicéntrico, la concentracion de suPAR ahora se ha determinado en sueros recogidos de pacientes
con enfermedad glomerular. suPAR esta significativamente elevado en pacientes con FSGS, y se encuentra que posee
caracteristicas de un factor de permeabilidad de FSGS. El suPAR se puede eliminar ahora de la circulacion de un
sujeto que necesita tratamiento para proporcionar una terapia deseable para la enfermedad renal y/o su prevencion.

Compendio

Es un objetivo eliminar el receptor soluble de urocinasa (suPAR) circulante como al menos terapia para la enfermedad
renal o su prevencion.

La invencién es como se define en las reivindicaciones. En una realizacién, se proporciona un cartucho
inmunosorbente especifico para suPAR. El cartucho comprende: (i) una entrada; (ii) un soporte, que puede ser una
matriz sélida; (iii) uno o mas anticuerpos especificos de suPAR o porciones funcionales de los mismos que estan
unidos al soporte; (iv) una salida; (v) un alojamiento que contiene el soporte en el mismo; y (vi) una ruta de fluido a
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través del alojamiento que conecta la entrada y la salida. suPAR en una fase fluida de sangre, plasma o suero que
comprende componentes sanguineos solubles, entra en la entrada, sigue la ruta del fluido a través del alojamiento, y
sale por la salida. suPAR se une a los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, en un complejo inmune. El
complejo se inmoviliza al soporte a través de los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos. Los anticuerpos,
o porciones funcionales de los mismos, pueden estar unidos de forma reversible o irreversible al soporte. El cartucho
puede unirse de aproximadamente 2 ug a aproximadamente 10 ug de suPAR. El soporte puede ser al menos una
membrana permeable a fluidos, una o mas fibras porosas, o una pluralidad de particulas. El alojamiento puede
configurarse para separacion por filtracion de membrana o cromatografia en columna. El envase aséptico rodea el
alojamiento para mantenerlo, la entrada, y la salida en condiciones estériles y apirogenas.

Otra realizacién es el uso del cartucho inmunosorbente para reducir extracorpéreamente la cantidad o la concentraciéon
de suPAR que circula en la sangre de un sujeto. La reduccion se mide comparando el nivel de suPAR antes y después
de dicho tratamiento.

También se describe la eliminaciéon de suPAR de la circulacion de un sujeto (por ejemplo, ex vivo). Una fase fluida,
que esta compuesta por suPAR y otras proteinas plasmaticas (por ejemplo, albimina y/o inmunoglobulinas), se pone
en contacto con uno o mas anticuerpos especificos de suPAR, o porciones funcionales de los mismos, en condiciones
de union. La mayor parte de suPAR circulante puede unirse en complejos inmunes de forma selectiva con preferencia
a las otras proteinas plasmaticas en la fase fluida. Los complejos inmunes, que estan compuestos por suPAR unido a
los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, se separan de las otras proteinas plasmaticas que no forman
complejos en la fase fluida. Al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas en la fase fluida, por separado o
sustancialmente junto con todas las células sanguineas, se devuelven entonces a la circulacion del sujeto. El complejo
puede inmovilizarse sobre un soporte antes de la etapa de separacion. En la sangre obtenida del sujeto, las proteinas
plasmaticas pueden separarse sustancialmente de las células sanguineas (por ejemplo, eritrocitos, leucocitos y
trombocitos) después de la etapa de contacto, antes de la etapa de contacto, antes de la etapa de separacion, o
después de la etapa de contacto y antes de la etapa de separacion. Se pueden afiadir uno o mas anticoagulantes (por
ejemplo, heparina, citrato, oxalato, EDTA) a la fase fluida. La separacion del complejo de otras proteinas plasmaticas
puede realizarse mediante filtracion por membrana o cromatografia en columna. El suPAR en plasma puede eliminarse
de la circulacién en diez a 20 rondas de uniéon entre una fase fluida y uno o mas anticuerpos especificos de suPAR, o
porciones funcionales de los mismos, seguido de la separacién de al menos algunas de las otras proteinas
plasmaticas. En una sola ronda, se puede eliminar del sujeto de al menos aproximadamente el 20 % a al menos
aproximadamente el 30 % de suPAR circulante. La fase fluida puede mantenerse en condiciones estériles y
apirégenas.

Como también se describe, el riesgo de FSGS o su recidiva se evalla en un sujeto. Se obtiene una fase fluida que
contiene proteinas plasmaticas de un sujeto. La fase fluida se pone en contacto con un cultivo in vitro de podocitos
humanos diferenciados. Después de la induccién por una o mas de las proteinas plasmaticas, se determina la actividad
de la integrina 33 en los podocitos. Para una proteina plasmatica que aumenta la actividad de la integrina 33, al menos
un nivel alterado de la proteina plasmatica, o una mutacién en la proteina plasmatica, es un factor de riesgo para
FSGS o su recidiva en el sujeto. El factor de riesgo puede ser suPAR.

Se describe ademas la monitorizacién del receptor soluble de urocinasa (suPAR) durante su extraccion de un sujeto.
Se toma una muestra de la circulacion de un sujeto antes de la extraccion, se extrae suPAR de la circulacion del mismo
sujeto, y se toma otra muestra de la circulacién del sujeto después de la extraccion. SUPAR se mide en las muestras,
que se pueden convertir en medidas de suPAR en la sangre segun la fuente de la muestra, y se comparan. La
comparacion de las mediciones antes y después de la extraccion deberia mostrar una reduccién de la cantidad o la
concentracion de suPAR circulante en el sujeto. La concentracion reducida puede ser equivalente a menos de
aproximadamente 3,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 2,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente
2,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 1,5 ng/ml de sangre, o menos de aproximadamente 1,0 ng/ml de
sangre en la circulacién de un sujeto.

Se describe plasma o sangre humana, que esta fuera del cuerpo. Se agota el receptor soluble de urocinasa (suPAR)
a una concentracion de menos de 1 ng/ml.

Se describen nuevos fragmentos del receptor soluble de urocinasa (suPAR). Uno o mas de ellos tienen un peso
molecular de aproximadamente 22 kDa a aproximadamente 45 kDa. Su presencia esta asociada con la aparicién de
glomeruloesclerosis focal y segmentaria (FSGS).

Los objetivos adicionales seran evidentes para un experto en la técnica a partir de la siguiente descripcion y las
reivindicaciones, y generalizaciones con respecto a las mismas.

Descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra que suPAR existe en multiples formas en el suero de FSGS y en gran medida no esta unido

a la albumina. Para examinar el suPAR en sueros de pacientes con FSGS, se realizd inmunoprecipitacion
incubando un anticuerpo monoclonal anti-uPAR con sueros de FSGS, seguido de inmunotransferencia con un
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anticuerpo policlonal anti-uPAR. Mientras que se observé una banda principal a aproximadamente 22 kDa, también
se encontraron otras dos bandas mas débiles a aproximadamente 40 kDa y 45 kDa.

La Figura 2 enumera los porcentajes de glomérulos de integrina 33 activa (tincion de AP5) en sujetos sanos
(Control), glomeruloesclerosis focal y segmentaria (FSGS) primaria o recurrente, enfermedad de cambio minimo
(MCD) y nefropatia membranosa (MN). P <0,05 para FSGS primaria frente a Control; P <0,01 para FSGS
recurrente frente a Control.

La Figura 3 enumera la puntuacion de patologia para los rifiones expuestos a suPAR de tipo silvestre o mutante
E134A. La alteracion histopatolégica de los rifiones se puntia semicuantitativamente como un valor entero de 0 a
4. La morfologia de los rifiones que estuvieron expuestos al mutante E134A es normal. En contraste, se observan
multiples anomalias de los fenotipos de rifidén en ratones que sobreexpresan suPAR de tipo silvestre. La tincion
con hematoxilina y eosina (H&E) y acido peryddico de Schiff (PAS) reveld caracteristicas patoldgicas tal como
adhesion de penacho glomerular, hipercelularidad, hiperlobulacion y mesangiolisis.

La Figura 4 enumera la puntuacion de patologia para los rifiones expuestos a suPAR de tipo silvestre y tratados
con anticuerpo de bloqueo (Mab) de uPAR cada dos dias hasta cuatro semanas; los ratones control recibieron la
misma cantidad de isotipo IgG (Con) (n = 4 para cada grupo). La alteracion histopatolégica de los rifiones se puntia
semicuantitativamente como un valor entero de 0 a 4. La tincién con hematoxilina y eosina (H&E) y acido perydédico
de Schiff (PAS) indican que no hay lesién renal manifiesta con los ratones modificados por suPAR que recibieron
anticuerpo anti-uPAR. En contraste, los ratones que recibieron el isotipo IgG muestran dafios renales significativos
que recuerdan a la FSGS en la fase temprana, similar a lo observado con los ratones modificados por suPAR de
tipo silvestre.

La Figura 5 enumera la distribucion de edad (afios) y sexo para la poblacién de estudio.

La Figura 6 enumera los valores de P del analisis de regresion multiple de suPAR en la cohorte FSGS-CT.

La Figura 7 enumera las caracteristicas iniciales de los pacientes en la cohorte FSGS-CT después del tratamiento.
Los pacientes se asignaron al azar a la ciclosporina (CSA) o la combinacion del brazo de
dexametasona/micofenolato mofetilo (MMF).

La Figura 8 enumera las caracteristicas iniciales de la cohorte PodoNet por etiologia. Los pacientes con FSGS se
dividen en subgrupos genético/familiar (Gen/Fam) y no genético.

La Figura 9 enumera las caracteristicas iniciales de la cohorte PodoNet por tratamiento: Pacientes con FSGS
tratados con micofenolato mofetilo (MMF) y otros.

Descripcion de realizaciones especificas

El plasma es el componente liquido de sangre entera, que contiene: proteinas disueltas, lipidos, y carbohidratos;
células suspendidas tales como eritrocitos, leucocitos y trombocitos; iones y otras moléculas pequefias; y otros
componentes solubles. El suero es plasma sin fibrinbgeno y otros factores de coagulacion.

La sangre, que contiene preferiblemente un anticoagulante, se puede separar por centrifugacioén en una fase fluida
(por ejemplo, plasma) y células sanguineas. Los componentes proteicos de la sangre incluyen albumina,
inmunoglobulinas, lipoproteinas y factores de coagulacion (por ejemplo, fibrinégeno). El receptor soluble de urocinasa
(suPAR) esta contenido en una fase fluida de la sangre, plasma, suero, orina o su equivalente. Por ejemplo, la fase
fluida puede ser una muestra que contiene sangre, plasma, suero, orina o0 su equivalente, que puede diluirse o
concentrarse antes del procesamiento. Por lo tanto, el nivel equivalente de suPAR en sangre puede necesitar
multiplicarse o dividirse de su nivel en una muestra utilizando un factor de dilucién o concentracién, respectivamente.
Se prefiere que suPAR se elimine selectivamente en un grado de al menos diez veces en comparacion con una o mas
proteinas sanguineas tales como albumina, inmunoglobulinas, lipoproteinas y factores de coagulacién. Por ejemplo,
en la sangre, un nivel fisiolégico normal de suPAR puede ser inferior a aproximadamente 3 ng/ml, lo que esta
relacionado con la edad de un paciente humano, y el limite para "normal" puede aumentar en los ancianos.

El receptor de urocinasa (UPAR) es una proteina anclada a glucosilfosfatidilisotol (GPI), que se ha identificado como
receptor celular para urocinasa y también es un orquestador de sefializacion versatil a través de la asociacion con
otros receptores de membrana, incluyendo las integrinas y las moléculas de la matriz. uPAR tiene tres dominios DI,
DIl y DIl numerados desde el extremo amino al extremo carboxilo del polipéptido. Se libera de la membrana plasmatica
de la célula mediante la escision del ancla GPI y se puede encontrar como suPAR en fluidos bioldgicos. SUPAR puede
escindirse adicionalmente en el enlazador entre los dominios DI y DII, liberando asi, por ejemplo, el fragmento DI, DIl
o DIIDIII. Por lo tanto, suPAR puede variar en peso molecular de 20 kDa a 50 kDa en la circulacién dependiendo del
grado de glucosilacion y protedlisis. Aqui, la eliminacion ex vivo de suPAR de la circulacion de un sujeto puede ser un
tratamiento terapéutico y/o preventivo eficaz para proteinuria, enfermedad renal, enfermedad glomerular, insuficiencia
renal, rechazo de injerto renal, o una combinacion de los mismos. Esto es distinto de la administracion in vivo de
anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, a un sujeto para neutralizar suPAR circulante.

En una realizacion, se proporciona un cartucho inmunosorbente especifico para suPAR circulante. El cartucho esta
compuesto por una entrada; un soporte, que puede ser una matriz sélida; uno o mas anticuerpos especificos de suPAR
o porciones funcionales de los mismos que estan unidos al soporte; una salida; un alojamiento que contiene el soporte
en el mismo; y una ruta de fluido a través del alojamiento que conecta la entrada y la salida. suPAR en una fase fluida
de sangre, plasma o suero que comprende componentes sanguineos solubles, entra en la entrada, sigue la ruta de
fluido a través del alojamiento, y sale por la salida. Las células sanguineas preferiblemente no pasan a través del
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cartucho; por lo tanto, pueden separarse de los componentes sanguineos solubles y seguir una ruta alternativa que
evita el cartucho. El suPAR se une a los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, en un complejo inmune,
y el complejo puede inmovilizarse en el soporte. El cartucho puede unirse de aproximadamente 1pug a
aproximadamente 30 ug de suPAR, de aproximadamente 2 ug a aproximadamente 10 pug de suPAR, de
aproximadamente 10 pg a aproximadamente 20 pg de suPAR, o cualquier combinacion de los mismos. El soporte
puede ser al menos una membrana permeable a fluidos, una o mas fibras porosas, o una pluralidad de particulas. Los
anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, pueden estar unidos de forma reversible o irreversible al soporte.
El alojamiento puede configurarse para separacion por filtracion de membrana o cromatografia en columna. El envase
aséptico rodea el alojamiento para mantenerlo, la entrada, y la salida en condiciones estériles y apirdgenas.

En ofra realizacion, el suPAR circulante se elimina de un sujeto ex vivo y se separa de otras proteinas plasmaticas
(por ejemplo, albumina y/o inmunoglobulinas), en el que al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas se
devuelven en una fase fluida. Una fase fluida, que estd compuesta por suPAR y ofras proteinas plasmaticas, se pone
en contacto con uno o mas anticuerpos especificos de suPAR, o porciones funcionales de los mismos, en condiciones
de unién. La mayor parte de suPAR se une en complejos inmunes de forma selectiva con preferencia a las otras
proteinas plasmaticas en la fase fluida. Las células sanguineas se separan preferiblemente de los componentes
sanguineos solubles. Los complejos inmunes, que estan compuestos por suPAR unido a los anticuerpos, o porciones
funcionales de los mismos, se separan de las otras proteinas plasmaticas que no forman complejos en la fase fluida.
La separacion puede estar en formato heterogéneo u homogéneo. Al menos algunas de las otras proteinas
plasmaticas en la fase fluida, por separado o sustancialmente junto con todas las células sanguineas, se devuelven
entonces a la circulacion del sujeto. El complejo puede inmovilizarse sobre un soporte antes de la etapa de separacion.
En la sangre obtenida del sujeto, las proteinas plasmaticas pueden separarse sustancialmente de las células
sanguineas (por ejemplo, eritrocitos, leucocitos y trombocitos) después de la etapa de contacto, antes de la etapa de
contacto, antes de la etapa de separacion, o después de la etapa de contacto y antes de la etapa de separacion.
Opcionalmente, se pueden afadir uno o mas anticoagulantes (por ejemplo, heparina, citrato, oxalato, EDTA) a la fase
fluida. La separacion puede realizarse mediante filtracion por membrana o cromatografia en columna. El suPAR en
plasma se puede eliminar de la circulacién en dos a 50 rondas, de cinco a diez rondas, de diez a 20 rondas, de 20 a
30 rondas, o cualquier combinaciéon de las mismas, entre una fase fluida y uno o mas anticuerpos especificos de
suPAR, o porciones funcionales de los mismos, seguido de la separacion de al menos algunas de las demas proteinas
plasmaticas. En una sola ronda, al menos aproximadamente el 10 % de suPAR circulante, al menos aproximadamente
el 20 % de suPAR circulante, al menos aproximadamente el 30 % de suPAR circulante, al menos aproximadamente
el 40 % de suPAR circulante, al menos aproximadamente el 50 % de suPAR circulante, o cualquier intervalo entre los
mismos (por ejemplo, de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 20 %, de aproximadamente el 20 % a
aproximadamente el 30 %, de aproximadamente el 30 % a aproximadamente el 40 %, de aproximadamente el 40 %
a aproximadamente el 50 %, o cualquier combinacion de los mismos) puede eliminarse de la circulacion. La fase fluida
puede mantenerse en condiciones estériles y apirégenas.

La unidn especifica entre suPAR circulante y los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, forma un
complejo inmune. El complejo inmovilizado en el soporte puede eliminar suPAR de la circulacion. El cartucho esta
adaptado preferiblemente para su uso en aféresis y se inserta en un aparato apropiado para el mismo. Durante la
aféresis, la sangre se puede extraer inicialmente del cuerpo a través de una aguja o un catéter previamente implantado.
El plasma puede separarse de las células en sangre usando un separador: por ejemplo, centrifugacién de flujo
discontinuo, centrifugacion de flujo continuo, o filtracidon selectiva por tamafio. La eliminaciéon de suPAR es
preferiblemente un proceso extracorporeo en relacion con el cuerpo del sujeto, en el que al menos algunas de las
proteinas plasmaticas distintas de suPAR, por separado o sustancialmente junto con todas las células sanguineas, se
devuelven al mismo.

