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RESUMO

Macedo PA. Anticorpo anti-P ribossomal em pacientes portadores de
glomerulonefrite lupica: marcador para melhor sobrevida renal? [tese]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

O anticorpo anti-proteina P ribossomal € um dos marcadores sorologicos do
lupus eritematoso sistémico, previamente associado a glomerulonefrite lUpica
classe V (ISN-RPS). Neste trabalho foi avaliado o prognéstico renal em
pacientes que possuem positividade para este anticorpo. Sessenta pacientes
foram avaliados para parametros de sobrevida renal. Onze pacientes (18%)
apresentaram positividade sorolégica exclusiva para anticorpo anti-P
ribossomal e vinte e oito pacientes (47%) para anti-dsDNA. Ao final do periodo
de seguimento, foi observado que os pacientes anti-P positivos apresentaram
uma maior sobrevida renal (11,0 =+ 4,5 vs. 9,2 = 4,5 anos, p=0,03) quando
comparados aqueles anti-P negativos, assim como menor frequéncia de
necessidade de terapia substitutiva renal (0 vs. 35% p=0,025). Pacientes anti-P
positivos apresentaram também maior frequéncia de classe V (91% vs. 31%,
p<0.001) e menor incidéncia de alteragdes proliferativas (45% vs. 82%,
p=0,021) na avaliagao da biopsia renal quando comparados aos pacientes sem
a positividade para este anticorpo. Os dados reforcam a hipétese de que o
anticorpo anti-P ¢ um marcador utii de um melhor progndstico renal em

pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico.

Descritores: Ldpus eritematoso sistémico; Glomerulonefrite;
Autoanticorpos/sangue; Autoanticorpos/imunologia; Marcadores

bioldgicos;Proteinas ribossémicas/imunologia; Analise de sobrevida.
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SUMMARY

Macedo PA. Antibodies to ribossomal P proteins in lupus nephritis: a surrogate
marker for a better renal survival? [teses]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2013.

Antibodies to ribossomal P proteins are one of the serologic markers of
systemic lupus erythematosus, previously described as associated to class V
lupus glomerulonephritis (ISN-RPS). Our study assessed renal prognosis in
patients with anti-P antibodies. Sixty consecutive SLE patients with biopsy-
proven nephritis (2004 ISN/RPS) were evaluated for renal survival parameters.
Eleven patients (18%) had exclusive anti-P positivity and 28 (47%) patients
anti-dsDNA. The post-biopsy follow-up analysis demonstrated that anti-P
positive patients disclosed better renal survival (11.0 + 4.5 vs. 9.2 + 4.5 years,
p=0.03) as well as lower frequency of patients requiring dialysis (0 vs. 35%
p=0.025). The frequency of class V nephritis was higher in anti-P positive
patients (91% vs. 31%, p<0.001) and the occurrence of proliferative lesions at
biopsy was lower in these patients (45% vs. 82%, p=0.021). Our data supports
the notion that anti-P antibody is a valuable marker to predict a better long-term

renal outcome in lupus patients.

Descriptors: Lupus  erythematosus,  systemic; Glomerulonephritis;
Autoantibodies/blood;  Autoantibodies/immunology;  Biological = markers;

Ribossomal proteins/immunology; Survival analysis.



1. INTRODUCAO

O Lupus Eritematoso Sistémico é doencga autoimune caracterizada por
periodos de exacerbagdo e remissdo. Sua prevaléncia global é estimada
entre 0,04% a 0,2%, dependendo da etnia’.

A doenca acomete multiplos érgéos, com perfil clinico variado com
formas leves e outras consideradas graves. Todos os sistemas podem ser
envolvidos incluindo hematoldgico, osteomuscular, neuroldgico, cardiaco,
respiratorio e renal. Fatores genéticos, ambientais, hormonais entre outros,

parecem contribuir para o desenvolvimento da doenca.

