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Resumo

Battaini LC. Pesquisa dos anticorpos anti—receptor de fosfolipase A2 e anti—
thrombospondina tipo — 1 contendo dominio 7 A em pacientes latinos com nefropatia
membranosa [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2021.

INTRODUCAO: A nefropatia membranosa primaria (NMp) ¢ uma doenga autoimune
causada por anticorpos contra antigenos podocitarios sendo o receptor tipo M da
fosfolipase A2 (PLA2R) e a thrombospondina tipo — 1 dominio contendo 7 A (THSD7A)
os mais estudados até o momento. OBJETIVO: Descrever a presenca destes anticorpos
na populagdo latina, avaliar o desempenho dos métodos diagndsticos disponiveis —
ELISA e Imunofluorescéncia Indireta (sérico) e Imunohistoquimica (tecido renal), e
correlacionar os niveis séricos dos anticorpos com atividade da doenga. METODOS:
Foram avaliados 59 pacientes do ambulatorio de glomerulopatias do HCFMUSP: 29 com
diagnostico de NMp, 18 com nefropatia membranosa lupica (NML) e 12 com
glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF). Estes pacientes foram avaliados quanto a
presenca de anti-PLA2R (ELISA e IFI) e anti-THSD7A (IFI) no momento da inclusdo.
Destes, 21 pacientes com NMp foram seguidos pelo periodo de 1 ano com nova coleta de
anticorpos e monitorizagdo de sinais de atividade da doenca apds 6 e 12 meses. Foram
examinadas 52 bidpsias renais realizadas no servico: 28 com diagndstico histologico de
NMp, 17 com NML e 7 com GESF quanto a presenga do anticorpo anti-PLA2R no tecido
renal. RESULTADOS: Todos os pacientes com NML e GESF foram negativos para os
anticorpos anti-PLA2R e anti-THSD7A, exceto 1 paciente com GESF que foi positivo
para anti-PLA2R (ELISA). Os 29 pacientes com NMp foram negativos para anti-
THSD7A; 13 (45%) foram negativos para anti-PLA2R tanto por ELISA quanto por IFI,
16 pacientes (55%) foram positivos por ELISA e/ou IFI e 3 pacientes foram positivos
apenas por IFI e tiveram titulos intermedidrios pelo método ELISA (14 — 20 UR/ml),
totalizando 55% da amostra positiva para anti-PLA2R. O teste de ELISA apresentou
sensibilidade de 45% vs 55% apresentado pela IFI; enquanto a especificidade foi de 97%
pelo ELISA e de 100% por IFI. Ao se avaliar separadamente os pacientes com tempo
entre bidpsia e coleta do anticorpo menor que 1 ano, a sensibilidade do diagndstico por
ELISA e/ou IFI sobe para 79%, mantendo a especificidade. Ao se correlacionar o titulo
de ELISA anti-PLA2R com a proteintria, observa-se uma correlacdo positiva (rho de
spearman: 0,554, na inclusdo, 0,696 em 6 meses e 0,709 em 12 meses; p=0,001), ou seja,
quanto maior a proteinuria, maiores os titulos de ELISA. Quanto a albumina sérica,
observa-se uma relacdo inversa, quanto menor a albumina sérica, maiores os titulos de
ELISA (rho de spearman: - 0,645 na inclusao, - 0,724 em 6 meses e¢ — 0,742 em 12 meses;
p=0,001). Entre as 28 biopsias renais de pacientes com NMp avaliadas, 20 tinham
marcacdo positiva e 8 negativa para PLA2R, com uma sensibilidade de 72%.
CONCLUSAO: A dosagem do anticorpo anti-PLA2R na populagio estudada mostrou
taxas semelhantes a encontrada em outras populagdes, com maior sensibilidade pelo teste
de IFI em relagdo ao ELISA, ambos apresentado especificidade proxima a 100%. Houve
uma boa correlacdo entre as duas técnicas empregadas para a pesquisa do anticorpo no
sangue. Ainda, obteve-se uma correlagao positiva entre o titulo do anticorpo sérico e os
niveis de proteinuria. Ao se comparar a probabilidade de remissdao da proteintria de



acordo com a presenga ou nao do anticorpo, encontrou-se uma menor taxa de remissao
entre aqueles com pesquisa positiva no sangue. Os dados encontrados nesta populacio
corroboram o uso de dosagens seriadas do anticorpo para acompanhamento da atividade
da NMp e manejo terapéutico.

Descritores: Sindrome nefrética; Proteinuria; Glomerulonefrite membranosa; Doengas
autoimunes; Anticorpos; Antigenos; Prevaléncia.



Abstract

Battaini LC. Determination of anti-phospholipase A2 receptor and anti-thrombospondin
type - 1 domain-containing 74 antibodies in Latin patients with membranous
nephropathy [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2021.

INTRODUCTION: Primary membrane nephropathy (MN) is an autoimmune disease
caused by antibodies against podocyte antigens, of which the type M receptor of
phospholipase A2 (PLA2R) and thrombospondin type-1 domain containing 7 A
(THSD7A) are the most heavily studied. OBJECTIVES: The presence of anti-PLA2R
and anti-THSD7A antibodies in the Latin population is described, the performance of the
available diagnostic methods, namely, ELISA and indirect immunofluorescence (serum)
and immunohistochemistry (renal tissue), is evaluated, and the correlation between the
serum antibody levels and disease activity is assessed. METHODS: Fifty-nine patients
were followed up; 29 were diagnosed with MN, 18 were diagnosed with lupus
membranous nephropathy (LMN) and 12 were diagnosed with focal and segmental
glomerulosclerosis (FSGS). The patients were evaluated for the presence of anti-PLA2R
(ELISA and IFT) and anti-THSD7A (IFI) at the time of inclusion in the study. Only 21
patients with MN were followed for a period of 1 year. A total of 52 renal biopsies were
performed, with 28 leading to a histological diagnosis of MN 17 diagnosed with LMN
and 7 diagnosed with FSGS, which were also evaluated for the presence of anti-PLA2R
antibody in renal tissue. RESULTS: All patients with LMN and FSGS were negative for
both autoantibodies. All 29 MN patients were negative for anti-THSD7A; 13 MN patients
(45%) were negative for anti-PLA2R by both ELISA and IFI, 16 MN patients (55%) were
positive by ELISA and/or IFI, and 3 MN patients were positive only by IFI and presented
intermediate titers by the ELISA method, resulting in 55% sample positivity for anti-
PLA2R. The ELISA test showed a sensitivity of 45% while the IFI showed a sensitivity
of 55%, and the specificity was 97% by the ELISA and 100% for IFI. When assessing
patients with less than a year between biopsy and antibody collection, the sensitivity of
the diagnosis by ELISA and/or IFI increased to 79% and maintained 100% specificity.
Positive correlations were observed between the anti-PLA2R ELISA titer and 24-hour
proteinuria at the time of inclusion and throughout the follow-up. Among the 28 renal
biopsies of patients with MN, 20 presented positive staining, and 8 presented negative
staining with a sensitivity of 72%. CONCLUSIONS: The determination of anti-PLA2R
antibodies in the Latin population showed similar rates as those reported in other
populations, and the IFI test presented greater sensitivity relative to the ELISA method.
A lower rate of remission was found among those with serum anti-PLA2R positive tests.

Descriptors:  Nephrotic syndrome; Proteinuria; Glomerulonephritis, membranous;
Autoimmune diseases; Antibodies; Antigens; Prevalence.
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1. Introducao

A nefropatia membranosa (NM) foi descrita inicialmente por David Jones em
1957, que ao utilizar um corante especial (corante de Jones), conseguiu caracteriza-la
como uma entidade morfologica distinta de outras glomerulopatias. Neste estudo, Jones
descreveu em bidpsias renais submetidas a microscopia 6Otica os aspectos tipicos da NM,

incluindo o espessamento da parede capilar e alteracdes da estrutura da membrana basal
(D).

A NM ¢ uma causa comum de sindrome nefrotica em adultos, com uma incidéncia
no norte da Europa de cerca de 5-10 casos/milhdo de habitantes/ano (2). Em nosso meio,
a NM ¢ a segunda causa mais frequente de glomerulopatias, conforme o Registro Paulista
de Glomerulopatias (3). Esse achado também foi observado em um estudo nacional que
descreveu a NM como a segunda glomerulopatia mais prevalente em uma grande
casuistica de biopsias renais (4). Variagdes na incidéncia podem refletir indicagdes
especificas de cada pais e/ou de conduta médica para realizacdo de bidpsia renal bem

como diferencas socioecondmicas, étnicas e ambientais das diferentes populagdes (5).

A NM pode ser caracterizada, quanto a sua etiologia, em NM primdria (NMp) e

NM secundaria.

1.1. Patogénese

O estudo da patogénese desta nefropatia tem sido repleto de incertezas desde a
descri¢do inicial de Jones. Porém, um grande avango ocorreu com a descoberta seminal
de anticorpos contra receptores localizados em podocitos de rins humanos (6). A
descoberta destes anticorpos explicam achados prévios, como por exemplo: 1) os
depositos elétron-densos subepiteliais ocupando espagos entre a membrana basal
glomerular descritos por Movat e McGregor em 1959, através da microscopia eletronica
(7) e 2) o componente tipico da NM, a presenga de imunoglobulinas nos depdsitos,

descrito por Mellors e cols. em 1959, utilizando-se de técnicas de imunohistoquimica (8).
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A evolugdo temporal da ciéncia para culminar nos achados recentes e a verdadeira

transformagdo do conhecimento da NM ¢ descrita a seguir.

Estudos experimentais, inicialmente realizados por Heymann e cols. em 1959,
descobriram que a imunizacdo ativa de ratos com extratos renais e adjuvante de Freund,
via intraperitoneal, induzia uma doenca renal idéntica clinica e morfologicamente a NM
humana (9). Este modelo experimental, subsequentemente intitulado Nefrite de
Heymann, foi longamente utilizado como modelo para esta doenga, uma doenca auto-
imune com produg¢do de autoanticorpos induzidos ativamente (Nefrite de Heymann ativa)
ou passivamente, através da injecdo de anticorpos heter6logos pré-formados dirigidos
contra um auto antigeno presente em homogenatos de tecido renal (Nefrite passiva de
Heymann) (10, 11). Posteriormente, Dixon e cols. descreveram lesdes glomerulares
similares @ NM em coelhos imunizados com proteinas séricas heter6logas (albumina
bovina). Os autores acreditavam que imunocomplexos circulantes se formavam e

depositavam na camada externa da membrana basal ou no espago subepitelial (12).

Em 1968, o antigeno patogénico foi parcialmente caracterizado, tratava-se de um
componente tubular do homogenato de extrato de rim, identificado como uma grande
glicoproteina (RTEaS) expressa na borda em escova dos tiibulos proximais (13). Estes
autores formularam a hipotese de que a Nefrite de Heymann era causada pela formacao
de imunocomplexos circulantes pela interacdo de autoanticorpos contra o antigeno
RTEaS5, o qual era constantemente suprido pelos tubulos renais proximais (14, 15).
Entretanto, alguns anos depois se demonstrou experimentalmente que anticorpos contra
fragdes tubulares poderiam ocorrer independentemente de antigenos circulantes, levando

a formag¢do de imunocomplexos in situ (16, 17).

A identificagdo bioquimica e molecular do antigeno patogénico presente nos
podocitos e também, nos microvilos da borda em escova dos tibulos proximais, tem sido
longamente investigado. Makker e cols. identificaram em 1980 uma glicoproteina
contendo manose (18). Posteriormente, este antigeno foi isolado e identificado como uma
glicoproteina de 330/600 kDa, a megalina, que ¢ um receptor capaz de ligar-se a
lipoproteinas e outras substincias proteicas (19-21). A megalina nos tibulos proximais
participa do processo de reabsor¢do endocitica de proteinas, incluindo a albumina, porém
sua fungdo nos poddcitos ¢ desconhecida. Nestas células, os epitopos da megalina

envolvidos na producdo da Nefrite ativa de Heymann estdo restritos a uma pequena
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porcdo e parecem envolver a glicosilagdo destes epitopos (22-25). Embora a megalina
ndo seja expressa em poddcitos humanos, acreditava-se que um processo semelhante

ocorresse com um outro antigeno, até entdo desconhecido.

Mais tarde, alguns autores demonstraram a indu¢do de NM tipica em animais
através da infusdo de proteinas séricas estranhas, tais como: IgG humana, ferritina ou
albumina bovina. Demonstrou-se que a lesdo era induzida pela deposi¢do de antigenos
catidnicos no lado subepitelial da membrana basal através da interagdo com componentes
anidnicos da membrana basal, tendo como candidatos possiveis os proteoglicanos, como
o heparan sulfato. Estes estudos sugeriram que um antigeno poderia ser plantado na
membrana basal, onde anticorpos poderiam reagir e formar imunocomplexos in situ,

eventualmente, produzindo a lesio membranosa (26, 27).

Proteinuria maci¢a e sindrome nefrotica sdo aspectos marcantes da NM em
humanos e em modelos animais, incluindo a Nefrite de Heymann. E bem conhecido o
fato de que a proteintria nem sempre guarda relagdo com a formagdo ou deposi¢ao de
imunocomplexos, porque lesdes irreversiveis da parede glomerular podem induzir
alteragdes na barreira glomerular que podem persistir mesmo na auséncia de
autoanticorpos contra a megalina (28). Estudos de Salant e cols. demonstraram em
modelos de nefrite passiva de Heymann, a participacdo do sistema complemento,
especialmente do complexo de ataque a membrana (C5b-C9), o qual era necessario para
a ocorréncia de proteintiria na fase inicial da nefrite (29, 30). Na fase tardia da nefrite
passiva de Heymann, parece depender mais da intera¢do entre os anticorpos enddgenos
gerados contra os depdsitos heterdlogos de IgG plantados nas estruturas glomerulares
(31). Assim, diversos estudos experimentais demonstraram a dependéncia do sistema
complemento e a independéncia das células T nas fases iniciais da nefrite passiva de
Heymann, incluindo estudos de rim perfundido isolado, onde ha auséncia total de células

T (32).

Embora a nefrite de Heymann tenha sido interpretada como modelo que pudesse
representar a patogénese da NM em humanos, nenhuma conexdo firme pode ser
estabelecida entre este modelo experimental e a nefropatia humana (33). Até que em
2002, Ronco ¢ cols demonstraram em uma série de estudos o desenvolvimento de NM
em recém-nascidos de maes deficientes geneticamente da endopeptidase neutra (NEP),

um antigeno associado ao podocito que digere peptideos. Como os fetos possuem a NEP,
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anticorpos maternos anti-NEP cruzam a barreira placentdria e interagem com a NEP
presente nos podoécitos fetais. Imunocomplexos in situ se formam no recém-nascido que
desenvolvem um quadro de NM com proteinuria, sindrome nefrética e a participagao do
sistema complemento (34-36). Assim, a NM idiopatica humana evoluiu de uma doenga
mediada por imunocomplexos para uma podocitopatia a procura de antigenos

podocitarios que explicassem a patogénese desta glomerulopatia.