El suPAR inmovilizado puede separarse de al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas (por ejemplo,
albumina y/o inmunoglobulinas) en la fase fluida. Las piezas del cartucho (por ejemplo, entrada, salida y alojamiento)
pueden fabricarse de vidrio, polipropileno, poliestireno o acero inoxidable. El soporte puede formarse por separado del
alojamiento o como parte integral del mismo. Al menos una membrana permeable a fluidos, una o mas fibras porosas,
y una pluralidad de particulas son ejemplos del soporte, que puede fabricarse a partir de agarosa, aliumina, celulosa,
dextrano, poliacrilamida, poliacrilato, poliamida y silice. Una bomba externa puede proporcionar presion de linea a
través del tubo flexible al cartucho y, de este modo, controlar el caudal de una fase fluida a través de una membrana
0 una columna. Se puede extraer sangre de la circulacion de un sujeto, procesarla extracorpéreamente (es decir,
separar las proteinas y las células plasmaticas, después eliminar suPAR de las proteinas plasmaticas), y el resto de
las proteinas plasmaticas y las células sanguineas regresan por separado o juntas a la circulacion del sujeto.

La especificidad de un agente de union (por ejemplo, anticuerpo, aptamero, péptido, ligando de uPAR tal como uPA)
para suPAR puede confirmarse en comparacion con la unidon no especifica del agente de unién a otra proteina
plasmatica (preferiblemente proteina no transportadora que tiene caracteristicas quimicas y abundancia similar a
suPAR). El agente de unién puede reconocer un epitopo de suPAR, que puede o no estar involucrado en la interaccion
con la integrina 3. La unién entre suPAR vy los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, después se
realizan etapas opcionales de lavado, unién y separacion (en cualquier orden) en condiciones apropiadas de fuerza
ionica, disolvente, pH, presion, temperatura, caudal, etc. Por ejemplo, la fase fluida puede estar compuesta ademas
por sales (fuerza idnica), vehiculo acuoso (disolvente) y tampén (pH). La union y/o fijacion puede mejorarse
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aumentando el tiempo de incubacién, bloqueando las interacciones no especificas, uniéndose en solucién antes de la
unién a la matriz sélida, pasando la fase fluida repetidamente a través del soporte (por ejemplo, de dos a 50 veces, de
cinco a diez veces, de diez a 20 veces, de 20 a 30 veces, o cualquier combinacion de los mismos), regenerando el
cartucho mediante elucién de suPAR unido a partir de anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, entre
rondas, o cualquier combinacion de los mismos. Al menos aproximadamente el 10 % de suPAR circulante, al menos
aproximadamente el 20 % de suPAR circulante, al menos aproximadamente el 30 % de suPAR circulante, al menos
aproximadamente el 40 % de suPAR circulante, al menos aproximadamente el 50 % de suPAR circulante, o cualquier
intervalo entre los mismos (por ejemplo, de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 20 %, de
aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 30 %, de aproximadamente el 30 % a aproximadamente el 40 %, de
aproximadamente el 40 % a aproximadamente el 50 %, o cualquier combinacidon de los mismos) puede eliminarse
cada vez. Para un tratamiento eficaz, sUPAR puede reducirse a una concentracion equivalente a menos de
aproximadamente 3,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 2,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente
2,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 1,5 ng/ml de sangre, o menos de aproximadamente 1,0 ng/ml en la
circulacion de un sujeto.

El sujeto puede ser un ser humano u otro mamifero. Un sujeto afectado con al menos glomeruloesclerosis focal y
segmentaria (FSGS), una enfermedad glomerular, un trastorno caracterizado por proteinuria, enfermedad renal en
fase terminal, o sintomas de los mismos; que podria rechazar un injerto de rifion o esta en riesgo de rechazo del
injerto, y aquellos que tienen un rifidn nativo que experimenta insuficiencia pueden necesitar tratamiento.
Opcionalmente, se puede seleccionar un subconjunto de pacientes (por ejemplo, que tienen el polimorfismo Leu33Pro
en el gen de integrina B3 humana, heterocigoto y/u homocigoto; el equivalente al menos a aproximadamente 3 ng de
suPAR por ml de sangre en la circulacion; o ambos) puede seleccionarse para el tratamiento.

suPAR puede reducirse a un nivel equivalente a menos de aproximadamente 3,0 ng/ml de sangre, menos de
aproximadamente 2,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 2,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente
1,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 1,0 ng/ml de sangre en la circulacidon de un sujeto, o cualquier
intervalo entre los mismos (por ejemplo, de aproximadamente 3,0 ng/ml a aproximadamente 2,0 ng/ml de sangre, de
aproximadamente 2,0 ng/ml a aproximadamente 1,0 ng/ml de sangre, o sus equivalentes).

Un cartucho inmunosorbente, que es especifico para suPAR en relacidon con otras proteinas solubles en la sangre,
puede usarse para eliminar suPAR de la circulacion de un sujeto. Como alternativa, el cartucho inmunosorbente puede
usarse para reducir la cantidad o la concentracion de suPAR que circula en la sangre de un sujeto. La reduccion puede
medirse comparando el nivel de suPAR antes y después del tratamiento.

El riesgo de FSGS o su recidiva se puede evaluar en un sujeto. Se obtiene una fase fluida que contiene proteinas
plasmaticas de un sujeto. La fase fluida se pone en contacto con un cultivo in vitro de podocitos humanos diferenciados.
Después de la induccion por una o mas de las proteinas plasmaticas, se determina la actividad de la integrina 3 en
los podocitos. Para una proteina plasmatica que aumenta la actividad de la integrina 3, al menos un nivel alterado de
la proteina plasmatica, o una mutacion en la proteina plasmatica, es un factor de riesgo para FSGS o su recidiva en
el sujeto. El factor de riesgo puede ser suPAR.

Aun una realizacion adicional es monitorizar el receptor soluble de urocinasa (suPAR) durante su extraccion de un
sujeto. Se toma una muestra de la circulacion de un sujeto antes de la extraccion, se extrae suPAR de la circulacion
del mismo sujeto, y se toma otra muestra de la circulacion del sujeto después de la extraccion. SUPAR se mide en las
muestras, que se pueden convertir en medidas de suPAR en la sangre segun la fuente de la muestra, y se comparan.
La comparacion de las mediciones antes y después de la extraccion deberia mostrar una reduccion de la cantidad o
la concentracion de suPAR circulante en el sujeto. La concentracion reducida puede ser equivalente a menos de
aproximadamente 3,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 2,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente
2,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 1,5 ng/ml de sangre, o menos de aproximadamente 1,0 ng/ml en la
circulacion de un sujeto.

Como alternativa, se puede tomar una muestra de la circulacion de un sujeto antes y/o después del trasplante de rifidn.
El rifidn no se trasplanta o el riesgo de recidiva de la enfermedad renal disminuye al eliminar suPAR de la circulacion.
En una primera alternativa, se toma una muestra antes del trasplante y se puede trasplantar un rifién cuando el nivel
de suPAR en la circulacion del mismo sujeto esta por debajo de un nivel de corte predeterminado (por ejemplo,
equivalente a menos de aproximadamente 3,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 2,5 ng/ml de sangre,
menos de aproximadamente 2,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 1,5 ng/ml de sangre, menos de
aproximadamente 1,0 ng/ml de sangre, o cualquier intervalo entre los mismos, tal como de aproximadamente 3,0 ng/ml
a aproximadamente 2,0 ng/ml de sangre, de aproximadamente 2,0 ng/ml a aproximadamente 1,0 ng/ml de sangre, o
sus equivalentes). En una segunda alternativa, se toma una muestra después del trasplante (por ejemplo, a intervalos
de al menos cada semana, al menos cada dos semanas, al menos cada cuatro semanas, al menos cada seis semanas,
o al menos cada ocho semanas) y el nivel de suPAR en la circulaciéon del mismo sujeto se mantiene por debajo de un
nivel de corte predeterminado (por ejemplo, equivalente a menos de aproximadamente 3,0 ng/ml de sangre, menos
de aproximadamente 2,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 2,0 ng/ml de sangre, menos de
aproximadamente 1,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 1,0 ng/ml de sangre, o cualquier intervalo entre
los mismos, tal como de aproximadamente 3,0 ng/ml a aproximadamente 2,0 ng/ml de sangre, de aproximadamente
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2,0 ng/ml a aproximadamente 1,0 ng/ml de sangre, o sus equivalentes). En una tercera alternativa, se toman muestras
tanto antes como después del trasplante de rifion como en lo anterior. En las tres alternativas, si el nivel de suPAR
esta por encima del nivel de corte, entonces suPAR puede eliminarse de la circulacion del sujeto.

La eliminacién de suPAR circulante puede combinarse con uno o mas tratamientos inmunosupresores (por ejemplo,
corticosteroides con o sin ciclofosfamida, ciclosporina, micofenolatos y/o rituximab); bloqueando el sistema de renina-
angiotensina, bloqueadores de los canales de calcio, betabloqueantes y diuréticos; y reduciendo los lipidos. Por el
contrario, debido a que no se requiere necesariamente un tratamiento complementario, solo la eliminacién de suPAR
circulante puede ser eficaz y puede haber una condicion para no usar uno o mas de los tratamientos
inmunosupresores, antihipertensivos e hipolipemiantes.

La administracion in vivo de anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, especificos para suPAR y/o
plasmaféresis (es decir, dilucion limitada de todas las proteinas plasmaticas) puede evitarse mediante el uso de los
métodos descritos anteriormente. Por lo tanto, puede haber una condicién para no usar dichos tratamientos junto con
la eliminacién de suPAR circulante.

La terminologia utilizada para describir realizaciones especificas no pretende ser limitante de la invencién. Como se
usa en el presente documento, las formas singulares tal como "un" y "una" y "el/la" estan destinadas a interpretarse
como "al menos uno" e incluir formas plurales tales como "mas de uno" y "pluralidad" a menos que el contexto lo
indique claramente de otra manera. Ademas, en la medida en que los términos "que incluye" e "incluye" y "que tiene"
y "tiene" y "con" o variantes de los mismos se usan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, dichos términos
pretenden ser inclusivos de una manera similar a la definicién de "que comprende" en el presente documento.

El término "aproximadamente" significa dentro de un rango de error aceptable para el valor particular segun lo
determinado por un experto en la técnica, que dependera en parte de como se determine o se cuantifique el valor, es
decir, limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, el término puede significar dentro de una o mas de una
desviacion estandar por la practica en la técnica. Como alternativa, "aproximadamente" puede significar un rango de
hasta el 20 %, hasta el 10 %, hasta el 5 %, o hasta el 1 % de un valor dado. Como alternativa, particularmente con
respecto a los sistemas o procesos bioldgicos, el término puede significar dentro de un orden de magnitud, dentro de
5 veces, o dentro de 2 veces de un valor dado. Cuando se describen valores particulares en la memoria descriptiva y
las reivindicaciones, a menos que se indique de otro modo, se debe asumir el término "aproximadamente" dentro de
un rango de error aceptable para el valor particular.

Como se usa en el presente documento, "proteinuria” se refiere a proteinas que pasan a través de podocitos que han
sufrido dafios o a través de una barrera mediada por podocitos que normalmente no permitiria el paso de proteinas.
Dicho dafio estructural puede visualizarse in vitro o in vivo. En el cuerpo de un sujeto, "proteinuria” puede referirse a
la presencia de una cantidad excesiva de proteina sérica (por ejemplo, albimina) en la orina. La proteinuria puede ser
un sintoma de sindromes renales, urinarios y nefréticos (es decir, proteinuria mayor de 3,5 gramos al dia), eclampsia,
lesiones toxicas de los rifiones, distrés pancreatico, y con frecuencia es un sintoma de diabetes mellitus. Con
proteinuria grave, puede desarrollarse hipoproteinemia general y esto da como resultado una disminucién de la presion
oncotica (ascitis, edema, hidrotérax).

El término "especifico" de "especificamente" en el contexto de la unién de anticuerpo se refiere a una interaccion
bimolecular entre una porcion funcional (es decir, la union al antigeno) del anticuerpo y una porcion afin del antigeno
que selecciona suPAR (por ejemplo, DII, DIlI, un epitopo que puede o no estar involucrado en la interaccion con la
integrina B3) en presencia de una mezcla de otras proteinas séricas (por ejemplo, albumina). Aqui, el anticuerpo, o
porcion funcional del mismo, puede no necesariamente neutralizar la activacion de la integrina 33 y el borramiento del
proceso podocitario en los podocitos. Preferiblemente, se une un epitopo de suPAR accesible en la circulacion. En
condiciones de reaccion apropiadas para la unién, el anticuerpo, o la porcién funcional del mismo, se une a suPAR y
no se une significativamente a otra proteina sérica (por ejemplo, albumina) que podria estar presente. La especificidad
del anticuerpo, o la porcion funcional del mismo, para suPAR es mayor que la proteina A o una lectina para un factor
de permeabilidad de FSGS. La unién especifica de suPAR puede tener lugar en solucién o en un sustrato. El formato
de reaccion requiere la separacion de la proteina unida de otras proteinas de suero (por ejemplo, albumina) para
eliminar suPAR de la circulacion del sujeto. Pero la inmovilizacién de un complejo inmune que contiene suPAR no es
necesariamente necesaria para la separacion porque los formatos tanto homogéneos como heterogéneos son
alternativas posibles para el procesamiento.

La eliminacion se puede controlar con una sefial detectable asociada con la unién de suPAR. Las sefales detectables
pueden ser directas o indirectas, estan unidas a cualquier parte de un complejo unido, estan medidas
competitivamente, estan amplificadas o combinaciones de las mismas. Se puede interponer una etapa de bloqueo o
lavado para mejorar la sensibilidad y/o especificidad. La unién del anticuerpo o suPAR a un sustrato antes, después o
durante la uniéon da como resultado la captura de una especie previamente no unida. Dicha inmovilizacion (es decir,
union reversible o irreversible) se unira de forma estable al sustrato en condiciones de lavado. Las técnicas de
deteccion incluyen la unién de anticuerpos (por ejemplo, ELISA o RIA), resonancia magnética, espectroscopia de
masas, microscopia electrénica de ultraestructura celular y/o marcado fluorescente o tincion histoquimica de células y
tejidos con o sin separacion por fraccionamiento bioquimico, electroforesis en gel, y/o cromatografia liquida.
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Aqui, "un sujeto que necesita tratamiento" se refiere a un sujeto, incluyendo un ser humano u otro mamifero, que esta
afectado con un trastorno caracterizado por proteinuria, esta en riesgo de padecer o experimenta insuficiencia renal,
ha recibido un injerto de rifién, o cualquier combinaciéon de los mismos. Un trastorno caracterizado por proteinuria
incluye, por ejemplo, enfermedades renales o glomerulares, glomerulonefritis membranosa, glomerulonefritis focal y
segmentaria, enfermedad de cambio minimo, sindromes nefréticos, preeclampsia, eclampsia, lesiones renales,
enfermedades vasculares por colageno, estrés, ejercicio extenuante, proteinuria ortostatica benigna (postural),
glomeruloesclerosis focal y segmentaria, nefropatia IgA, nefropatia IgM, glomerulonefritis membranoproliferativa,
nefropatia membranosa, enfermedad renal en fase terminal, sarcoidosis, sindrome de Alport, diabetes mellitus, dafio
renal debido a farmacos, enfermedad de Fabry, infecciones, aminoaciduria, sindrome de Fanconi, nefrosclerosis
hipertensiva, nefritis intersticial, enfermedad de células falciformes, hemoglobinuria, mieloma multiple, mioglobinuria,
cancer, granulomatosis de Wegener, y enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo 1. Un "sujeto que necesita
tratamiento” puede verse afectado por uno o mas de los trastornos anteriores, puede ser un heterocigoto para el
polimorfismo Leu33Pro en el gen de integrina 3 humano, puede ser un homocigoto para el polimorfismo Leu33Pro
en el gen de la integrina B3 humana, puede tener al menos aproximadamente 3 ng de suPAR por ml de sangre en la
circulacion, o cualquier combinacion de los mismos.

Como se define en el presente documento, "una cantidad eficaz" es una cantidad de agente de unién especifico
suficiente para producir un resultado terapéutico o preventivo. Las composiciones pueden administrarse una de una o
mas veces al dia a una o0 mas veces por semana; incluyendo una vez cada dos dias. El experto en la técnica apreciara
que ciertos factores pueden influir en la dosis y el tiempo requeridos para tratar eficazmente a un sujeto, incluyendo,
pero sin limitacion, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los tratamientos anteriores, la salud general y/o la edad
(por ejemplo, al menos aproximadamente 40 afios, al menos aproximadamente 45 afios, al menos aproximadamente
50 afios, al menos aproximadamente 55 afios, al menos aproximadamente 60 afios) del sujeto, y otras enfermedades
presentes. Ademas, el tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos de la
invencién puede incluir un tratamiento Unico o una serie de tratamientos. Para un tratamiento eficaz, suPAR puede
reducirse a una concentracion equivalente a menos de aproximadamente 3,0 ng/ml de sangre, menos de
aproximadamente 2,5 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente 2,0 ng/ml de sangre, menos de aproximadamente
1,5 ng/ml de sangre, o menos de aproximadamente 1,0 ng/ml en la circulacién de un sujeto.