O envolvimento renal € o maior preditor de mau progndstico em
pacientes com lupus eritematoso sistémico, com 5 a 10% de progresséo
para insuficiéncia renal terminal e 8% com evolugdo para obito apesar de
imunossupressdo adequada®. Até o momento, o anticorpo anti-dsDNA &,
provavelmente, o melhor marcador para nefrite lupica, dado que tem boa
correlacdo com atividade renal, mau progndstico e gravidade histologica’. A
habilidade do anticorpo anti-dsDNA em induzir glomerulonefrite e proteinuria
foi, inicialmente, atribuida a sua reatividade cruzada com antigenos
glomerulares como alpha-actina e laminina®. Estudos recentes, no entanto,
concluiram que o acumulo de fragmentos de cromatina na membrana basal
glomerular e sua alta afinidade pelos anticorpos anti-dsDNA, e n&o a

reatividade cruzada anteriormente descrita, parece ser o fator determinante



da patogenicidade do anti-dsDNA*°. Alguns pacientes, no entanto,
desenvolvem glomerulonefrite com evolugéo para insuficiéncia renal terminal
na auséncia deste anticorpo. O anti-dsDNA nao é um achado universal em
pacientes com nefrite lupica existindo a necessidade de procurar outros
marcadores de progndstico a longo prazo.

Nesse sentido, o anticorpo anti-P ribossomal surgiu como um possivel

marcador para a glomerulonefrite lupica em 1996°7®. Seus niveis parecem

I8,9,10,11 12,13,14,15,16. Foi

flutuar em paralelo com atividade rena e sistémica
ainda descrito a maior prevaléncia de acometimento renal em pacientes
lupicos anti-P positivos quando comparados aqueles anti-P negativos9 e
confirmou-se achados anteriores de que a flutuagdo dos niveis de anti-P
estava associada com periodos de atividade renal®.

A possivel participagdo do anti-P ribossomal na patogénese da
doenca renal foi evidenciada pela demonstragao de que o eluato de tecido
renal, de paciente com glomerulonefrite lupica, estava enriquecido com
anticorpos anti-P ribossomal quando comparado com outros tecidos,
demonstrando que existe uma deposicdo especifica do anticorpo nesse
6rgéo’®.

De fato, a presenga de epitopo similar a por¢cdo carboxiterminal da
proteina P ribossomal foi demonstrada nas superficies de uma variedade de
células como hepatdcitos, células de neuroblastoma, fibroblastos e células
endoteliais'’. A presenca de possiveis autoantigenos correlacionados a
proteina P ribossémica, fortalece a hipotese da patogenicidade do anticorpo

anti-P ribossomal. Nesse sentido, foi descrito na nefrite lupica anticorpos



contra células endoteliais em um paciente portador de nefrite, cujos titulos
apresentaram correlacdo com o anticorpo anti-dsDNA e com doenca renal.
O peso molecular descrito para esse autoantigeno foi de 38-40kDa que é
semelhante ao descrito para a proteina P ribossomal PO e sugere que o
anticorpo é provavelmente o anti-P ribossomal’®.

Alguns autores sugerem ainda que a associagcdo do anti-P e anti-
dsDNA, e nao a positividade isolada de cada anticorpo, seria o fator
determinante imunolégico da nefrite lupica, justificando um maior poder

nefritogénico da associagao'®**?".

Inclusive, nestas condicbes de dupla
positividade ainda foi visto que, em pacientes portadores de anti-P, os titulos
séricos de anti-dsDNA foram maiores naqueles portadores de doenca renal,
quando comparados aqueles ndo portadores de nefrite?. Nés confirmamos
e ampliamos os achados de dupla positividade demonstrando que a
presenga de ambos auto-anticorpos discrimina um subgrupo de pacientes
com quadro de glomerulonefrite membranosa mais grave e associada a
lesdes proliferativas?.

Por outro lado, foi descrito que o achado de anti-P na auséncia de
anti-DNA identifica um subgrupo de pacientes com nefrite lupica classe V
isolada®? levantando a possibilidade de que esta especificidade do auto-
anticorpo possa refletir um melhor progndstico renal a longo prazo no LES.
Estudos disponiveis de prognostico sdo, no entanto, retrospectivos®,

10,11,14,20

transversais ou de curto prazo®, ou seja, avaliagbes que ndo séo

aceitas como medidas de desfecho clinico para o ltpus renal®. Além disso,



suas metodologias n&o foram baseadas na especificidade do anticorpo anti-
P ribossomal®'"?°.