1.2. Anti-receptor de Fosfolipase A2

Recentemente, Beck e cols. fizeram uma descoberta seminal, ao descreverem o
papel de autoanticorpos anti-receptor da fosfolipase A> na patogénese de uma fragao
substancial (70-80%) de pacientes com NMp (6). Neste estudo, foi realizado Western
blotting (WB) de extrato de glomérulos humanos normais extraidos de doadores falecidos
com amostra do soro de 37 pacientes com NMp. 70% (26 pacientes) desta amostra
identificou uma glicoproteina de 185 kD no extrato destes glomérulos. Esta glicoproteina
estava presente no extrato do glomérulo de todos os doadores. Em contraste, o soro de 30
controles sem patologia renal, 15 pacientes com outras condi¢des proteinuricas que nao
nefropatia membranosa (nefropatia diabética e glomeruloesclerose segmentar e focal), 7
pacientes com doengas autoimunes e 8 pacientes com nefropatia membranosa secundaria
(6 pacientes com lupus eritematoso sistémico e 2 pacientes com virus da hepatite B) ndo
reagiram com este antigeno quando submetidos a0 mesmo ensaio, sob as mesmas

condigoes.

Através da espectometria de massa foi possivel identificar esta proteina como
receptor tipo M da fosfolipase A2 (PLA2R), uma glicoproteina normalmente presente nos
poddcitos humanos e que foi identificada nos imunocomplexos depositados nos
glomérulos dos pacientes com nefropatia membranosa, mas ndo em pacientes com
nefropatia membranosa lipica. Espécimes reativas de soro dos pacientes com nefropatia
membranosa idiopatica reconheceram o receptor recombinante e se ligaram a mesma
glicoproteina como ocorreu com o anticorpo anti-PLA2R, sendo portanto identificado o

autoanticorpo anti-PLA2R. Estes anticorpos encontrados no soro dos pacientes com NM
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idiopatica sdo predominantemente do tipo IgG4, principal subclasse de imunoglobulina

encontrada nos depodsitos glomerulares destes pacientes.

Além disto, foi demonstrado o importante papel da PLA2R na patogénese da
nefropatia membranosa idiopatica através da relagdo significante entre polimorfismos do
gene PLA2R e o desenvolvimento da doenga. Em 2010, Liu e cols relataram a associacao
entre polimorfismo de nucleotideo tnico no gene que codifica PLA2R e o
desenvolvimento da NM (37). Este achado foi confirmado em estudos de associagdo

genética na Coréia em coortes européias (38, 39).

PLA2R foi o primeiro auto antigeno podocitario humano associado a NMp.
Pertence a familia da lectinas e existe como uma glicoproteina transmembrana com uma
porcdo extra celular que contém 10 dominios distintos e um pequeno dominio
citoplasmatico, ou pode se apresentar como uma proteina soluvel produzida a partir da
“quebra” do receptor de membrana (40). A por¢ao extracelular consiste em uma regido
N — terminal rica em cisteina (CyS— R), um dominio tipo II semelhante a fibronectina
(FNII) e uma regido de 8 dominios de lectina tipo — C (CTLD 1 — 8). O PLA2R pode
funcionar como um regulador positivo da PLA2 induzindo uma variedade de respostas
bioldgicas — mediador da produgdo de lipideos, ativagdo da mitogen-actived protein
kinase (MAPK), producao de espécies reativas de oxigénio, ativagdo de vias de dano ao
DNA; ou como um regulador negativo através da rapida internalizacdo e degradagdo do

PLA2 (Figura 1) (41).

Novas pesquisas tentam identificar possiveis regides de ligagdo do autoanticorpo
ao PLA2R que se correlacionem com o desenvolvimento da NM e qual seria o seu papel
na resposta ao tratamento e prognostico da doenga. Até o momento foram identificados
quatro epitopos, CyS — R, CTLD1, CTLD7 e mais recentemente o CTLDS (Figura 1). Os
estudos ainda sdo contraditérios se hd uma relacdo entre um epitopo especifico e a
evolucdo da doenga (42, 43). Seitz — Polski e col mostraram, em um pequeno estudo, que
pacientes com anticorpo limitado ao epitopo CyS — R geralmente apresentam doenca mais
branda e maior probabilidade de atingir remissdo espontanea. Ao contrario, aqueles que
apresentam anticorpo contra mais antigenos, cursam com doeng¢a mais severa € maior

chance de evoluir com DRC estadio Vd.
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Figura 1. Receptor de Fosfolipase A2 — figura adaptada de Ronco e Debiec, Nephron
Clin Pract, 2014 (41). CyS-R: regido N — terminal rica em cisteina; FNII: dominio tipo II
semelhante a fibronectina; CTLD regido de dominios de lectina tipo — C.
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Embora exista uma clara relagdo temporal entre a deteccdo do anticorpo e a
manifestagdo clinica (proteintiria), ndo existe uma “prova” formal da patogenicidade do
anti-PLA2R. Para tanto, seriam necessarios estudos que mostrassem a relagdo causal
entre a lesdo histologica, proteinuria e a transferéncia passiva destes anticorpos. A
auséncia de modelos animais que apresentem PLA2R nos podécitos impede a realizacao

destes estudos.

1.2.1. Epidemiologia do anti-PLA2R

A taxa de positividade do anti-PLA2R varia entre as diferentes casuisticas.
Estudos nos Estados Unidos (6), Holanda (44), Coréia (45) e China (40) encontraram
positividade variando entre 65 — 78%. Valor maior do que os 52% encontrados na coorte
alema conduzida por Hoxha e cols em 2011, onde foram avaliados 100 pacientes com
diagnéstico prévio de NMp (46). Entretanto, o mesmo grupo relatou positividade de 70%
em uma coorte prospectiva onde foram avaliados 168 pacientes recém diagnosticados
(47). No Brasil, Santos Neto e cols encontraram uma sensibilidade de 60,5% em uma

coorte de 74 pacientes com diagndstico histologico de NM (48) .

Qin e cols relatam positividade de 82% em uma coorte chinesa que avaliou 60
pacientes com NMp com proteinuria maior que 3,5g/24h (49). Akiyama e cols também
mostraram maior positividade do anticorpo de acordo com o nivel de proteintria, em uma
coorte japonesa de pacientes incidentes. Foi encontrada uma positividade de 53% para o
anti-PLA2R com aumento para 61% quando avaliados somente pacientes com sindrome

nefrética no momento da coleta (50).

De acordo com estes estudos, aproximadamente 50 — 80% dos pacientes com
NMp testam positivo para anti-PLA2R. Esta grande variabilidade reflete, em parte, o tipo
de teste utilizado (Western blot, imunofluorescéncia indireta e ELISA) e diferencas
étnicas das populacdes estudas. Entretanto, a maior influéncia parece estar relacionada ao

momento da coleta do anticorpo em relag@o ao curso da doenga (51).

Em 2011, Debiec e Ronco publicaram dados de uma coorte de 42 pacientes com

diagnostico histologico de NM. Destes, 10 pacientes apresentavam positividade para
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PLAZ2R nos imunocomplexos presentes na bidpsia renal e nenhum deles apresentava anti-
PLAZ2R no soro (52). Relatos posteriores mostraram que o anticorpo sérico poderia estar
ausente no inicio da doenca e se tornar positivo ao longo do seguimento (53, 54), a
hipdtese feita por estes autores ¢ que o anticorpo sérico se ligaria ao antigeno podocitério

e so se tornaria detectavel quando os sitios de ligacdo fossem “saturados”.

Hoje, apds um periodo maior de seguimento destes pacientes, relaciona—se os

niveis séricos do anticorpo com a atividade da doenga e a resposta ao tratamento.

1.2.2. Métodos diagnosticos do anti-PLA2R e sua aplicacdo clinica

Entre os ensaios disponiveis para a deteccdo do anticorpo anti-PLA2R, a técnica
do Western blot (WB), usado nos estudos pioneiros, ¢ pouco factivel na pratica clinica. O
primeiro ensaio comercialmente disponivel foi a imunofluorescéncia indireta (CBA — IFI,
Euroimunn, Luebeck, Alemanha), entretanto sua natureza semiquantitativa torna-o
menos favoravel para monitoriza¢ao da progressao da doenga e da resposta terapéutica.
Subsequentemente, foi desenvolvido um ensaio de ELISA (Euroimunn), apesar de menos
sensivel que WB e a imunofluerescéncia indireta (IFI), o teste de ELISA ¢ capaz de
fornecer medidas quantitativas e, atualmente, vem sendo utilizado como ensaio de

escolha na rotina dos laboratorios.

Hofstra e cols. demonstraram que o teste ELISA para o anticorpo anti-receptor de
Fosfolipase A2 apresenta boa correlagdo com o teste padrao de IFI (55). Comparando
pacientes com nefropatia membranosa primdria e outras causas de sindrome nefrética,
Timmermans e col. encontraram especificidade similar e sensibilidade muito parecida

entre ELISA, IFT e WB (56).

O teste de ELISA mede a quantidade total de IgG anti-PLA2R no soro dos
pacientes. A Euroimunn, fabricante do teste, recomenda como valor de referéncia 20
UR/ml para considerar o exame positivo. No entanto, a literatura tem proposto valores de
referéncia menores, 14 UR/ml e 2 UR/ml tem sido usados como cutt — off com a sugestao

da realizagdo de IFI como teste confirmatdério em pacientes com valores entre 2 e 20

UR/ml (57).
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Desde a descrigdo que o anticorpo anti-PLA2R ¢ especifico para pacientes com
NMp, novas perguntas foram feitas em rela¢do ao diagnostico e cuidado destes pacientes.
A evolugdo clinica da NMp ¢ muito varidvel, partindo desde remissdo espontanea até a
doenca renal cronica terminal. Devido a auséncia de preditores confidveis de evolugao
clinica, a proteiniria em conjunto com a fungao renal, coletadas de modo seriado, vinham
sendo utilizados como os unicos recursos utilizados na pratica clinica para avaliar
progressdo da doenga e o subsequente uso de medicacdes de suporte versus introdugdo
de imunossupressores. Entretanto, estas medidas ndo necessariamente refletem a
severidade e/ou atividade da doenca imunoldgica, muitas vezes sendo marcadores de
cronicidade. Por outro lado, pacientes que ndo respondem ao tratamento
imunossupressor, podem estar subtratados e ainda manter sinais imunoldgicos de
atividade da doenca. Portanto, o uso do anti-PLA2R como biomarcador capaz de refletir
atividade imunologica da doenca em tempo real e indicando a evolugdo clinica pode

substancialmente melhorar o cuidado destes pacientes.

Na busca de responder a estes paradigmas, alguns estudos fizeram correlagdes
entre o titulo do anticorpo e diversas situagdes clinicas. Hofstra e cols correlacionaram
positivamente titulos dos anticorpos com proteintria em uma populagao caucasiana (58).
Qin e cols mostraram relagdo entre niveis de anticorpo e tempo de remissao na populacio
chinesa (49). Diferentes autores em diferentes populacdes mostraram correlagao entre
alteracdes dos titulos de anticorpos e o desenvolvimento de remissdo ou recaida da doenca
(46, 59, 60). Também foi demonstrado relagdo entre o titulo do anticorpo, proteintria no
inicio do seguimento, chance de remissdo (55, 61) e perda de funcdo renal (47).
Entretanto, ndo se pode tecer conclusdes definitivas uma vez que estes estudos
apresentavam, em sua maioria, desenho transversal, amostras pequenas e avaliavam

populagdes especificas, tais como, a caucasiana e chinesa.

1.2.3. O papel da dosagem sérica do anti-PLA2R

A presenca do anti-PLA2R tem se mostrado altamente especifica para o
diagnostico de NM. Em uma meta-analise com mais de 2000 doentes, Du e cols

encontraram uma especificidade de 98% com sensibilidade de 100% (62). Em um estudo
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recente, Bobart e cols mostraram que 132 pacientes que testaram positivo para anti-

PLAZ2R no soro tinham o diagndstico histologico de NM (57).

Atualmente, apds um periodo maior de seguimento, entende — se a importincia da
dosagem do anticorpo, ndo somente para estabelecer o diagnostico, mas também para o
seguimento destes pacientes. A dosagem quantitativa do anticorpo através de ELISA tem
se mostrado util na monitorizacdo da atividade da doenga orientando a tomada de decisdo
em relacdo a institui¢do da imunossupressao, sua manutencao e o momento ideal para sua

retirada.

Através da dosagem qualitativa do anti-PLA2R durante o curso da doenga, Beck
e cols demonstraram que o desaparecimento do anticorpo precede a remissdo da
proteintria (59). Por outro lado, a persisténcia dos anticorpos anti-PLA2R ao final da

terapia imunossupressora prediz uma resposta inadequada ao tratamento (63).

A dosagem quantitativa confirma a relacdo temporal entre o clareamento do
anticorpo sérico e a redu¢do da proteintria. Ruggenenti e cols monitoraram pacientes
tratados com Rituximabe, e observou - se que a reducdo de 50% no nivel sérico dos
anticorpos anti-PLA2R precedeu em 10 meses a reducdo similar da proteinuria (64). Os
niveis séricos do anticorpo também predizem resposta ao tratamento. Altos niveis de anti-
PLA2R foram associados a menor taxa de remissdo (65). Em uma analise multivariada
usando dados da coorte do GEMRITUX (Evaluate Rituximab Treatment for Idiopathic
Membranous Nephropathy, trial randomizado que comparou uso de rituximabe com
tratamento conservador) observou-se uma associacao entre taxa de remissao em 6 meses
e nivel sérico menor que 275 UR/ml. Nos pacientes tratados com rituximabe, a
probabilidade de atingir a remissdo parcial ou completa em 24 meses era maior entre
aqueles com menor nivel sérico do anticorpo (64). Em seguida, o mesmo grupo mostrou
a pouca eficiéncia do rituximabe em induzir remissdo imunologica em pacientes com
altos titulos do anticorpo (152 UR/ml) (66). Nestes pacientes o uso de ciclofosfamida ou

o uso extendido de rituximabe foram mais efetivos (65, 66).

Portanto, monitorizar os niveis séricos do anti-PLA2R no momento do
diagnostico e ao longo do seguimento, em intervalos regulares, permite a diferenciacio
entre a manifestacdo imunoldgica da doenga ou cronicidade da lesdo renal. Este parece

ser o caminho para uma estratégia personalizada de tratamento.
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1.2.4. Genética

Em 1979, foi descrito pela primeira vez associagdo entre HLA (Human Leukocyte
Antigen) classe 11 e a NM (67), a relagdo com HLA — DQAT1 foi estabelecida em 1989
demostrando componente genético da doenca (68). Evidéncias adicionais foram
sugeridas em relatos de NM familiar. Em 1984, foi publicado o primeiro relato de gémeos
1dénticos com NM, até o momento 16 familias foram identificadas como tendo uma forma
familiar da doenca mostrando forte contribuicao genética. Os mesmos relatos descrevem
duplas de gémeos monozigoéticos com idade de inicio e apresentacdo da sindrome
diferentes entre si, chamando aten¢do sobre um possivel fator ambiental ainda nao

identificado (69).

