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RESUMO

Zen RC. A barreira glomerular em diferentes glomerulopatias: biomarcadores em
sindrome nefrotica [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo
Paulo; 2021.

A Doenca de Lesdo Minima e a Glomeruloesclerose Segmentar e Focal sdo as duas
principais causas de sindrome nefrotica. Ambas ainda néo dispdem de um biomarcador
sérico ou urinério para diagndstico ou progndstico, necessitando de bidpsia renal para
essas avaliacOes. Estudos com CD80 urinario foram realizados em populacéo pediatrica
com bom resultado no diagnostico de Doenga de Lesdo Minima, contudo, a pesquisa de
fatores circulantes para a Glomeruloesclerose Segmentar e Focal é controversa. Dessa
forma, nossos objetivos sdo de estabelecer se 0 CD80 urinario podera ser usado para
diagnostico de Doenca de Lesdo Minima e o SuPAR sérico para diagnostico de
Glomeruloesclerose Segmentar e Focal em populacdo adulta brasileira, além de
determinar se esses biomarcadores tém utilidade prognostica. METODOS: Trata-se de
um estudo prospectivo, no qual foram coletadas amostras de urina e sangue de pacientes
internados na enfermaria do servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas de Séo Paulo,
no periodo de janeiro de 2018 a janeiro de 2020, para realizacdo de biopsia renal
diagnostica. Foram analisados o CD80 urinario e o0 SUPAR sérico desses pacientes a época
da biopsia renal, aléem de creatinina e albumina séricas, relacdo proteina/creatinina
urinaria ou proteinuria de 24h a época da bidpsia renal e apds seis messes desta.
RESULTADOS: Foram avaliados 70 pacientes e 10 individuos saudaveis que formaram
0 grupo controle. Os pacientes apresentaram uma mediana de idade de 39 (14 — 75) anos,
creatinina sérica de 1,28 (0,45 — 8,5) mg/dl, albumina sérica de 2,55 (0,9 — 4,6) g/dl e
relacdo proteina/creatinina urinaria de 3,46 (0,19 — 19) g/g, sendo 43 mulheres (60,5%).
Os diagnosticos das bidpsias renais foram agrupados para analise da seguinte forma: 18
biopsias com Glomeruloesclerose Segmentar e Focal, 14 com Nefropatia Membranosa, 5
com Doenca de Lesdo Minima e 33 que chamamos de outras glomerulopatias. Ndo houve
diferenca do CD80 entre os pacientes com Doenca de Lesdo Minima versus os com
Glomeruloesclerose Segmentar e Focal, Nefropatia Membranosa ou grupo controle,
assim como o0 SUPAR sérico ndo foi significantemente mais elevado na
Glomeruloesclerose Segmentar e Focal. Entretanto, o CD80 urinario correlacionou-se
positivamente com a sindrome nefrotica independentemente do tipo de doenga glomerular
e nenhum desses biomarcadores se correlacionou com proteindria apds seis meses de
seguimento. CONCLUSAO: O CD80 em adultos pode servir como marcador de
sindrome nefrética, porém, sem especificidade para Doenca de Lesdo Minima. Ja o
SUPAR ndo demonstra utilidade em avaliagdo diagnostica ou prognostica.

Descritores: Biomarcadores; Glomerulonefrite; Nefropatia de lesbes minimas;
Glomeruloesclerose segmentar focal.



ABSTRACT

Zen RC. The glomerular filtration barrier in different glomerular diseases: biomarkers
in nephrotic syndrome [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sdo Paulo”; 2021.

Minimal Change Disease and Focal Segmental Glomerulosclerosis are the two main
causes of nephrotic syndrome. Both still do not have a serum or urinary biomarker for
diagnosis or prognosis, requiring renal biopsy for these evaluations. Studies with urinary
CDB80 were carried out in a pediatric population with good results for Minimal Change
Disease diagnosis, however, the investigation of circulating factors for Focal Segmental
Glomerulosclerosis are very controversial. Thus, the objectives of the study are to
establish whether urinary CD80 can be used for diagnosis of Minimal Change Disease in
adults and whether serum suPAR can be used in the diagnosis of primary Focal Segmental
Glomerulosclerosis in our adult population, in addition to determining whether these
biomarkers can be used as a prognostic assessment of these diseases. METHODS. This
is a prospective study, in which urine and blood samples were collected from inpatients
of the Nephrology service of the Hospital das Clinicas de Sdo Paulo, from January 2018
to January 2020, for renal biopsy diagnosis. The urinary CD80 and serum suPAR of these
patients were analyzed at the time of the renal biopsy, in addition to serum creatinine and
albumin, urinary protein/creatinine ratio or 24-hour proteinuria at the time of the renal
biopsy and after six months of it. RESULTS. 70 patients and 10 healthy individuals who
formed the control group were evaluated. Patients had a median age of 39 (14 — 75) years,
serum creatinine 1.28 (0.45 — 8.5) mg/dl, serum albumin 2.55 (0.9 — 4.6) g/dl, urinary
protein/creatinine ratio of 3.46 (0.19 — 19) g/g and the distribution of gender with 43
women (60.5%). The diagnoses of renal biopsies were grouped for analysis as follows:
18 biopsies with Focal Segmental Glomerulosclerosis, 14 with Membranous
Nephropathy, 5 with Minimal Change Disease and 33 which we call other
glomerulopathies. There was no difference in CD80 between patients with Minimal
Change Disease versus those with Focal Segmental Glomerulosclerosis, Membranous
Nephropathy or control group, as well as serum suPAR was not significantly higher in
Focal Segmental Glomerulosclerosis. However, urinary CD80 was positively correlated
with nephrotic syndrome regardless of the type of glomerular disease. CONCLUSION.
CD80 in adults can serve as a marker of nephrotic syndrome, but without specificity for
Minimal Change Disease. SUPAR, on the other hand, does not show usefulness in
diagnostic or prognostic evaluation.

Descriptors: Biomarkers; Glomerulonephritis; Nephrosis lipoid; Focal segmental
glomerulosclerosis.



1. Introducéao

1.1.  Doengas glomerulares

Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, estima-se que, no mundo, existam 850
milhGes de pessoas com algum tipo de doenca renal. No Brasil, esse nimero se aproxima
de 10 milhdes, sendo a hipertenséo arterial sisttmica e o diabetes mellitus suas principais

causas, seguidas pelas glomerulopatias.