El receptor de urocinasa (UPAR) incluye la proteina unida a la membrana, precursores, mutantes, variantes
funcionales, cualquier isoforma o analogo, etc. en particular de seres humanos u homologos de otros mamiferos. Las
formas solubles de los mismos se conocen como uPAR soluble. Los términos "activo" y "actividad" con respecto a
UuPAR soluble se refieren a una porcion soluble de uPAR que tiene una funcion bioldgica o inmunolégica de uPAR
nativo. Como se usa en el presente documento, "bioldgico” se refiere a una funciéon que corresponde a una actividad
natural de suPAR tal como su implicacion en rutas de sefializacion, activacion de integrina 33, borramiento del proceso
podocitario, induccién de proteinuria, o cualquier combinacién de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "variante" puede abarcar una secuencia de aminoacidos
relacionada con suPAR de tipo silvestre. Esta definicion puede incluir, por ejemplo, una variante alélica, de corte y
empalme o polimérfica. Una variante de especie es un homdlogo que varia entre las diferentes especies. Una
"variante" también puede ser resultado de una o mas mutaciones en la secuencia de aminoacidos, tales como
sustituciones, inserciones, deleciones, dominios duplicados, y dominios barajados cuya funcién puede o no estar
alterada. Cada una de estas alteraciones puede tener lugar en solitario, o en combinacion con las demas, una o mas
veces en una secuencia de aminoacidos dada. Una variante "funcional" tiene al menos una actividad biolégica de
suPAR tal como la activacién de la integrina 3, borramiento del proceso podocitario, induccién de proteinuria, o
cualquier combinacioén de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "fragmento" es una porcién de la secuencia de aminoacidos de
suPAR, o una variante de la misma. Un "fragmento" puede tener al menos aproximadamente diez residuos de
aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 20 residuos de aminodacidos contiguos, al menos
aproximadamente 30 residuos de aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 40 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos aproximadamente 50 residuos de aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 60 residuos
de aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 70 residuos de aminoacidos contiguos, 80 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 90 residuos de aminoacidos contiguos, al menos
aproximadamente 100 residuos de aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 120 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos aproximadamente 140 residuos de aminoacidos contiguos, 160 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos aproximadamente 180 residuos de aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 270
residuos de aminoacidos contiguos de longitud, o cualquier rango o nimero entero en los mismos. El "fragmento” es
mas corto que los aproximadamente 280 residuos de la secuencia de aminoacidos de longitud completa de suPAR.
Los "fragmentos superpuestos”, como se usan en el presente documento, se refieren a fragmentos de péptidos
contiguos que comienzan hacia el extremo amino y terminan hacia el extremo carboxilo de suPAR. Un "fragmento
superpuesto” comparte de uno a cinco residuos de aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente tres residuos
de aminoacidos contiguos, o al menos aproximadamente diez residuos de aminoacidos contiguos con el siguiente
fragmento de péptido.
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Como se usa en el presente documento, un "derivado" es una modificacion, por ejemplo, mediante glucosilacion,
pegilacion, fosforilacion, sulfatacion, reduccién/alquilacion, acilacion, acoplamiento quimico, o tratamiento con
formalina suave de suPAR, o una variante del mismo. Como alternativa, un "derivado" puede modificarse para contener
un marcador detectable, tanto directa como indirectamente, incluyendo, pero sin limitacion, un radioisétopo, etiqueta
fluorescente, giratoria o enzimatica.

Se conocen anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, especificos para suPAR. Se pueden usar la union,
retirada o deteccion. Los anticuerpos policlonales o monoclonales se obtienen inmunizando a los animales (por
ejemplo, pollo, hamster, ratén, rata, conejo, cabra, caballo) con un antigeno relacionado con suPAR, y opcionalmente
se purifica por afinidad contra el mismo antigeno o epitopo afin. El antigeno puede ser suPAR nativo, un fragmento
del mismo producido por protedlisis enzimatica o ingenieria genética, polipéptido de fusion que contiene un epitopo
suPAR, o polipéptido traducido o sintetizado in vitro que contiene al menos uno o mas epitopos suPAR unidos por un
anticuerpo. Por lo tanto, los anticuerpos generados originalmente contra uPAR, dominio DIl y/o DIll, o un fragmento
de los mismos, pueden ensayarse para determinar su especificidad contra suPAR nativo. Los anticuerpos pueden
seleccionarse para aquellos que se unen a suPAR en la circulacion, pero no neutralizan la activacion de la integrina
B3 y el borramiento del proceso podocitario. Las porciones funcionales de anticuerpo pueden ser fragmentos
preparados por protedlisis enzimatica o ingenieria genética; el anticuerpo humanizado y el anticuerpo monocatenario
pueden prepararse trasplantando regiones hipervariables desde el sitio de unidon a antigeno de un anticuerpo a un
marco responsable de la conformacién general. Se pueden obtener otros tipos de agentes de unién (por ejemplo,
aptamero, péptido, ligando uPAR tal como uPA) cribando una biblioteca combinatoria para un miembro que se une
especificamente al antigeno (por ejemplo, biblioteca de presentacion de fagos). El antigeno para generar anticuerpos
anti-suPAR especificos, o porciones funcionales de los mismos, puede ser un uPAR de longitud completa o cualquier
fragmento del mismo (véase la definicion anterior). Los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, que se
unen especificamente a suPAR tienen una unién baja o no detectable a otras proteinas plasmaticas. Las porciones
funcionales de anticuerpos especificos para suPAR se definen incorporando las definiciones anteriores de variante,
actividad, funcional, fragmento y derivado. Las células, que incluyen hibridomas, pueden usarse para producir estos
anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos.

Los anticuerpos se unen especificamente a suPAR con alta afinidad (Kd). Por ejemplo, un anticuerpo humano, de
conejo, de ratdn, quimérico o humanizado puede unirse a suPAR con una Kd menor de 105, menor de 10, menor de
107, menor de 108, menor de 10-°, menor de 10-'°, menor de 10" M, o cualquier rango o valor en los mismos. Las
mediciones de afinidad y/o avidez se pueden medir con un aparato KinExA™ y/o BIACORE™.

Se apreciara que las realizaciones especificas no estan limitadas a una forma particular de anticuerpos (por ejemplo,
porciones funcionales de los mismos) o un método particular para generarlos y obtenerlos. Por ejemplo, los anticuerpos
anti-suPAR, o porciones funcionales de los mismos, pueden ser un anticuerpo de longitud completa (por ejemplo, que
tiene una region Fc humana intacta), o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un Fab, Fab', F(ab'),, Fv o Dab). Los
Dabs son pequefias porciones funcionales de anticuerpos humanos. Los anticuerpos monoclonales pueden producirse
en hibridomas que los secretan. Las porciones funcionales de los mismos pueden ser anticuerpos escindidos
proteoliticamente o producidos en una célula recombinante transfectada con un casete de expresion génica que
codifica un fragmento de anticuerpo.

La proteinuria puede ser causada principalmente por una o mas alteraciones de proteinas estructurales involucradas
en el mecanismo celular de filtracion. Las causas fisiopatoldgicas de la proteinuria se pueden dividir en los siguientes
grupos principales: (1) alteraciones genéticamente determinadas de las estructuras que forman la "unidad de filtracion
glomerular", como la membrana basal glomerular, los podocitos, o el diafragma cortado; (2) procesos inflamatorios, ya
sea causados directamente por procesos autoinmunes o inducidos indirectamente por microbios; (3) dafio de los
glomérulos causado por agentes; o (4) como resultado final de una lesién tubulointersticial progresiva que finalmente
da como resultado la pérdida de la funcién de toda la nefrona.

EJEMPLO 1
Aumento de suPAR en sueros de pacientes con FSGS

El receptor soluble de urocinasa (suPAR) se midié por ELISA en sueros de pacientes con enfermedad glomerular.
Para los pacientes trasplantados, se midieron los niveles de suPAR a partir de sueros previos al trasplante, a menos
que se indique de otro modo. Se encontré que los niveles séricos de suPAR estaban significativamente elevados en
pacientes con FSGS en comparacion con sujetos sanos. En contraste, faltaba alguna variacion significativa de suPAR
en pacientes con enfermedad de cambio minimo (MCD), ya sea en recaida (RLP) o remision (REM), nefropatia
membranosa (MN) o preeclampsia. P <0,05 para FSGS frente a MN o preeclampsia, respectivamente; P <0,001 para
FSGS frente a Sanos, MCD RLP, MCD o REM, respectivamente. Después, FSGS se estratificd en tres subpoblaciones
diferentes: FSGS primaria, FSGS recurrente en el aloinjerto y FSGS sin recidiva después del trasplante. Se
identificaron niveles significativamente mas altos de suPAR en suero en los sueros previos al trasplante de pacientes
que posteriormente desarrollaron FSGS recurrente en comparacién con aquellos pacientes de trasplante sin recidiva.
P <0,01 para FSGS recurrente frente a FSGS no recurrente o FSGS primaria sin trasplante respectivamente.
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Se realizd un estudio longitudinal para evaluar los niveles de suPAR en suero en pacientes con FSGS recurrente y no
recurrente desde su extraccion de sangre previa al trasplante hasta un afio después del trasplante. Se encontraron
niveles de suPAR significativamente mas altos en pacientes con FSGS recurrente al afio después del trasplante (P
<0,001 para FSGS recurrente frente a FSGS no recurrente), lo que indica que los pacientes que se predijeron y
desarrollaron recidiva de FSGS mantienen un suPAR mas alto un afio después del trasplante niveles en comparacion
con aquellos pacientes con FSGS sin recidiva. Ademas, al comparar los niveles previos al trasplante con los niveles
posteriores al trasplante (6-12 meses), el sUPAR en suero aumenté ain mas en ocho de los 13 pacientes con FSGS
recurrente, pero no en pacientes con FSGS no recurrente. Se analizé el tamafio de la varianza y se encontré suPAR
a 3000 pg/ml o mas en 45 de 63 pacientes con FSGS, pero solo en cuatro de 11 pacientes con MN, uno de cada siete
pacientes con preeclampsia y en ninguno de los 25 pacientes con DCM (Tabla 1).

TABLA 1: Niveles de suPAR

FSGS | MCD | MN | PE | valor de P*
suPAR =3000 pg/ml 45 0 4 1
suPAR <3000 pg/ml 18 25 7 6 P <0,0000
* Prueba exacta de Fisher para FSGS frente a otros grupos en su
conjunto

Aunque los niveles de suPAR se correlacionan con la presencia de proteinuria, no hubo correlacién entre los niveles
de suPAR en suero previos al trasplante y el grado de proteinuria después del trasplante (Pearson r = 0,16, P = 0,50).
Ademas, los niveles de suPAR no se correlacionan con la tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR), ni en sueros
previos al trasplante (eGFR <15) (Pearson r = 0,36, P = 0,16) ni en sueros posteriores al trasplante (eGFR >60 en
promedio) (Pearson r = 0,10, P = 0,58). No se encontraron diferencias significativas de eGFR entre FSGS recurrente
y FSGS no recurrente, ni antes ni después del trasplante (es decir, desde un mes hasta un afio después del trasplante).
Estos hallazgos también sugieren que el alto nivel sérico de suPAR antes del trasplante esta asociado con la recidiva
de FSGS después del trasplante. En resumen, estos datos muestran que suPAR aumenta especificamente en FSGS
pero no en otras enfermedades glomerulares analizadas con afectacion podocitaria tales como MCD y MN, ni en
preeclampsia, una enfermedad proteinurica causada en gran medida por disfuncion endotelial.

Dado que se han informado multiples formas de suPAR debido a la escision del dominio o al corte y empalme
alternativo, se identificaron las formas de suPAR existentes en la sangre de pacientes con FSGS. Los sueros de FSGS
se inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-uPAR. Se encontré un fragmento suPAR predominante a aproximadamente
22 kDa, junto con otras dos formas a aproximadamente 45 y aproximadamente 40 kDa, aunque a niveles de expresion
mucho mas bajos (Figura 1). En contraste, los sujetos sanos no muestran una fuerte expresion de suPAR en sus
sueros. A continuacion, se determiné si suPAR esta unido a la albumina o circula libremente en la sangre. Para definir
si el sSUPAR en suero se une a la albumina, los sueros de FSGS se inmunoprecipitaron con un anticuerpo de albumina
humana especifico. Los precipitados se secaron entonces con anticuerpo antiadiponectina, asi como con anticuerpo
anti-uPAR. Si bien se pudo detectar la adiponectina (una proteina unida a albdmina), no se detecté suPAR. Ademas,
la inmunoprecipitacion de sueros de FSGS con un anticuerpo monoclonal anti-uPAR seguido de inmunotransferencia
con un anticuerpo de albumina humana no detecté albumina en los precipitantes, lo que sugiere que suPAR en la
sangre de pacientes con FSGS no esta unido en gran medida a la albimina. Como control, la divisiéon del anticuerpo
de albumina de la transferencia Western y la reinmunotransferencia con anticuerpo anti-uPAR indica la presencia de
UuPAR en los precipitados.

Como ligando de uPAR, los niveles de urocinasa (UPA) a menudo se encuentran elevados en pacientes con cancer
con niveles mas altos de suPAR. Por lo tanto, los niveles séricos de uPA también se midieron en esta cohorte de
enfermedad glomerular. Curiosamente, a diferencia del suPAR sérico, no se observaron diferencias en los niveles
séricos de uPA observados entre los grupos: Sanos, MCD RLP, MCD REM, primaria, FSGS recurrente o FSGS no
recurrente. Estos hallazgos, junto con los datos obtenidos de estudios previos con ratones en ratones nulos con uPA,
sugieren que, en contraste con el cancer, uPA no parece ser crucial para la lesion glomerular no inflamatoria mediada
por suPAR tal como FSGS.

suPAR se une y activa la integrina 33 en los podocitos

En los podocitos, uPAR se une a la integrina 3. Ademas, se sabe que suPAR se asocia con la integrina 1y p2. Por
lo tanto, se investigd si suPAR también puede unirse a la integrina 3. Usando la coinmunoprecipitacion de suPAR y
la integrina 33, se encontré que suPAR interactia con la integrina B3 de una manera similar al comportamiento de la
uPAR unida a la membrana. GFP-E1F1B, que codifica un factor de inicio de la traduccion, y Flag-Raver, que codifica
una ribonucleoproteina de unién a PTB 1, se utilizaron como controles de union negativos.

Por lo tanto, se plantea la hipétesis de que suPAR podria activar la integrina 33, de manera similar a la uPAR unida a
la membrana en los podocitos. La actividad de la integrina B3 se mide usando el epitopo de activacién que reconoce
anticuerpos tales como el anticuerpo anti-integrina B3 AP5. Los podocitos humanos diferenciados se incubaron con
sueros de FSGS recurrente que contenian suPAR de alto nivel (5 %) en ausencia o en presencia de un anticuerpo de
bloqueo de uPAR monoclonal y el péptido cycloRGDfV, que bloquea la actividad de integrina 3. La proteina suPAR
humana recombinante se us6 como control positivo, mientras que el suero bovino sirvi6 como control negativo.
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Veinticuatro horas después, la expresion y localizacion de la sefial AP5, correspondiente a la integrina 3 activada, se
analizé6 mediante tinciéon inmunofluorescente. Los podocitos humanos muestran un nivel bajo de activaciéon de la
integrina B3 cuando se cultiva en suero bovino o suero de sujetos sanos. En contraste, la incubacién con sueros de
pacientes con FSGS recurrente (es decir, ricos en suPAR) o con suPAR recombinante, induce fuertemente la
activacion en un patrén (sefial AP5) que resalta areas de adherencias focales, que se sabe que es la ubicacion de la
integrina B3. Esta activacion podria bloquearse por inhibidores especificos, anticuerpo de bloqueo de uPAR, o
cycloRGDfV.

La actividad de la integrina B3 en rifiones con enfermedad glomerular se estudié en una cohorte de biopsias de
pacientes (Figura 2). Se detecto tincién de AP5 en glomérulos en siete de nueve pacientes con FSGS idiopatica, y en
todos los pacientes con FSGS recurrente. Ademas, se encontré una fuerte correlacion entre el grado de esclerosis
focal y el numero de glomérulos positivos para AP5 (r = 0,65, P <0,01). En contraste, no se observé una sefial AP5
débil o solo en glomérulos de rifidn sano o en MCD y MN, lo que sugiere que la actividad de integrina 33 de podocitos
inducida es una caracteristica especifica de FSGS.

Para demostrar que el suPAR circulante afecta el rifién trasplantado al activar la integrina B3 de podocitos, se detectd
la presencia de la sefial AP5 en los podocitos mediante tincion inmunofluorescente doble con sinaptopodina, un
marcador de podocitos, en biopsias de injerto posteriores al trasplante. Se encontrd que la actividad de la integrina 3
era baja en los podocitos de injerto antes de la reperfusion, mientras que aumenté notablemente dos horas después
de la reperfusion en FSGS recurrente (n = 2), pero no en FSGS no recurrente (n = 2). Ademas, la sefial AP5 es mayor
en las biopsias posteriores al trasplante en FSGS recurrente (n = 3) que en pacientes con injertos no recurrentes (n =
5). Como controles, la sefial AP5 apenas se aprecia en las secciones renales normales (n = 2) y no aumenta en las
biopsias de trasplante renal en los rechazos agudos mediados por linfocitos T (n = 3). En conjunto, estos hallazgos
sugieren que el aumento de la actividad de la integrina B3 de podocitos es una caracteristica tanto de FSGS nativa
como recidiva de FSGS.

Los niveles séricos individuales de suPAR y la actividad de integrina B3 de podocitos determinan la respuesta al
tratamiento de la plasmaféresis en los FSGS recurrente.

Para definir mejor la relacion entre suPAR y la actividad de la integrina B3 de podocitos, se realizd un analisis FACS
para determinar la actividad de la integrina B3 (usando el anticuerpo AP5) en podocitos humanos cultivados incubados
con sueros de sujetos normales, y con los sueros previos al trasplante de pacientes con FSGS no recurrente y FSGS
recurrente. Para estudiar adicionalmente los efectos de los sueros de pacientes que contienen suPAR sobre la
actividad de la integrina B3 de podocitos (AP5), se incubaron podocitos humanos diferenciados con sueros agrupados
de sujetos normales (n = 5), sueros previos al trasplante de pacientes con FSGS no recurrente (n = 10), y con FSGS
recurrente (n = 15). Después, las células se analizaron mediante analisis FACS para determinar la actividad de la
integrina B3 (tincion de AP5 segun lo medido por la intensidad de fluorescencia media, MFI). Se descubrioé que los
sueros previos al trasplante de FSGS recurrente tenian una actividad de integrina 33 significativamente elevada, en
comparacion con sueros de FSGS no recurrente y sujetos normales (P <0,001 para sueros de FSGS recurrente frente
a sueros de FSGS no recurrente o frente a sujetos normales). En general, los niveles de suPAR se correlacionan bien
con la actividad de la integrina B3 de podocitos visualizada con el anticuerpo A5.

Después, se determind si inhibir suPAR podria reducir la actividad de AP5 en los podocitos. La incubacion conjunta
de sueros previos al trasplante de FSGS recurrente con anticuerpo anti-uPAR o con cycloRGDfV da como resultado
una reduccion significativa de la actividad de la integrina B3 de podocitos inducida por sueros de FSGS. P <0,01 para
las células tratadas conjuntamente con cycloRGDfv frente a sueros de FSGS recurrente en solitario; P <0,001 para
las células tratadas conjuntamente con anticuerpo monoclonal anti-suPAR frente a sueros de FSGS recurrente en
solitario. Tanto el bloqueo directo de suPAR como el antagonista de la integrina 33 cycloRGDfv bloquean la activacion
de la integrina B3 inducida de otro modo por el suero previo al trasplante de pacientes con FSGS recurrente.