Um maior entendimento sobre a contribui¢do destes fatores genéticos veio
em 2011, com a publicacdo de trés estudos de associagdo gendmica. O primeiro deles
incluiu 556 pacientes de origem europeia e mostrou maior risco de NM em pacientes com
HLA — DQAI e polimorfismo no gene do PLA2R (38). Esta associacdo foi confirmada

em uma segunda coorte europeia e posteriormente em populacdes asiaticas (70-74).

Notoriamente, o polimorfismo do PLA2R e do alelo do HLA — D confere
alto risco de NM priméria em caucasianos e asiaticos, entretanto, nao se sabe que variacao
genética ¢ esta que confere um risco aumentado em 4 vezes de NM em caucasianos e,
que quando combinado a homozigose do HLA — DQA, aumenta este risco para 80 vezes

(75).

Estes achados ndo foram confirmados em uma pequena coorte de
afroamericanos, mostrando uma possivel influencia de fatores étnicos (76). Outras

populacdes ainda ndo foram avaliadas quanto ao polimorfismo genético e risco de NM.

O papel da variagao genética pode ndo estar somente relacionada ao risco
de desenvolvimento da doenca mas também pode ajudar no entendimento da biologia
molecular do PLA2R e sua patogenicidade. As variagcdes genéticas identificadas até o
momento tem uma associacdo com a doenca e podem se tornar marcadores bioquimicos
para estratificagdo de risco, bem como, permitir a possibilidade de desenvolvimento de

novos alvos terapeuticos em um futuro proximo.
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1.2.5. Perda da auto-tolerancia ao PLA2R

O local de exposi¢do inicial do sistema imune ao PLA2R ainda nao foi
identificado. Este evento provavelmente ndo ocorre no podocito. Um aumento recente
na incidéncia de NM em partes da China foi atribuida a poluigdo do ar (77). O
mecanismo nao foi bem definido mas interagdes genéticas e ambientais e a liberagdo de
citocinas inflamatorias parecem estar envolvidos. Embora o PLA2R seja expresso
principalmente nos poddcitos humanos, ele também esta presente nos pulmaes,
placenta, figado e sistema musculo esquelético. Portanto, uma potencial up — regulation
do PLA2R no pulmao em resposta a poluentes do ar poderia ser o local da interacao
entre as células apresentadoras de antigenos e 0 PLA2R (78).

Outro mecanismo proposto de perda de tolerdncia seria o mimetismo
molecular (79, 80). Este resultaria da exposi¢do a um antigeno de um microorganismo
que compartilha morfologia com o PLA2R, isto serviria de epitopo para as células
apresentadoras de antigeno e funcionariam como gatilho para a formagdo dos
autoanticorpos contra o PLA2R. Existe uma homologia entra o epitopo Cys — R do
PLA2R e um antigeno da parede do Clostridium. A exposicdo natural a infec¢do por esta
bactéria aumentaria a frequéncia de células B com Ig capazes de se ligar ao PLA2R. Até
0o momento, ndo existe evidencia epidemioldgica ou experimental de que isto

efetivamente ocorra.

1.3. Anti-Thrombospondina Tipo — 1 Dominio contendo 7 A

Mais recentemente (81), foi descrito em uma populacdo de portadores de NM
negativa para o anti-PLA2R, a presenca de autoanticorpos IgG4 circulantes (15 de 154
pacientes) contra a thrombospondina tipo-1 dominio contendo 7A (THSD7A), uma
glicoproteina transmembrana encontrada no podocito humano com propriedades
semelhantes ao PLA2R, sugerindo um grupo distinto de pacientes com NMp. Estes
anticorpos foram negativos em pacientes com outras glomerulopatias e em controles

normais. Posteriormente, os autores demonstraram dupla positividade para ambos
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anticorpos no sangue e tecido, sugerindo que os anticorpos nido sio mutuamente

exclusivos como o estudo inicial havia sugerido (82).

Tomas e cols (83) demonstraram que o anticorpo anti-THSD7A humano induz
alteragdes histologicas semelhantes a NM quando injetados em camundongos, resultando
em proteinuria, estabelecendo, deste modo, a patogenicidade do autoanticorpo e
preenchendo o terceiro Postulado de Koch. Além disto, demonstraram que estes
autoanticorpos induzem acentuadas alteragdes no citoesqueleto de células epiteliais
murinas ¢ em cé¢lulas embridnicas renais humanas, sugerindo um papel causal aos

anticorpos anti-THSD7A.

Assim, demonstrou-se que os depdsitos imunes subepiteliais que caracterizam a
NM se formam in situ quando anticorpos circulantes se ligam a antigenos intrinsecos
podocitarios, principalmente o receptor tipo M da fosfolipase A2 (PLA2R) e agora, a
thrombospondina tipol proteina dominio 7A (THSD7A) (84).

A prinicipal diferenga clinica entre os pacientes positivos para anti-PLA2R e anti-
THSD7A encontrada até o momento ¢ a predominancia do sexo feminino e a associagao

de neoplasias com este ultimo (51).

Associacdo entre NM e neoplasias ¢ conhecida hd mais de 50 anos. Em
aproximadamente 10% dos pacientes com NM uma neoplasia associada ¢ encontrada,
incidéncia 10 vezes maior que na populacdo geral. A patologia por tras deste achado ainda
ndo estd completamente elucidada. Esta porcentagem aumenta significativamente quando
se avalia pacientes positivos para anti-THSD7A. Hoxha e cols mostraram prevaléncia de
neoplasia de 20% em pacientes com NM e anti-THSD7A positivo com média de 3 meses
entre os diagndsticos de NM e a neoplasia. Em uma segunda coorte prospectiva, essa
associacdo foi de 33% (85). Esta associagdo foi feita apods a publicacdo de 2 casos onde
se demostrou a expressdao do THSD7A em células tumorais de pacientes com NM com

anti-THSD7A positivo.
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1.4. Anti-PLA2R e anti-THSD7A negativos

Ap0s a descoberta dos antigenos PLA2R e THSD7A, a patogénese da NM
permanece sem resposta em cerca de 20% dos casos. E provavel que outros antigenos
possam estar associados ao desenvolvimento da doenga, mas como o numero de pacientes
com um antigeno especifico deve ser muito pequeno a identificacdo de novos alvos torna-

se cada vez mais desafiadora.

Nos dois ultimos anos, Sethi ¢ cols, utilizando a técnica de microdissecgao
a laser do glomérulo e espectometria de massa, foram capazes de identificar dois novos
antigenos presentes nos glomérulos de pacientes com NM negativos para anti-PLA2R e
anti-THSD7A. A Exotosina 1 e 2 foram idenficadas no glomérulo de pacientes com NM
secunddria a doencas autoimunes, estando principalmente associadas ao LES.
Adicionalmente, a NELL — 1 (Neural epidermal growth factor — like I protein) foi
identificada em uma coorte de pacientes com caracteristicas clinicas e histologicas de
NMp (86, 87). Um terceiro antigeno, pouco comum, mas exclusivamente encontrado na
NMp foi a semaphorina 3B (Sema 3B), sendo este mais prevalente na populacdo
pediatrica. Recentemente a protocadherina 7 (PCDH?7) foi detectada em pacientes com
NMp anti-PLA2R negativo, com maior positividade em pacientes do sexo masculino.
Novos estudos sdo necessarios para confirmar a prevaléncia destas novas proteinas e

confirmar seu papel como antigeno na NM (88).
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Figura 2. Autoanticorpos — figura adaptada de Laurence H Beck Jr, J Am Soc Nephrol,
2017 (89).

1.5. Anti-PLA2R e anti-THSD7A, funcio fisiologica e mecanismo de injtria

Ainda ndo se sabe o mecanismo pelo qual anti-PLA2R e anti-THSD7A
causam lesdo podocitaria in vivo, se a lesdo ocorre por agdo direta ou envolve outros
elementos como o sistema complemento. Também ¢ desconhecido o papel do PLA2R e

da THSD7A nos poddcitos humanos (75).

O PLAZ2R foi originalmente identificado como receptor da fosfolipase A2
(enzima que cliva o 4cido graxo liberando 4cido araquiddonico e acido lisofosfatidico),
entretanto, sua funcdo fisiolodgica nos tecidos em geral e particulamente no podocito
permanece desconhecida. O fato de roedores ndo possuirem este receptor e apresentarem
uma barreira de filtragdo normal fala a favor de uma funciao redundante em humanos,
entretanto, alguns individuos, na sua auséncia, se tornam susceptiveis a lesdo mediada

por anticorpos.
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Da mesma forma, ndo se conhece o papel do THSD7A nos podocitos. Este
foi inicialmente descrito nos vasos placentarios e no corddo umbilical com papel sobre a
actina do citoesqueleto e regulacdo da migracao endotelial. O estudo do seu papel sugere
que possa haver uma relagdo com a adesdo do podocito a membrana basal glomerular. A
clivagem do THSD7A e a liberagdo da sua forma soluvel apos a lesdo mediada por
anticorpo podem influenciar na adesdo do poddcito e causar alteragdo da barreira

glomerular.

Outros dois possiveis mecanismos de lesdo podocitaria incluem: 1) Os
auto-antigenos seriam alvos “passivos” para a formacdo de imuno complexos que
ativariam o sistema complemento como ocorre no modelo da Nefrite passiva de
Heymann; 2) Efeito direto dos autoanticorpos sobre os antigenos. Isto € corroborado por
um estudo que mostrou presenca de proteinuria e depositos subepiteliais contendo I1gG
humana em um roedor que recebeu soro humano contendo anti-THSD7A, ndo tendo sido

documentado a presenga de complemento até fases avangadas do curso da doencga (83).

1.5.1. Patogenicidade das Imunoglobulinas - 1gG4

IgG ¢ a imunoglobulina encontrada nos depdsitos de NMp onde predomina
IgG4 e, nas formas precoces, I[gG1. Formas secundarias da doenga, especialmente a NM
lupica, apresentam deposicao de IgG, IgA e IgM na IF, dentre as IgG predominam IgG
1, 2 e 3. Logo, a Ig predominante pode ajudar a distinguir formas secundarias da NMp.
Consistente com a inabilidade da IgG4 de ativar a via cléssica do complemento, Clq ¢
usualmente ausente ou achado em niveis muito baixos nas formas primarias de NM, mais

tipicamente encontrado em causas secundarias.

Sabe-se que a IgG4 ¢ a principal isoforma circulante de imunoglobulina
anti-PLA2R e anti-THSD7A e que os depoésitos glomerulares também contém 1gG4 (6).
Mas ainda ndo se sabe se IgG4 sozinha ¢ verdadeiramente patogénica ou depende da

cooperagdo de menores quantidades de IgG1 e IgG3 (83).

O mecanismo de producdo da IgG4 parece obedecer uma ordem

programada de resposta imune, que iniciaria com producdo de IgM pelas células B
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seguida por mudanga de classe para IgG com uma ordem fixa, IgG3 > IgG1 > IgG2 >
IgG4 (90).

Estudos histologicos t€ém demostrado que, embora IgG4 seja a subclasse
dominante em pacientes com NM de longa data, IgG1 ¢ a subclasse que predomina nas
formas precoces de NM. Estes achados sugerem que o inicio da doenca se da pela
formacao de anticorpos IgG1 (ou IgG2/3), com aumento da formag¢ao de IgG4 ao longo
do curso da doenga (91). Na pratica clinica, o inicio da doenga ndo ¢ prontamente
reconhecido, o encaminhamento ao nefrologista e a realizagdo da bidpsia renal ocorre
meses depois do inicio do quadro, neste momento a resposta imune j& estd bem

estabelecida, prevalecendo IgG4.

1.5.2 Ativacao do sistema complemento

A presenga quase que universal de C3 nos depositos subepiteliais da NM
(92) e a associacdo entre a intensidade da presenga de C3 no tecido e a severidade da
doenca (93) falam a favor do papel do sistema complemento no desenvolvimento da
proteintria nestes pacientes. Entretanto, o papel do sistema complemento na NM ainda

ndo foi determinado.

Evidéncias funcionais da participacdo da cascata de complemento na lesdo
podocitaria vem de experimentos realizados com o modelo de Heymann onde se mostrou
a relagdo entre formacgdo de complexo de ataque a membrana (C5b-9) e proteinuria (94).
Outros estudos demonstraram que a neutralizagdo de proteinas regulatorias do sistema
complemento ¢ essencial para o desenvolvimento da proteintiria neste mesmo modelo
(95). Na NM em humanos, as evidéncias que o complemento ¢ responsavel pela lesdo
podocitaria sdo mais circunstanciais e envolvem a presenca de depdsitos glomerulares de
C3, C4 e C5b-9 (96) e a excregdo urindria deste ultimo (97, 98). J4 o Clq ¢ tipicamente
ausente destes depositos, consistente com a incapacidade da IgG4, principal subclasse de
IgG na NMp, de ativar a via cldssica do complemento. Estudos recentes tém sugerido que
a ativagdo se daria através da via das lectinas ou da via alternativa. De fato, a presenca de
C4d, Fator B e properdina nos depositos glomerulares ¢ compativel com esta hipdtese

(99).
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No entanto, alguns estudos experimentais falam contra o papel da ativagdo da
cascata de complemento na NM. Spicer e cols, em 2007, induziram nefrite de Heymann
em ratos que apresentavam deficiéncia de C6, eles demonstraram lesdo podocitaria e
proteindria mesmo na auséncia de C5b-9 (100). Além disto, a injecdo do anticorpo anti-
THSD7A humana em camundongos causa proteintria e deposi¢do de imunocomplexos
na auséncia de C3 (83, 101). Estes achados sugerem que pode haver proteinuria

independente do sistema complemento.

1.6. Histologia

Debiec e Ronco, em 2011, descreveram a relacdo entre a presenca do anticorpo
anti-receptor de Fosfolipase A2 sérico e depositos glomerulares deste anticorpo em uma
coorte francesa de 42 pacientes com bidpsia compativel com NMp. A sensibilidade dos

testes realizados no soro e no tecido foi de 57% e 74%, respectivamente (52).

Esses dados em conjunto com estudos publicados em seguida demonstraram a
complementaridade dos testes diagnosticos e que a auséncia do anticorpo sérico nao

exclui o diagnostico de NMp (52, 102, 103).

Em 2012, Hoxha e cols publicaram dados de depdsitos glomerulares e dosagem
sérica do anti-PLA2R de 88 pacientes avaliados prospectivamente. Destes, 61 (69%) dos
88 pacientes apresentavam marcagdo positiva na bidpsia renal, dos quais 60 (98,4%)
tinham anticorpo positivo no sangue. Dos 27 pacientes negativos em ambas as pesquisas,
15 tinham causas secunddrias (ex. LES, VHB, malignidade ou uso de AINH). Foram
avaliadas biopsias renais de pacientes com outros diagndsticos que ndao NM (ex. LM, IgA,
GESF, sarcoidose, LES, DM e rim normal), todas foram negativas. Estes achados
mostram uma grande concordancia entre a positividade do anticorpo sérico e tecidual e

sugerem que isto excluiria causas secundarias de NM (104).