Nosso estudo tem por objetivo realizar uma avaliagdo de longo prazo
do valor prognoéstico do anticorpo (anti-P) como marcador sorolégico do
envolvimento renal do LES em pacientes com esse anticorpo positivo e sem
anti-DNA no momento de atividade renal e com nefrite lupica confirmada por

biopsia renal (2004 ISN/RPS) .



2. OBJETIVOS

2.1. Determinar o prognostico renal de pacientes com
glomerulonefrite lupica e anticorpo anti-P ribossomal.

2.2. Comparar o progndstico renal de pacientes com glomerulonefrite
lupica e anticorpo anti-P ribossomal com pacientes com glomerulonefrite
lupica e negativos para este anticorpo.

2.3. Comparar o prognostico renal de pacientes com glomerulonefrite
lupica e anticorpo anti-P ribossomal com pacientes com glomerulonefrite

lupica e anticorpo anti-dsDNA.



3. METODOS

3.1. PACIENTES

Oitenta e um pacientes com lupus eritematoso sistémico, segundo os
critérios de classificagdo do Colégio Americano de Reumatologia — ACR%,
regularmente acompanhados entre os anos de 1999-2004 no Ambulatério de
Reumatologia ou Nefrologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo foram selecionados e submetidos a
bidépsia renal. Critérios de inclusdo foram: pacientes com LES e com bidpsia
renal realizada no periodo entre 1999 e 2004; pacientes com pelo menos
uma amostra de soro no momento da biopsia e durante o seguimento até
2008. Critérios de exclusao foram a presenga concomitante de anti-P e anti-
dsDNA em qualquer momento durante o seguimento (n = 12); les&o renal
devido a hipertensdo, diabetes ou medicamentos (n = 2) e aqueles que n&o
puderam apresentar-se para o seguimento do estudo (n = 7). O presente

trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica local.

3.2. BIOPSIA RENAL / PATOLOGIA

As laminas de bidpsia renal destes pacientes arquivadas no
Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, com espécimes disponiveis e que preencheram os
critérios de inclusdo na pesquisa foram utilizadas. Todas as amostras de

bidpsia foram analisadas, de forma cega, pelo mesmo patologista renal e os



achados histologicos foram avaliados de acordo com a classificacédo de
glomerulonefrite lupica proposta pela Sociedade Internacional de Nefrologia

2004 e de Patologia Renal (ISN-RSP) revisitado em 200422,

3.3. AVALIAGAO DOS DADOS CLINICOS

Os prontuarios dos pacientes foram extensivamente revisados pelo
mesmo reumatologista para coleta de dados demograficos, terapéuticos,
clinicos e laboratoriais. Foi utilizada também uma base de dados de
prontuario eletrénico estabelecida na Reumatologia em 1999 que incluia os
parametros utilizados nessa pesquisa. O inicio da doenga autoimune e
acometimento renal, assim como suas duracdes foram definidos de acordo
com o momento do diagndstico estabelecido pelos critérios de classificagéo
do LES?. Atividade clinica foi medida de acordo com o indice de atividade
de ltpus eritematoso sistémico (SLEDAI)?’. O desfecho final do estudo foi
definido como o6bito (devido ao envolvimento renal ou outras causas) ou
doenca renal terminal. Doenga renal terminal foi definida como a
necessidade de terapia de substituicdo renal com duracdo minima de trés
meses ou transplante renal®®.
3.4. AVALIAGCAO LABORATORIAL
3.4.1. Dados laboratoriais

A creatinina plasmatica e a proteinuria de 24 horas foram registrados
durante o acompanhamento, a cada 6 meses, até 2008. A atividade e a

remissao renal foram definidos de acordo com os critérios da Subcomissao



Renal de Insuficiéncia Renal do Colégio Americano de Reumatologia®®. A

func&o renal normal foi arbitrariamente definida como creatinina <1,3 mg/dI.