El estandar actual de atencion para el FSGS recurrente es la plasmaféresis, que usualmenet consiste en un volumen
de plasma de 1,5 litros (I) que se somete a aféresis antes del reemplazo con albumina al 5 %. Para determinar si
suPAR podria eliminarse mediante féresis, se recogieron sueros de pacientes con FSGS recurrente (n = 4) justo antes
y después de un ciclo Unico de plasmaféresis, después se ensayaron los niveles de suPAR. La plasmaféresis podria
eliminar suPAR del suero de pacientes con FSGS (P <0,01). Los podocitos humanos se incubaron con los sueros de
pacientes con FSGS recurrente (n = 6), que se recogieron antes o después de varias plasmaféresis para determinar
su actividad de integrina B3 en los podocitos. La actividad de la integrina 3 de podocitos causada por los sueros de
FSGS se redujo significativamente por plasmaféresis (P <0,001 para la actividad de AP5 de podocitos con sueros pre-
féresis frente a sueros post-féresis). Para comprender los efectos de la plasmaféresis en el resultado clinico del
paciente, se estudiaron cuatro casos clinicos de pacientes con FSGS recurrente que recibieron plasmaféresis después
del trasplante. Los pacientes (n = 4) tenian niveles séricos elevados de suPAR antes del trasplante. Después de los
tratamientos de plasmaféresis en serie, dos pacientes alcanzaron una remision clinica con niveles de suPAR en suero
por debajo de 2000 pg/ml. Es importante destacar que, sus sueros también perdieron la capacidad de inducir la
actividad de integrina 3 de podocitos. La plasmaféresis redujo el suPAR en suero a un nivel normal y disminuyé la
actividad de la integrina B3 a un rango normal. En contraste, los otros dos pacientes permanecieron en recidiva a pesar
de la plasmaféresis. Sus niveles séricos de suPAR todavia eran altos y sus sueros todavia causaban una fuerte
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actividad de integrina B3 de podocitos. La plasmaféresis no logréo normalizar el nivel de suPAR en suero y, mas
importante aun, no pudo reducir la actividad de la integrina 3 a un valor en el rango fisiolégico. Estos hallazgos
sugieren que los efectos estabilizadores de la enfermedad de la plasmaféresis dependen de la reduccion de suPAR
sérico individual a niveles que modulan bruscamente la actividad de la integrina B3 de podocitos. Por lo tanto, se
necesitaba una mejora para eliminar suPAR de la circulacion de pacientes refractarios al tratamiento por
plasmaféresis.

Dado que algunos pacientes con FSGS que tenian niveles altos similares de suPAR en sus sueros previos al trasplante
no desarrollaron FSGS recurrente y tenian una baja sefial AP5 después del trasplante en podocitos de injerto, se
examino la reactividad de la integrina 33 del injerto. En una cohorte de 333 pacientes con enfermedad renal en fase
terminal (ESKD) que recibieron un trasplante en las Islas Canarias en Espafa, 105 injertos eran heterocigotos y 11
injertos eran homocigotos para el polimorfismo PIA; (Tabla 2). El polimorfismo PIA; codifica una integrina 33 que es
susceptible a una fuerte activacién. Presumiblemente, estos pacientes son particularmente sensibles cuando se trata
de niveles elevados de suPAR en sangre y el estado de PIA; podria considerarse como un segundo acierto para FSGS
inducida por suPAR, explicando por qué los pocos pacientes con niveles similares de suPAR (altos o bajos) varian en
la forma en que la enfermedad de FSGS varia antes y después del trasplante.

Tabla 2: Genotipado de PIA; de polimorfismos de Integrina 3 en donantes para ESKD

Genotipado Injertos eSnSE)SKD (n= Control (n = 100)
LL 212 (64,1 %) 66 (66,0 %)
LP (heterocigoto) 108 (32,6 %) 32 (32,0 %)
PP (homocigoto) 11 (3,3 %) 2 (2,0 %)

La inyeccion de suPAR provoca deposicion glomerular y proteinuria

Para determinar si suPAR es una causa o consecuencia de FSGS, se establecieron tres modelos murinos diferentes
de enfermedad renal: (1) inyeccion de suPAR recombinante en ratones knockout de uPAR (Plaur”), (2) modelo de
liberacion de suPAR enddgeno en ratones de trasplante hibrido, y (3) ratones genéticamente modificados que
sobreexpresan suPAR en la sangre.

En primer lugar, se determind si suPAR circulante exdgeno podria depositarse en los rifiones y causar albuminuria. A
los ratones Plaur” se les inyecto con dosis crecientes de suPAR de raton recombinante por via intravenosa. La
inyeccion de dosis baja a 2 ug y 10 pg no causo albuminuria, lo que es consistente con una concentracion fisiologica
(baja) de suPAR en la sangre de sujetos sanos (n = 4 en cada grupo). Pero las dosis de 20 ug y superiores conducen
a la induccion de albuminuria transitoria en 24 horas (n = 4 en cada grupo) que se resolvié en 2-3 dias. P <0,01 para
ratones inyectados con 20 ug de suPAR en 24 h frente a ratones inyectados con otras dosis, o frente a otros puntos
de tiempo. Se sacrificaron los ratones Plaur”- inyectados con suPAR y se extirparon sus rifiones para inmunotincion.
Se observo una deposicion prominente de suPAR cerca de podocitos en ratones Plaur’ que habian recibido 20 ug de
suPAR, pero no en ratones Plaur’- que recibieron solo 2 ug. Ademas, esta deposicion se asocié con un aumento en
la actividad de la integrina 33 en podocitos, como lo demuestra el aumento en el etiquetado de AP5 que dependia de
nuevo de la dosis de suPAR.

suPAR causa enfermedad podocitaria en rifiones de donante Plaur’

En segundo lugar, se determind si un mayor nivel de suPAR enddgeno causa enfermedad renal en ratones de tipo
silvestre. Se ha demostrado que el LPS aumenta el suPAR en la sangre de sujetos humanos a través de la liberacion
de monocitos. Por lo tanto, se determiné si LPS también podria mejorar los niveles sanguineos de suPAR en ratones.
De hecho, la inyeccion de LPS causo6 un fuerte aumento de suPAR en sueros y orina de ratones (n = 6) hasta cinco
veces por encima de los niveles observados en ratones de control (n = 6). Los niveles séricos de suPAR aumentan
significativamente durante 24 h, disminuyen 48 h después de la inyeccion de LPS, pero aun son significativamente
mas altos en comparacion con los controles. P <0,001 para ratones inyectados con LPS a las 24 h frente al control de
PBS, y frente a las 0 h. P <0,01 para ratones inyectados con LPS a las 48 h frente a las 0 h. En orina, los niveles de
suPAR inducidos por LPS fueron mas altos y alcanzaron su punto maximo 48 h después de LPS. P <0,001 para
ratones inyectados con LPS a las 48 h frente a 0 h, y frente a control de PBS en cualquier punto. P <0,01 para ratones
LPS alas 24 h frente a 0 h. Se generaron ratones hibridos renales en los que se extirpé un rifién de ratones de tipo
silvestre y después se injert6 un rifién Plaur’. Estos ratones hibridos se recuperaron completamente en los 14 dias
posteriores a la cirugia y tenian una funcién y estructura renal normales. Después, se inyectd a cinco ratones hibridos
una dosis baja Unica de LPS para estimular suPAR; tres ratones hibridos se inyectaron con PBS como control negativo.
Veinticuatro horas después, se extirparon los rifiones para el analisis EM. Las barreras de filtracion normales estaban
presentes en rifiones tanto de injerto como nativos en ratones hibridos de control negativo. La inmunohistoquimica de
uPAR muestra un bajo nivel de expresion de uPAR en glomérulos del rifién nativo de tipo silvestre, pero ninguno en
el rifdn de Plaur’ trasplantado. En contraste, los ratones hibridos inyectados con LPS muestran un borramiento
significativo del proceso podocitario tanto en el riién nativo como en el rifion injertado Plaur”-. Los ratones hibridos
inyectados con PBS muestran bajos niveles de expresion de uPAR en glomérulos del rifién nativo de tipo silvestre y
ninguno en el rifion Plaur’- trasplantado. Con los ratones inyectados con LPS, sin embargo, la inmunohistoquimica
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indica una fuerte expresion de uPAR en los glomérulos del rifion nativo de tipo silvestre. Curiosamente, también se
observa una fuerte sefial de suPAR en el rifién Plaur’ trasplantado, lo que indica depodsitos de suPAR inducidos
endogenamente en el rifion. También hubo borramiento prominente del proceso podocitario de podocitos en Plaur”
asi como en el rifion de tipo silvestre. Dado que los ratones Plaur’- generalmente estan protegidos de la proteinuria
inducida por LPS y el borramiento de podocitos, el borramiento de podocitos del injerto Plaur’ se explica mejor por
suPAR depositado que proviene del huésped de tipo silvestre que conduce a la activacion excesiva de la integrina 3
de podocitos en el injerto.

La elevacion prolongada de suPAR circulante provoca glomerulopatia de tipo FSGS

En tercer lugar, para explorar si la elevacion prolongada de suPAR en los sueros de ratones causa una glomerulopatia
progresiva, se disefiaron ratones de tipo silvestre que impulsan la expresion de suPAR de la piel. Se prepard un
plasmido suPAR de ratén basandose en una secuencia codificante conocida para suPAR secretado, que contiene los
dominios DI y DII. Como control, se generé un mutante de suPAR deficiente en unién a integrina 3. Este mutante
tiene una mutacion puntual en el dominio DIl y se denomind E134A. Los plasmidos se administraron a la piel de los
ratones mediante electroporacion in vivo en la piel. Ambas formas de suPAR de ratén se expresan igualmente bien
después de la electroporacion. GFP-EIF1B se usa como control de unién negativo. La expresion de la proteina se
confirma por inmunotransferencia separada para la proteina etiquetada con Flag o para la proteina etiquetada con
GFP. Para investigar si suPAR podria inducir una enfermedad glomerular progresiva, se usé la administracion in vivo
de genes de suPAR para mejorar la expresion de suPAR en los sueros de ratones electroporados. Los niveles de
suPAR en sueros y orina comienzan a aumentar dos dias después de la electroporacion, que se repitié una vez por
semana para una elevacion sostenida de los niveles de suPAR en sangre durante el transcurso del periodo de tiempo
analizado. El nivel sérico de suPAR alcanza su pico después de una semana. P <0,05 el dia 7 frente al dia 0 (antes
de la electroporacion inicial). Comparativamente, se observa mas suPAR en la orina. P <0,001 para los dias 7, 14 y
28 frente al dia 0; P <0,05 para el dia 28 frente al dia 7. No se observa diferencia en el nivel de suPAR en sangre u
orina para suPAR de tipo silvestre o el mutante de suPAR E134A, que sirve como control (n = 4 en cada grupo).

Se recogio6 orina diariamente antes y después de la administracion del gen suPAR para la medicion de albumina y
creatinina. Coincidiendo con el aumento de suPAR en los sueros de ratones, se indujo albuminuria y persistié durante
el curso de la investigacion de cuatro semanas. La albumina de orina aumenta significativamente el dia 7 después de
la electroporacion de suPAR inicial, y alcanza su punto maximo el dia 14 en ratones que expresan suPAR de tipo
silvestre. En contraste, no se observa albuminuria significativa en ratones que expresan E134A, lo que sugiere que la
unién de suPAR a la integrina 33 es una caracteristica importante de la lesion renal inducida por suPAR. P <0,05 para
ratones disefiados con suPAR el dia 7 frente a antes del tratamiento. P <0,01 para ratones disefiados con suPAR el
dia 14 frente a antes del tratamiento, o frente a ratones tratados con E134A el dia 7 o el dia 14.

Se seleccionan al azar cinco glomérulos de cada ratdn y la extension del borramiento del proceso podocitario se evalia
semicuantitativamente relacionando la longitud de la membrana basal glomerular cubierta por procesos borrados con
la longitud total de la membrana basal glomerular. Si bien el borramiento grave y prolongado del proceso podocitario
se encuentra después de cuatro semanas en ratones disefiados con suPAR de tipo silvestre, no se encuentra
borramiento significativo en ratones disefiados con el mutante E134A. Por lo tanto, se observd un borramiento
prominente del proceso podocitario compatible con la enfermedad glomerular en la ultraestructura de los podocitos
solo en ratones que expresan suPAR capaz de unirse a la integrina 33. Para estudiar si la glomerulopatia inducida por
suPAR se comporta mas como MCD o FSGS, los rifiones se analizaron mediante microscopia 6ptica e histoquimica.
Las anomalias en la morfologia renal se observan tan pronto como dos semanas después de la sobreexpresion inicial
del gen suPAR y se agravan durante cuatro semanas. La tincion con H&E y PAS reveld caracteristicas de una
glomerulopatia progresiva, incluyendo hipercelularidad, expansién mesangial, mesangiolisis y adhesiones de penacho
ocasionales. Cabe observar que, la deposicion de complejo inmune no se detectd en ninguno de los ratones
analizados. La puntuacion histopatolégica semicuantitativa reveld indices de una glomerulopatia progresiva que
recuerda a la FSGS temprana. Es importante destacar que, estos cambios estaban ausentes en ratones que expresan
el mutante de suPAR E134A incapaz de unirse a la integrina 3 (Figura 3).

Para estudiar adicionalmente el efecto causante de la enfermedad de suPAR, se bloqued su accién. Se administré un
anticuerpo monoclonal anti-uPAR a ratones disefiados para expresar altos niveles de suPAR en suero. Se trataron
con anticuerpos de bloqueo de uUPAR cada dos dias hasta cuatro semanas, los ratones de control recibieron la misma
cantidad de isotipo IgG (n = 4 para cada grupo). Se recogio orina todos los dias de ambos grupos y se ensayo para
determinar la proteina total y la creatinina. Si bien se encontré un aumento de la proteinuria en ratones con suPAR
elevado en suero que recibieron control de isotipo IgG, la administracion del anticuerpo anti-uPAR protegié a los
ratones de la enfermedad renal inducida por suPAR elevado en suero. P <0,05 para ratones suPAR que recibieron
control de isotipo el dia 7 frente a antes de la electroporacion inicial el dia 0, o frente a ratones tratados con anticuerpo
anti-uPAR el dia 7; P <0,01 para ratones suPAR que recibieron control de isotipo el dia 21 frente al dia 0, o frente a
ratones tratados con anticuerpo anti-uPAR el dia 21. El examen morfolégico de los rifiones en ratones que recibieron
cuatro semanas de tratamiento anti-uPAR indica mejores puntuaciones histopatoldgicas en comparacion con aquellos
animales que recibieron anticuerpo de control de isotipo (Figura 4). Segun lo indicado por la tincion H&E y PAS, no
hay dafio renal manifiesto con los ratones disefiados con suPAR que recibieron anticuerpo anti-uPAR. En contraste,
los ratones que recibieron anticuerpos de control muestran dafios renales significativos que recuerdan a la FSGS en
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una fase temprana, similar a lo observado con los ratones modificados por suPAR de tipo silvestre. El analisis EM
semicuantitativo muestra estructuras del proceso podocitario de podocitos significativamente mejoradas en el grupo
de tratamiento con anticuerpo anti-uPAR (es decir, solo borramiento focal), en contraste con los ratones con
sobreexpresion de suPAR que recibieron anticuerpo de control y desarrollaron borramiento grave del proceso
podocitario. P <0,01 para el control de isotipo IgG frente a ratones tratados con anticuerpo anti-uPAR en la relacion
del proceso podocitario pie borrado frente a la longitud total de GBM medida. En conjunto, estos datos sugieren que
la neutralizacion de la accion de suPAR puede mejorar la lesion renal inducida por suPAR.

ANALISIS

El presente estudio demuestra que suPAR es un factor sérico circulante que puede causar FSGS. Esta conclusion se
basa en los estudios en seres humanos que muestran niveles séricos elevados de suPAR en una poblaciéon de
pacientes con FSGS pediatricos y adultos y en modelos animales con sobreexpresién de suPAR disefiada que
desarrollan una enfermedad renal caracteristica de FSGS. Los altos niveles de suPAR en suero previos al trasplante
estan asociados con la presencia de FSGS nativo y también constituyen un riesgo significativamente mayor de FSGS
recurrente después del trasplante. Un afio después del trasplante de riiidn, los niveles de suPAR permanecen
significativamente elevados en pacientes que desarrollan recidiva de FSGS. El mecanismo de lesiéon causado por
suPAR asociado a FSGS es a través de la activacion de la integrina 3 en los podocitos, un evento suficiente para
iniciar el borramiento del proceso podocitario de los podocitos y proteinuria. El nivel de actividad de la integrina 3 del
podocitos que es impulsado por suPAR depende de la cantidad de suPAR en suero individual y posiblemente también
de la modificacion postraduccional de suPAR (es decir, el estado de glucosilacion), y parece ser independiente de los
niveles séricos totales de uPA, que esta en contraste con las asociaciones suPAR-uPA en algunas formas de cancer.
Por lo tanto, la interferencia en la patogénesis al eliminar suPAR de la circulacion puede proteger a un sujeto de una
lesion podocitaria mediada por suPAR. El nivel de suPAR debe reducirse a un nivel (medido como una cantidad
absoluta, concentracion en la circulacion, o cantidad relativa en comparacion con otra proteina sérica) suficiente para
detener o ralentizar la patogénesis de la enfermedad al reducir la actividad de la integrina B3 de podocitos.