Apesar de ser a terceira causa conhecida de doenca renal crbnica, o registro de
pacientes acometidos por doencgas glomerulares ndo € preciso, e isso acontece pela
dificuldade do diagndstico, muitas vezes prejudicado pela variedade de sinais e sintomas
que os pacientes apresentam, como doenca insidiosa ou, até mesmo, assintomatica, com
alteracdes somente de exame de urina. Além disso, ha necessidade de bidpsia renal para
a conclusdo diagndstica, procedimento invasivo e nem sempre disponivel nos centros de

atendimento a saude.

A doenca glomerular pode ser priméaria, com acometimento exclusivamente renal e
muitas vezes sem uma causa conhecida, ou secundaria, quando esta associada a alguma
doenca sistémica. Em qualquer uma das formas, os principais sinais e sintomas que
podem ser encontrados sdo: proteindria, hemataria, hipoalbuminemia, edema e disfungéo

renal, agrupados de acordo com o acometimento do glomérulo.

1.2.  Barreira de filtracdo glomerular

A barreira de filtracdo glomerular é formada classicamente por um endotélio
fenestrado, membrana basal e poddcitos, com seu corpo central emitindo pedicelos
ancorados a membrana basal (Figura 1). AlteracGes em qualquer um desses componentes
estdo relacionadas ao aumento de permeabilidade glomerular observado em diferentes
glomerulopatias. Entretanto, as glomerulopatias podem ter acometimentos especificos em
cada um dos componentes da barreira glomerular, ou seja, acometimento dos poddcitos,
do endotélio ou da membrana basal. A Doenca de Lesdo Minima (DLM) e a
Glomerulosclerose Segmentar e Focal (GESF) se encaixam no grupo das glomerulopatias
causadas por acometimento de poddcitos, as podocitopatias.
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Podécitos

Os poddcitos sdo células altamente especializadas, com um papel importante ndo sé
na manutencao da barreira da filtragdo glomerular como, também, na produc&o de fatores
de crescimento para as células mesangiais e endoteliais®. Estruturalmente, sdo divididos
em base, apice e diafragma de fenda, além de possuirem um citoesqueleto no corpo e nos

processos podocitarios (Figura 1).

A base dos podadcitos esta ligada a membrana basal glomerular por diferentes tipos de
integrinas e destroglicanos. Sua membrana apical é coberta por uma camada superficial
rica em sialoglicoproteinas, principalmente a podocalixina, que formam um glicocélice e
contribuem para a seletividade de substancias por carga elétrica. O diafragma de fenda é
composto por diversas substancias, como nefrina, neph, podocina e fatty acid transporter
tumor suppressor homolog-1 (FAT), sendo formado por conexdes entre 0S processos
podocitarios vizinhos, que se interdigitam, deixando, entre eles, espacos de 8 a 14 nm
(poros), configurando a essa estrutura um aspecto de ziper? (Figura 1).

O citoesqueleto dos poddcitos, no corpo celular e nos processos podocitarios, possui
microtabulos e filamentos intermediarios, como vimentina e desmina. Nos processos
podocitarios, existe uma densa rede de filamentos de F-actina conectados a receptores
celulares localizados na base, no apice e no diafragma de fenda por meio de vérias
proteinas adaptadoras (Nck, CD2AP, Z0-1), proteinas efetoras (WASP, 2/3 Arp) e
pequenas guanosinatrifosfatases (GTPases: RhoA, Racl e Cdc42), que modulam a
polimerizacdo de actina. A polimerizacao de actina é um processo dinamico e fortemente
regulado que fornece aos podacitos suporte mecanico para modular a forma dos processos
podocitarios e orquestrar a motilidade e a migracao celular?.
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Figura 1 — Barreira de Filtracdo Glomerular: endotélio fenestrado, membrana basal glomerular e pedicelos

dos poddcitos

H& trés importantes formas de injaria dos poddcitos relacionadas as

glomerulopatias, que podem estar interligadas®: alteragdo estrutural do podocito,

desdiferenciacdo do poddcito com ou sem proliferacdo e apoptose.

a. Alteracdo estrutural do poddcito: ocorre em lesdes do diafragma de

C.

fenda. Podem ser visualizadas na GESF de carater genético, na qual ja

foram documentadas alteracbes que culminam com modificacdes das

proteinas que formam essa membrana.

Desdiferenciacédo do poddcito com ou sem proliferacao: acontece, por

exemplo, quando o poddcito se desdiferencia em célula apresentadora de

antigeno, como parece ocorrer na DLM?, ou se torna uma célula imatura e

passa a se proliferar, como ocorre na GESF colapsante®.

Apoptose: cursa com podocitopenia, que culmina com formacéo de tecido

cicatricial e matrix extracelular, contribuindo com o processo de esclerose

glomerular e sinéquias (adesdo do tufo a capsula de Bowman). Essa

alteracdo também pode ser a via final das outras alteragoes?.
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1.3. Biomarcadores em Glomerulopatias

Doenca de Lesdo Minima

A doenca de lesdo minima ¢ a principal causa de sindrome nefrética na infancia®. A
apresentacdo é de sindrome nefrética de inicio abrupto com proteinarias muito elevadas.
Em pacientes adultos, além da apresentacdo nefrotica classica, 27 a 43% apresentam
hipertensdo arterial ao diagnostico, 17,8 a 27% iniciam o quadro com insuficiéncia renal
aguda e 12,7 a 29% apresentam hemattria microscopica®’. A forma mais comum € a
primaria, ou idiopatica, sendo rara a associa¢do com causas secundarias, como algumas

infeccdes virais, doencas autoimunes, neoplasias e drogas®’.

Histologicamente, apresenta-se com auséncia de alteracGes glomerulares estruturais
importantes na microscopia Optica e auséncia de depositos imunes, com fusdo de
processos podocitarios visualizados apenas em microscopia eletronica®. A resposta ao
tratamento é muito favoravel, porém, as recidivas sdo frequentes e podem variar de 54 a
73,1%, havendo 3,1 a 12% de corticodependéncia e 3,1 a 27% de corticoresisténcia® "%,
Estudos mostram que adultos que iniciaram a doenca mais jovens tém recidivas mais
precoces ou em maior nimero que adultos mais velhos®. Essa caracteristica recidivante
tem levado alguns autores a procurar marcadores ao diagnostico que caracterizem

pacientes recidivantes e ndo recidivantes.