3.4.2. Anti-P ribossomal e Anti-dsDNA

O ensaio Imunoenzimatico (ELISA), utilizando proteina P2
recombinante humano purificado como antigeno, foi utilizado para deteccéo
de anticorpos anti-proteina P ribossomal. A E. coli, cepa RRI, transformada
geneticamente para produzir polipeptideo P2 humano, foi gentilmente cedida
pelo Dr. K. ELKON da Universidade de Washington, Seattle®. A reatividade
de anticorpos em todos os soros foi confirmada pela técnica de Western
blotting usando frag&o ribossémica purificada de hepatdcitos de rato como
substrato?®®.

O anticorpo anti-DNA de fita dupla (dsDNA) foi detectado por
imunofluorescéncia indireta (IFl), utilizando Chritidia luciliae como
substrato®. Todos os soros foram também testados por ELISA utilizando
preparacdes de DNA de dupla hélice de timo de bezerro (Sigma Chem Co.,
EUA). Os resultados acima do valor médio de 12 soros normais + 5 desvios
padrao foram considerados positivos. Para excluir a reatividade dos soros a
DNA de hélice simples (ssDNA) presentes na amostra e garantir a
especificidade de anticorpos para dsDNA, os soros positivos foram
posteriormente conferidos em placas sensibilizadas e tratadas por 1h a

37°C com S1 nuclease (500 Ul / ml) (Sigma Chem. Co., St. Louis, EUA)?.



3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sédo apresentados como a média + desvio padréo (DP)
para variaveis continuas e numero percentual (%) para variaveis
categodricas. Os dados foram comparados pelo teste t, teste de Mann-
Whitney U ou Wilcoxon rank sum em variaveis continuas para avaliar as
diferencas entre os grupos. As diferencas para as variaveis categoricas
foram avaliadas por Pearson Chi-quadrado ou teste exato de Fisher. As
analises de sobrevida renal, da duracdo do tempo até doenga renal terminal
ou morte relacionada a doencga renal e de sobrevida geral do paciente foram
realizadas utilizando a curva de Kaplan-Meier e teste log-rank. A

significancia estatistica foi definida como P <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Comparacao dos pacientes anti-P positivos (Anti-P+/Anti-dsDNA

com pacientes sem esse anticorpo (Anti-P-)

Sessenta pacientes com glomerulonefrite lupica foram avaliados de
acordo com os critérios de inclusédo e exclusao previamente estabelecidos. A
frequéncia de anti-P positivo isoladamente na atividade renal foi de 18%
(n=11) compreendendo o grupo anti-P+/anti-dsDNA-. Os 49 pacientes
restantes (grupo anti-P-) foram persistentemente negativos para este
anticorpo durante o seguimento. A frequéncia de anti-dsDNA no grupo
avaliado foi 47% (n=28).

No momento da biopsia, a avaliagdo demografica dos 11 pacientes
com e 49 sem anticorpos anti-P ribossomal demonstrou n&o haver diferencga
entre os grupos nos quesitos género (p=0,58) e raca (p=0,74) (Tabela 1). A
idade média no momento da bidpsia renal também foi semelhante em
ambos os grupos (p=0,86). Além disso, pacientes com e sem anticorpos
anti-P tiveram duragdo média de doenga renal comparavel (2,4 + 4,9 vs. 1,7
+ 2,7 anos, p= 0,57), apesar de uma maior duragao do lupus no grupo anti-

P+ (6,4 +6,9 vs. 2,8 + 3,5 anos, p = 0,04) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Dados demograficos e clinicos de 60 pacientes com
glomerulonefrite lupica com e sem anticorpos anti-P
ribossomal

anti-P+/anti-
anti-P -
dsDNA- p
(n=49)
(n=11)

Sexo feminino, n(%) 11 (100) 43(88) 0,58

Raca branca, n(%) 6 (54) 30 (61) 0,74

Idade (anos) 31,8 +10,0 32,1 +10,3 0,86

Duracdo do LES

6,4+6,9 28=+35 0,04

(anos)

Duracéo doenca renal

24+49 1,7 £ 2,7 0,57
(anos)