Com achados diferentes do publicado por Hoxha e cols, Svobodova e cols, em
2013, demonstraram a presenca do depdsito imune na bidpsia de 3 pacientes com NM
secundaria (2 pacientes com Hepatite B e 1 paciente com Sarcoidose), nenhum paciente

com LES apresentou positividade na bidpsia renal (103). No mesmo ano, Larsen e cols
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encontraram sensibilidade de 75% e especificidade de 83% ao descrever 85 casos de NMp
e 80 casos de NM secundaria, com anticorpo positivo no tecido de 14 pacientes com

causas secundarias para NM, sendo VHC a principal delas (92).

Estes estudos abriram a discuss@o sobre a especificidade da marcagdo do anti-
PLAZ2R para diagnostico de NMp. Alguns autores acreditam na especificidade do PLA2R
em detectar NMp, excluindo causas secundarias. Neste caso, a presen¢a de uma causa
“secundaria” seria na verdade a associa¢dao de uma “comorbidade” (104). Outros autores
acreditam que a presenga do anticorpo anti-PLA2R resultaria da expressdo aberrante de
epitopos do PLA2R por células tumorais ou por granulomas, no caso da sarcoidose (49).

Mais estudos sdo necessarios para elucidar estas questdes.

1.7. Tratamento

A estratégia terapéutica para o tratamento de NM ao longo das ultimas
décadas mudou muito pouco. Uso de diuréticos, inibidores do sistema renina —
angiotensina — aldosterona, estatinas, anticoagulantes e reposi¢ao de vitamina D sdo uteis

no controle dos sintomas e das complicagdes da sindrome nefrotica.

Existe consenso de que a imunossupressdo deve ser iniciada na presenca
de reducdo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) ou nos casos em que a sindrome
nefrotica traga risco ao paciente. Pacientes pouco sintomdticos € com funcdo renal
preservada podem se beneficiar do tratamento conservador com controle da proteinuria,
da hipertensao e da hiperlipidemia. A disponibilidade de novas imunoterapias com perfil
mais seguro permitiria o inicio mais precoce do tratamento com um controle mais eficaz

dos sintomas (105).

1.7.1. Tratamento conservador

O tratamento conservador tem como objetivo o controle da pressao

arterial, a reducdo do edema e limitagdo dos fatores de risco para doencas
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cardiovasculares e tromboembolismo. Para o controle do edema esta indicado a restricao
da ingesta de sal e 4gua e o uso de diuréticos, podendo—se associar diferentes classes de
diuréticos com o objetivo de bloquear os principais transportadores de sddio presentes
nos tibulos renais. Os anti-hipertensivos de escolha para pacientes proteintiricos sao o
Bloqueador do Receptor de Angiotensina (BRA) e os Inibidores da Enzima Conversora
de Angiotensina (IECA), medicagdes com efeito renoprotetor comprovado e que tem
efeito na reducdo da proteinudria. Entretanto, a capacidade de redugdo da proteintria com
uso destas medicagdes ndo ultrapassa 30%, portanto, elas tém um papel limitado no
controle de pacientes muito proteinuricos. A hipercolesterolemia deve ser tratada com
estatinas e o uso de anticoagulantes deve ser considerado em pacientes nefréticos com

albumina sérica menor que 2,2 g/dL.

1.7.2. Imunossupressio

O momento da instituicdo e a escolha da terapia imunossupressora
dependem de uma série de fatores e ainda ndo hd um consenso nas diretrizes de
glomerulopatias. Sugere-se nao iniciar terapia imunossupressora em pacientes com RFG

menor que 30 ml/min e com evidéncia de nefropatia cronica ao ultrassom.

Nos tltimos anos, alguns autores tém proposto um algoritimo baseado nos

niveis de proteinuria, na fun¢do renal e nos titulos do anti—-PLA2R (Figura 3).
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beneficio da IS Proteintria = 8g/dia
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- -

Corticoide + agente citotdxico ou Inibidor de Calcineurina ou Rituxmabe®

Figura 3. Algoritmo de tratamento - adaptado de Cattran e Brenchley, Kidney Int, 2017
(106).

A escolha do agente imunossupressor passa por uma avaliagdo de
disponibilidade, perfil de efeitos colaterais, indice de remissdo e taxas de recaida. Os

principais esquemas propostos para uso na NMp serdo descritos, a seguir:

Corticosterdides e agentes alquilantes: Com nivel de evidéncia 1B, o guia de

glomerulopatia do KDIGO (107) recomenda o “Regime de Ponticelli” como primeira
escolha, com taxas de eficacia entre 60 a 70%. O esquema dura 6 meses e intercala o uso
de agente alquilante e corticoide. O agente de escolha ¢ a ciclofosfamida. O esquema deve
ser descontinuado apds 6 meses de tratamento e deve—se esperar pelo menos 6 meses
antes de se considerar falha terapéutica. O uso ndo ciclico do agente alquilante parece ser

efetivo, mas se acompanha de maior toxicidade.

Os efeitos colaterais descritos incluem infeccdo (como reativacdo das
hepatites virais), lesdo gonadal (infertilidade), cistite hemorragica, aplasia de medula

Ossea e neoplasias.
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As principais contraindicagdes ao uso deste esquema sdo a presenca de
infecgdes ndo tratadas, neoplasias, reten¢do urindria, incapacidade de monitorizacao
adequada do paciente, leucopenia pré-existente (< 4000 leucécitos/mm3) e creatinina

sérica > 3,5 mg/dL

As vantagens deste esquema sdo a eficicia bem estabelecida e seu baixo

custo. A principal desvantagem ¢ o perfil de efeitos colaterais.

Inibidores de Calcineurina: Com nivel de evidéncia 1C, os inibidores de

calcineurina podem ser usados nos pacientes com NMp em pacientes com contra—
indica¢do ou que ndo responderam ao uso do “Regime de Ponticelli” (107). Estudos
mostram boa eficicia em atingir remissao, mas ocorrem recidivas mais frequentes e mais
precoces. Recomenda—se o seu uso por pelo menos 6 meses, devendo ser descontinuado
em pacientes que ndo apresentarem sinais de remissdo parcial apos este periodo (108,
109). Os pacientes que tiverem resposta satisfatoria, apds um periodo de 6 meses, devem
ter a dose reduzida num intervalo de 4 a 8 semanas para cerca de 50% da dose inicial e

continuada por mais 12 meses.

As vantagens do uso sdo a capacidade de introdug¢do gradual, ndo
necessidade do uso concomitante de corticoide ou outros agentes imunossupressores. As
desvantagens sdo a necessidade de monitorizacdo do nivel sérico, rapidas recidivas,

nefrotoxicidade e o custo.

Rituximabe: Os esquemas anteriores apresentam uma taxa de falha entre 25 e 30%
com perfil significativo de efeitos colaterais o que sucitou a procura por outro esquema
terapéutico. A disfungao de células B tem papel importante na patogénese da NM. Apesar
do seu efeito na deplegdo das células B, a ciclofosfamida ¢ pouco seletiva. O rituximabe
¢ um anticorpo monoclonal especifico para células B. Esta medicagdo vem sendo usada
na ultima década no tratamento de doencas autoimunes com doses que derivam do
tratamento do Linfoma de Hodgkin. Uma série de estudos observacionais mostrou
reducdo de proteintria em 60 a 80% mantida por um periodo de 24 meses com melhor

perfil de efeitos colaterias quando comparado aos esquemas usuais.

O esquema de tratamento proposto varia de 375 mg/m? 1 vez por semana
por 4 semanas ou duas doses de 1g com intervalo de 1 semana entre elas ou 1g em dose

unica, com respostas similares entre os diferentes esquemas. Recomenda—se o uso de
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antibidtico profilatico pelo tempo em que as células B permanecerem depletadas, utiliza-

se trimetoprim/sulfametoxazol para prevenir infecgdes oportunistas.

As taxas de remissdo, parcial ou completa, variam de 65 a 85% com nadir
da proteinuria oscilando entre 5 e 24 meses, similar ao encontrado com agentes
alquilantes. Nao se recomenda a introduc¢do de imunossupressao adicional por pelo menos

6 meses apods o inicio do tratamento.

Estudos randomizados compararam a eficacia do rituximabe com outros
esquemas terapéuticos: Gemritux, publicado em 2017 (110), comparou o tratamento
conservador com rituximabe 375 mg/m? nos dias 1 € 8 em pacientes com protein{iria
nefrotica, ndo houve diferenga na porcentagem de remissdo em 6 meses, durante o
periodo de seguimento apds os 6 meses iniciais, houve maior taxa de remissdo entre
aqueles que receberam o rituximabe. O estudo MENTOR, publicado em 2019 (111)
avaliou pacientes com proteintria > 5g/24h e CICr > 40 ml/min/1,73m? em tratamento
conservador ha pelo menos 3 meses. Os pacientes foram randomizados para rituximabe
1g 2 vezes com intervalo de 1 semana e dose adicional em 6 meses no caso de resposta
parcial ou ciclosporina 3,5 mg/kg/dia por 12 meses. Rituximabe ndo foi inferior a
ciclosporina em induzir remissdo parcial ou total em 12 meses e foi superior em manter
a remissdo aos 24 meses. Ja o estudo STARMEN, publicado em 2020, mostrou que a
combinagdo corticoide e ciclofosfamida foi superior a combinacdo tacrolimus e

rituximabe em induzir remissao (112).

As vantagens do uso do rituximabe at¢ o momento sdo seu perfil mais
seguro de efeitos colaterais, minima necessidade de monitorizagdo, boa tolerancia e
aderéncia por parte dos pacientes. O alto custo parece ser o maior impedimento para o

S€u uso.

ACTH (hormoénio adrenocorticotrofico): A forma natural do ACTH foi usada ha

algumas décadas para tratamento de sindrome nefrdtica. Ponticelli e cols (113)
compararam o uso da sua forma sintética com o uso de agente alquilante e corticoide, a
eficacia foi similar entre os dois bracos do estudo com perfil seguro de efeitos colaterais.
Entretanto, estes resultados ndo foram replicados em estudos subsequentes. Nao ha,
portanto, recomendagdo para o seu uso como primeira escolha no tratamento de pacientes

com NMp.



38

Micofenolato Mofetil: Apesar da sua agdo em suprimir a proliferagdo de células

T e B e formagao de anticorpos, sugerindo um possivel papel na patogénese da NMp, as
evidéncias atuais ndo encontraram beneficio no seu uso como monoterapia para indugao

ou manutenc¢do da remissdo neste grupo de pacientes (114).

Novas abordagens: As terapias disponiveis até o momento apresentam alta taxas

de ndo respondedores bem como altas taxas de recidiva pds—tratamento. Estes achados
tém estimulado ndo s6 a busca por novas medicagdes, mas também a introduc¢dao do
conceito de que a NMp ¢ uma doenca cronica que necessita de uma fase de inducdo
combinando multiplas medicacdes com uma fase de manutencdo com drogas menos

potentes.

Uma nova abordagem de manejo destes pacientes baseado nos titulos de
anti-PLA2R pode ser promissora. Proteinuria e creatinina sérica ndo sdo marcadores
acurados de atividade da doenca e ndo sdo capazes de discriminar se a proteinuria
representa atividade imunoldgica da doenca ou dano irreversivel da estrutura do
glomérulo. Usar estes parametros para avaliar o risco de progressdo da doenca em
pacientes com anti—-PLA2R positivo pode atrasar o inicio da imunossupressao resultando

em dano estrutural.

Utilizar os titulos dos anticorpos refina e complementa a abordagem
tradicional centrada nos niveis de proteintria. Titulos persistentemente altos ou em
ascensdo sugerem inicio precoce da imunossupressiao, enquanto titulos baixos ou com
rapido declinio podem sugerir tratamento conservador ou interrup¢do precoce da
imunossupressao (115). A abordagem de pacientes com titulos negativos ainda € incerta.
Talvez, a utilizagdo dos niveis séricos dos anticorpos anti-PLA2R permita o tratamento
dos pacientes portadores de NM de modo mais assertivo, melhorando o resultado da

terapéutica instituida.
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1.8.Justificativa da Tese

O uso clinico dos anticorpos anti-PLA2R e anti - THSD7A tem imenso valor no
diagnostico e tratamento de pacientes com nefropatia membranosa primaria, porém a
pesquisa destes anticorpos ainda ndo foi amplamente realizada na populacdo latina.
Justifica-se a descri¢do da prevaléncia destes anticorpos nesta populagio, assim como a
avaliacdo do desempenho diagnostico destas dosagens. Para tal fim, pretende-se
pesquisar estes anticorpos no soro e no tecido renal de pacientes portadores de nefropatia
membranosa primdaria comprovada por exame histopatoldégico (padrio ouro),
comparando-os com pacientes controles, formado por pacientes com nefrite lupica
membranosa e glomeruloesclerose segmentar e focal primaria. Para avaliagdo do uso dos
anticorpos para seguimento e suporte ao tratamento, pretende-se correlacionar os titulos
séricos dos anticorpos anti-PLA2R com os niveis de proteinuria e atividade da doenga

renal nos pacientes com nefropatia membranosa.

Pretende-se também comparar o desempenho dos dois métodos de dosagem destes

anticorpos, IFI e ELISA.



40

2. Objetivos e Metas
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2. Objetivos e Metas

2.1. Objetivos

1. Pesquisa de anticorpos anti-receptor de fosfolipase A2 e
anti-thrombospondina tipo 1 contendo dominio 7A em soros de pacientes
portadores de nefropatia membranosa primaria, nefropatia lipica
membranosa e glomeruloesclerose segmentar e focal primdria em uma

populacao latina.

2. Avaliar comparativamente os dois métodos de dosagem
sérica do anticorpo anti-receptor de fosfolipase A2, imunofluorescéncia

indireta e ELISA

3. Pesquisa de anticorpos anti-receptor de fosfolipase A2 no
tecido renal de pacientes portadores de nefropatia membranosa primdaria

em uma populagao latina.

4. Correlacionar os niveis séricos dos anticorpos anti-receptor
de fosfolipase A2 com a proteintria e a atividade da doenga renal nos
pacientes portadores de nefropatia membranosa primaria por um periodo

de 12 meses.
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2.2. Metas

1. O estabelecimento de novos métodos diagnosticos —
soroldgico e histopatologico — para os anticorpos anti-receptor de
fosfolipase A2 e soroldgico para anti — thrombospondina tipo 1 contendo
dominio 7A, altamente especificos para nefropatia membranosa primaria

em uma populagao latina.