Desde la primera descripcion clinica de la recidiva del sindrome nefrético después del trasplante de rifidn, ha habido
una creciente evidencia que sugiere la presencia de un factor de permeabilidad/FSGS circulante, tanto para FSGS
nativo como para FSGS trasplante. Savin y sus colegas propusieron la existencia de una proteina de glicol de 30 a 50
kDa en pacientes con FSGS, que podria eliminarse mediante plasmaféresis. Pero la identidad molecular y los
mecanismos de accién no han sido aclarados hasta ahora. Basandose en la demostracion de que el uPAR unido a la
membrana producido por los podocitos se induce en FSGS para activar patolégicamente la integrina 3, causando asi
el borramiento del proceso podocitario y la proteinuria, se adopté un enfoque candidato y se examind el papel de
suPAR circulante en FSGS. Después de observar altos niveles de suPAR en suero en los FSGS previos y posteriores
al trasplante, se crearon modelos murinos que podrian explorar la causa o naturaleza del efecto de suPAR.
Curiosamente, se encontraron diferentes formas de suPAR que corresponden a diferentes fragmentos de dominio en
los sueros de pacientes con FSGS, que tienen pesos moleculares que varian de 22 kDa a 45 kDa. Esto esta cerca del
rango molecular (de 30 kDa a 50 kDa) del factor de permeabilidad de FSGS predicho a partir del trabajo de Savin et
al.

El presente estudio proporciona un predictor medible del riesgo de FSGS en pacientes con FSGS antes y después del
trasplante. Como tal, aproximadamente el 75 % de los pacientes con FSGS tienen niveles elevados de suPAR en
comparacion con otras enfermedades glomerulares tales como MN, MCD y preeclampsia. Esto concuerda con la
patologia conocida que involucra anticuerpos del receptor de fosfolipasa A2 en MN y angiopoyetina tipo 4 o c-mip en
MCD. Dado que suPAR es detectable tanto en sujetos humanos sanos como en ratones normales, los niveles
fisioldgicos de suPAR o las combinaciones fisiolégicas del dominio suPAR no parecen ser dafinos. Pero puede haber
otros factores en los pacientes con FSGS que los hacen susceptibles a la enfermedad o su recidiva. Otra pregunta
interesante es, ¢ por qué algunos pacientes con FSGS sin niveles elevados de suPAR todavia desarrollan FSGS, asi
como FSGS recurrente? Una respuesta obvia seria que suPAR puede actuar en concierto con uPAR de podocitos y
esto podria conducir a FSGS incluso en ausencia de niveles mas altos de suPAR. Por lo tanto, puede garantizarse
reducir el nivel de suPAR en la circulacion de un sujeto por debajo de los niveles fisioldgicos.

METODOS
Pacientes

Se recogieron sueros de 78 pacientes con FSGS, 25 pacientes con enfermedad de cambio minimo (MCD), siete
pacientes con preeclampsia, 16 pacientes con nefropatia membranosa (MN), y 22 sujetos normales. Cabe apreciar
que se incluyeron dos pares de gemelos idénticos. En cada caso, mientras uno no estaba afectado, su hermano
gemelo tenia FSGS. Estos pacientes se incluyeron en siete centros médicos diferentes. El estudio fue aprobado por
la junta de revision institucional de cada centro participante. Para los pacientes con FSGS de trasplante, la edad al
trasplante era de 28,1 £ 15,7 afios para FSGS no recurrente, 26,6 + 15,7 afios para FSGS recurrente. La relacion
hombre frente a mujer era de 16:8 para FSGS no recurrente y 15:15 para FSGS recurrente. Todos los pacientes
trasplantados recibieron induccidon inmunosupresora y mantenimiento, asi como atencion previa y posterior al
trasplante (Renal Transplant Protocols, Royal Infirmary of Edinburgh, 42 Edicion, 2007). La recidiva se defini6 como
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una relacion de proteina de orina con respecto a creatinina en la mancha puntual >3,5 g/g durante los primeros 30
dias después del trasplante. Para aquellos pacientes con proteinuria renal nativa en el momento del trasplante, se
colocé una endoprotesis en el rifidon trasplantado para medir la proteinuria del trasplante y después se retiré en la
clinica ambulatoria 2-3 semanas mas tarde.

Genotipado de /ITGB3 para PlA;

El genotipado para el polimorfismo de integrina B3 PIA; (Leu33Pro) se realiz6 en donantes para pacientes con
trasplante de rifidn como se ha informado previamente (Salido et al., J. Am. Soc. Nephrol. 10:2599-2605, 1999).

Modelos murinos
Inyeccion de suPAR recombinante en ratones Plaur’

Para determinar si el suPAR circulante podria depositarse en el rifién y afectar la funcion de ultrafiltracion renal, se
inyectaron i.v. dosis crecientes: 2 ug, 10 ug o 20 ug de suPAR de ratén recombinante (R&D Systems) en ratones Plaur
- (hembra, 20 * 2,0 g) a través de la vena de la cola. Los ratones Plaur’- estaban originalmente en un fondo mixto del
75 % de C57BL/6 y el 25 % de 129, pero se retrocruzaron en ratones C57BL/6 durante diez generaciones antes de
cualquier uso. Se recogio6 la orina antes de la inyecciéon y cada 12 horas después de la inyeccion para el analisis de
albumina y creatinina. Veinticuatro horas después de la inyeccion, los ratones Plaur’ se sacrificaron y los rifiones se
congelaron para inmunofluorescencia.

Raton hibrido, trasplante y liberacion de suPAR mediada por LPS

Para determinar si el suPAR inducido endégenamente podria causar dafio podocitario, se establecid un modelo de
raton hibrido a través de trasplante de rifién cruzado. (n = 10). El rifién del lado derecho se recogié en bloque de
ratones Plaur’-. Este rifion Plaur’ se disefid como el rifion donante, mientras que los ratones de tipo silvestre con el
rindn derecho nativo extirpado fueron los receptores. Tenian un nivel inicial de uPAR en el glomérulo y un bajo nivel
de suPAR en la sangre. La cirugia de trasplante se realiz6 siguiendo un protocolo previamente publicado con una
ligera modificacion (Coffman et al., J. Immunol. 151:425-435, 1993; Han et al., Microsurgery 19:272-274, 1999). En
resumen, bajo anestesia, el rifidn del lado derecho, el uréter se recogio en bloque, incluyendo la arteria renal con un
pequefio manguito aortico y la vena renal con un pequefio manguito caval de los ratones Plaur’- (hembra, 20 + 2,0 g)
(Han et al., 1999). Los injertos se perfundieron in situ con 0,5 ml de lactato de Ringer frio que contenia 10 U/ml de
heparina.

Se realiz6 una anastomosis entre los manguitos vasculares y la aorta abdominal del receptor y la vena cava inferior
utilizando la técnica de sutura de extremo a lado. Finalmente, para la anastomosis del uréter, la vejiga receptora se
perforé con una aguja de 21 g, el uréter se atraveso, y el tejido periuretal se cosi6 a la pared exterior de la vejiga. La
supervivencia del injerto de rifidn fue seguida por examenes diarios de la salud general de los animales y los injertos
se monitorizaron mediante la medicion de creatinina sérica en sangre y nitrégeno de urea. Catorce dias después de
la cirugia, no se observo rechazo en ninguno de los ratones trasplantados.

Catorce dias después de la cirugia, se sacrificaron dos animales por microscopia de luz y electronica para analizar la
integridad estructural de los rifiones nativos y trasplantados. Cinco ratones hibridos se trataron con lipopolisacarido
(LPS) (Sigma) a 10 mg/kg de peso corporal, i.p. para inducir niveles de suPAR en la sangre, mientras que tres ratones
hibridos recibieron la misma cantidad de PBS que los controles. Veinticuatro horas después del tratamiento con LPS,
se extrajeron tanto los rifiones nativos como los trasplantados para microscopia electronica e inmunotinciéon para
suPAR.

Mutagénesis de sitio dirigido

La mutagénesis de sitio dirigido con los kits de mutagénesis de sitio dirigido QuikChange® Il XL (Stratagene) siguiendo
el protocolo del fabricante. El plasmido que lleva el ADNc de suPAR de raton (N.° de acceso de GenBank BC010309)
se us6 como plantilla. Se generaron diferentes pares de cebadores destinados a mutar la secuencia suPAR en DII.
Después de la mutagénesis del sitio, los mutantes uPAR recién creados se cotransfectaron en las células HEK con
plasmido de integrina B3 de ratdn, respectivamente. Después, se realizé6 una inmunoprecipitacion conjunta para
observar la capacidad de union de diferentes mutantes de suPAR con integrina 3. El mutante de suPAR que se
encontré deficiente en la unién de la integrina B3 (es decir, E134A) se eligio entonces para su uso posterior.

Entrega de genes in vivo y electroporacion

Para investigar si la elevacion sostenida de suPAR podria causar una enfermedad glomerular progresiva y FSGS, los
plasmidos que codifican suPAR de ratdn se expresaron en ratones de tipo silvestre. Bajo anestesia, se inyectd un
plasmido que codifica suPAR (dominios DI-DIl) (40 ug en PBS) por via intradérmica y bilateralmente en las patas
traseras, seguido de electroporacion in vivo con el sistema de administracion de ADN Derma Vax™ (Cyto Pulse
Sciences). Para el control, se generd un ratdn mutante con el plasmido suPAR, E134A, que era deficiente en la union
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de la integrina B3, como se ha descrito anteriormente. La administracion génica se hizo una vez por semana hasta
seis semanas. Se recogieron sangre y orina antes y después de cada administracion génica para su analisis. Cada
semana se sacrificaron cuatro ratones para examinar los rifiones.

Estudios de bloqueo

Para confirmar adicionalmente el efecto de suPAR, se eligieron aleatoriamente cuatro ratones sometidos a
administracion de genes suPAR in vivo para recibir anticuerpo uPAR monoclonal anti-ratéon (R&D Systems, 500 pg/kg),
mientras que los otros cuatro ratones recibieron la misma cantidad de control de isotipo IgG. En primer lugar, el
anticuerpo anti-uPAR se administré un dia después de la administracion inicial del gen suPAR, seguido de una vez
cada tres dias hasta cuatro semanas. La orina se recogi6 diariamente, y el rifion se recogid para su examen cuatro
semanas después de la administracion génica inicial.

suPAR en suero y medicion de uPA

La concentracion de suPAR circulante en sujetos humanos se cuantificé mediante el kit de inmunoensayo uPAR
humano Quantikine (R&D Systems) siguiendo el protocolo del fabricante. El suPAR de raton se evalué mediante un
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) interno (Tjwa et al., J. Clin. Invest. 119:1008-1018, 2009). La
concentracion de uPA en suero se midié mediante el kit ELISA para uPA IMUNBIND (American Diagnostic).

Citometria de flujo

Para cuantificar la actividad de la integrina B3 en los podocitos humanos, se realizé la citometria de flujo en un
instrumento FACScan y se analiz6 con el software Cellquest (Becton Dickinson). Brevemente, los podocitos humanos
completamente diferenciados se trataron con sueros humanos (5 %) o proteina recombinante suPAR durante 24 h.
Posteriormente, las células se eliminaron de las placas de cultivo y se resuspendieron. Se afiadié el anticuerpo AP5
(1:50) y se incubd durante 30 m a temperatura ambiente (TA). Después de un lavado suficiente con el tampdn de flujo,
las células se incubaron adicionalmente con el anticuerpo secundario IgG anti-ratén de cabra Alexa Fluor® 488
(Invitrogen, 1:500) durante 20 m. Las células se fijaron con paraformaldehido al 2 % (PFA) y se analizaron usando
FACScan (Becton Dickinson). Las células incubadas con el isotipo IgG1 se usaron como control de tincion negativa.

Cultivo y transfeccion celular

Los podocitos humanos condicionalmente inmortalizados se cultivaron como se ha descrito previamente (Saleem et
al., J. Am. Soc. Nephrol. 13:630-638, 2002). En resumen, los podocitos proliferaron y se mantuvieron a 33 °C en medio
RPMI-1640 (Invitrogen), que contenia FBS al 10 % e insulina transferrina-selenio al 1 % (Sigma). Los podocitos
cultivados se sembraron en cubreobjetos y se permitio la diferenciacion durante 14 dias a la temperatura restrictiva
del crecimiento de 37 °C antes de cualquier tratamiento. Para estudiar el efecto de diferentes sueros sobre los
podocitos, se elimind el medio de podocitos convencional y se cambié a medio RPMI-1640 que contenia sueros
humanos al 4 %. La proteina suPAR humana recombinante (R&D Systems) se utilizé a 1 mg/ml. Para investigar los
efectos celulares inducidos por suero debido a la activacion de la ruta de la uPAR-integrina B3, se incubd
conjuntamente un anticuerpo monoclonal anti-uPAR (R&D Systems, 1 mg/ml) y cycloRGDfV (Biomol, 1 mg/ml), un
inhibidor de la integrina avB3 con sueros de FSGS recurrente respectivamente. Veinticuatro horas después del
tratamiento, los podocitos humanos se fijaron con PFA al 4 % antes del marcado de inmunofluorescencia. Para
estudiar la interaccion de suPAR vy la integrina B3, se cultivaron células 293 de rifion embrionario humano (HEK) en
medio DEME que contenia FBS al 10 % a 37 °C. En el 90 % de confluencia, las células se cotransfectaron con
plasmidos uPAR unido a membrana de ratéon etiquetado con GFP o Flag (N.° de acceso de Genbank NM_011113) o
suPAR (N.° de acceso de Genbank BC010309) junto con los plasmidos que transportan integrina 33 de ratén (N.° de
acceso de Genbank NM_016780), GFP-E1F1B, que codifica un factor de inicio de la traduccién, y Flag-Raver, que
codifica una ribonucleo-proteina. La uniéon a PTB 1 también se cotransfecté para servir como control de union negativa
para estudios de coinmunoprecipitacion posteriores. La transfeccion se realizé con Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células HEK se
cosecharon para su uso posterior.

Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Para analizar la actividad de la integrina B3 en podocitos humanos cultivados, el cubreobjetos con podocitos fijados
se incubd con un tampén de bloqueo (suero de cabra al 5 %, suero de burro al 5 %) (véase la seccion Cultivo celular
para mas detalles) durante 30 m a TA, después con el anticuerpo AP5 (GTI, 1:50) durante 1 h. Después del lavado
tres veces con PBS durante 3 m cada uno, el anticuerpo secundario, IgG anti-ratén de cabra Alexa Fluor® 488
(Invitrogen, 1:1000) se afiadio y se incubd durante 45 m. Después, el cubreobjetos se lavd con PBS y se contratifié la
actividad de peroxidasa con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 3 mM, Invitrogen) durante 5 m. Las secciones se
deshidrataron y se montaron en Bio Mount (Bio Optica). La especificidad del etiquetado de anticuerpos se demostré
por la falta de tincion después de sustituir PBS y las inmunoglobulinas de control adecuadas (Invitrogen) por el
anticuerpo primario.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2765 006 T3

Para investigar la expresion de la actividad de uPAR e integrina 33 en glomérulos de ratdn, se cortaron criosecciones
de los bloques de tejido renal incorporados con OCT vy se fijaron en acetona fria durante 10 m. La seccién se incubd
con tampon de bloqueo durante 30 m, después con anticuerpo de ratén (1:1, para inmunotincion doble con uPAR) o
conejo (1:100, para inmunotincion doble con AP5) anti-sinaptopodina (obsequios del Dr. Peter Mundel, Universidad
de Miami) durante 1 h. Después del lavado con PBS, la seccion se incub6 adicionalmente con el anticuerpo uPAR
anti-ratéon de cabra (R&D Systems, 1:50) o el anticuerpo AP5 (1:50) durante 1 h, seguido del duo de anticuerpos
secundarios (Alexa Fluor® 488 y Alexa Fluor® 546, Invitrogen) correspondiente con los dos anticuerpos primarios
durante 45 m. Finalmente, la seccion se lavé en serie con PBS y H,O antes de montarla para el analisis por imagen.
Las imagenes se adquirieron por un microscopio confocal Leica TCS SP5 o un microscopio de fluorescencia Leica
DMIG000B.

Para examinar la actividad de la integrina 33 glomerular en seres humanos, se realizé una tincion inmunofluorescente
doble en los podocitos. Se obtuvo tejido renal a partir de biopsias renales de FSGS primaria (n = 9), FSGS recurrente
después del trasplante (n = 6), MCD (n = 5) y MN (n = 5). El polo sano de tres rifiones nefrectomizados con tumores
se us6 como control. Las muestras se fijaron en PFA al 4 % y se incluyeron en parafina. Las secciones se cortaron,
se desparafinaron y se rehidrataron, después se trataron con radiacién de microondas en tampon de citrato 10 mM
(pH 6,0) para recuperar antigenos. Posteriormente, las secciones se incubaron con avidina al 0,5 % (Sigma) y biotina
al 0,01 % (Sigma) para suprimir la actividad de unioén a avidina enddgena, y con peroxido de hidrégeno al 3 % para
bloquear la peroxidasa endégena. Después, las secciones se incubaron secuencialmente con el anticuerpo primario
AP5 (GTI, 1:50) durante 1 h, la IgG secundaria anti-ratén de cabra biotinilada (Invitrogen), y con la estreptavidina
marcada con peroxidasa (Invitrogen).

Inmunoprecipitacion y transferencia Western

Se realiz6 una inmunoprecipitacion conjunta para examinar la interaccion entre suPAR y la integrina B3 siguiendo los
protocolos publicados (Wei et al., Nature Med. 14:55-63, 2008). Brevemente, 24 horas después de la transfeccion con
los plasmidos deseados marcados con GFP o Flag, las células HEK se lisaron en tampén RIPA (Boston Bioproducts)
que contenia un céctel inhibidor de proteasa (Roche) durante 30 m en hielo. Después de la centrifugacion a 14.000
rpm durante 20 m, el sobrenadante (es decir, el lisado) se recogié y se midié su concentracion de proteina total. Los
lisados que portaban aproximadamente 500 mg de proteina total se incubaron después con las perlas de Flag, gel de
afinidad anti-Flag M2 (Sigma) durante una noche a 4 °C para extraer la proteina de fusion de Flag y su interactoma.
Después del lavado cinco veces con tampoén de lisis RIPA durante 10 m cada una, se recogieron las perlas Flag
mediante centrifugadora, se resuspendieron en el tampén de muestra NUPAGE LDS (Invitrogen) y se incubaron a
70 °C durante 10 m. Después de una breve centrifugacion, los eluatos (el sobrenadante que contiene la proteina de
fusion Flag y su interactoma) se recogieron entonces para la transferencia Western.