Ainda considerando o momento de entrada no presente estudo
(biopsia renal), pacientes anti-P+/anti-dsDNA- apresentaram niveis séricos
de creatinina significativamente menor em relagdo aos pacientes anti-P
negativos (0,9 + 0,3 vs. 2,3 + 1,6 mg/dl, p < 0,01), enquanto niveis de
proteinuria 24h (5,9 + 3,1 vs. 6,0 + 5,9 g/24hs, p= 0,30) e escore de
atividade SLEDAI (10,4 + 3,9 vs. 9,0 + 4,3, p= 0,16) foram semelhantes

entre os grupos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados da avaliagao renal no momento da entrada no estudo de
60 pacientes com glomerulonefrite lupica com e sem anticorpos
anti-P ribossomal

anti-P+/anti-
anti-P -
dsDNA- o)
(n=49)
(n=11)
Creatinina, mg/dl 0,9+0,3 23+1,6 <0,01
Proteinuria,
59+ 3,1 6,0+5,9 0,30
g/24hs
SLEDAI 10,4 + 3,9 9,0+4,3 0,16

A frequéncia de lesdes proliferativas na bidpsia renal foi menor nos

pacientes com anti-P positivo em relagdo ao outro grupo (45% vs. 82%, p=

0,02). Além disso, a frequéncia de nefrite classe V foi maior no grupo anti-

P+/ anti-dsDNA- (91% vs. 31%, p <0,01) enquanto que a frequéncia da

classe IV foi menor em comparagédo com o anti-P- (18% vs. 67%, p<0,01)

(Tabela 3).

Tabela 3 - Analise da histologia renal de 60 pacientes com
glomerulonefrite lupica com e sem anticorpos anti-P
ribossomal

anti-P+/anti-
anti-P-
dsDNA- P
(n=49)
(n=11)

Classe Il, n(%) 0 (0) 1(2) 1,0

Classe Ill, n(%) 3 (27) 7(14) 0,37

Classe IV, n(%) 2(18) 33 (67) <0,01

Classe V, n(%) 10 (91) 15 (31) <0,01

Lesbes proliferativas, n(%) 5 (45) 40 (82) 0,02
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A anadlise do seguimento pos-bidpsia demonstrou que ambos os
grupos tiveram um periodo de observagcdo semelhante até 2008 (6,3 + 2,5
vs. 6,8 + 2,4 anos, p=0,36). A avaliagdo renal, ao final do seguimento
revelou uma maior frequéncia de fungéo renal normal no grupo anti-P+ /anti-
dsDNA- (91% vs. 53%, p = 0,03) e uma tendéncia de menores niveis de
creatinina (0,9 + 0,3 vs. 2,3 + 2,1 mg/ dl, p = 0,07) com niveis de proteinuria

24h semelhantes (1,0 £ 1,6 vs. 2,5 + 4,5 g/24h, p=0,11) (Tabela 4).

Tabela 4 - Avaliagéo renal ao final do seguimento de 60 pacientes com
glomerulonefrite lupica com e sem anticorpos anti-P ribossomal

anti-P+/anti-
anti-P-
dsDNA- Jo)
(n=49)
(n=11)
Tempo de seguimento
6,3+2,5 6,8+24 0,36
(anos)
Creatinina final, mg/dl 09+0,3 2,3+21 0,07
Proteinuria final, g/24hs 1,0+£1,6 25+45 0,11

Em relagdo ao desfecho final do nosso estudo, nenhum dos pacientes
anti-P+/anti-dsDNA- necessitou de terapia substitutiva renal enquanto que
mais de um terco dos pacientes anti-P- necessitaram de dialise (0% vs.
35%, p = 0,02) (Tabela 5). A sobrevida renal, aferida a partir do diagnostico
da doenga, foi significativamente maior no grupo anti-P+/anti-dsDNA-
comparado ao outro grupo (11,0 £ 4,5 vs. 9,2 £ 4,5 anos, p = 0,03) (Figura
1), apesar de um sobrevida global dos pacientes comparavel em ambos os

grupos (13,6 £ 6,1 vs. 11,5 £ 4,6 anos, p = 0,23) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Desfecho final de 60 pacientes com glomerulonefrite lupica com e
sem anticorpos anti-P ribossomal

anti-P+/anti-
anti-P -
dsDNA- P
(n=49)
(n=11)
Funcao renal normal, n(%) 10 (91) 26 (53) 0,03
Dialise, n(%) 0 (0) 17 (35) 0,02
Sobrevida total, anos 13,6 + 6,1 11,5+45 0,23
Sobrevida renal, anos 11,0+4,5 92+45 0,03
Obitos (doenca renal), n(%) 0 (0) 6 (12) 0,58