A patogénese da DLM continua incompletamente elucidada, bem como a certeza de
haver patogénese diferente entre esta e a GESF. Em 1974, Shalhoub®, em seu estudo,
propds que a sindrome nefrética causada por DLM estd relacionada ao mau
funcionamento das células T. Investigacdes moleculares demonstraram que a proporgao
de Thle Th2 e aproporc¢do de células Treg (reguladoras) e Th17 estavam desequilibradas.
As células que secretam citocinas pro-inflamatérias, como Th2 e Th17, foram altamente
expressas, enquanto as células que secretam citocinas anti-inibidoras, como Thl e Treg,
mostraram expressdes mais baixas'®!. Décadas depois, um dos mecanismos propostos
para a desregulacdo das células T na lesdo podocitaria da DLM envolveria o eixo de
regulacéo entre CD80 e CTLA-4%2,

O CD80, antes conhecido como B7-1, é uma proteina transmembrana presente em

células apresentadoras de antigeno, célula natural killer e células B3, Seria um importante
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regulador dos linfocitos T por possuir duas vias de acdo, uma estimulando essas celulas
por meio da agdo no receptor CD28 e outra as inibindo pela acdo no receptor CTLA-4%,
O CTLA-4, portanto, € uma proteina de superficie expressa pelas células T, que regula
negativamente a sua ativacdo apos a ligacdo ao CD80 nas células apresentadoras de

antigenos.

A partir de conhecimento prévio de que o podocito pode, sob um determinado
estimulo, adquirir caracteristicas de células dendriticas (células apresentadoras de
antigenos) e expressar CD80, Garin EH et al demonstraram aumento de CD80 em urina
de pacientes pediatricos com DLM que apresentavam a doenca ativa, ao contrario dos
que estavam em remissdo ou tinham outra glomerulopatia®>'®. N3o foi demonstrado
aumento sérico do CD80 e, portanto, a hipo6tese de ser este um fator circulante, foi
refutada. Nesses estudos, ndo houve comprovagdo da diminui¢do do CTLA-4, porém,
estes evidenciaram uma maior relacdo CD80/CTLA-4 na urina dos pacientes em
atividade da doenca em relacdo aos em remissdo, sugerindo uma deficiéncia relativa do

CTLA-4 e, portanto, uma falha na inibigdo do linfocito T*°.

A expressdo de CD80 em poddcitos e o desenvolvimento de proteindria haviam sido
demonstrados previamente nos modelos experimentais de sepse com endotoxina de
lipopolissacaride (LPS) e na administragdo de puromicina®. Nesses modelos, a expressdo
de CD80 pode ser mediada pelo Toll Like receptor 4 (TLR-4) ou interleucina 13'°.
Entretanto, o TLR-4, que existe no poddcito, ndo age diretamente e, sim, por meio da
ativacdo do NF-kB e da produgédo de citoquinas, entre elas o TNFa, como demonstrado
em estudo experimental de Khullar B et al, onde cultura de poddcitos tratados com TNFa
expressavam mais CD80 que controles'’. Estudo em populacdo pediatrica, além de
confirmar elevacdo do CD80 urinario nos pacientes com sindrome nefrética ativa,
demonstrou que ele estava muito mais elevado nos que se comportaram como
corticoresistentes'®. Esse mesmo estudo avaliou TLR3 e 4 por Polimerase Reacdo em
Cadeia (PCR), estando ambos aumentados nas sindromes nefréticas em atividade
comparadas com as em remissdo'®, reforcando a ideia de que a expressdo de CD80 no
poddcito ocorre pela via dos TLRs. Na figura 2, resumimos a patogénese dessa doenca

colocada até o momento.
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Acéo da interleucina 13 ou TLR-4 ap6s um estimulo

v

TNFa

'

Expressdo de CD80 pelo poddcito e inadequada resposta ao CTLA4 deixando o
CD80 ligado ao CD28

'

Ativacdo de linfocitos T

v

Proteindria

Adapatado®®

Figura 2 — Resumo da patogénese da Doenca de Lesdo Minima

A expressdo de CD80 pelo poddcito também poderia induzir o sequestro de proteinas
essenciais ao podocito, tais como nefrina, CD2AP e Z0O-1, causando rompimento do
complexo da membrana de fenda, além de agir sobre a sinalizacdo de integrinas, cuja
funcdo bem conhecida é a de preservacdo da integridade do complexo poddcito-
membrana basal glomerular*?!®, Estudo experimental mostrou que a expressdo de outra
proteina podocitaria, 0 Neph1l, esta diminuida na presenca do CD80’, corroborando com

essa outra via patogénica de perda da arquitetura podocitéria por falta dessas proteinas.

Glomeruloesclerose Segmentar e Focal

A GESF é uma podocitopatia que se caracteriza histologicamente por um aumento
segmentar da matriz glomerular com a ocluséo de capilares em pelo menos um glomérulo
em toda a biopsia renal®®. As areas ndo afetadas dos glomérulos podem n#o apresentar
lesBes e outros glomérulos na amostra podem estar com aspecto normal. A GESF pode
apresentar diferentes fatores etiologicos, podendo ser classificada como genética,

primaria ou secundaria, ainda que compartilhem caracteristicas histologicas e clinicas.
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A GESF genética pode ser esporddica ou familiar, com padrdes de heranca
autossdmica dominante, autossémica recessiva, ligada ao X ou mitocondrial. Ocorre,
geralmente, na primeira infancia, mas pode se apresentar também no adulto?®. A GESF
secundaria pode ser por virus, drogas ou por respostas adaptativas, como nos casos de

reducao do namero de nefrons funcionantes.

Desde 1972, foi proposto por Hoyer et al a participacdo de um fator circulante na
fisiopatologia da GESF primaria devido a observacao de casos de recidiva imediata pos
transplante?!. Outros trabalhos também demonstraram, além da recidiva no transplante, a

eficacia da indicagdo de plasmaférese na sua reducéo®?2,

Desde entéo, alguns estudos vém sendo realizados na tentativa de encontrar o fator
circulante. Um dos primeiros descritos foi a citocina CLC-1, membro da familia 1L-6,
que esta presente no soro de pacientes com GESF recidivante, nos quais a concentragdo

observada é de até 100 vezes maior do que em individuos normais®.