2. Utilizagao do teste soroldgico (ELISA) para o anticorpo
anti-receptor de fosfolipase A2 como medida da atividade da nefropatia
membranosa primaria: progressdo, recaida e remissdao em uma populagao

latina.
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3. Casuistica e Métodos
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3. Casuistica e Métodos
Desenho

Trata-se de um estudo observacional e analitico, realizado em centro
unico. Para a avaliacdo do desempenho diagndstico dos anticorpos anti-PLA2R e anti-
THSD7A, utilizou-se o desenho caso-controle (objetivos 1, 2 e 3). Para a correlagdao do
nivel do anticorpo anti-PLA2R com proteinuria, utilizou-se um estudo tipo coorte, com o

seguimento dos casos de NMp identificados (objetivo 4).
Populagio de estudo

Pacientes atendidos no ambulatorio de Glomerulopatias do Servigo de

Nefrologia do HCFMUSP.

3.1. Selecao de Pacientes

Critérios de inclusdo: foram incluidos pacientes maiores de 18 anos, atendidos no

ambulatorio, que assinaram o termo de consentimento, de ambos 0s sexos.

Critérios de exclusdo: pacientes menores de 18 anos, dialiticos ou transplantados

renais.

Definic¢ao de caso: pacientes com clinica compativel e bidpsia renal evidenciando
confirmacdo histoldgica de NM. Também foram excluidas causas secundarias de NM —

doengas autoimunes, infecgdes virais e neoplasias.

Definic¢ao de controle: pacientes com clinica compativel com sindrome nefrotica,

porém com bidpsia renal sugerindo NM secundéria (ltpica) ou GESF.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CAPpesq, nimero
39332414.0.0000.0068). Todos os pacientes assinaram Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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3.2. Dados Demograficos

Os seguintes dados demograficos foram coletados: idade, sexo, cor, naturalidade,
historia clinica, antecedentes pessoais e familiares e tratamento dietético e
medicamentoso. Estes dados foram obtidos através de consulta ao prontuario eletronico

da disciplina de nefrologia.

Também foram avaliados quanto ao uso de medica¢des anti — proteintricas
(Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensia — [IECA ou Bloqueadores do Receptor
de Angiotensina — BRA) e do uso de medicagdes imunossupressoras, sejam elas:

ciclosporina, ciclofosfamida, tacrolimus, corticoides e rituximabe.

3.3. Avaliacao Laboratorial

Os seguintes dados bioquimicos foram obtidos a partir dos exames dos
pacientes incluidos no estudo realizados rotineiramente pelo Laboratério Central do

ICHC.

Fungdo renal: ureia, creatinina, sddio, potassio, calcio, foésforo, acido urico, urina
I, creatinina urinaria e proteinuria de 24 horas. A depuracgdo renal foi estimada pela
equacdo Modification of Diet in Renal Disease 4 (MDRD4), conforme a seguinte formula

: eRFG= 175 x (SCr)'"** x idade %% (0,745 se mulher).

Avaliacdo bioquimica e hematologica: hemograma, eletroforese de proteinas/
proteinas totais e fragdes, colesterol e fragdes, triglicérides, glicemia, hemoglobina

glicosilada, Proteina C Reativa e Fator Reumatoide
Sorologias: HIV, hepatites B e C

Avaliagdo imunoldgica: Perfil soroldgico para LES, Complemento sérico total e

fragdes.
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3.4. Avaliacio dos Autoanticorpos

Pesquisa de anticorpos séricos anti-fosfolipase A2:

Uma amostra de 5 mL de sangue total foi coletada e ap6s centrifugagdo o soro foi
congelado em quatro aliquotas para posterior dosagem. As dosagens dos anticorpos
foram realizadas através dos dois métodos disponiveis comercialmente, ELISA — Anti-
PLA2R da Euroimmunn AG (Lubeck, Alemanha), codigo EA 1254-9601 G e
Imunofluorescéncia Indireta - Anti-PLA2R da Euroimmunn AG (Lubeck, Alemanha),

codigo CA 1254-0101, no laboratério de investigacdo médica — LIM 03 da FMUSP.

Teste de dosagem de Anti-PLA2R por ELISA:

O teste de ELISA foi realizado conforme instrugdes do fabricante.
Resumidamente, amostras de soro humano foram devidamente identificadas e diluidas
em solucdo tampao (amostra disponivel no kit) na propor¢ao de 1:10. Apds este primeiro
passo, as amostras diluidas foram pipetadas de acordo com a planilha de trabalho em
pogos correspondentes da placa, em seguida foram incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apos incubagdo e posterior lavagem, adicionou-se em todos os
pocos o conjugado enzimatico (IgG anti-humano marcado com peroxidase) incubando-
os novamente por 30 minutos. Submetidos a nova lavagem, adicionou-se uma solugao
substrato/cromégeno em cada um dos pocos da microplaca e com nova incubagao por 15
minutos em temperatura ambiente e com a placa protegida da luz direta. Apds 15 minutos,
a rea¢do foi pausada com adi¢cdo de uma solu¢ao de parada na mesma ordem e na mesma
velocidade que a solugdo substrato/cromogeno foi introduzida. A medi¢ao fotométrica da
intensidade de cor foi realizada em um comprimento de onda de 450 nm e um valor de
referéncia entre 620 nm e 650 nm dentro de 30 minutos apds a adi¢do da solucdo de
parada. A densidade Optica foi lida, utilizando-se um leitor de absorbancia de microplacas
(Victor X5, PelkinElmer Inc, Waltham USA) (60). De acordo com as instrugdes do

fabricante, um valor superior a 20 UR/mL indica um resultado positivo.
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Teste de dosagem de Anti-PLA2R por Imunofluorescéncia Indireta:

Anticorpos  anti-PLA2R  circulantes foram determinados através de
imunofluorescéncia indireta usando um microchip que possui como base células
recombinantes (EUROIMMUN AG), contendo um biochip com mosaico de células
recombinantes HEK293 fixadas em formalina com superexpressdo de PLA2R; e células

HEK?293 transfectadas de forma simulada, como controle negativo.

O teste foi realizado conforme instru¢des do fabricante. Resumidamente, amostras
de soro humano foram devidamente identificadas e diluidas em solug@o tampao (amostra
disponivel no kit) na proporcao de 1:10. Apds este primeiro passo, as amostras diluidas
foram pipetadas nas ldminas que contém o microchip e incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds incubacdo, as ladminas foram lavadas e a elas foram
adicionados o anticorpo de deteccdo combinado com fluoresceina (disponivel no kit),
houve nova incubagdo por 30min. Com a adi¢do do anticorpo, caso a reagdo seja positiva,
anticorpos especificos das classes IgA, IgG e IgM se ligam aos antigenos, tornando—os

visiveis ao microscopio de fluorescéncia.

Dois observadores independentes avaliaram todos os slides usando um

microscopio para leitura de imunofluorescéncia.

Pesquisa de anticorpos anti-thrombospondina tipo 1 contendo dominio 7A

Uma amostra de 5 mL de sangue total foi coletada e apds centrifugacdo o soro
foi congelado em quatro aliquotas para posterior dosagem. As dosagens dos anticorpos
foram realizadas através de kit disponivel comercialmente: Anti-thrombospondin type —
1 domain-containing protein 7A - Euroimmunn AG (Lubeck, Alemanha), cédigo FA
1254-1005- 51 por Imunofluorescéncia Indireta, no laboratorio de investigacdo médica —
LIM 03 da FMUSP. Anticorpos anti-THSD7A circulantes foram determinados através de
imunofluorescéncia indireta usando um microchip que possui como base células
recombinantes (EUROIMMUN AGQG), contendo um biochip com um mosaico de células
recombinantes HEK293 fixadas em formalina com superexpressdao de THSD7A e células

HEK?293 transfectadas de forma simulada, como controle negativo.
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O teste foi realizado conforme instru¢des do fabricante. Resumidamente, amostras
de soro humano foram devidamente identificadas e diluidas em solug@o tampao (amostra
disponivel no kit) na proporcao de 1:10. Apds este primeiro passo, as amostras diluidas
foram pipetadas nas ldminas que contém o microchip e incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds incubagdo, as laminas foram lavadas e a elas foram
adicionados o anticorpo de deteccdo combinado com fluoresceina (disponivel no kit),
houve nova incubagdo por 30min. Com a adig¢do do anticorpo, caso a reagao seja positiva,
anticorpos especificos das classes IgA, IgG e IgM se ligam aos antigenos, tornando—se

visiveis no microscopio de fluorescéncia.

Dois observadores independentes avaliaram todos os slides usando um

microscopio para leitura de imunofluorescéncia.

Pesquisa de anticorpos anti-fosfolipase A no tecido renal

Foram cortadas secgdes dos blocos parafinados onde foi realizada a imuno
histoquimica com anticorpo monoclonal anti — anti-PLA2R; produzidos em ratos:
Monoclonal Anti — anti-PLA2R; antibody produced in mouse — Prestige Antibodies by
Atlas Antibodies — Sigma — Aldrich/ Merck, cédigo AMAB 90772. O laboratdrio
Histocell foi responsavel pela padronizagao do método e marcacdo das laminas conforme
protocolo em anexo, a leitura foi relizada pela Dra. Denise Malheiros, nefropatologista

do laboratério de invetigagdo médica — LIM 16 da FMUSP.

Os dados laboratoriais analisados correspondem ao momento da realizacao

da bidpsia renal e da inclusdo no protocolo de estudo.

3.5. Seguimento e Desfechos

Para o objetivo 4, 21 pacientes com NM foram monitorizados e tiveram exames
de fung¢do renal e anticorpos séricos anti-fosfolipase A2 e anti-thrombospondina tipo 1
contendo dominio 7A repetidos em um intervalo de 6 e 12 meses, a partir do momento
da inclusdo no estudo. Alguns dos desfechos avaliados foram a remissdo da proteinuria

e perda de fungdo renal assim definidas:
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Remissdo Parcial — proteinuria < 3,5 g/d com um decréscimo de > 50% da

proteintria basal e fung¢ao renal estavel
Remissao total — proteinuria < 0,3 g/d com funcao renal estavel

As remissoes foram consideradas espontidneas se ocorreram sem tratamento

Imunossupressor.

Doenga renal cronica foi considerada com aumento de > 50% da Cr basal.

3.6. Analise Estatistica
Tamanho de amostra

O célculo da amostra foi baseado no objetivo primario deste estudo sobre
o desempenho diagndstico do anticorpo anti-PLA2R na NMp numa populacdo latina,
particularmente o pardmetro sensibilidade. Em um estudo com desenho caso — controle
diagnostico, baseando-se em achados da literatura, estimamos que a sensibilidade
esperada seria de 75%, o que com um poder de 80%, um erro alpha de 5% e um delta de
25% (isto €, um limite inferior de 50%), necessitariamos 28 casos e 28 controles. Com
este tamanho amostral, garantimos 86% de poder para uma especificidade esperada de
90%, um erro alpha de 5% e um delta de 20%. Utilizou-se 0 método descrito por Flahault

(116).
Analise estatistica

Geral: Para a estatistica descritiva, os dados serdo apresentados em média
(= DP) ou mediana (percentis), conforme apropriado. A comparacdo entre dois grupos,
para variaveis continuas, foi feita pelos testes T de student ou de Mann-Whitney,
conforme apropriado. Para a comparagdo entre 3 grupos, foram utilizados os testes de

ANOVA ou de Kruskall-Wallis, conforme apropriado.

Objetivo 1: Para a avaliagdo do desempenho diagnoéstico, utilizou-se as
formulas cléassicas do célculo da sensibilidade, especificidade, acuricia, razdo de
verossimilhanga positiva e negativa e odds ratio diagndstico (diagndstico odds ratio —
DOR), descritos abaixo. Como se trata de um estudo caso-controle, ndo calculamos os

valores preditivos positivo e negativo, pois o valor de prevaléncia ndo ¢é representativo da
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populagdo verdadeira. Também avaliamos a area sob a curva (AUROC) entre o titulo do

ELISA para o anticorpo anti-PLA2R e NMp.

Tabela 1. Desempenho Diagnostico

Diagndstico
Casos Controles Total
(NMp) | (NML ou GESF)
Teste | Alterado / Positivo a b (atb)
Normal / Negativo c d (ctd)
Total (atc) (b+d) (atbtctd)

Sendo a os verdadeiros positivos, b falso positivos, ¢ falso negativo e d verdadeiro

negativo.

Objetivo 2: Para a andlise comparativa entre os dois métodos de dosagem
dos titulos de autoanticorpos, avaliamos o grau de concordancia entre eles usando o

coeficiente Cohen’s Kappa.

Objetivo 3: Descricdo simples da positividade e aspecto histologico da

pesquisa do anticorpo anti-PLA2R.

Objetivo 4: As correlagdes entre os parametros foram analisadas por
Coeficiente de Correlagdo de Pearson ou Spearman, conforme apropriado. Para avaliar a
correlagdo entre o anticorpo anti-PLA2R e proteintiria, albumina e creatinina séricas,
utilizamos dados longitudinais da coorte, e utilizamos um modelo misto generalizado,
tendo em conta medidas repetidas, com um intercepto randdmico para paciente e tempo

de coleta.

As diferencas foram consideradas significativas com p < 0,05.
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4. Resultados
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4. Resultados

Foram incluidos e analisados 29 pacientes portadores de nefropatia
membranosa primaria (NMp), 12 pacientes portadores de glomeruloesclerose segmentar
e focal primaria (GESF) e 18 portadores de nefropatia membranosa lapica (NML) —

totalizando 30 pacientes no grupo controle.

4.1. Resultados gerais

Os pacientes com NMp tém média de idade de 46 (SD=14) anos e sao
predominantemente do sexo masculino. Treze pacientes (45%) sdo hipertensos (HAS) e
3 pacientes (10%) t€ém diagnostico de diabetes mellitus (DM) (Tabela 2).

O tempo decorrido entre a bidpsia renal e a inclusdo no estudo foi menor
nos pacientes com NMp quando comparados ao grupo controle com uma mediana de 17

(5 — 32) meses entre os casos e 38 (22 — 49) meses nos controles, p < 0,001 (Tabela 3).