Figura 1 - Andlise de sobrevida renal (Kaplan-Meier) como desfecho final
comparando pacientes anti-P+/anti-dsDNA- com anti-P- (p =

0,03)
anti- P+ / anti-dsDNA-
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Nao foram detectadas diferengas significativas entre os pacientes
anti-P+/anti-dsDNA- e anti-P- em relacdo ao tratamento com ciclofosfamida
(54% vs. 69%, p = 0,48) ou micofenolato mofetil (27% vs. 8%, p = 0,10)

(Tabela 6).

Tabela 6 - Tratamento da lesdo renal em 60 pacientes com glomerulonefrite
lupica com e sem anticorpos anti-P ribossomal

anti-P+/anti-
anti-P -
dsDNA- p
(n=49)
(n=11)
Ciclosporina, n(%) 1(9%) 3 (6%) 0,56
Ciclofosfamida, n(%) 6 (55%) 34 (70%) 0,48
Azatioprina, n(%) 1(9%) 3 (6%) 0,56
Micofenolato de Mofetil, n(%) 3 (27%) 4 (8%) 0,10

4.2. Comparagao dos pacientes com anti-P positivos (Anti-P+/Anti-

dsDNA-) com pacientes anti-dsDNA positivos (Anti-P-/Anti-dsDNA+)

A comparacdo dos pacientes Anti-P+/Anti-dsDNA- (n=11) com os
pacientes Anti-P-/Anti-dsDNA+ (n=28) revelou n&o existir diferenca entre os
grupos em relagdo a género (100% vs. 86%, p=0,31), raga (54% vs. 57%,
P=1,0) ou idade (31,8 = 10 vs. 30,7 = 8,5 anos, p=0,54). O tempo de
seguimento se mostrou semelhante, assim como a duragdo da doenca

autoimune sistémica e duragcéo do acometimento renal (Tabela 7).
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Tabela 7 -

Dados demograficos e clinicos de 39 pacientes com

glomerulonefrite lupica com anticorpos anti-P ou anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-

dsDNA- dsDNA+ P

(n=11) (n=28)
Sexo feminino, n(%) 11 (100) 24(86) 0,31
Raca branca, n(%) 6 (54) 16 (57) 1,0
Idade (anos) 31,810 30,7+8,5 0,54
Duragao do LES (anos) 6,4 +6,9 2629 0,09
Duracéo doenca renal
(anos) 2449 1,8+2,6 0,86

No momento da biopsia renal, os pacientes anti-P+/anti-dsDNA-

apresentaram menores niveis de creatinina quando comparados aos

individuos Anti-P-/Anti-dsDNA+ (0,9 + 0,3 vs. 2,4 = 1,6 mg/dL, p<0,01),

apesar de niveis semelhantes de proteinuria 24h (5,9 = 3,1 vs. 5,1 + 43

g/24h, p=0,18) (Tabela 8).

Tabela 8 - Avaliagdo renal no momento da entrada no estudo de 39

pacientes com glomerulonefrite lupica com anticorpos anti-P ou

anti-dsDNA
anti-P+/anti- anti-P-/anti-
dsDNA- dsDNA+ p
(n=11) (n=28)

Creatinina, mg/dl 0,9+0,3 24+1,6 <0,01
Proteinduria,

5,9+ 3,1 51+43 0,18
g/24hs
SLEDAI 10,4 + 3,9 96 +46 0,41
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Com relacao ao resultado da bidpsia renal, os pacientes anti-P+/anti-
dsDNA- possuiam uma frequéncia menor de Classe IV e um predominio de
Classe V (Tabela 9) comparado com o grupo anti-P-/anti-dsDNA+. A
frequéncia de lesdes proliferativas na biopsia renal foi inferior no grupo com
anticorpo Anti-P quando comparados aos pacientes Anti-dsDNA positivos

(Tabela 9).