O fator circulante mais conhecido na atualidade é a forma soltvel do ativador do
receptor do plasminogénio do tipo uroquinase (SUPAR). O sistema ativador do
plasminogénio do tipo uroquinase (UPA) é composto por uma protease, um receptor
(UPAR) e um inibidor. O UPAR é uma proteina de 45 a 55 kDa com trés dominios (DI,
DIl e DIII) ligados ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) que se liga a membrana de algumas
células imunologicamente ativas, como neutréfilos, linfécitos, monécitos, macrofagos,
células T ativadas, células endoteliais, megacaridcitos, células tumorais e poddcitos. O
UPAR pode se conectar a varios ligantes, como UPA, vitronectina e integrinas. Apés a
ligacdo com o receptor, ocorreriam varias atividades celulares, como adesao, migracéo,
diferenciacdo e proliferagdo. Nos poddcitos, 0 UPAR é uma das vias capazes de ativar a
integrina avB3, promovendo a motilidade celular e a ativacdo de pequenas GTPases,
como Cdc42 e Racl, que podem levar a contracdo dos poddcitos, passando de um

fendtipo estacionario para movel, o que culmina no desabamento do poddcito?.

Wei et al demostraram, em modelos animais, alteracdes dos processos podocitarios,
aumento da atividade da B3integrina e proteindria induzidos por altas doses de suPAR
recombinate. Conseguiram também demonstrar, em humanos, que a concentragdo sérica
de suPAR foi significativamente elevada em pacientes com GESF quando comparadas
com individuos saudaveis. E ndo observaram variacdo significativa de suPAR em

individuos com DLM, em recidiva ou remissdo, ou em pessoas com nefropatia
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membranosa ou pré-eclampsia. Além disso, as concentracfes de SUPAR no sangue pre-
transplante de individuos com GESF estavam mais elevadas naqueles que desenvolveram
recidiva da GESF ap6s o transplante?®. Os niveis séricos de suPAR também foram
avaliados em duas coortes, uma americana e outra europeia, sendo demonstrado que
84,3% dos pacientes com GESF, no caso da coorte americana, e 55,3%, no caso da coorte

europeia, apresentavam valores elevados em comparagdo com 6% dos controles?’.

Apesar de promissor, nem todos os estudos subsequentes conseguiram 0S mesmos
resultados com suPAR, o que levou ao questionamento em relagdo a sua interpretacédo e
até a maneira de analise laboratorial da molécula. Sabendo que uPAR € uma proteina com
trés dominios (DI, DII e DIII), Harel et al?® propuseram, recentemente, a avaliacio de
SUPAR na GESF ndo s6 pelo método habitual, utilizado na maior parte das pesquisas
anteriores, que avalia a molécula intacta, mas também por um imunoensaio que permite
a analise dos fragmentos de SUPAR separadamente. Os resultados sugerem que suPAR

DI é significativamente maior na GESF quando comparado as outras glomerulopatias.

1.4,  Estudos com CD80 em Doenca de Lesdo Minima

Na Tabela 1, reunimos os principais estudos clinicos com DLM e CD80 realizados
até 0 momento, destacando a auséncia de estudos sul-americanos e o fato de que os que
demonstram que o CD80 poderia ser diagnostico de DLM consideram apenas populacdo

pediéatrica.
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Tabela 1 - Estudos Clinicos em Doenca de Lesdo Minima e CD80

Autores/ Pais Idade CD80 urinario (CD80u) ng/g CD80 tecidual

Kit utilizado
NUmero de creatinina DLM x
pacientes DLM x controle controle
Cara-Fuentes G o AL Lo
et al. 20142° (1-19 CD80u na Zfltl\ildade. 464+398 (Bender
EUA anos) Remisséo: 30+34 - Med_System,
N=32 Controle: 14.6+30.8 Burlingame,
CA)
CD80 SNCS em atividade: .
Liao J et al. 511.30+36.17 §5'§'CS£{'I‘]J2
2017% Criancas SNCS remisséo: 56.52 + 34.43 ) Science
China %45 SNCR atividade: 76.89 + 64.94 Wit
N= 128 SNCR remissdo: 80.71 + 93.84 China),
Controle: 55.77 + 19.23
Um corte de CD80u > 914,5 (cCatI:';nllﬁgkll\fo
Mishra OP et al. apresentou sensibilidade de U2026h):
20171 1-14 86,6%, especificidade 71,4% e X
P ) - Wuhan EI Aab
India anos area sob a curva de 0,828 Science Co
N=114 (p=0,002) para o diagnostico de Ltd ‘
bl Wuhan, China
CD80 ndo
NovelliRetal. Criancgas apresentou o
2015% e dlferengai na Imungf[xac_;ao
o - marcagao em bidpsia
I\Ilt:“ﬁ; Adultos tecidual em renal
LHM/ GESF/
controles

SNCS — sindrome nefrética cortico-sensivel; SNCR — sindrome nefrética corticorresistente.

1.5. Estudos com suPAR em Glomerulosclerose Segmentar e Focal

Na Tabela 2, reunimos alguns estudos realizados até 0 momento com suPAR e GESF,
mostrando novamente ndo haver estudos em populacdo da América do Sul e destacando
a heterogeneidade dos resultados. Em muitos deles, ndo ha associacdo exclusiva do

SUPAR com a GESF, sendo observado aumento, inclusive, em outras glomerulopatias.
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Tabela 2 - Estudos clinicos em Glomeruloesclerose Segmentar e Focal com suPAR