Para la transferencia Western, los eluatos, asi como los lisados HEK que sirvieron como controles de entrada de
coinmunoprecipitacion, se cargaron en el gel Bis-Tris al 4-12 % NuPAGE (Invitrogen) para electroforesis. Tras la
separacion, las proteinas se transfirieron a la membrana de PVDF. Después, la membrana se incubd con los
anticuerpos primarios anti-Flag (Sigma, 1:1000) o anti-GFP (Abcam, 1:1000) después del bloqueo con leche al 5 %
durante 1 h a TA o durante una noche a 4 °C. Después de un lavado suficiente en la solucién salina tamponada con
Tris/Tween-20 al 0,2 % (TBST), después, la membrana se incub6 con anticuerpo secundario anti-raton de cabra
(1:10.000 para Flag) o anti-conejo de cabra (1:10.000 para GFP) (Promega). Finalmente, las transferencias se
incubaron con sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Thermo Scientific) durante 5 m y se expusieron a
pelicula de autorradiografia Kodak (Kodak). Después, la pelicula se desarrolld utilizando un procesador Kodak X-
OMAT 2000A (Kodak).

Se us6 inmunoprecipitacion para determinar la presencia de suPAR en sueros humanos. Para cada reaccion, se
diluyeron 30 ml de suero humano de sujetos sanos o pacientes con FSGS recurrente con una solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) en un volumen total de 500 ml y se incubaron con 20 ml de perlas de agarosa de Proteina
A/G PLUS (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h a 4 °C. Después de la centrifugacion, las perlas se eliminaron y se
afnadieron al sobrenadante 3 mg de anticuerpo anti-humano uPAR (R&D Systems) de raton, asi como 20 ml de perlas
de agarosa de proteina A/G PLUS. La mezcla se incubd durante una noche a 4 °C antes del lavado cinco veces con
PBS durante 10 m cada vez. Después, el sobrenadante, en lo sucesivo en el presente documento denominado
pulldown de uPAR, se resuspendié en tampon de muestra LDS y se eluyd de las perlas de agarosa de Proteina A/G
PLUS. Para detectar la presencia de suPAR en sueros de pacientes con FSGS recurrente, el pull-down uPAR se cargo
en un gel Bis-Tris al 4-12 % NuPAGE, se transfirié a la membrana PVDF y después se transfirié con un anticuerpo
policlonal uPAR anti-humano de conejo (Santa Cruz, 1:200). Para saber si el sUPAR en suero esta en forma libre o
unido a la albumina, el pull-down de uPAR se cargé en el gel Bis-Tris al 4-12 % NuPAGE, y se transfirié contra un
anticuerpo de albumina anti-humano de raton (Abcam, 1:1000). Se cargé un ml de suero humano como control positivo
para la albumina humana. Para la inmunoprecipitaciéon inversa, el suero humano se sometié a pull-down por el
anticuerpo de albumina anti-humano anterior, y los precipitados se inmunotransfirieron con anticuerpo uPAR anti-
humano de conejo (Santa Cruz, 1:200) o anticuerpo de adiponectina anti-humano de conejo (Abcam, 1:1000)
respectivamente.

Microscopia electrénica de transmision, microscopia 6ptica e histoquimica
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Se realizé TEM como se describe por Wei et al. (2008). Los tejidos de rifidn de ratdn se examinaron y se puntuaron
por un nefropatélogo de manera ciega de acuerdo con un sistema de puntuacion descrito previamente (Crowley et al.,
J. Clin. Invest. 119:943-953, 2009). En resumen, los tejidos renales fijos se incrustaron en parafina, se seccionaron y
se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) y acido peryddico de Schiff (PAS). Las secciones de rifidn se clasificaron
basandose en la presencia y la gravedad de las anomalias en los glomérulos, los tubulos, los vasos y el intersticio. La
gravedad de las anomalias patologicas renales se calificd utilizando una escala semicuantitativa, en la que 0
representaba ninguna anomalia, y 1+, 2+, 3+ y 4+ representaban anomalias leves, moderadas, moderadamente
graves, y graves, respectivamente. Se obtuvo una puntuacién histolégica para cada rifion sumando los grados
individuales para los glomérulos, los tubulos y el intersticio mas un punto para determinar la presencia de dafio vascular
o estenosis arterial. El porcentaje de glomeruloesclerosis se define como el nimero de glomérulos con evidencia de
esclerosis dividido por el numero total de glomérulos en la seccion.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA unidireccional o prueba t de Student pareada o no pareada.
Se rechazé la hipétesis nula a un valor de P de 0,05. Los valores se presentan como media + D.E. a menos que se
indique de otro modo.

EJEMPLO 2

En este estudio, se evaluaron las implicaciones de suPAR en suero sobre la etiologia de la FSGS primaria, la respuesta
a la terapia, y la progresion de la enfermedad. El suPAR circulante se analizdé en dos cohortes de FSGS primaria
distintas, tratadas médicamente y probadas con biopsia que contenian nifios y adultos. Setenta pacientes pertenecian
al ensayo clinico aleatorizado de FSGS con base en América del Norte (FSGS-CT) y 94 pacientes pertenecian al
consorcio europeo para el estudio del sindrome nefrético resistente a los esteroides (PodoNet).

Se encontré que los niveles circulantes de suPAR estaban notablemente elevados en la mayoria de los pacientes con
FSGS tanto en las cohortes de FSGS-CT (84,3 %) como PodoNet (55,8 %), en comparacion con los sujetos de control
(5,4 %) (P <0,0001). En los subgrupos FSGS-CT, los niveles séricos de suPAR aumentaron minimamente en
pacientes tratados con ciclosporina, pero disminuyeron significativamente en pacientes tratados con micofenolato
mofetilo (MMF) (5064 pg/ml £ 292 pg/ml frente a 4113 pg/ml + 264 pg/ml, P <0,01). Ademas, Ademas, una disminucion
en los niveles séricos de suPAR en el transcurso de 26 semanas de tratamiento se asocid con el logro de una remision
completa estable. En la cohorte PodoNet, los pacientes con FSGS familiar o genética debido a una mutaciéon NPHS2
tuvieron niveles de suPAR mas altos que los casos no genéticos.

Este estudio muestra que los niveles de suPAR estan elevados en pacientes geograficamente y étnicamente diversos
y en pacientes con tipos genéticos/familiares y no familiares de FSGS. El cambio en suPAR circulante a lo largo del
tiempo inducido por diferentes regimenes terapéuticos y la correlacion con el estado de remision respalda el papel de
suPAR en la patogénesis de FSGS.

Niveles de suPAR circulantes elevados en cohortes de FSGS distintas

La suPAR circulante se midié en 110 sujetos de control, 70 pacientes con FSGS primaria de la cohorte FSGS-CT, y
94 pacientes con FSGS primaria de la cohorte PodoNet (Figura 5). Los sujetos de control tenian la misma edad que
los pacientes con FSGS de PodoNet. No hubo diferencias significativas en la distribucion por sexo en los grupos. En
comparacion con los sujetos de control, los niveles séricos de suPAR en pacientes con FSGS aumentaron
notablemente en ambas cohortes de FSGS (P <0,001 para FSGS-CT frente a control, PodoNet frente a control, FSGS-
CT frente a PodoNet). Usando un valor de corte de 3000 pg/ml para definir una concentracién anormal, el nivel inicial
de suPAR circulante se elevo en el 84 % de los pacientes con FSGS en FSGS-CT en comparacion con el 56 % de los
pacientes con FSGS en PodoNet. El nivel medio de suPAR fue mayor en la cohorte FSGS-CT que en la cohorte
PodoNet (4588 pg/ml + 203 pg/ml frente a 3497 pg/ml + 195 pg/ml, P <0,0001).

Caracteristicas de los pacientes con FSGS-CT

Los niveles de suPAR circulante, medidos a partir de sueros recogidos al inicio (W01) y después de 26 semanas (W26)
de tratamiento, se analizaron para determinar la correlacion con las variables demograficas y creatinina sérica,
albumina sérica, tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR) o proteinuria (Up/c). Si bien no se encontré que la
variable analizada fuera predictiva para el nivel de suPAR en W01, la albumina sérica tanto al inicio como a las 26
semanas, y Up/c a las 26 semanas se correlacionaron con el nivel de suPAR a las 26 semanas (Figura 6).

Para explorar el efecto del tratamiento sobre los niveles de suPAR en la circulacién, se analizaron muestras en
pacientes que fueron asignados aleatoriamente al brazo CSA o MMF/dexametasona del ensayo. Al inicio, no hubo
diferencias entre los dos brazos de tratamiento en edad al momento del muestreo, edad al inicio de la enfermedad,
género, raza, proteinuria, albumina sérica, creatinina sérica, o eGFR (Figura 7), asi como los niveles de suPAR
circulante mediante analisis univariado. Después de 26 semanas, sin embargo, el nivel de suPAR fue
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significativamente mayor en el brazo CSA que en el brazo MMF del estudio (P <0,01). Al examinar la alteracion desde
el inicio hasta las 26 semanas, el nivel de suPAR aumentd en el brazo CSA, pero disminuyd en el brazo MMF y los
cambios en los niveles de suPAR entre los dos brazos fueron significativos (P <0,05). En linea con la alteracion de
suPAR desde el inicio a las 26 semanas entre los dos grupos, también hubo una disminucién significativamente mayor
en Up/c (P <0,05) y creatinina sérica (P <0,001) en pacientes asignados al brazo MMF en comparacién con el brazo
CSA.

El resultado clinico para los pacientes con FSGS-CT se consider6 favorable si lograron la remision completa en la
semana 26. De los 70 pacientes en la cohorte FSGS-CT con muestras disponibles para el analisis de suPAR, nueve
lograron la remision completa en la semana 26 independientemente de tratamiento. Aunque no hubo un cambio
general significativo en los niveles de suPAR, suPAR aumenté claramente desde el inicio a la semana 26 en los cuatro
pacientes cuya proteinuria reaparecié en la semana 52, mientras que el nivel de suPAR disminuyé en los cinco
pacientes que alcanzaron una remision estable durante al menos seis meses. La misma tendencia se observd en
pacientes que lograron una remisiéon completa en la semana 52.

Para explorar aun mas las alternancias en los niveles de suPAR circulante en respuesta a la terapia, los pacientes se
estratificaron en respondedores cuyo suPAR en suero se elevo al inicio pero se redujo a menos de 3000 pg/ml después
de 26 semanas de tratamiento, y no respondedores cuyo suPAR permanecié alto (a o por encima) 3000 pg/ml)
después de 26 semanas de tratamiento. En total, hubo nueve respondedores: seis del brazo MMF y tres del brazo
CSA. No hubo diferencia de Up/c entre respondedores y no respondedores al inicio. Pero Up/c disminuyo
drasticamente desde el principio (6,43 + 1,84) hasta el final del tratamiento (0,33 + 0,15, P <0,001 frente al valor inicial)
y se estabilizd hasta 78 semanas (0,61 + 0,25, P <0,001 frente al valor inicial) para los respondedores de suPAR,
mientras que se redujo en menos del 40 % para los no respondedores de suPAR (4,95 + 0,49 al inicio frente a 3,06
0,62 al final del tratamiento, P <0,001).

En la cohorte FSGS CT, ninguno de los pacientes analizados para determinar los niveles de suPAR tenia una
enfermedad causante de una mutacién genética en NPHS2, INF2, o PLCE1.

Caracteristicas de los pacientes con FSGS PodoNet

En la cohorte PodoNet, el analisis de regresion multiple mostré que los niveles de suPAR circulante se correlacionaron
con creatinina sérica (P <0,01) y eGFR (P <0,05), pero no con proteinuria, o con la edad al inicio de la enfermedad,
edad en el muestreo, o con el sexo en la cohorte PodoNet. Como habia un nimero sustancial de casos familiares o
pacientes con FSGS con una mutacion genética definida (NPHS2), esta cohorte se estratific adicionalmente en dos
subgrupos, FSGS familiar/genética frente a no genética (Figura 8). No hubo diferencias con respecto a la edad al inicio
de la enfermedad, la edad en el muestreo, el desglose por sexo, eGFR, o el nivel de albumina y creatinina sérica entre
los dos subgrupos. Sin embargo, la proteinuria fue mayor en el subgrupo familiar/genético. Curiosamente, el nivel de
suPAR circulante fue significativamente mayor en el grupo FGSS familiar o genética, en comparacioén con los niveles
en los casos no genéticos de FSGS primaria (P <0,05).

En contraste con FSGS-CT, cuando los pacientes se asignaron aleatoriamente a terapia CSA o MMF, el tratamiento
en PodoNet fue a discrecion de los médicos tratantes. Para los fines del presente analisis, los pacientes se agruparon
de acuerdo con la medicacion que recibieron en el momento del muestreo de sangre: MMF o un inhibidor de la
calcineurina. La Figura 9 analiza las caracteristicas de los pacientes que recibieron MMF y los que no. En general, no
hubo diferencias significativas entre los dos grupos en funcion de sus caracteristicas demograficas o mediciones de
laboratorio (por ejemplo, proteinuria, albumina sérica, eGFR y creatinina sérica). Los niveles de suPAR circulante, sin
embargo, fueron significativamente mas bajos en el grupo tratado con MMF (P <0,05). Se observoé el mismo patrén en
pacientes que recibieron MMF y prednisona, en comparacion con los que recibieron otros medicamentos. En contraste,
no se observé diferencia en el nivel de suPAR entre los pacientes que recibieron CSA y los que no tuvieron CSA.
Finalmente, el nivel de suPAR circulante fue significativamente menor en los pacientes que recibieron MMF y
prednisona, en comparacion con los pacientes que recibieron CSA y prednisona (P <0,05).

ANALISIS

Se encuentran niveles elevados de suPAR en FSGS primaria. SUPAR podria entrar en el glomérulo y unirse a y activar
la integrina B3 en la base de podocitos para causar el borramiento del proceso podocitario y proteinuria. Se concluye
lo siguiente: (1) los niveles de suPAR circulante estaban marcadamente elevados en la mayoria de los pacientes con
FSGS primaria en dos cohortes distintas; (2) la terapia con MMF se asocié con una disminucion de suPAR sérico con
el tiempo; (3) una disminucion en los niveles de suPAR en el transcurso de 26 semanas de tratamiento en el FSGS-
CT se asoci6 con una remision completa clinicamente estable; y (4) en pacientes con FSGS primaria, los niveles de
suPAR fueron significativamente mas altos en casos familiares o aquellos con una mutacién de podocina definida.

Una fortaleza principal de este estudio es la determinacién de los niveles de suPAR en plasma en una muestra
heterogénea grande de pacientes con amplios antecedentes étnicos y raciales. Los pacientes estaban bien
caracterizados con fenol, normalmente con informacién sobre la respuesta al tratamiento y la funcion renal. Ademas,
la cohorte PodoNet incluye un subconjunto considerable de pacientes con una causa genética de FSGS. Los niveles
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consistentemente altos de suPAR en la circulacion subrayan el papel potencial de esta molécula en la patogénesis de
todas las formas de FSGS primaria.

Usando un valor de corte de 23000 pg/ml, el nivel de suPAR se elevd en un 56-84 % de los pacientes con FSGS en
estas dos cohortes distintas. Por lo tanto, un alto nivel de suPAR en suero es un rasgo caracteristico en la mayoria de
los casos de FSGS. Las diferencias en el nivel medio de suPAR y el nimero de pacientes con una concentracion
anormalmente alta entre las cohortes FSGS-CT y PodoNet pueden reflejar la edad mas joven del grupo europeo y las
diferencias raciales y étnicas. Las nifias en la cohorte PodoNet tenian niveles de suPAR mas altos que los pacientes
masculinos. Las diferencias de género también se han documentado en otro estudio que detallé niveles elevados de
suPAR. Este fendmeno, que no se observé en los pacientes estadounidenses con FSGS-CT, merece mas estudio.
Similar a los hallazgos de nuestro informe anterior compuesto por una mezcla de pacientes con FSGS primaria
heterogéneos que contenia aquellos en tratamiento médico y aquellos que recibieron un trasplante de rifidn, este
estudio muestra que los niveles elevados de suPAR en suero se correlacionan con la presencia pero no con la cantidad
de proteinuria. En la cohorte FSGS-CT, los niveles de suPAR circulante al inicio no se correlacionaron con ninguna de
las variables analizadas. En contraste, suPAR a las 26 semanas se correlacioné con albumina sérica y Upc a las 26
semanas. Esto sugiere que los cambios en el nivel de suPAR circulante en respuesta al tratamiento pueden reflejar la
causa subyacente del curso y proceso de la enfermedad de FSGS. Esto se ve reforzado por la observaciéon de que
una disminucién clara del nivel de suPAR a <3000 pg/ml dentro de los primeros seis meses de tratamiento fue
predictivo de una remision sustancial lograda durante los 12 meses posteriores. En el Ultimo escenario, los valores de
suPAR también podrian ser Gtiles como biomarcadores de la actividad de la enfermedad de FSGS.

Este estudio de dos cohortes distintas de FSGS primaria sugiere que las mediciones en serie de los niveles de suPAR
pueden proporcionar un biomarcador Gtil de respuesta al tratamiento. A diferencia de la cohorte PodoNet, en la que la
naturaleza y el momento de la terapia no se coordinaron con el muestreo de sangre para las mediciones de suPAR,
la FSGS CT ofrecio la oportunidad Unica de evaluar el efecto de los diferentes tratamientos porque las muestras de
suero y plasma se obtuvieron antes y después de 26 semanas del tratamiento con MMF o ciclosporina A. Las
observaciones indican que la terapia con MMF se asocié con una disminucion significativa en los niveles de suPAR
en contraste con el inhibidor de calcineurina que aumento la concentraciéon de suPAR en suero. Esto esta respaldado
por los datos de la seccion transversal de la cohorte PodoNet en la que los pacientes tratados con MMF exhibieron
niveles de suPAR significativamente mas bajos que los pacientes tratados con terapia con inhibidor de calcineurina.
Estos hallazgos sugieren que, si bien los inhibidores de calcineurina pueden tener un efecto beneficioso en pacientes
con FSGS, MMF podria tener un efecto biolégico diferente en las células que producen uno o mas factores circulantes.
Esto plantea la posibilidad de que los dos agentes tengan objetivos terapéuticos distintos y puedan actuar
sinérgicamente en el tratamiento de la enfermedad glomerular.