Tabela 2. Dados Demograficos

Casos (n=29) | Controles (n=30) | Valor de P

Idade (anos), mediana [p25-p75]| 46 [42-62] 38 [29-43] 0,002

Sexo (M/F) 24/5 7/23 <0,001
Comorbidades

Hipertensao arterial sistémica 13 (45%) 7 (23%) 0,081

Diabetes mellitus 3 (10%) 1 (3%) 0,35




53

Tabela 3. Intervalo em meses entre diagndstico (biopsia) e inclusdo (coleta do anticorpo)

Casos (n=29) | Controles (n=30) | valor de P
Média + SD 19 £18 46 + 50
Mediana [IQR] | 17 [5-32] 38 [22-49] <0,001
Min-Max 0-72 7-279

No momento da realizacdo da bidpsia, os grupos ndo diferiam em relagao

aos valores de creatinina sérica, leucdcitos e hemacias na urina. Os pacientes com NMp

apresentavam menores niveis de albumina quando comparados ao grupo controle, 1,6
(1,2 -2,0) g/dL vs. 2,6 (2,0 — 3,4) g/dL, p < 0,001, e valores maiores de proteinuria 6,9
(3,9-9,3) g/24h vs 2,8 (1,4 — 5,4) g/24h, p = 0,003, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Dados laboratoriais no momento da bidpsia renal

Casos (n=29) | Controles (n=30) | Valor de P
Creatinina sérica (mg/dL) 0,99 10,88-1,22]| 1,10[0,63-1,57] 0,81
Albumina sérica (g/dL) 1,6 [1,2-2,0] 2,6 [2,0-3,4] <0,001
Urina tipo 1 (unid/ campo)
Leucécitos 3 [2-5] 4 [2-12] 0,198
Hemacias 8 [2-15] 7 [3-72] 0,72
Proteinuria urinaria 24h (g/24h) | 6,9 [3,9-9,3] 2,8 [1,4-5,4] 0,003
<35 6 (23%) 16 (53%)
3,5-6,0 6 (23%) 10 (33%) 0,004
> 6,0 14 (54%) 4 (13%)

Quando se avaliam os dados referentes ao momento da inclusdo no estudo, os

pacientes com NMp apresentavam valores maiores em relagdo ao grupo controle no que

se refere a creatinina 1,20 (0,98 — 1,64) mg/dL vs 0,79 (0,61 — 1,22) mg/dL; menores
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niveis de albumina sérica 2,9 (2,7 — 3,8) g/dL vs 3,9 (3,3 — 4,2) g/dL; e maiores niveis de
proteinaria 5,3 (0,9 — 8,4) g/24h vs 0,4 (0,1 — 1,1) g/24h (casos x controle,

respectivamente), como pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5. Dados laboratoriais no momento da inclusdo no estudo

Casos Controles
(n=29) (n=30) Valor de P
Creatinina sérica (mg/dL) 1,20 [0,98-1,64]|0,79 [0,61-1,22] 0,001
Albumina sérica (g/dL) 2,912,7-3,8] 3,9 [3,3-4,2] 0,011
Urina tipo 1 (unid/ campo)
Leucocitos 1 [0-4] 2[0-11] 0,38
Hemadcias 2[1-9] 1 [0-6] 0,170
Proteinuria urinaria 24h (g/24h) | 5,3 [0,9-8,4] 0,410,1-1,1] <0,001
<35 13 (46%) 27 (93%)
3,5-6,0 4 (14%) 1 (4%) 0,001
> 6,0 11 (39%) 1 (4%)

Dentre os pacientes com NMp, 15 deles (52%) estavam em uso de IECA

e/ou BRA no momento da bidpsia e 26 (90%) na inclusdo do estudo. Cerca de 15

pacientes (52%) estava em uso de algum imunossupressor no momento da inclusdo e 26

(90%) usavam ou haviam recebido imunossupressao desde o0 momento da biopsia.

4.2. Dosagem dos autoanticorpos

Todos os pacientes controles, 18 com NML e os 12 com GESF, foram

negativos para os anticorpos anti-PLA2R e anti-THSD7A, exceto 1 paciente com GESF

que foi positivo para anti-PLA2R (positividade pelo ELISA, negativo na IFI). Ainda, os

29 pacientes com NM testados, foram negativos para anti-THSD7A.
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No momento da inclusdo, dos 29 pacientes com NMp, 14 (48%) foram
negativos para anti-PLA2R tanto pelo ELISA quanto por IFI. Do total, 11 pacientes
(38%) foram positivos por ambos os métodos e 4 pacientes foram positivos apenas por
IFI e tiveram titulos intermediarios pelo método ELISA (14 — 20 UR/ml), totalizando
52% da amostra positiva para anti-PLA2R. Destes 29 pacientes, 21 tiveram nova dosagem
de anticorpos ap6s 6 meses e 1 ano. Ao final do seguimento, dos 29 pacientes, 16 (55%)

apresentaram sorologia positiva para anti-PLA2R por ELISA e/ou IFI (tabela 6).

Tabela 6. Dosagem dos autoanticorpos anti-THSD7A e anti-PLA2R

Casos (n=29) | Controles (n=30)
Anti-THSD7A
IFI positivo 0 0
Anti-PLA2R
ELISA positivo 13 (45%) 1 (3%)
IFI positivo 16 (55%) 0
Sorologia final
ELISA ou IFI positivos 16 (55%) 1 (3%)
ELISA ou IFI negativos 13 (45%) 29 (97%)

4.3. Anti-PLA2R positivo vs. anti-PLA2R negativo

Nao houve diferenca de idade, sexo ou comorbidades (HAS e DM) entre
os pacientes anti-PLA2R positivos e negativos (Tabela 7). O tempo decorrido entre o
momento da bidpsia e a coleta do anticorpo foi maior nos pacientes negativos, com
mediana de 29 meses (25 — 35) vs 6 meses (2 — 14) entre os positivos, p = 0,004 (Tabela
8).
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Tabela 7. Comparacdo entre pacientes anti-PLA2R negativos vs positivos

GNM com GNM com
anti-PLA2R anti-PLA2R Valor de
negativo positivo P
(n=13) (n=16)

Idade (anos) 44 [43-57] 52 [42-65] 0,44

Sexo M/F 11/2 13/3 > 0,99
Comorbidades
Hipertensao arterial 5 (39%) 8 (50%) 0,71
sistemica
Diabetes mellitus 2 (15%) 1 (6%) 0,57

Tabela 8. Intervalo entre diagndstico (bidpsia) e inclusdo (coleta do anticorpo) entre
pacientes anti-PLA2R negativos vs positivos

GNM com GNM com
anti-PLA2R negativo | anti-PLA2R positivo | valor de P
(n=13) (n=16)
Média + SD 27+13 12+ 18
Mediana [IQR] 29 [25-35] 6 [2-14] 0,004
Min-Max 0-47 0-72

No momento da bidpsia renal, os dois grupos eram semelhantes no que se refere

a valores de creatinina, albumina sérica, proteintria e sedimento urindrio (hemaécias e

leucocitos) (Tabela 9).
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Tabela 9. Comparacao laboratorial entre pacientes anti-PLA2R negativos vs positivos no

momento da bidpsia renal

GNM com GNM com
anti-PLA2R anti-PLA2R Valor de
negativo positivo P
(n=13) (n=16)
Creatinina sérica (mg/dL) 0,96 [0,76-1,35] 1,1510,92-1,22] 0,46
Albumina sérica (g/dL) 1,7[1,2-2,1] 1,6 [1,2-1,9] 0,38
Urina tipo 1 (unid/ campo)
Leucocitos 3 [2-5] 3 [2-6] 0,74
Hemacias 10 [4-15] 7 [2-15] 0,41
Pr"teinﬁ(ﬁga/‘z‘ﬁ‘;aﬁa 24h 3,9 [1,4-7,5] 8,4 [5,7-9,4] 0,027
<35 5 (46%) 1 (7%)
3,5-6,0 3 (27%) 3 (20%) 0,032
>6,0 3 (27%) 11 (73%)

Entretanto, no momento da inclusdo no estudo (coleta do anticorpo), os

pacientes anti-PLA2R positivos apresentavam valores estatisticamente significativos

menores de albumina sérica, 2,9 (1,7 —2,9) g/dL casos vs 3,2 (2,9 — 3,9) g/dL, controles,
p=0,033; e maior valor de proteintiria 8,3 (2,1 — 8,5) g/24h casos vs 1,6 (0,4 —5,1) g/24h,

controles, p = 0,003. Além disto, tinham sedimento urinario mais alterado, com valores

maiores de leucocituria ¢ hematuria (Tabela 10).
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Tabela 10. Comparagao entre pacientes anti-PLA2R negativos vs positivos no momento

da inclusao no estudo

GNM com GNM com
anti-PLA2R anti-PLA2R Valor de
negativo positivo P
(n=13) (n=16)
Creatinina sérica (mg/dL) 1,17 [1,00-1,75] 1,22 10,96-1,53] 0,84
Albumina sérica (g/dL) 3,5[2,9-4,1] 2,91[1,7-2,9] 0,018
Urina tipo 1 (unid/ campo)
Leucocitos 0 [0-1] 3[1-5] 0,012
Hemacias 20-2] 5[2-12] 0,011
Pr"teinﬁ(ﬁga/‘szl‘;aﬁa 24h 1,3 [0,3-3,9] 8,0 [3,9-8,5] 0,001
<35 9 (75%) 4 (25%)
3,5-6,0 2 (17%) 2 (13%) 0,012
>6,0 1 (8%) 10 (62%)

A porcentagem de pacientes em cada grupo que estava em uso de IECA/ BRA e

imunossupressdo nao foi diferente (Tabela 11) no momento da inclusdo no estudo.
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Tabela 11. Terapéutica medicamentosa entre os pacientes anti-PLA2R negativos e
positivos no momento da inclusdo no estudo

GNM com GNM com
anti-PLA2R anti-PLA2R | Valor de
negativo positivo P
(n=13) (n=16)
Tratamentos
IECA/BRA no diagndstico 6 (46%) 9 (56%) 0,59
IECA/BRA na inclusao do estudo 12 (92%) 14 (88%) >0,99
Uso de imunossupressor na inclusao 6 (46%) 9 (56%) 0,59
do estudo
Usp derlrr‘lunossupressorNao 13 (100%) 13 (81%) 0.32
diagnostico e/ou inclusdo

4.4. Testes diagnosticos

O desempenho diagnostico das duas técnicas de dosagem dos anticorpos
anti-PLA2R estd descrito abaixo. Ao final do estudo, o teste de ELISA apresentou
sensibilidade de 45% vs 55% de sensibilidade apresentado pela IFI. O ELISA teve
especificidade de 97% enquanto IFI de 100%.

Ao se avaliar separadamente os pacientes com tempo entre bidpsia e coleta
do anticorpo menor que 1 ano (20 pacientes, 14 pacientes com NMp), a sensibilidade do
diagnostico por ELISA e/ou IFI sobe para 79%, mantendo a especificidade de 100%.
Estes 14 pacientes com NMp apresentavam, no momento da inclusdo no estudo,
proteintria significativamente maior do que aqueles com tempo de bidpsia maior que 1
ano (n = 14), 8,4 (5,7 — 8,5) g/24h vs 1,6 (0,6 — 2,7) g/24h, respectivamente, p < 0,001;
albumina menor 1,9 (1,6 —2,9) g/dL vs 3,8 (2,9 —4,1) g/dL, p = 0,002; e maior hematuria
6 (2 —14) vs 2 (0-4) hemaécias por campo, p = 0,052.
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Tabela 12. Sensibilidade e Especificidade dos testes diagnosticos anti-PLA2R e nos
pacientes com até 1 ano da bidpsia renal

Sensibilidade | Especificidade RV+ RV- DOR Acurécia
Anti-PLAR
triltllllo o 45% 97% 13,5 0,57 23.6 71%
20 (26-64%) (82-99.9%) | (1,88-96,3) | (0.41-0.80) | (3,5-197.0) | (58-82%)
Anti-PLAR
Il ;Osiﬁvzo,; 55% 100% 34,1 0,46 74,6 78%
(36-74%) (88-100%) | (2,1-543,3) | (0,31-0,68) | (4,2-1335,5) | (65-88%)
Anti-PLA,R
(E"L}S Ao 55% 97% 16,6 0,46 35.7 76%
IFT) (36-74%) (83-99.9%) | (2,3-116,9) | (0,31-0,70) | (5,3-298.4) | (63-86%)
Entre aqueles
com tempo de
bx e inclusdo
até 1 ano
(n=20)
AntiPLA,R
(eh?ale/ouzm) 79% 100% 10,7 0.25 42,7 85%
(49-95%) (54-100%) | (0,7-157,4) | (0,10-0,64) | (1,9-962,9) | (62-97%)

* Como se observou uma célula com 0 eventos (ie, nenhum falso positivo),

utilizamos o recomendado de adicionar 0,5 em cada célula para o calculo da razdo de

verossimilhangas e odds ratio diagnostico.

controles, com o ELISA da inclusao foi: AUROC 0,728 (95% IC, 0,570-0,848).

AUROC para o titulo de ELISA anti-PLA2R para discriminar entre casos e

A correlagdo entre o titulo de ELISA anti-PLA2R na inclusdo e o tempo da biopsia

sdo negativamente correlacionados (rho de spearman: -0,3142, p = 0,015) entre todos os

pacientes.




Tabela 13. Comparagao entre ELISA e IFI para anti-PLA2R na inclusdo, aos 6 meses e

12 meses

ELISA anti-PLA2R

ELISA anti-PLA2R

positivo

negativo positivo
Inclusdo (n=29) Agreement
IFT anti-PLA2R 14 0
negativo 86% (68-
96%),
. kappa —
IFI anti-PLA2R 4 1 0.7264
positivo
Em 6 meses (n=21)
IFT anti-PLA2R " 0
negativo 86% (64-
97%),
. kappa —
IFI anti-PLA2R 3 7 0.7097
positivo
Em 12 meses (n=
21)
IFT anti-PLA2R " 0
negativo 81% (38-
95%),
kappa —
IFT anti-PLA2R 4 6 0,6111

Nivel de concordancia entre ambos métodos de 86% (95% IC, 68-96%), com

coeficiente kappa de 0,7264 (inclusdo).
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Tabela 14. Valores de ELISA para anti-PLA2R na inclusao

Controles Casos P

Média aritmética+ SD | 2,92 +4,64 257,24 £ 504,43

Mediana [IQR] | 1,51 [0,87-2,97]| 15,75 [1,21-178.60] | 0,003

Min-Max 0,03-23,54 0,43-1500

Os quatro pacientes que foram positivos para IFI e negativos para ELISA
tinham os seguintes titulos: 15,75; 17,37; 19,18 e 19,79, os quais seriam considerados

positivos se considerar o valor de corte de 14 UR/ml (40).

4.5. Histologia

Para este estudo foi padronizado no nosso servigo a marcagdo no tecido
renal do anticorpo anti-PLA2R pela técnica de imunohistoquimica. Ao todo foram
avaliadas 52 laminas de bidpsia renal; 28 pacientes com diagnostico histologico de NMp,
17 com NML e 7 com GESF. As laminas foram divididas quanto ao grau de marcacdo no

tecido: leve — considerada como negativa; moderada e forte, consideradas positivas.

Dentre os 7 pacientes com GESF, 5 tinham dosagem sérica dos
autoanticorpos, todos negativos. Na marcagdo do tecido com anti-PLA2R, 4 apresentaram

marcacao negativa e 3 apresentaram marcagao positiva.

Os 17 pacientes com NML apresentaram dosagem negativa dos
autoanticorpos no sangue. Na marcagdo tecidual, apenas 2 apresentaram marcagao

positiva.

Entre os 28 pacientes com NMp, 20 tinham marcagdo positiva na bidpsia
renal e 8 negativa, com uma sensibilidade de 72%. Destes pacientes, 23 tinham dosagem
sérica: 7 tinham marcacgdo negativa, todos com anticorpo negativo no sangue; 16 com

marcacdo positiva, 13 com sorologia positiva € 3 com sorologia negativa, resultando
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numa sensibilidade de 70% no tecido e 57% no sangue. Nao encontramos nenhum

paciente com anticorpo positivo no sangue e bidpsia negativa.