Autores/Pais/
Namero de Idade SUPAR sérico x controle Kit utilizado
Pacientes
Wei C et al. SUPAR elevado (>3000) na
201277 Criangas e G%%Fgﬁ/m 84’3;%’ (coorte EUA) €y 1an UPAR ELISA
EUA e Europa adultos 270 (coo~r € europ(t)e 1) 8 kit (R&D Systems Inc)
N= 164 comparagdo com 6% dos
controles (P<0,0001)
W—ezl ¢ eztﬁal. . SUPAR >3000 GESF: 45 Quantikine Human
011 Criangas e _
Membranosa (n=4) e Controles  suPAR Immunoassay
EUA adultos (n=1) (R&D Systems)
N= 148
SunPetal. SUPAR GESF primaria: 2923/ Quantikine Human
2013% 1384 anos DLM: 2050/ Membranosa: 2029/ uPAR Immunoassay
China Controle:1739 (R&D Systems,
N=74 GESF secundaria: 2512 Minneapolis, MN)
Li Fetal. . ) ELISA kit (Quantikine
2014% Adolescentes SUPAR GESF: 35_12/ controle: Humar$ uPAR
: 1823/ DLM: 1678 / ,
China e adultos Membranosa: 1668 (P<0,001) Immunoassay; R&D,
N=109 ' ’ Minneapolis, MN)
SUPAR na GESF: 154.2+18 vs
Controles: 36.84+4.96 UPAR ELISA kit
(P<0,0001). Outras (R&D Systems,
Harel E et al. glomerulopatias: 177+39.5 Minneapolis, MN) e
2019% Adultos Fragmento DI de suPAR SUPAR clivado: time-
EUA medidos com TR-FIA 4 na resolved fluorescent
N=85 GESF: 695,4+91,29 Controles: immunoassays (TR-
122,6+23 (P<0,0001). Outras FIA) desenvolvido por
glomerulopatias: 239,1+40,4 Finsen Laboratory
(P=0,001)
human uPAR enzyme-
Meijers B et al. linked immune/
20143 . < sorbent assay (R&D
Alemanha e Adultos SUPAR > 3.00((3)égnl:pa(:|entes nao Systems GmbH,
Bélgica Wiesbaden-
N= 530 Nordenstadt,
Germany)

O estudo na busca dos biomarcadores em DLM e GESF é importante na tentativa de
auxilio diagnostico, no entendimento da patogénese e no prognaéstico, como ja ocorre no

caso da Nefropatia Membranosa.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21804539
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2. Objetivos

O principal objetivo do estudo é avaliar e correlacionar os valores de CD80 urinario
e SUPAR sérico em pacientes com diferentes glomerulopatias manifestadas com ou sem

sindrome nefrética. Além de:

1- Avaliar se 0 CD80 pode ser usado para diagndstico de DLM em adultos.
2- Avaliar se 0 sSUPAR pode ser usado para diagndstico de GESF em adultos.
3- Determinar se esses biomarcadores podem ser usados como avaliacdo de

prognostico da doenca.
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3. Métodos

Trata-se de um estudo prospectivo, no qual foram coletadas amostras de urina e
sangue de pacientes internados na enfermaria do servi¢co de Nefrologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), no periodo
de janeiro de 2018 a janeiro de 2020, para realizacdo de biopsia renal diagnostica por

suspeita de doenca glomerular.

Critérios de Incluséo
Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, com idade igual ou superior a 14

anos, internados na enfermaria do servico de Nefrologia para realizagao de bidpsia renal
por suspeita de doenca glomerular. Do ponto de vista ético, foram apresentadas as
explicacbes sobre a pesquisa aos pacientes e coletadas amostras de sangue e urina
daqueles que aceitaram participar e assinaram o termo de consentimento. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética do Hospital a Clinicas da FMUSP sob o numero
73117917.2.0000.0068.

Critérios de Excluséo
Foram excluidos pacientes com idade inferior a 14 anos, em uso de

imunossupressao por mais de 30 dias, com sorologias positivas para hepatite B, hepatite
C ou HIV. Também foram excluidos os pacientes que nado realizaram bidpsia renal ou que

Se recusaram a assinar o termo de consentimento.

Dados Analisados dos pacientes
Os pacientes internados para a realizacdo de bidpsia renal foram submetidos a uma

coleta padrdo do servico de Nefrologia do HC-FMUSP, como creatinina sérica e urinaria
pelo método colorimétrico cinético, albumina sérica pelo método colorimétrico e
proteindria de 24h ou isolada pelo método de turbimetria, esta Ultima para a realizacdo da
relagdo proteindria/creatininiria. Em seguida, foi feito o célculo do clearance de
creatinina pelo CKD-EPI®®. Além desses exames, os demais coletados pelo protocolo de
internacdo foram sorologias, usadas para os critérios de exclusdo dos pacientes, bem
como painel autoimune e imunofixacdo de proteinas, para auxilio no diagnostico
etioldgico. Por fim, também foram coletados os dados de idade, sexo e o diagnostico final
pos-bidpsia renal.

Como dito anteriormente, 0s pacientes elegiveis para o estudo tinham amostra de

sangue e urina coletados, que em seguida eram centrifugadas em centrifuga refrigerada,
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separadas em aliquotas e armazenadas a -80°C. Posteriormente, em uma dessas aliquotas
foram analisados o CD80 urinario e SUPAR sérico.

Foi utilizado o Kit ELISA (Bender MedSystem) para dosagem de CD80 urinario,
sendo os resultados corrigidos para creatinina urinaria. Para a analise de sUPAR sérico,
foi utilizado o kit ELISA para uPAR Quantikine humano (R&D systems).

Dados analisados de controles saudaveis

Foram selecionados 10 controles saudaveis, entre pds-graduandos e residentes do
grupo de glomerulopatias do HC-FMUSP, dos quais foram coletados sangue e urina,
tratados e estocados da mesma forma e, depois, utilizados para a analise de creatinina
sérica e urinaria e de proteindria em amostra isolada para realizacdo da relacdo

proteindria/creatinindria, além da dosagem do CD80 urinério e suPAR sérico.

Dados avaliados apds seis meses da biopsia renal

Para os pacientes elegiveis neste estudo, foram coletados dados do prontuério
eletronico de creatinina e albumina séricas, além de proteindria de 24h ou relacdo
proteinuria/creatinindria apos seis meses da bidpsia renal. Esses dados foram usados para
correlagdo com os valores de CD80 urinario e SUPAR sérico a época da bidpsia para

avaliacdo do uso destes Ultimos como marcadores prognosticos da doenca.