La relacion y las diferencias clinicas en la patogénesis y las respuestas al tratamiento entre casos genéticos y no
genéticos de FSGS primaria ha sido durante mucho tiempo tema de discusion. Se informé que la recidiva después del
trasplante también podria ocurrir en FSGS genética. En el estudio de pacientes con FSGS con mutacion NPHS?2,
Caridi et al. descubrieron que los resultados posteriores al trasplante de estos pacientes, incluida la posibilidad de
recidiva de proteinuria y respuesta a la plasmaféresis, fueron similares a la FSGS idiopatica clasica. Su estudio sugirid
que podria existir un factor de permeabilidad circulante en pacientes con FSGS con mutacién NPHS2, asi como en
aquellos sin una causa genética. De hecho, el mismo grupo analizé ademas cinco pacientes con SRNS autosémico
recesivo (NPHS2) para determinar la actividad de la permeabilidad glomerular en suero (Palb), y encontré una alta
Palb previa al trasplante en todos los casos, equivalente a los valores observados en la FSGS idiopatica. También
encontraron que la proteinuria posterior al trasplante se asocié con Palb alta, y ambas podrian disminuir por
plasmaféresis. En la cohorte PodoNet, los niveles de suPAR circulante fueron significativamente mayores en FSGS
familiar y FSGS con mutaciones NPHS2 documentadas. Este estudio sugiere que suPAR puede ser un factor FSGS
comun que se superpone a los cambios genéticos subyacentes (por ejemplo, mutaciones asociadas a FSGS en
NPHS1y TRPC6).

En conclusién, después de la identificacion inicial de suPAR como factor de permeabilidad circulante en FSGS
primaria, este estudio de dos cohortes FSGS distintas confirma que un alto nivel circulante de suPAR es caracteristico
de la mayoria de los pacientes con FSGS primaria. Aunque se justifican estudios adicionales, este estudio sugiere el
posible papel adicional de suPAR como un biomarcador independiente de la progresion de la enfermedad de FSGS
y/o la capacidad respuesta.

METODOS
Cohorte de ensayo clinico de FSGS (FSGS-CT)

FSGS-CT es un estudio controlado aleatorio que comparo la eficacia de la ciclosporina (CSA) con la combinacion de
micofenolato mofetilo (MMF) y dexametasona. Los criterios de inclusion clave fueron edad de 2-40 afios, eGFR >
40 ml/min por 1,73 m?, FSGS comprobada por biopsia, y resistencia a la terapia con corticosteroides. Los criterios de
exclusion incluyeron FSGS secundaria, obesidad o terapia experimental previa. Todos los sujetos recibieron lisinoprilo
o losartan en aquellos intolerantes al inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina. Los sujetos se trataron
durante 52 semanas. El resultado primario fue la normalizacién de la proteinuria definida como una relacién proteina
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en orina:creatinina (Up/c) <0,2 en una muestra de la primera orina de la mafiana después de 52 semanas de
tratamiento activo con los medicamentos del estudio. El resultado secundario principal se basé en el nivel de
proteinuria a las 78 semanas, seis meses después de la interrupcion de los farmacos del estudio. Los sujetos fueron
vistos 11 veces durante el periodo de tratamiento y, en cada visita, se midi6 la presion arterial y se obtuvieron sangre
y orina para determinar la creatinina sérica, eGFR, albumina, concentracién de colesterol y proteinuria (Gipson et al.,
Kidney Int'l 80:868-878, 2011). Las muestras de suero recogidas al inicio (W01) y 26 semanas (W26) en tratamiento
(n = 35 en cada brazo) se recuperaron del NIDDK Biorepository para la mediciéon de suPAR.

Cohorte PodoNet

PodoNet es un consorcio para el estudio clinico, genético y experimental del sindrome nefrético resistente a esteroides
(SRNS). Los criterios de inclusion son nifios (edad 0-18 afios) con SRNS basado en protocolos de gestion en los
centros médicos participantes y adultos con SRNS familiar. Los pacientes que fueron incluidos en este estudio tenian
FSGS comprobada por biopsia (n = 94). El tratamiento de los sujetos se determiné clinicamente y se gestiond por su
médico tratante.

Sujetos de control

Se obtuvieron muestras de plasma de 110 nifios y adolescentes caucasicos sanos (mujeres = 55), que tenian 0-18
afos de edad. Estos sujetos se reclutaron de la escuela primaria o secundaria en Rostock, y de la Medical Faculty of
the University of Rostock, Alemania. Los nifios que presentaron en el University Children's Hospital Rostock un estudio
de diagndstico antes de una cirugia menor o secundaria a enfermedades no inflamatorias como epilepsia y quejas
ortostaticas también aptos. Nifios con trastornos del crecimiento, antecedentes de fractura o desnutricién reciente,
infecciones agudas, concentracion sérica elevada de la proteina C reactiva (=5 mg/l) o creatinina (=2 SD) al momento
de lainscripcion, asi como aquellos con trastornos metabodlicos, enfermedades inflamatorias cronicas, y enfermedades
renales o hepaticas, se excluyeron. El estudio fue aprobado por el Hospital Ethics Committee (HV-2009-003), y se
obtuvo el consentimiento informado de los padres y/o participantes, si es apropiado. El suero y el plasma con EDTA
se dividieron en alicuotas, después se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis. Los niveles de suPAR en
controles de adultos sanos se incluyeron en el estudio original.

Ensayo de suPAR en suero

La medicién de suPAR en suero se realizd usando un kit de inmunoensayo de uPAR humano Quantikine (R&D
Systems).

Analisis estadistico

Las caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes y sujetos de control se compararon usando la prueba x? para
variables categoricas y las pruebas t de Student para variables continuas. El andlisis de regresion multiple para suPAR
circulante con otras variables se realizé con SPSS. Los datos se expresaron como media * error estandar de la media
(SEM). Todas las pruebas estadisticas fueron de dos colas, y P <0.05 se considerd significativo.

EJEMPLO 3

La glomeruloesclerosis focal y segmentaria (FSGS) reaparece después del trasplante de rifién en aproximadamente
un tercio de los individuos afectados y puede conducir a la pérdida de aloinjerto. Se investigé el efecto de suPAR sobre
los cambios ultraestructurales en los podocitos durante la FSGS recurrente o de novo. Se determiné el impacto de la
terapia sobre la estructura podocitaria.

Se realizd un estudio retrospectivo en un solo centro de 25 adultos que se sometieron a un trasplante renal y
desarrollaron FSGS recurrente o de novo. Se revisaron los cambios histopatolégicos, y los niveles de suPAR se
correlacionaron con los cambios podocitarios ultraestructurales. Se evalud su curso clinico y el efecto de la terapia
sobre el borramiento de podocitos.

Las biopsias de aloinjerto iniciales mostraron solo cinco sujetos con cambios consistentes con FSGS en microscopia
optica, y el grado de borramiento de podocitos varié del 15 % al 100 %. Los niveles medios (+ DE) de suPAR previos
al tratamiento fueron mayores entre aquellos con borramiento grave del proceso podocitario (=75 %) en comparacion
con aquellos con borramiento leve del proceso podocitario (<25 %) (11.773 pg/ml £ 5.595 pg/ml frente a 5.070 pg/ml
+ 1.277 pg/ml respectivamente; P = 0,02). Se administré una media de 21 (IQR: 10-23) sesiones de plasmaféresis.
Doce pacientes recibieron rituximab. Entre los respondedores, la creatinina sérica media mejoré de 3,1 mg/dl + 2,5
mg/dl a 1,9 mg/dl + 0,6 mg/dI (P = 0,048). La proteinuria media disminuy6é de 5,3 g/g+5,9g/ga1,6g/g+1,6g/g (P =
0,01) y el borramiento medio del proceso podocitario disminuy6 del 54% + 35% a 23% + 23% (P = 0,007).

La manifestacion patoldgica inicial de FSGS después del trasplante es el borramiento del proceso podocitario de

podocitos. El grado de borramiento esta estrechamente relacionado con el nivel de suPAR previo al tratamiento. La
respuesta a la terapia mejora el borramiento del proceso podocitario.
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Las caracteristicas demograficas y clinicas de los participantes se muestran en la Tabla 3. El tiempo medio hasta el
diagnostico de FSGS fue de 48 dias (rango intercuartil (IQR) de 4 dias a 350 dias) después del trasplante de rifion.
Antes del tratamiento, veinte (80 %) de los receptores tenian eGFR por debajo de 60 ml/min por 1,73 m?, mientras
que trece (52 %) tenian 3 g/g o mas de proteinuria. La duracion media del seguimiento fue de 16,0 meses + 20,1
meses. Media + desviacion estandar (DE).

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas (n = 25)

Hombres, n (%) 13 (52)
Raza negra, n (%) 13 (54)
Edad media en el trasplante, afios + DE 43 +12
Edad media en el diagndstico de FSGS, afios + DE 33+ 11
Duracién media de la dialisis, afios (IQR) 2(0,5-3)
Miccién previa al trasplante, n (%) 15 (60)
Diagnostico primario previo al trasplante, n (%)
FSGS 21 (84)
Otros 3(12)
Desconocido 1(4)
N.° de trasplantes en el momento de la recidiva de FSGS, n (%)
1 18 (72)
2 4 (16)
3 3(12)
Donante vivo, n (%) 15 (60)
Relacionado 4 (16)
No relacionado 11 (44)
Trasplante incompatible con ABO, n (%) 5 (20)

Tiempo medio con respecto al tratamiento posterior al

trasplante, dias (IQR) 48 (4 - 350)
Proteinuria media, g/g (IQR)
Previo al trasplante 23(1,1-7,7)
Pretratamiento 3,9(1,8-7,3)
Creatinina sérica media previa al tratamiento, mg/dl (IQR) 2,2(1,8-4)
eGFR medio previo al tratamiento, ml/min|1,73 m? (IQR) 35,1 (22,7 - 43,4)
suPAR medio previo al tratamiento, pg/ml (IQR) 6714 (5821-8557)

Veinticuatro sujetos tenian biopsias renales disponibles (en el momento del diagndstico de FSGS después del
trasplante); en diecisiete sujetos, la biopsia se realizé antes del inicio de la plasmaféresis y en seis poco después del
inicio de la terapia (media de 5 dias después del inicio del tratamiento, intervalo: 3-9 dias) para evaluar el grado inicial
de borramiento del proceso podocitario; un individuo no tuvo biopsia renal y otro no recibid terapia de plasmaféresis.
En la biopsia renal inicial, cinco de los sujetos tuvieron cambios histopatolégicos consistentes con FSGS en
microscopia optica (esclerosis segmentaria y depodsito de hilanina), 19 no tuvieron ningin cambio de FSGS en
microscopia optica en la biopsia inicial; el borramiento del proceso podocitario varié del 15 % al 100 %. Veintidos
individuos tuvieron seguimiento después de la terapia; cuatro de los sujetos que tuvieron cambios microscopicos
opticos continuaron teniendo los mismos cambios, y uno no tuvo ningun cambio de FSGS en la microscopia optica.
Pero cuatro sujetos adicionales desarrollaron cambios microscopicos 6pticos en la biopsia de seguimiento después
de la terapia, tres de ellos no respondieron a la terapia y perdieron su aloinjerto poco después de la recidiva, y uno
tuvo solamente una respuesta parcial a la terapia y perdié un aloinjerto un afio después.

Los niveles de suPAR previos al tratamiento se correlacionaron significativamente con la gravedad del borramiento
del proceso podocitario de forma gradual (Tabla 4). Los niveles medios de suPAR fueron mas de dos veces superiores
entre aquellos con borramiento grave del proceso podocitario (11.773 pg/ml + 5.595 pg/ml frente a 5.070 pg/ml + 1.277
pg/ml respectivamente; P = 0,02).

Tabla 4: Nivel medio de suPAR previo al tratamiento por grado de borramiento en la biopsia renal inicial (n =
14)

Borramiento medio de podocitos suPAR medio, pg/ml (DE)
<25 % (n = 5) 5.070 (1.277)

del 26 % al 74 % (n = 4) 8.109 (4.335)

275 % (n =5) 11.773 (5.595)

*Valor de P para las diferencias en las medias = 0,02

El tratamiento con plasmaféresis (PXP) comenzo en el momento de la FSGS recurrente o de novo que se manifiesta
por el inicio o empeoramiento de la proteinuria. Los sujetos completaron una media de 21 sesiones de plasmaféresis
(IQR: 10-23). Doce sujetos fueron refractarios a la plasmaféresis y recibieron infusion adyuvante de rituximab. Ocho
(32 %) sujetos tuvieron una remision completa, y otros 12 (48 %) individuos lograron una remisién parcial. Con el
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tratamiento (Tabla 5), la creatinina sérica media general mejoré de 3,1 mg/dl £ 2,3 mg/dl a 2,1 mg/dl + 1,2 mg/dl (P =
0,07), y el eGFR medio mejoré de 35,6 mi/min + 19,4 ml/min a 46,0 ml/min + 24,3 ml/min por 1,73 m? (P = 0,01).
Adicionalmente, entre los respondedores, la creatinina sérica disminuyd aun mas de 3,1 mg/dl £ 2,5 mg/dl a 1,9 mg/dl
+ 0,6 mg/dl (P = 0,48).

Tabla 5: Cambio en los parametros renales antes y después del tratamiento

general
Pre prgnéedlo + Post prglrznedlo + Valor p
Borramiento medio del proceso podocitario, %
Primera biopsia (n = 24) 59 + 33
General (n = 22) 60 + 33 29+ 30 0,002
PXP en solitario (n = 12) 70 + 31 35+ 30 0,01
PXP + rituximab (n = 10) 49 + 32 21+27 0,07
Creatinina sérica, mg/dl
General (n = 25) 31+23 2,1+12 0,07
PXP en solitario (n = 12) 31+19 21+14 0,16
PXP + rituximab (n = 12) 32, 2,1+0,88 0,28
Proteinuria, g/g
General (n = 24) 54+54 44+94 0,6
PXP en solitario (n = 12) 6,4+6,9 2,1+3,1 0,07
PXP + rituximab (n = 12) 44 +31 6,6+125 0,57
Proteinuria, g/g Pico Mas reciente
General (n = 24) 10,9+11,4 46+10 0,05
PXP en solitario (n = 12) 9,3+9,6 2,3+54 0,045
PXP + rituximab (n = 12) 12,5+ 12,7 7+12,7 0,3

Entre los que alcanzaron la remisién completa o parcial (Tabla 6), la proteinuria media disminuy6 significativamente
después del tratamiento de 5,3 g/g + 5,9 g/g a 1,6 g/g + 1,6 g/g (P = 0,01). En contraste, los individuos que no
respondieron al tratamiento tenian proteinuria persistente, que variaba de 4,2 g/g a 17,0 g/g. Las mejoras en estos
parametros clinicos se correlacionaron con los cambios observados en el borramiento del proceso podocitario, que
disminuy6 del 54 % £ 35 % al 23 % = 23 % (P = 0,007) en sujetos que lograron una remision completa o parcial, solo

15

uno desarrollé FSGS en microscopia optica.

Tabla 6. Cambio en los parametros renales antes y después del tratamiento en

respondedores

Pre promedio *

DE

Post promedio £

DE

Valor p

(continuacion)

Tabla 6. Cambio en los parametros renales antes y después del tratamiento en

respondedores

Borramiento medio del proceso podocitario, %

General (n =17) 54 + 35 23+23 0,007

PXP en solitario (n = 10) 67 + 34 30 + 26 0,017

PXP + rituximab (n =7) 34 + 27 14 + 14 0,1
Creatinina sérica, mg/dl

General (n = 20) 31+25 1,9+0,6 0,048

PXP en solitario (n = 11) 3,1+2 1,7+0,5 0,047

':;()P * rituximab (n = 342,96 21407 0,38
Proteinuria, g/g

General (n = 20) 53+59 1,6+1,6 0,01

PXP en solitario (n=11) 6,3+7,2 1,3+1,7 0,04

PXP + rituximab (n=9) 4,1+34 1,9+14 0,1
Proteinuria, g/g Pico Ultimo

General (n = 20) 83+8 1,2+1 0,0005

PXP en solitario (n=11) 8,8+9,8 0,7+0,7 0,017

PXP + rituximab (n=9) 7,6 +4,9 1,7+1,2 0,005

ANALISIS

Este estudio demuestra que el nivel de suPAR circulante antes del tratamiento de FSGS recurrente o de novo después
del trasplante renal se correlaciona significativamente con la gravedad del borramiento del proceso podocitario de
podocitos en el aloinjerto renal en el momento del diagnostico de FSGS. En segundo lugar, el estudio establecio que
el hallazgo patologico inicial de FSGS recurrente y de novo en el aloinjerto renal es el borramiento del proceso
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podocitario de podocitos, detectado por microscopia electronica, que puede extenderse de leve (<25 %) a grave
(275 %), y en algunos casos un borramiento completo en ausencia de cambios microscopicos épticos. En tercer lugar,
se demostrd que la respuesta completa o parcial a la plasmaféresis con o sin rituximab dio como resultado una mejora
significativa en el borramiento del proceso podocitario de podocitos.

Los datos amplian el papel recientemente descubierto de suPAR en FSGS. En el estudio de Wei y colegas,
aproximadamente dos tercios de los sujetos con FSGS primaria tenian concentraciones significativamente elevadas
de suPAR en comparacion con sujetos sanos y aquellos con otros sindromes nefréticos primarios. Ademas, los niveles
mas altos de suPAR antes del trasplante se observaron entre los sujetos con FSGS que desarrollaron recidiva de
FSGS después del trasplante renal. El estudio se basa en estos hallazgos al demostrar que entre los receptores con
FSGS recurrente o de novo después del trasplante renal, los niveles de suPAR se correlacionan con cambios
ultraestructurales en la estructura de los podocitos en seres humanos.