Entre os 21 pacientes seguidos pelo periodo de 12 meses, 20 foram
avaliados quanto a presenca do anticorpo na bidpsia renal. Ao compararmos os pacientes
com biodpsia positiva vs negativa no momento da inclusdo, observamos que os pacientes
com marcag¢ao positiva na bidpsia apresentavam maior PTU 4,2 g/24h vs 0,3 g/24h (p
0,031) e menor albumina sérica 2,7 g/dL vs 3,9 g/dL (p = 0,037), dados semelhantes aos
encontrados quando comparamos os pacientes com anti-PLA2R sérico positivo vs

negativo (Tabela 15).

Tabela 15. Comparacdo no momento da inclusdo pacientes com bidpsia positiva vs
negativa

Bx positiva (n=14) | Bx negativa (n=6) Val(: de
Creatinina sérica (mg/dL) 1,35[1,07-1,86] 1,09 [0,94-1,22] 0,149
Albumina sérica (g/dL) 2,71[1,7-3,8] 3,9 [2,9-4,2] 0,037
Urina tipo 1 (unid/ campo)
Leucécitos 2 [0-5] 0,5 [0-2] 0,271
Hemacias 3 [2-7] 1,5 [2-7] 0,024
Proteintiria urinaria 24h (g/24h) 4,2 [1,7-8,5] 0,3 [0,2-5,5] 0,031
<35 7 (50%) 4 (67%)
3,5-6,0 1 (7%) 1 (17%) 0,49
> 6,0 6 (43%) 1 (17%)
Titulo anti-PLA2R (UR/ml) 19,5 [5,5-259,5] 1,22 10,75-1,30] 0,07
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4.6. Perfil de anti-PLA2R durante o seguimento

Um total de 21 pacientes com diagnostico de NMp tiveram nova coleta de

anticorpos apds 6 e 12 meses.

Tabela 16. Dosagem dos autoanticorpos no seguimento de pacientes com NMp

Inclusao 6 meses 12 meses Qualquer
(29 21 21 momento
pacientes) pacientes) pacientes) (29 pacientes)
Anti-THSD7A
IFI positivo 0 0 0
Anti-PLA2R
ELISA positivo 11 (38%) 7 (33%) 6 (29%) 13 (45%)
IFI positivo 15 (52%) 10 (48%) 10 (48%) 16 (55%)
Eiéﬁﬁfolfl 15(52%) | 10(48%) | 10 (48%) 16 (55%)

Apods 6 meses, dois pacientes mudaram o perfil de auto - anticorpos. Um
paciente positivo por ELISA e IFI no momento da inclusdo tornou-se negativo para
ambos, o que foi acompanhado de uma queda de proteinuria de 9,0 g/24h para 2,31 g/24h,
em uso de imunossupressdo. Um segundo paciente, que inicialmente se apresentava com
ELISA negativo (19 UR/ml) e IFI positiva tornou-se ELISA positivo apds 6 meses com
titulo de 28 UR/ml e aumento da proteinuria de 0,69 g/24h para maior que 6,0 g/24h
(limite superior do método na ocasido). Este paciente vinha em uso de imunossupressao

no momento inicial da coleta, porém teve a medicagdo suspensa antes da segunda coleta.

Ap6s 1 ano da inclusdo, um paciente que era ELISA e IFI positivo ao longo
do seguimento, apresentou queda nos titulos de ELISA (1410 > 1760 > 15,89 UR/ml)
mas manteve a positividade pela IFI, o que ndo foi acompanhado por queda da
proteintria. Este paciente ndo havia tolerado imunossupressdo com ciclofosfamida tendo
feito uso de rituximabe 2 meses antes da primeira coleta. Outro paciente, que apresentava
titulos de ELISA e IFI negativos ao longo do seguimento, apresentou na terceira coleta
ambos positivos, fato precedido pela suspensdo da imunossupressdo (ciclosporina) e
aumento concomitante da proteinuria (6,0g/24h > 0,3g/24h > 6,42g/24h,

respectivamente).
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Ao considerar-se as recoletas de anticorpo ao longo do ano, observa-se que

13 pacientes apresentaram em algum momento, ELISA positivo e 16 IFI positivos,

totalizando uma positividade de 55% nesta populacdo (Tabela 16).

Grifico 1. Evolucao dos titulos de anti-PLA2R em 6 ¢ 12 meses

logaritmo natural do anti-PLA2R (RU/ml)

Evolucao do titulo de anti-PLA2R durante 1 ano em 21 pacientes

Inclusao 6 meses 12 meses

Periodo de Coleta

* faixa roxa corresponde ao intervalo de ELISA de 14 — 20 UR/ml
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Grifico 2. Evolucdo dos titulos de anti-PLA2R e PTU ao longo do seguimento

Evolugao do titulo de anti-PLA2R e PTU/24h durante 1 ano em 21 pacientes
9

- Elisa
- PTU

Inclusao 6 meses 12 meses
(n=29) (n=21) (n=20)

Periodo de Coleta

Ao se avaliar em conjunto os titulos de ELISA e PTU ao longo do tempo entre os

21 pacientes, verifica-se queda de ambos (Graficos 1 e 2).



Grafico 3. Mudanga do perfil de anti-PLA2R - ELISA ao longo do seguimento

Positividade de ELISA anti-PLA2R em 3 momentos de coleta

-.IN(A&MO\IQCD

Incluséo 6 meses 12 meses

Grafico 4. Mudanga do perfil de anti-PLA2R - IFI ao longo do seguimento

Positividade de IFl anti-PLA2R em 3 momentos de coleta

-.-nwf-u-o:wonw

Inclus@o 6 meses 12 meses
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4.7. Correlacao entre anti-PLLA2R, proteinuria, albumina e funcio renal.

No momento da inclusdo, a mediana do titulo de ELISA entre os 29
pacientes com NMp foi de 15,7 (1,21-179) UR/ml. Entre os 21 pacientes acompanhandos
pelo periodo de 12 meses observamos a seguinte evolucao 5,55 (0,87-96,0) UR/ml em 6
meses e 5,24 (0,26-47,1) UR/ml ap6s 12 meses. Esta variagdo de titulos do anticorpo foi
acompanhada pela redugdo dos niveis de proteintiria e aumento dos niveis de albumina
sérica. A mediana da proteindria no momento inicial foi de 5,27 (1,0-8,4) g/24h, em 6
meses 1,54 (0,3-8,5) g/24h, em 12 meses de 1,55 (0,2-4,9) g/24h. Os niveis de albumina
durante o acompanhamento foram, respectivamente na inclusdo, 6 meses e 12 meses: 2,9

(2,7-3,8) > 4,3 (3,2-4,6) > 3,9 (3,6-4,6) g/dL (Tabela 17).



Tabela 17. Descri¢do geral: Titulo de ELISA, PTU, albumina e creatinina sérica

Inclusao

6 meses

12 meses
(n=29) (n=21) (n=21)
Titulo ELISA
Meédia aritmética + SD 257 £ 504 222 + 569 170 £ 471

Mediana [IQR]

15,7 [1,21-179]

5,55 [0,87-96,0]

5,24 [0,26-47,1]

PTU

Média aritmética + SD 4,57+3,5 3,68+4,1 3,16 £ 3,8

Mediana [IQR] 5,27 [1,0-8,4] 1,54 [0,3-8,5] 1,55 [0,2-4,9]
Albumina sérica

Média aritmética + SD 298 +1,0 3.8+1,1 3,98 +0,7

Mediana [IQR] 2,9 [2,7-3,8] 4,3 [3,2-4,6] 3,9 [3,6-4,6]
Creatinina
Média aritmética + SD 1,38+ 0,7 1,82 +1.2 2+1,5

Mediana [IQR]

1,19 [0,99-1,58]

1,44 [1,04-2,18]

1,46 [1,03-2,41]
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Ao se correlacionar o titulo de ELISA anti-PLA2R com a proteintria de 24h no

momento da inclusdo e ao longo do seguimento observa-se uma correlacao positiva (rho

de spearman: 0,554, na inclusdo, 0,696 em 6 meses ¢ 0,709 em 12 meses; p=0,001), ou

seja, quanto maior a proteinuria, maiores os titulos de ELISA (Grafico 5). A correlacdo

entre o nivel da proteintria e a positividade do anticorpo esta representada no grafico 6.
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Quanto a albumina, observa-se uma relagdo inversa, quanto menor a albumina
sérica, maiores os titulos de ELISA (rho de spearman: - 0,645 na inclusdo, - 0,724 em 6
meses ¢ - 0,742 em 12 meses; p = 0,001) (Graficos 7). A correlagdo entre o nivel da

proteintria e a positividade do anticorpo esta representada no gréfico 8.

Nao houve correlagdo entre creatinina e os titulos de ELISA.

Grifico 5. Correlagdo entre o titulo do anti-PLA2R e PTU em pacientes com NMp

Inclusao | | 6 meses | I 12 meses

. R=0.554 - R=0.696 ¢ R=0.708

logaritmo natural da Proteindria de 24h (g/vol)
o

-4 0 4 8 4 8 -4 0 4

0 4
logaritmo natural do anti-PLA2R (RU/ml)

Grafico 6. Correlagdo entre positividade do anti-PLA2R e PTU em pacientes com NMp

Nefropatia membranosa status para anti-PLA2R e PTU

Inclusao 6 meses 12 meses

proteindria de 24h (g/vol)

i — “ ———— .

Neg'ativo Positivo Neg'ativo Positivo Neg'ativo Positivo
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Grafico 7. Correlacdo entre o titulo do anti-PLA2R e albumina em pacientes com NMp

Inclusao [ 6 meses il 12 meses |

N
=]

R=-0.645 R=-0.724 R=-0.742

o

=3

o
o

R = correlagdo linear simples de pearson, log scale em ambos

logaritmo natural da albumina sérica (g/dL)

-4 0 4 8 4 8 4 0 4 8

0 4
logaritmo natural do anti-PLA2R (RU/ml)

Grafico 8. Correlacdo entre positividade do anti-PLA2R e albumina em pacientes com
NMp

Nefropatia membranosa status para anti-PLA2R e Albumina sérica

Inclusao 6 meses 12 meses

w »~ [5,]
°

albumina sérica (g/dL)

N

Negétivo Positivo Negétivo Positivo Negétivo Positivo
Nefropatia membranosa status para anti-PLA2R

O padrao descrito acima se manteve ao longo do periodo de seguimento. No
modelo linear ajustado para dosagem repetida do anticorpo durante os trés periodos de
coleta, os coeficientes de correlagdo entre titulo de anti-PLA2R e PTU foram de 0,226 (p
< 0,001) e entre titulo de anti-PLA2R e albumina foram de - 0,057 (p < 0,001). Ja no
modelo ajustado para idade, sexo, hipertensao e diabetes, o coeficiente de correlagdo entre
titulo de anti-PLA2R e PTU foi de 0,188 (p = 0,001) e entre titulo de anti-PLA2R e
albumina de - 0,052 (p < 0,001) (Tabela 18).
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Tabela 18. Associagao entre titulo de anti-PLA2R, PTU, albumina e creatinina sérica em
um modelo de medidas repetidas durante os 3 periodos de coleta

Modelo sem ajuste?

Modelo ajustado®

(-0,015 to 0,061)

Coeficiente (95% Valor de P Coeficiente (95% Valor de P
CI) CI)
PTU, log (n=68)
Titulo de anti- 0,226 0,188
PLAZR, log (0.111t00350) | 0:001 (0,087 to 0,312) 0:001
Albumina, log
(n=62)
Titulo de anti- -0,057 -0,052
PLAZR, log (-0.081 10-0033) | 0:001 (-0,078 to -0,029) 0:001
Creatinina, log
(n=62)
Titulo de anti- 0,023 0,020
PLAZR, log 0,202 (-0,014 to 0,058) 0:13

a Modelo linear misto ajustado para medida repetida para periodo e paciente

b Modelo linear misto ajustado para medida repetida para periodo e paciente e

como fatores fixos idade, sexo, hipertensdo arterial e diabetes.

Ao se avaliar a taxa de remissdo entre os 21 pacientes seguidos ao longo de 12

meses, observa-se que houve uma maior probabilidade de remissdo parcial ou total da

PTU em pacientes com anti-PLA2R negativo vs positivo (89% x 33% p = 0,024). Nao

houve relacao entre positividade do anticorpo e evolugdo para DRC (Tabela 19).
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Tabela 19. Comparacdo entre remissdo da proteinuria e sorologia anti-PLA2R negativa

e positiva
GNM com GNM com
anti-PLA2R anti-PLA2R Valor de
negativo positivo P
(n=9) (n=12)
Remissao
Ausente 1 (11%) 8 (67%)
Parcial 2 (22%) 3 (25%) 0,012
Total 6 (67%) 1 (8%)
Alguma remissao (parcial ou
8 (89%) 4 (33%) 0,024
total) ’
DRC 2 (22%) 5(42%) 0,62

Destes 21 pacientes, 20 tiveram sua histologia avaliada quanto a presenga

do anti-PLA2R. Em nimeros absolutos, pacientes com bidpsia renal negativa para o

anticorpo tinham mais chance de atingir remissdo parcial ou completa, no entanto, ndo

houve diferenca estatistica (Tabela 20).

Tabela 20. Comparagao entre remissdo da proteintria e bidpsia renal para anti-PLA2R

negativa e positiva.

Bx negativa (n=6)

Bx positiva (n=14) | Valor de P

Remissao
Ausente 1(17%) 8 (57%)
Parcial 1(17%) 3 (21%) 0,133
Total 4 (67%) 3 (21%)
Alguma remissao (parcial ou total) 5 (83%) 6 (43%) 0,157
DRC 1 (17%) 6 (43%) 0,35
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5. Discussao
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5. Discussao

O principal objetivo deste estudo € a pesquisa de anticorpos anti-PLA2R e
anti-THSD7A no soro de pacientes portadores de nefropatia membranosa primaria e em
pacientes controles em uma populagdo latina. Para tanto, foram incluidos 59 pacientes
com os diagnosticos de nefropatia membranosa primdria, nefrite lupica membranosa e
glomeruloesclerose segmentar e focal que fazem acompanhamento no ambulatorio de

Glomerulopatias do Servigo de Nefrologia do HCFMUSP.

Todos os pacientes testados, independentemente da doenca de base, foram
negativos para anti-THSD7A. Dados disponiveis na literatura mostram que nenhum
individuo saudavel ou com outra doenga proteinurica que ndo NMp testaram positivo para
anti-THSD7A, sendo sua especificidade proxima a 100% (117, 118). Entretanto, trata —
se de um exame de baixa sensibilidade com resultados variando entre 3% (Europa e
Estados Unidos) e 9% (Japao) (82, 85, 117, 118). Considerando-se o tamanho desta

amostra e a sensibilidade do método, a auséncia de resultados positivos era esperada.