Anélise estatistica

Os dados das variaveis continuas foram expressos em média + desvio padrdo ou
mediana com intervalo entre quartis para as amostras sem distribuicdo normal, e em
porcentagem para as variaveis categoricas. As diferencas entre trés ou mais grupos foram
avaliadas por meio do teste de ANOVA one way ou, quando a amostra ndo teve
distribuicdo normal, pelo teste de Kruskal-Wallis. As varidveis categoricas entre 0s
grupos foram avaliadas por meio do teste do Qui-quadrado e correlac@es lineares feitas
por meio dos testes de Pearson ou Spearman, quando apropriado. Foi considerado como
significancia estatistica valores de p<0,05. Os dados foram analisados no programa
GraphPad Prism 9.
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4, Resultados

No periodo analisado, foram avaliados 70 pacientes e 10 individuos saudaveis,
que formaram o grupo controle. Os pacientes apresentaram uma mediana de idade de 39
(14 — 75) anos, creatinina sérica de 1,28 (0,45 — 8,5) mg/dl, clearence de creatinina por
CKD-EPI 55 (5 - 146) ml/min/1,73m?, albumina sérica de 2,55 (0,9 — 4,6) g/dl e relacdo
proteina/creatinina urinaria de 3,46 (0,19 — 19) g/g, sendo 43 mulheres (60,5%). Os
diagnosticos das bidpsias renais foram agrupados para analise da seguinte forma: 18
biopsias com GESF, 14 com Nefropatia Membranosa (NM), 5 com DLM e 33 que
chamamos de outras glomerulopatias, que incluiam Nefropatia da IgA (n=2), Nefrite
Lapica (n=7), Glomerulonefrite Membranoproliferativa (n=1), Nefropatia Diabética
(n=4), Mieloma Multiplo (n=2), Amiloidose (n=5), Nefroesclerose Hipertensiva (n=1) e
Sindrome Anticorpo Anti-fosfolipide (n=1). A mediana do numero de glomérulos nas
bidpsias foi de 22 (1 — 65). Os pacientes com NM eram mais velhos e os pacientes com
GESF tiveram a creatinina sérica basal mais elevada. Os valores de proteindria ndo foram
diferentes entre a DLM, GESF e NM. O grupo controle de individuos saudaveis
apresentou uma mediana de idade de 32,5 (25 — 49) anos, creatinina sérica de 1,11 (0,82
—1,27) mg/dl e relacdo proteina/creatinina urinaria de 0,003 (0 — 0,04) g/g, sendo 7
mulheres (70%).

O CD80 urinério corrigido pela creatinina urinaria dos pacientes com DLM foi de
104 (19,70 — 369,60) ng/g, os com GESF de 63,15 (30,50 — 244,60) ng/g, com NM 76,80
(31,22 — 402,20) ng/g e os individuos saudaveis 24,70 (15,10 — 41,40), ndo havendo
diferenca estatistica entre essas glomerulopatias, bem como sem diferenca quando
comparados com o grupo controle com p=0,15 (Tabela 3). Quando agrupados o0s
pacientes com DLM e GESF, o CD80 urinario corrigido pela creatinina urinaria foi de 80
(33 — 266,6) ng/g, tendo apresentado diferenca com relevancia estatistica quando
comparados com o grupo de outras glomerulopatias e com o grupo controle, com

p=0,005, porém sem diferenca quando comparado com o grupo com NM (Tabela 4).



23

‘|2ABPNES 3|0JIUCT OB OBIE|3J WS 3IUSLUOS 4539 BU JOIEW Yy dNs,

[B90] 9 IBJUIWFIS ASOIA[ISIO[NIAWIO[T : JH D) {BWIULU OS] P BIUWOP (N T

+1000°0  (98ST-€€0T)9EET (ITLE-8T0T)T60E (079t-6S£T)L88€ (STTH-L88T)99TE (qu/3d) yvqns
S0 (OF'IP-0T°sDOLYT  (0TTOP-TTTE089L  (09°vPT-0S°08)ST1°€9  (09°69€-0L 61101 (eurunea.d ap 5/3u) 08 4D
01°0 = FS0FSTT L80F90°T 66°0F30°T (p/3) ea113s eunUNg[y
(3/3)

1000°0> (TT°0-0)£00°0 (P1°L-8EDTH Y (Fr's-L8° SO Ot e-+0 1)01°¢ SELIBULIN euluhed.d/eurdjoad oedejay
980°0 (81°1-86°0)IT°T (LT°1-08°0)59°0 (29°T-T6°0)T (S6°1-9L°0)06°0 (Ip/8ur) €IL1S BUIUNEAL)
0F°0 0€/€ S8TH/9 §S°6S/01 0Z/1 (%/u) I 0x3g
£00°0 £9°9F09°€€ 96 IFSI T 09°CIFLYEE SIFO9°LE (soue) apep|

0]=U SIDAEPNES  §] =U BSOURIGUIIJA
d s3jonuo)) enedoajan gI=Uu JSIH S=UNIa
SIdABPNES

sojonuod 9 esouvlqudly enedolfoN ‘JSHOD ‘NTJ BU 0dNSQUSEIP OB 00LIIS YW NS 2 oueuln (gD 2p soped -¢ e[eqe]



24

«1000°0>  (98GT-E£€01)9€ET

#5000 (O TH-01°SDOLYT

+1000°0> (zZ°0-0)€00°0
91°0 (8T°I-86°0)IT°T
6¥°0 0¢/€

¥T0 £9°9F09°¢€

(]=U SIARpNES

d Sajo)u0))

|9ABPNES 3]0J1U0D OB OBIE|3 WS SJUAWOS 539 +A1a 0juswednie ou Jolew Yydns,

*SISARPNES 53]0J3U02 3 senedojniawold sesno wod 4539 3 W1d odnud opuesedwod eansiielss eSualapp,

(STOP-1EPTI8PIE

(SS°9L-€SPIST'LT

(ZTES-10°DITT
(01°T-TL°0)6€ET
LS'RT/R
89°SIFH0 1
€€ =u

sepedonidwol3

sennQ

(11L£-8102)160€

(0Z°T0-TT1E)08'9L

(PI°L-8E DT
(LT°1-05°0)59°0
S8°TH/9

PO'6IFCITr

P =U BSOURIQUIdJ

enedoajan

(1€SH-+THT)L6SE

(9°99z-€€)08

(06705 1)0S°E
(05°2-68°0)08°1
08°LE/ 1T

SOEIFTSTE

gr=1u

ASTAD 2 INTd

(rw/3d ) yvgns
(eurunea.ud ap 3/3u) 08 @D

(3/3)

SELIBULIN BUIunEa1d/eurajoxd ogdupyy
(Ip/3ur) BILIIS BUIUNEAL)
(%/u) W 0x3g

(soue) apepy

SIOARPNES $I[0NU0D 3 senedo[nIdwols senno ‘BsouBIqUIdJA
enedonjoN wos opueredurod S0 + WA 9p odni3 ou 0snsoueIp ov 091I9s Yy INS @ oLpuLIN 0D 2P sopeq ' eloqe]



25

O CD80 urinario corrigido pela creatinina urinaria apresentou correlacao negativa
com a albumina serica inicial de todos os pacientes, independente da glomerulopatia
(Figura 3), com p<0,0001 e r=-0,5, e correlacdo positiva fraca com a proteinuria inicial,
com p=0,006 e r=0,31 (Figura 4).