Tabela 9 - Analise da histologia renal de 39 pacientes com glomerulonefrite
lupica com anticorpos anti-P ou anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-

dsDNA- dsDNA+ p

(n=11) (n=28)
Classe Il, n(%) 0 1(4) 1,0
Classe lll, n(%) 3 (27) 4 (14) 0,38
Classe IV, n(%) 2 (18) 20 (71) <0,01
Classe V, n(%) 10 (91) 8 (29) <0,01
Lesbes proliferativas, n(%) 5 (45) 24 (83) 0,01

Ao final do estudo, ambos os grupos apresentaram tempo de
acompanhamento semelhante (6,3 = 2,5 vs. 6,7 + 2,7 anos, p=0,41).
Pacientes anti-P+/anti-dsDNA- apresentaram menores niveis de creatinina
(0,9+0,3vs. 2,6 £2,3mg/dl, p=0,03), porém com niveis semelhantes de
proteindria 24h (1,0 = 1,6 vs. 24 + 4,5 g/24h, p=0,11) (Tabela 10).
Concomitantemente, pacientes anti-P+/anti-dsDNA- apresentaram maior

frequéncia de fungao renal normal (91% vs. 43%, p <0,01), menor frequéncia
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de dialise (0% vs. 43%, p<0,01) (Tabela 11), e maior sobrevida renal (11,0 +
4,5 vs. 8,7 £ 4,7 anos, p = 0,01) (Figura 2). Nao existiram diferencas entre a

terapéutica imunossupressora (Tabela 12).

Tabela 10 - Avaliagédo renal ao final do seguimento de 39 pacientes com

glomerulonefrite lupica com anticorpos anti-P ou anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-
dsDNA- dsDNA+ P
(n=11) (n=28)

Tempo de seguimento

6,3+2,5 6,727 0,41
(anos)
Creatinina final, mg/dl 09+0,3 26+23 0,03
Proteinuria final, g/24hs 1,0+£1,6 24 +45 0,11

Tabela 11. Desfecho final de 39 pacientes com glomerulonefrite lupica com

anticorpos anti-P ou anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-

dsDNA- dsDNA+ P

(n=11) (n=28)
Funcéo renal normal, n(%) 10 (91) 12 (43) <0,01
Dialise, n(%) 0 (0) 12 (43) <0,01
Sobrevida total, anos 13,6 = 6,1 11,0+4,6 0,20
Sobrevida renal, anos 11,0+4,5 8,747 0,01
Obitos (doenga renal),

0 (0) 4 (14) 0,31

n(%)
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Tabela 12 - Tratamento de 39 pacientes com glomerulonefrite lupica com
anticorpos anti-P ou anti-dsDNA
anti-P+/anti- anti-P-/anti-
dsDNA- dsDNA+ p
(n=11) (n=28)
Ciclosporina, n(%) 1(9) 0(0) 0,28
Ciclofosfamida, n(%) 6 (55) 21(75) 0,26
Azatioprina, n(%) 1(9) 2(7) 1,0
Micofenolato de Mofetil,
3 (27) 2(7) 0,12
n(%)

Figura 2 - Analise de sobrevida renal (Kaplan-Meier) como desfecho final
comparando 39 pacientes com glomerulonefrite lupica com
anticorpos anti-P ribossomal ou anti-dsDNA
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4.3. Comparagcao dos pacientes anti-P positivos (anti-P+/anti-

dsDNA-) com pacientes duplo negativos (anti-P-/anti-dsDNA-)

A analise subsequente dos pacientes anti-P+/anti-dsDNA- e 21
pacientes anti-P-/anti-dsDNA- (auséncia dos anticorpos anti-P e anti-dsDNA)
revelou ao inicio do estudo, similaridade entre os grupos quanto a género,
raca e idade (Tabela 13). A média de creatinina no momento da biépsia foi
significativamente menor no grupo anti-P+/anti-dsDNA- quando comparada
ao grupo anti-P-/anti-dsDNA- (0,9 = 0,3 vs. 2,2 + 1,7 mg/dL, p<0,01), ao
contrario dos niveis de proteinuria 24h que se mostraram semelhantes (5,9 +

3,1vs. 7,2 +7,6 g/24h, p=0,66) (Tabela 14).