Ademas, los hallazgos demuestran la importancia potencial de medir los niveles de suPAR para predecir el riesgo de
recidiva de FSGS y estimar la cantidad de dafio posible en los podocitos del aloinjerto renal. Basandose en modelos
experimentales de ratones, los efectos de suPAR en los procesos del pie son a través de la union y activacion de la
integrina B3 que se expresa en los podocitos. Tomados en el contexto de la respuesta variable a la plasmaféresis con
o sin rituximab, sin embargo, se necesitan estudios prospectivos para determinar si el gen que codifica la integrina 3
(ITGB3) en el receptor o el aloinjerto renal también influye en el prondstico sobre el FSGS recurrente y la respuesta al
tratamiento. También queda por determinar si la plasmaféresis y la mejora inducida por rituximab en el borramiento
del proceso podocitario son paralelas a una disminucion en los niveles de suPAR circulante, y determinar qué
estrategia de tratamiento es superior para lograr una reduccion en los niveles de suPAR circulante.

Algunos han sugerido que el hallazgo mas inmediato en la FSGS recurrente es el borramiento del proceso podocitario;
sin embargo, hay datos clinicos limitados para confirmar esto. Si bien varios informes de casos han mostrado el
borramiento del proceso podocitario en receptores de trasplante renal con FSGS recurrente, solo uno informé cambios
en lamicroscopia electrénica antes del inicio de la terapia en un solo paciente con recidiva inmediata de FSGS después
de un trasplante de rifién de donante fallecido. En este informe, la biopsia del injerto una hora después del trasplante
mostré anomalias glomerulares menores con borramiento parcial del proceso podocitario en microscopia electronica.
La biopsia de protocolo a los tres meses para proteinuria persistente mostré una FSGS obvia bajo microscopia 6ptica.
La biopsia de aloinjerto renal después de un afio mostro la recuperacion del borramiento del proceso podocitario pero
aumenté la esclerosis global. Aunque recientemente se ha informado que el grado de borramiento del proceso
podocitario en las biopsias posteriores a la reperfusién en pacientes con FSGS con alto riesgo de enfermedad
recurrente puede predecir proteinuria recurrente después del trasplante, estos datos deberan validarse en una
poblacién diferente que incluya pacientes adultos con FSGS.

El estudio representa la serie de casos mas grande hasta la fecha que confirma que el cambio detectable mas
temprano en la FSGS recurrente después del trasplante renal es el borramiento del proceso podocitario, y demuestra
que el diagnéstico temprano y el tratamiento de FSGS recurrente pueden dar como resultado una mejora o resolucion
del borramiento del proceso podocitario y los parametros renales clinicos, tales como funcién renal del aloinjerto y
proteinuria.

En resumen, se demuestra que los niveles de suPAR previos al tratamiento se asociaron con la gravedad del
borramiento del proceso podocitario de podocitos en el momento del diagndstico de FSGS después del trasplante.
Adicionalmente, se establece que el borramiento del proceso podocitario de podocitos detectado por microscopia
electronica es el primer cambio ultraestructural durante la FSGS recurrente humana y de novo después del trasplante
de rifién. Ademas, una respuesta completa o incluso parcial a la plasmaféresis con o sin rituximab dio como resultado
una recuperacion completa o parcial del borramiento del proceso podocitario. Estos hallazgos resaltan la necesidad
de ensayos prospectivos para determinar si la disminucion de los niveles de suPAR antes o después del trasplante
renal previene la recidiva de FSGS y la necesidad de estudios adicionales para determinar si otros factores de
receptores y donantes afectan al riesgo de recidiva de FSGS. Ademas, el estudio también respalda la necesidad de
evaluar el papel de los cambios de microscopia electronica para monitorizar la respuesta y determinar la duracion
adecuada de la terapia.

METODOS
Disefio y poblacion del estudio

Se realiz6 un estudio observacional retrospectivo de todos los receptores adultos de trasplante renal que se sometieron
a un trasplante renal entre el 1 de enero de 2003 y el 31 de diciembre de 2011, y desarrollaron FSGS recurrente o de
novo después del trasplante de rifidn en un solo hospital terciario. Se identificaron 105 receptores de trasplante renal
de 18 afios de edad y mayores. Noventa y tres tenian FSGS nativa comprobada por biopsia renal; 12 tenian un
probable diagnéstico de FSGS. Veinticinco individuos desarrollaron FSGS de novo (n = 4) y FSGS recurrente (n = 21)
después del trasplante renal. La FSGS recurrente se definié por la presencia de proteinuria (mas de 1 g/24 horas) en
individuos que estaban anuricos antes del trasplante renal (ocho anuricos y dos desconocidos) o empeoramiento de
la proteinuria entre aquellos que no estaban anuricos antes del trasplante renal (n = 15). La FSGS de novo se definio
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como el nuevo inicio de proteinuria después del trasplante renal en un receptor cuya causa principal de ESRD no se
atribuy6 al FSGS. El diagndstico se confirmé por la presencia de borramiento del proceso podocitario de podocitos en
la biopsia de aloinjerto obtenida antes o en los 14 dias posteriores al inicio del tratamiento. La Johns Hopkins University
School of Medicine Institutional Review Board aprobé este estudio.

Recopilaciéon de datos

Los datos sociodemograficos y clinicos se extrajeron de los historiales médicos de pacientes mediante la doble entrada
de datos desde el momento del trasplante renal hasta tres afios después del trasplante renal, o el Ultimo seguimiento
clinico disponible. Las caracteristicas clinicas del donante recopiladas incluyeron el estado vital del donante, la relacion
con el receptor, y la compatibilidad ABO con el receptor. Las caracteristicas clinicas del receptor incluyeron la edad
en el momento del diagndstico de FSGS, la causa principal de ESRD, el nimero de trasplantes renales previos, la
duracion entre los que recibieron dialisis, la creatinina sérica y la proteinuria definidas por la relacion proteina-creatinina
en orina. La tasa de filtracion glomerular (eGFR) se estimo utilizando la ecuacion CKD-Epi que se ajusta por edad,
sexo y raza (Levey et al., Ann. Intern. Med. 150:604-612, 2009). Los receptores se trataron con plasmaféresis. Aquellos
con proteinuria persistentemente significativa también recibieron una o dos infusiones de rituximab. La respuesta
completa se definié por una disminucién de la proteinuria por debajo de 1 g/g al finalizar el ciclo de tratamiento y/o en
la Ultima cuantificacién disponible de proteinuria. La respuesta parcial a la terapia se defini6 como una disminucion de
la proteinuria al final del tratamiento en un 50 % desde el nivel maximo de proteinuria, pero con proteinuria restante
de 1 g/g o mas al final del tratamiento. La histopatologia renal se evalué por un patélogo renal utilizando microscopia
optica, inmunofluorescencia y microscopia electronica. El grado de borramiento del proceso podocitario de podocitos
se baso en informes de biopsia, asi como en evaluaciones secundarias de la microscopia electronica por un segundo
patélogo renal ciego con respecto al informe de biopsia original y al resultado del receptor. Estas dos evaluaciones se
promediaron a continuacion para obtener el borramiento medio del proceso podocitario de los podocitos, que se
clasificé6 como <25 % (leve), 25 % -74 % (moderado), y del 75 % o mas (grave). Los resultados iniciales de la
microscopia electronica se obtuvieron de biopsias renales realizadas antes o poco después del inicio de la terapia. El
borramiento del proceso podocitario después del tratamiento se evalud a partir de biopsias renales realizadas después
de la finalizacién de las sesiones de plasmaféresis o después de la infusion de ritixumab en casos refractarios. Entre
los receptores con suero almacenado disponible antes del inicio del tratamiento, se midieron los niveles de suPAR
utilizando el inmunoensayo uPAR humano Quantikine (R&D Systems) siguiendo el protocolo del fabricante en la
University of Miami School of Medicine.

Analisis estadistico

Se realizaron analisis descriptivos para evaluar las distribuciones de las caracteristicas sociodemograficas y clinicas
iniciales de los receptores. Los niveles medios de suPAR de pretratamiento se compararon en las tres categorias de
borramiento del proceso podocitario inicial mediante la prueba de Kruskal-Wallis. EI cambio en el borramiento medio
de podocitos, la funcién renal, la proteinuria y los niveles de suPAR desde el inicio hasta el post-tratamiento se
evaluaron entonces mediante la prueba t de Student pareada. Estas comparaciones se realizaron utilizando la
poblacién general del estudio y después se restringieron solo a los receptores que obtuvieron una respuesta parcial o
completa al tratamiento. Todos los analisis estadisticos se realizaron con Stata/MP version 11.2 (StataCorp).
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REIVINDICACIONES

1. Un cartucho inmunosorbente especifico para el receptor soluble de urocinasa (suPAR), en donde el cartucho
comprende:

(i) una entrada;

(i) un soporte;

(iii) uno o mas anticuerpos especificos de suPAR o porciones funcionales de los mismos que estan unidos al
soporte;

(iv) una salida;

(v) un alojamiento que contiene el soporte en el mismo; y

(vi) una ruta de fluido a través del alojamiento que conecta la entrada y la salida;

en donde el suPAR en una fase fluida de sangre, plasma o suero ingresa en la entrada, sigue la ruta de fluido a través
del alojamiento y sale por la salida, se inmoviliza a través de la formacion de un complejo inmune entre el sUPAR y los
anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, y su unién al soporte; y en donde el cartucho esta configurado
para su insercion en un aparato de aféresis.

2. El cartucho de la reivindicacion 1, en donde el cartucho puede unirse a 2 ug a 10 ug de suPAR.

3. El cartucho de la reivindicacion 1, en el que el soporte se selecciona del grupo que consiste en al menos una
membrana permeable a fluidos, una o mas fibras porosas, y una pluralidad de particulas.

4. El cartucho de la reivindicacion 1, en el que el alojamiento esta configurado para al menos filtracion por membrana
o cromatografia en columna.

5. El cartucho de la reivindicacioén 1, en el que el anticuerpo o la porcién funcional del mismo:

(i) estan unidos reversiblemente al menos al soporte; o
(i) estan unidos irreversiblemente al soporte.

6. El cartucho de la reivindicacion 1, que comprende ademas un envase aséptico que rodea el alojamiento para
mantenerlo, la entrada, y la salida en condiciones estériles y apirégenas.

7. Uno o mas anticuerpos especificos de suPAR, o porciones funcionales de los mismos, para su uso en un método
de tratamiento de enfermedad renal proteinurica en un sujeto, en donde los anticuerpos forman parte de un cartucho
inmunosorbente que comprende:

(i) una entrada;

(i) un soporte;

(iii) uno o mas anticuerpos especificos de suPAR o porciones funcionales de los mismos que estan unidos al
soporte;

(iv) una salida;

(v) un alojamiento que contiene el soporte en el mismo; y

(vi) una ruta de fluido a través del alojamiento que conecta la entrada y la salida;

y en donde el suPAR en una fase fluida de sangre, plasma o suero del sujeto entra en la entrada, sigue la ruta de
fluido a través del alojamiento y sale por la salida, se inmoviliza a través de la formacién de un complejo inmune entre
el suPAR y los anticuerpos, o porciones funcionales de los mismos, y su union al soporte.

8. Uno o mas anticuerpos especificos de suPAR para el uso de la reivindicacién 7, en donde en el método de
tratamiento del receptor soluble de urocinasa (suPAR) se elimina de la circulacién de un sujeto, y el método
comprende:

(a) poner en contacto extracorpoéreo dicho cartucho inmunosorbente en condiciones de unioén con sangre, plasma
o suero como una fase fluida obtenida del sujeto, en donde la fase fluida comprende suPAR y otras proteinas
plasmaticas;

(b) separar un complejo inmune, que esta compuesto por suPAR unido a los anticuerpos especificos de suPAR, o
porciones funcionales de los mismos, de al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas no complejadas en
la fase fluida fuera del cuerpo del sujeto; y

(c) devolver al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas a la circulacién del sujeto.

9. Uno o mas anticuerpos especificos de suPAR para el uso de la reivindicacién 8, comprendiendo ademas el método:
(i) antes de (b), inmovilizar el complejo inmune en al menos el soporte;

(ii) después de (a), separar las proteinas plasmaticas de al menos células seleccionadas del grupo que consiste
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en eritrocitos, leucocitos, trombocitos y combinaciones de los mismos;

(iii) antes de (a), separar las proteinas plasmaticas de al menos células seleccionadas del grupo que consiste en
eritrocitos, leucocitos, trombocitos y combinaciones de los mismos; o

(iv) antes de (b), separar las proteinas plasmaticas de al menos células seleccionadas del grupo que consiste en
eritrocitos, leucocitos, trombocitos y combinaciones de los mismos.

10. Uno o mas anticuerpos especificos de suPAR para el uso de la reivindicacion 8, en donde el método de tratamiento
comprende ademas afiadir uno o mas anticoagulantes a la fase fluida.

11. Uno o mas anticuerpos especificos de suPAR para el uso de la reivindicacién 8, en donde:

(i) el complejo inmune se separa de al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas mediante filtracion por
membrana o cromatografia en columna; y/o

(ii) el suUPAR se elimina de la circulacion en 10 a 20 rondas de union entre una fase fluida y uno o mas anticuerpos
especificos de suPAR, o porciones funcionales de los mismos.

12. Uno o mas anticuerpos especificos de suPAR para el uso de la reivindicacion 8, en donde de al menos el 20 %
hasta al menos el 30 % de suPAR que circula en un paciente antes de la etapa (a) se elimina en una sola ronda.

13. Uso de un cartucho inmunosorbente como se define en la reivindicacion 1 para la eliminacion extracorpérea de
suPAR de la sangre de un paciente, en el que la sangre tratada debe devolverse a la circulacion del paciente.

14. Un método para eliminar suPAR de una fase fluida de un sujeto, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto extracorporeo la fase fluida, que esta compuesta por suPAR y ofras proteinas plasmaticas
obtenidas del sujeto, con uno o mas anticuerpos especificos de suPAR, o porciones funcionales de los mismos,
en donde los anticuerpos forman parte de un cartucho inmunosorbente de acuerdo con la reivindicacion 1, en
condiciones de union; y

(b) separar un complejo inmune, que esta compuesto por suPAR unido a los anticuerpos, o porciones funcionales
de los mismos, de al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas no complejadas en la fase fluida fuera del
cuerpo del sujeto, en donde al menos algunas de las otras proteinas plasmaticas son para el retorno a la circulacion
del sujeto.
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Figura 1
suPAR
Figura 2
Integrina B3 activa (tincion de AP5) en biopsias renales
Enfermedad Numero de % de esclerosis % de glomérulos
glomerulos focal AP5 positivos

Control (n=3} 32,7+4,2 0,0+£0,0 0,000
FSGS primaria (n=9) 10,1+23 31+7,3 60,2+39,3 *
FFSGS recurrente (n=6) 9,3+1,0 31,8+5,4 77,8 £ 18,5 **
MCD {n=5) 1014 0,0+0,0 17+21,1
MN (n=5) 1016 0,0£00 10,8+15,1
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Figura 5

Distribucion de edad (afos) y sexo de Ia poblacuon de estudio

Contral FSGS-CT PodoNet

Edad en el muestreo

0-2 12 8
3-12 62 17 55
13-18 36 27 31
>18 26
Edad al inicio de la enfermedad
0-2 1 29
3-12 20 53
13-18 24 12
>18 25
Sexo
Mujer 50 31 56

Hombre 50 39 38
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Analisis de regresion multiple de suPAr en GSGS-CT

| — VanrdeP R
SUPARWO1  suPARW26

Edad al inicio 0,06 0,98

Edad en el muestreo 0,15 0,58

Sexo 0,06 0,33

Raza 0,73 0,07

Up/c WOl 0,52 0,05
Alblimina sérica W01 0,81 0,02
Creatinina sérica W01 0,12 0,86

eGFR W01 0,24 0,83

Up/c W26 0,02
Albumina sérica \W26 0,02
Creatinina sérica W26 0,95

eGFR W26 0,06
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Figura 7

Caracteristicas FSGS CT iniciales por tratamiento, analisis univariado

Valof de p 7

CSA(N=35)  MMF(N=35) -

Edad al inicio 18,43 £1,76 17,29 + 1,65 0,60
Edad en el muestreo 19,89 +£1,79 18,26 £ 1,64 0,47
Mujeres (%) 13 (37,14%) 18 (51,42%) 0,28
Raza negra 11 (31%) 12 (34%) 0,50
Up/c (g/g) 5,41+ 0,77 4,59 + 0,53 0,40
Albumina sérica 3,07 +0,15 3,13+0,13 0,90
(mg/dl)

Creatinina sérica 1,18 £ 0,12 1,00 £ 0,09 0,25
(mg/d!) :

eGFR 118,20+ 10,34 122,60+9,24 0,53
SUPAR (pg/ml) 4721+319,9 4311+224,4 0,36
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Figura 8

Caracteristicas de PodoNet por etiologia

aor da B
Edad al inicio 5,24+0,78

Edad en el muestreo 8,36+ 1,06 10,53+ 0,63 0,06
Mujeres (%) 20(71,42%) ‘36 (54,54%) 0,13
Proteinuria (g/m?2/d) 3,27+0,76 1,68 + 0,35 0,03
Albumina sérica (mg/ 2,96+ 0,21 3,43+£0,13 0,07
dl)

Creatinina sérica (mg/r 0,91+0,13 0,69 0,07 0,19
dl) .
eGFR 1049+ 20,86 110,2 £ 9,29 0,06
Figura 9

Caracteristicas de PodoNet por tratamiento

o MIME(N=17)- Otros (N=77) . ValordeP
Edad al inicio 4,83-+0,99 6,41 +£0,51 0,17
Edad en el muestreo 11,07 £ 1,29 9,62+ 0,60 0,22
Muijeres (%) 8 (47,05%) 48 (62,33%) 0,13
Proteinuria (g/m?/d) 1,59+ 0,68 2,25+0,39 0,18
Albimina sérica (mg/ 3,21+ 031 3,31%0,12 0,86
dl) ' ‘ :
Creatinina sérica (mg/ 0,82+0,13 0,74+ 0,07 0,66
di)
eGFR 91,60+10,82 @ 112,2+10,90 0,89
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