Correlagcdo CD80/ creatinina urinarios e albumina sérica inicial

5
r=-0,5

p<0,0001

albumina serica (g/dl)

0 500 1000 1500 2000
CD80/Cru (ng/g creatinina)

Figura 3 — Representagdo gréafica da correlagdo CD80/ creatinina urinarios e albumina sérica inicial

Correlagcdo CD80/ creatinina urinarios e proteinuria inicial
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Figura 4 — Representagdo gréafica da correlagdo CD80/ creatinina urinarios e proteinuria inicial
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Quando os pacientes foram separados em dois grupos pelo valor da albumina
sérica, grupo menor ou maior do que 3,5g/dl, e comparados entre si, 0 grupo com
albumina menor do que 3,5 g/dl (n=53) apresentou CD80 urinério corrigido pela
creatinina urinaria de 77,27 (33,5 — 190) ng/g, enquanto o grupo com albumina sérica
maior do que 3,5 g/dl (n=17) apresentou CD80 urinario corrigido pela creatinina urinaria
de 14,9 (7,83 — 42,15) ng/g, com relevancia estatistica e p<0,0001. Entretanto, a mesma
diferenga ndo foi encontrada quando separamos 0s grupos em proteindria menor e maior
que 3,5g/dia. Além disso, também ndo houve correlacdo do CD80 urindrio com a
creatinina inicial ou com a proteindria e creatinina sérica coletadas ap0s seis meses do
diagndstico por bidpsia renal.

O suPAR sérico nos pacientes com GESF teve mediana de 3887 (2359 — 4620)
pg/ml, na DLM, 3266 (2887 — 4225) pg/ml, na NM, 3091 (2018 — 3711) pg/ml e, nos
controles saudaveis, 1336 (1033 — 1586) pg/ml, ndo apresentando diferenca com
relevancia estatistica na comparacdo entre as patologias, havendo diferenca somente
quando comparado GESF com o grupo saudavel, com p=0,0001 (Tabela 3). Quando
agrupados GESF e DLM, o suPAR sérico foi de 3597 (2424 — 4531) pg/ml, também so
mostrando diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle saudavel, com p<0,0001
(Tabela 4). Nao houve correlacdo do suPAR com a proteinuria inicial ou ap0s seis meses
do diagnostico, tampouco com albumina sérica inicial, porém, houve correlagdo positiva
do suPAR com a creatinina inicial, com r=0,44 e p=0,0001 (Figura 5), e fraca correlacéo

com a creatinina apos seis meses do diagnéstico com r=0,32 e p=0,013.
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Correlagcdo suPAR e creatinina inicial
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Figura 5 — Representagdo gréfica da corre¢do suPAR e creatinina inicial

Quando todos os pacientes foram separados em dois grupos pelo valor da
creatinina sérica inicial, com creatinina menor do que 1,2 mg/dl e com creatinina maior
do que 1,2mg/dl, o grupo com creatina menor apresentou SUPAR de 3066 (2184 — 3409)
pg/ml e o grupo com creatina maior, 4065 (2935 — 5405) pg/ml, havendo diferenca com
relevancia estatistica e p=0,0006.

No grupo de pacientes com GESF (n=18), foram realizadas avaliagdes de CD80
urinario e suPAR sérico em pacientes do subgrupo de GESF colapsante (n=9), ndo tendo
sido encontradas diferencas relevantes em relacdo as demais GESF (n=9). O CD80
urinario na forma colapsante foi de 91 (35,95 — 254,10) ng/g, enquanto o CD80 urinario
nas demais GESF foi de 46,30 (18 — 254) ng/g, com p=0,42. O suPAR sérico na forma
colapsante foi 3278 (2138 — 4709) pg/ml, enquanto o SUPAR nas demais GESF foi 3972
(3470 — 5235) pg/ml, com p=0,29.
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5. Discussao

Nos altimos anos, pesquisas tém sido realizadas com objetivo de identificar
biomarcadores séricos e urinarios, que sdo menos invasivos, a fim de substituir a biopsia
renal para o diagnostico diferencial das glomerulopatias. Além do auxilio diagndstico,
também se espera que biomarcadores possam dar informacdes sobre o tipo de resposta ao
tratamento imunossupressor, bem como sobre progndstico, a exemplo do que j acontece
na NM.

Na DLM, estudos como os de Cara-Fuentes G. et al*®, Liao J et al*® e Mishra OP
et al*® em populacio constituida predominantemente por criancas encontraram relevancia
no CD80 urinario como biomarcador diagndstico para essa glomerulopatia. Entretanto,
estudo envolvendo populagdo pediatrica e adulta do consércio Neptune mostrou que 0
CD80 urinario esta elevado em diferentes glomerulopatias com proteindrias superiores a
3g/dia. Nesse estudo, 0 CD80 urinario estava elevado inclusive nos pacientes com Nefrite
Lipica que apresentavam valores elevados de proteinGria®. Em nosso estudo, a
semelhanca do consércio Neptune, ndo identificamos valores de CD80 urinério
significativamente elevados para a sua utilizacdo como diagndstico de DLM em adultos.
Por outro lado, foi possivel identificar correlagfes positiva com a proteiniria e negativa
com a albuminemia, o que sugere a possibilidade do uso do CD80 urindrio como
marcador de lesdo podocitéaria.