Para a pesquisa do anticorpo anti-PLA2R, duas das técnicas existentes
foram utilizadas, IFI e ELISA. Conforme descrito por diferentes autores, todos os
pacientes avaliados com diagndstico de NML e GESF foram negativos pela técnica de
IF1, conferindo 100% de especificidade nesta amostra. Ao avaliar-se a técnica de ELISA,
a especificidade foi de 97%, pois apenas uma paciente com diagnodstico clinico e
histologico compativel com GESF apresentou ELISA positivo para anti-PLA2R em titulo
baixo (23 UR/ml) e IFI negativa, sendo considerado um falso positivo, compativel com

os casos descritos na literatura (119).

Dentre os pacientes com NMp, 55% foram positivos por uma das técnicas
empregadas, dados semelhantes aos encontrados em outras coortes onde 50 - 80% dos

pacientes com NMp testaram positivo para anti-PLA2R (51).

Duas metas—analises recentes avaliaram a acuracia do anti-PLA2R em diferenciar
NMp de outras causas de proteintria. Dai e cols em 2015, encontraram sensibilidade de
79% e especificidade de 90% (119). Li e cols em 2018, avaliaram 28 estudos encontrando

uma sensibilidade e especificidade de 65 e 97%, respectivamente (120).

No grupo de pacientes com intervalo menor que 12 meses entre a bidpsia renal e

a coleta do anticorpo, a positividade se eleva para 79% com especificidade de 100%.
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Populagdes recém diagnosticadas apresentam positividade entre 60% - 80%(40, 44, 45,

47, 58), valores maiores do que o encontrado em populacdes prevalentes.

Diferentes motivos podem contribuir para esta grande variabilidade entre os
estudos e explicar a maior positividade quando se restringe o intervalo entre a bidpsia e a
coleta do anticorpo a menos de 12 meses. O tipo de teste utilizado (WB, IFI e ELISA),
diferengas étnicas € o momento da coleta do anticorpo em relagdo ao curso da doenga sio
alguns deles, sendo que este ultimo parece ser o mais relevante. Deve-se levar em
consideracdo que pacientes com menor intervalo entre biopsia e coleta do anticorpo tém

maior probabilidade de estarem em atividade da doenga.

Nesta amostra, pacientes com intervalo menor que 12 meses entre a bidpsia e a
coleta do anticorpo, quando comparados a aqueles com intervalo superior a 1 ano, além
de terem maior positividade do anti-PLA2R (79%), apresentavam maior proteindria (8,4
vs 1,6g/24h, respectivamente, p = 0,001) e menor valor de albumina (1,9 vs 3,7 g/dL,

respectivamente, p = 0,002), no momento da inclus@o no estudo.

Estudos em diferentes populacdes mostram associagdo entre a atividade da
doenca, representada principalmente pelos valores de proteintria, e a presenga do
anticorpo. O anti-PLA2R frequentemente espelha a atividade da doenca, assim, quando
os titulos do anticorpo estdo altos, o nivel de proteinuria geralmente encontra-se mais
elevado. Sabe-se que os niveis de anticorpos flutuam significativamente durante o curso
da doenga, por isto, os relatos de sensibilidade e especificidade variam dependendo do

numero dos pacientes com proteintria nefrotica incluidos no estudo (121).

Dai e cols mostraram em sua meta-analise maior acuracia de discriminac¢ao do
anti-PLA2R de acordo com o grau de proteinuria (119). Na andlise de subgrupo, o teste
mostrou maior acuricia entre os pacientes com sindrome nefrotica (AUC 0,83) do que
entre aqueles sem proteintria nefrética (AUC 0,47). Isto pode ser justificado pela
oscilagdo do nivel do anticorpo de acordo com a atividade da doenga, ou com a
diminui¢ao do seu nivel sérico espontaneamente ou com o uso de imunossupressores (55,
58, 122). Nesta casuistica, pacientes com anti-PLA2R positivo tinham maior proteintria

do que os pacientes negativos (8,3 e 1,6 g/24h, respectivamente, p = 0.003).

Ha correlagdo ndo sé entre a positividade do anticorpo e proteintiria, mas também

entre os titulos do anticorpo e o valor da proteintiria. Neste estudo, com dados obtidos no
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momento da inclusdo, encontrou-se uma correlagdo positiva entre os titulos de anti-
PLAZ2R pelo ELISA e a proteintria de 24 h (rho de spearman: 0,554, p = 0,001), ou seja,
quanto maior o titulo, maior a proteinuria encontrada. Isto ja foi demonstrado por
diferentes autores em diferentes populagdes. Hosftra e cols. em 2011, encontraram uma
correlagdo de 0,73 entre os valores de proteintria e o titulo do anti-PLA2R. Kanigicherla
e cols.em 2012, relatam correlacio de 0,51, enquanto, Hoxha e cols em 2014,
descreveram uma queda de 25% dos niveis de proteinuria associado a queda de 45% dos
titulos do anticorpo ap6és 3 meses de seguimento, uma queda mais expressiva foi
observada entre aqueles que receberam imunossupressdo, com 43% de reducdo de
proteinuria e 82% dos titulos de anticorpos. Ruggenenti e cols. em 2015, descreveram os
achados ap0s tratamento com Rituximabe; entre os pacientes estudados, uma reducao de
50% dos titulos de anticorpos precedeu em 10 meses a redugdo equivalente da proteintiria

(58, 60, 61, 64).

Utilizando-se o mesmo raciocinio, pode-se explicar o achado da correlagdo
negativa entre o tempo de bidpsia e os titulos do anticorpo. Pacientes com diagndstico ha
mais tempo tem maior chance de terem atingido remissao, seja através do tratamento ou

de forma espontanea, apresentando, portanto, menores titulos de anticorpo.

Métodos Diagnosticos

A dosagem do anti—-PLA2R foi descrita inicialmente através da técnica de Western
blotting. Ao longo do tempo, foram desenvolvidas outras técnicas a fim de facilitar sua
implementagdo na pratica clinica e permitir a quantifica¢do do titulo do anticorpo. Neste
estudo, foram utilizadas as técnicas de IFI e de ELISA, as quais foram comparadas em

relacdo a sensibilidade e especificidade.

Certamente, um fator relevante na diferenca de positividade entre os estudos ¢ a
técnica utilizada para a mensuragdo do anticorpo. As sensibilidades e especificidades
descritas podem variar de acordo com o método empregado e com o valor de corte

utilizado para definir um resultado positivo.

Ao final do estudo, foi obtida uma sensibilidade de 45% e especificidade de 97%
com o ELISA e de sensibilidade de 55% e especificidade de 100% com IFI, com

concordancia de 86% e correlagdo de 0,72. Esses achados sdo compativeis com o descrito
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na literatura que mostra uma boa correlacdo entre ELISA e IFI, esta ultima com maior

sensibilidade (46, 51, 56, 121, 123, 124).

Behnert e cols, em 2014, compararam trés diferentes técnicas. Foram avaliados
157 pacientes com NMp, houve uma boa correlag@o entre as técnicas empregadas, sendo
a concordancia entre o ELISA e a IFI de 85,9%, e correlacao de 0,72, semelhantes as

encontradas neste estudo. (124).

Foram considerados positivos titulos de ELISA a partir de 20 UR/ml conforme
orientagdo do fabricante. Alguns autores, no entanto, sugerem que o valor de referéncia
seja reduzido para 2 UR/ml ou 14 UR/ml. Estes autores se baseiam em estudos que
mostraram aumento da sensibilidade do método sem perda da especificidade (56, 124).
Considerando-se o valor de 14 UR/ml, nesta amostra, a sensibilidade do ELISA se
igualaria a da IFI em 55%, uma vez que todos os pacientes com ELISA negativo e IFI

positiva apresentam titulos maiores do que 14 UR/ml.

Tecido Renal

A marcagdo tecidual do anticorpo anti-PLA2R foi primeiramente descrita em
2011 e desde entdo tem sido utilizada para complementac¢do diagndstica dos pacientes
com suspeita de NMp. Diferentes estudos compararam a sensibilidade da marcacao
tecidual com a dosagem sérica do anticorpo mostrando uma maior sensibilidade do
primeiro em relagdo ao segundo. Esta técnica também vem sendo utilizada na

diferenciac¢@o de causas primdrias de causas secundarias de NM.

Foram avaliadas retrospectivamente 52 bidpsias de pacientes com NMp (28),
NML (17) e GESF (7) através da técnica de imunohistoquimica, pela primeira vez
utilizada para essa finalidade em nosso servigo. Conforme descrito na literatura, biopsia
de rins normais apresentam positividade fraca para anti-PLA2R, sendo este grau de

marcagdo considerada negativa (103) (104).

Entre as laminas avaliadas, 2/17 pacientes com diagnostico de NML e 3/7 com
diagnoéstico de GESF apresentaram marcagao positiva. Estudos mostram positividade do

anticorpo em causas secundarias de NM, principalmente relacionadas ao VHB, VHC e
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sarcoidose, sendo muito raramente descritos em pacientes com LES ou GESF. Nao ha,

por ora, resposta na literatura para estes achados (49, 92, 103, 104).

Entre os 28 pacientes com NMp, 20 (72%) apresentaram positividade no
tecido renal, mostrando que, na auséncia da dosagem do anticorpo sérico, a marcagao
tecidual pode ter um papel importante no diagnéstico da NMp. Além de tudo, permite um
diagndstico retrospectivo, importante por exemplo na avaliacdo de pacientes candidatos

a transplante renal.

Foi possivel obter dados da bidpsia e do soro de vinte e trés destes
pacientes. Sete deles foram negativos tanto no sangue quanto no tecido; 16 apresentavam
anticorpos na bidpsia renal, 3 com sorologia negativa e 13 com anti-PLA2R positivo no

sangue. Nao encontramos pacientes com sorologia positiva e bidpsia renal negativa.

Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre a sensibilidade dos
métodos dado o grande intervalo entre a biopsia e dosagem do anticorpo, mediana de 17
meses, o que dificulta a interpretagdo dos resultados nido permitindo a comparagao entre
a sensibilidade do teste soroldgico com a marcagdo tecidual. Neste intervalo de tempo
pode ter havido remissdo espontdnea ou induzida pela imunossupressdo com o
clareamento dos anticorpos séricos. Somente a dosagem concomitante dos anticorpos

com a bidpsia permitiria a comparagdo adequada entre a sensibilidade dos métodos.

Seguimento

Dos vinte e nove pacientes incluidos no estudo, 21 foram seguidos ao
longo de 12 meses com novas dosagens de anticorpos e avaliagdo seriada de PTU,

albumina e creatinina.

Ao longo do seguimento foi mantida a relacdo positiva entre PTU e titulo
de ELISA e relacdo negativa com a albumina. Quatro pacientes apresentaram alteracao
do seu perfil inicial de autoanticorpos séricos, o que foi acompanhado de alteragcdo dos

niveis de proteinuria e precedido pelo inicio ou suspensdo de imunossupressores.

Ao avaliar-se a probabilidade de remissdo de acordo com a presenca ou

ndo do anticorpo ao longo do seguimento, observou-se uma relagdo inversa: pacientes
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com anticorpo positivo tanto no sangue quanto na bidpsia apresentaram menor taxa de

remissao, aqui definida como redugdo parcial ou completa da proteinuria.

Diferentes estudos encontraram relagdo entre os titulos de anticorpo e a
probabilidade de remissao - pacientes com menores titulos de ELISA evoluiram de modo
mais favoravel, enquanto titulos aumentados relacionaram—se a maior chance de evoluir
com sindrome nefrotica e perda de funcdo renal. Entre os nossos pacientes ndo houve

correlacdo entre anticorpo positivo e evolucao para DRC (51).

Medidas seriadas do anticorpo fornecem dados progndsticos ainda mais
precisos. Niveis decrescentes ao longo do seguimento relacionam-se com queda da
proteintria, sendo o inverso também verdadeiro. O uso de medidas seriadas para
avaliacdo prognostica e indicagao de tratamento tem sido utilizada em diferentes centros

com esquemas terapéuticos baseados em titulos de anticorpos.
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6. Conclusoes

Este estudo permitiu estimar a presenca de anticorpos anti-THSD7A e
anti-PLA2R em pacientes com nefropatia membranosa primaria em uma populagdo latina
através da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e de ELISA. Os dados
encontrados, estdo de acordo com a literatura, todos os pacientes estudados foram
negativos para anti-THSD7A. Em relacdo ao anticorpo anti-PLA2R, encontrou-se uma
positividade variando de 55 a 79%, conforme o momento da bidpsia renal. Comparou-se
também as duas técnicas diagndsticas, mostrando uma boa correlagdo entre elas, com o
teste de IFI apresentando maior sensibilidade e ambas com especificidade proxima a
100%. Ainda, obteve-se uma correlagdo positiva entre o titulo do anticorpo sérico e os

niveis de proteinuria.

Ao avaliar-se a sensibilidade da pesquisa do anticorpo no tecido renal, obteve-se
uma positividade de 72% entre os pacientes com NMp. Nao foi possivel comparar a
sensibilidade dos diferentes métodos diagnosticos, sorologia vs bidpsia renal, devido ao

intervalo prolongado entre a coleta dos dois exames.

Finalmente, ao comparar-se a probabilidade de remissdo da proteinuria de acordo
com a presenc¢a ou ndo do anticorpo, encontrou-se uma menor taxa de remissdo entre

aqueles com pesquisa positiva no sangue.
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Figura 4. Imunohistoquimica para anti-PLA2R em tecido renal.
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7.1. Protocolo de Preparo das Laminas para Imunohistoquimica

1. Desparafinar as laminas em xilol, 02 banhos de 10 min cada;
2. Hidratar as laminas em 02 banhos de alcool 99°, 02 banhos
de alcool 96°, 01 banho de alcool 70°;

3. Lavar as laminas em 4gua corrente, e 4gua destilada;

4. Bloqueio de Peroxidase, 02 vezes de Agua Oxigenada 10vol.

10 min;

5. Lavar em agua corrente e agua destilada;

6. Recuperagdo Antigénica em Panela de Pressdo Elétrica,

15min em solucdo Trilogy (Cell Marque);

umida;

7. Lavar em dgua corrente e 4gua destilada;

8. Bloqueio de Proteina;

9. Lavar 03 vezes em TBS;

10.Incubar Over Night com Anticorpo Primdrio em cdmara umida;
11.Lavar 03 vezes em TBS;

12.Incubar com REVEL Complement, 30 min em cdmara umida;
13.Lavar 03 vezes em TBS;

14. Incubar com REVEL HRP Conjugate, 30 min em camara

15.Lavar 03 vezes em TBS;

16.Revelar com DAB liquido por 5 min;

17.Lavar em agua corrente e agua destilada;
18.Contra corar com Hematoxilina de Harris, 3 min;
19.Lavar em agua corrente e agua destilada;

20.Desidratar as laminas em 01 banho de alcool 70°, 01 banho

de alcool 96°, 03 banhos em alcool 99°¢ 03 banhos de Xilol;

21. Montar as laminas com laminulas e meio de montagem e

etiquetar.
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