Nessa linha de pesquisa do CD80 como marcador de lesdo podocitaria, em estudo
com imunohistoquimica de tecido renal de pacientes diabéticos tipo 11 com Nefropatia
Diabética, foi encontrado 47% de positividade do CD80 versus nenhuma positividade em
tecido renal de controles de nefrectomia por cancer renal®’. Também em pacientes com
Doenca de Fabry, mesmo ndo sendo uma doenca com proteindrias elevadas, houve maior
deteccdo de podocittira e CD80 urinario nesses pacientes em relacdo a controles
saudaveis, contudo, sem correlacdo da podocitiria com o CD80 urinario®.

O CD80 foi também avaliado por imunofluorescéncia e imunoperoxidase em
tecido renal de pacientes com DLM e GESF em estudo de Novelli R et al®, tendo sido
encontrados tracos de CD80 nos dois grupos de pacientes, sem diferenga nos pacientes
em atividade ou remissdo da doenga, e auséncia de marcagéo no tecido do grupo controle.
Tal achado néo foi considerado significativo, porem, nessas mesmas biopsias, o0 CD80 foi
claramente detectavel na presenca de células inflamatorias. O mesmo grupo também

realizou a pesquisa do CD80 em tecido renal de camundongos com GESF induzida por
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adriamicina e controles, ndo tendo encontrado diferenca entre os grupos. O
questionamento dos autores envolveu a inespecificidade do CD80 como marcador de
doenca e também a possibilidade de estar presente nos poddcitos, mas em niveis muito
baixos para deteccdo. No nosso estudo, optou-se por ndo realizar a pesquisa do CD80 em
tecido renal, visto que o objetivo era o de encontrar biomarcadores em sangue e urina.

Até o momento, poderiamos acreditar que o CD80 urinério € promissor para o
diagndstico de DLM em criangas, mas nao em adultos. Todavia, um estudo realizado no
Japao com criancas teve resultados semelhantes aos nossos, ndo encontrando diferenca
do CD80 urinério entre DLM, GESF e outras sindromes nefroticas, mas também
estabelecendo correlagéo positiva do CD80 urinario com proteindria, independentemente
da glomerulopatia®.

A GESF priméria é provavelmente relacionada a fatores circulantes e varios tém
sido cotados como biomarcadores dessa doenga, sendo o SUPAR um dos mais estudados
e questionados na literatura. Depois dos estudos positivos de Wei C et al?®?, outros no
encontraram utilidade da dosagem sérica do SUPAR na GESF3234, Os achados de elevados
niveis séricos do SUPAR em pacientes com comprometimento da filtragdo glomerular®*
desestimula seu uso em glomerulopatias. Os resultados encontrados com o SUPAR sérico
em nosso estudo também ndo mostraram a utilidade desse biomarcador, e nosso achado
de correlacdo positiva significativa apenas com a creatinina sérica também ja foi
encontrado em outros estudos, podendo indicar doenca renal mais grave, porém sem

especificidade3234,

Contudo, o0 estudo de Harel et al?® levanta um questionamento sobre o kit usado
para a dosagem do SUPAR. Esses autores compararam os Kits que avaliam o SUPAR como
molécula intacta formada por trés dominios (DI, DIl e DIIl) em relacdo a um kit que
avalia somente o dominio | (DI). Encontraram que a avaliagdo do suPAR pelo DI
distingue bem a GESF de outras glomerulopatias e de controles saudaveis, além de ter
titulos mais elevados nos pacientes que recorreram a doenca pos transplante renal. O kit
usado em nosso estudo avalia o SUPAR intacto, o que deixa em aberto a possibilidade de

pesquisas com Kits distintos.

Para 0 uso desses biomarcadores como avaliacdo prognostica, um estudo chinés
avaliou o CD80 urinario em criancas com DLM e GESF, estabelecendo grupos com
CD80 urinario maior que 328 ng/g e menor que 328 ng/g. As criangas no grupo de maior
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CD80 wurinario tiveram a melhor sobrevida renal apds cerca de 60 meses de
acompanhamento®’. A hipotese mais plausivel para esse achado ¢é a de que as criancas
com DLM estariam predominantemente no grupo com elevado CD80 urinério e, portanto,
seria 0 grupo de melhor resposta terapéutica. Em nosso estudo, na avaliagédo da proteindria
e creatinina sérica apds seis meses da bidpsia renal, ndo foi encontrada correlagdo com
nenhum dos biomarcadores. Contudo, um tempo maior de acompanhamento e um ndmero
maior de pacientes seriam necessarios para melhor concluséo sobre esses dados.

As correlacdes do sUPAR como marcador de prognostico sdo mais encontradas
em pacientes criticos, em especial com sepse, independentemente de doenca renal,
sugerindo que esse biomarcador esta associado a atividade do sistema imune. Niveis
séricos elevados ja foram correlacionados com mortalidade de pacientes em unidade de
terapia intensiva, porém, algumas publicacBes sugerem que ndo haveria ganho adicional
em relagdo a marcadores inflamatérios mais usuais como PCR*. Assim como na
literatura, nosso estudo demonstrou uma correlagdo entre SUPAR sérico mais elevado e
maior PCR, com p=0,017 e r=0,3. Esses pacientes também apresentaram CD80 urinario
mais elevado, porém, com correlagéo fraca, com p=0,04 e r=0,25.

A escolha de estudar a populacdo adulta de um servigo publico da cidade de S&o
Paulo, por um lado, permitiu a avaliacdo de informacdes ainda escassas na literatura, mas,
por outro, implicou em uma amostra relativamente pequena para DLM, o que dificulta
apontamentos conclusivos no caso dessa doenca.

Apesar do nosso estudo ndo ter encontrado relevancia dos biomarcadores como
diagnostico ou prognostico de DLM e GESF, sua avaliagdo em diferentes
glomerulopatias, e também em pessoas saudaveis, permitiu identificar uma série de
correlagdes, como a possibilidade do CD80 urinario como marcador de lesdo podocitaria
e a inespecificidade do sUPAR nas glomerulopatias. Nesse sentido, os resultados podem
auxiliar pesquisas futuras, inclusive para a melhor compreensdo da fisiopatologia das

doengas.
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6. Conclusao

O CD80 urinario em adultos pode servir como marcador de sindrome nefrética pela
correlacdo que encontramos com a albumina sérica e proteindria, porém, sem
especificidade para DLM. Ja o sUPAR sérico, além de nao apresentar especificidade para
0 diagnéstico de GESF, ndo parece demonstrar utilidade na doenca glomerular

proteindrica e tampouco no progndstico desses pacientes.
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