Tabela 13 - Dados demograficos e clinicos de 32 pacientes com
glomerulonefrite lupica com anticorpos anti-P ou pacientes
com auséncia de anti-P/anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-

dsDNA- dsDNA- P

(n=11) (n=21)
Sexo feminino, n(%) 11 (100) 19 (91) 0,53
Raca branca, n(%) 6 (54) 14 (67) 0,7
Idade (anos) 31,8 +10 34 £12,2 0,69
Duragao do LES (anos) 6,4 +6,9 3,1+43 0,07
Duracéo doenca renal
(anos) 24+49 1,56+29 0,48
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Tabela 14 - Dados da avaliacdo renal no momento da entrada no estudo de
32 pacientes com glomerulonefrite lupica com anticorpos anti-P

ou pacientes com auséncia de anti-P/anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-
dsDNA- dsDNA- P
(n=11) (n=21)

Creatinina, mg/dl 0,9+0,3 22+17 <0,01
Proteinuria,

59 =31 72+7,6 0,66
g/24hs
SLEDAI 10,4 + 3,9 8,2+4,0 0,09

A avaliacdo da biopsia renal revelou que pacientes com anti-P

apresentaram maior frequéncia de classe V na bidpsia renal (91% vs. 33%,

p<0,01) enquanto que os pacientes Anti-P-/anti-dsDNA- apresentaram

predominio de classe IV (18% vs. 62%, p=0,03). A presenca de lesdes
proliferativas na bidpsia renal foi semelhante entre os grupos (45% vs. 76%,

p=0,12), (Tabela 15).

Tabela 15 - Analise da histologia renal de 32 pacientes com glomerulonefrite
lupica com anticorpos anti-P ou pacientes com auséncia de anti-
P/anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-

dsDNA- dsDNA- P

(n=11) (n=21)
Classe Il, n(%) 0 0 1,0
Classe Ill, n(%) 3(27) 3(14) 0,39
Classe IV, n(%) 2(18) 13 (62) 0,03
Classe V, n(%) 10 (91) 7 (33) <0,01
Lesbes proliferativas, n(%) 5 (45) 16 (76) 0,12
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Ao final do tempo de seguimento (6,3 + 2,5 vs. 7,0 + 2,1 anos,
p=0,41), a avaliagdo mostrou niveis semelhantes de creatinina (0,9 = 0,3 vs.
1,8 = 1,8 mg/dL, p=0,29) e proteinuria 24h (1,0 = 1,6 vs. 2,7 + 4,6 g/24h,
p=0,22) (Tabela 16). Nado houveram diferengcas em relagdo a frequéncia de
didlise (0 vs. 24%, p=0,13) ou fungao renal normal (91% vs. 67%, p=0,21)
(Tabela 17). A frequéncia de uso de imunossupressores para o tratamento
da nefrite lupica foi semelhante nos dois grupos (Tabela 18). A sobrevida
renal, no entanto, apresentou uma tendéncia a ser maior nos pacientes anti-

P+/anti-dsDNA- (11,0 + 4,5 vs. 9,8 + 4,3 anos, p=0,09) (Figura 3).

Tabela 16 - Avaliagédo renal ao final do seguimento de 32 pacientes com
glomerulonefrite lupica com anticorpos anti-P ou pacientes com
auséncia de anti-P/anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-
dsDNA- dsDNA- P
(n=11) (n=21)

Tempo de seguimento

6,3+2,5 70+21 0,41
(anos)
Creatinina final, mg/dl 0,9+0,3 1,8+1,8 0,29
Proteinuria final, g/24hs 1,0+1,6 2,7+46 0,22
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Tabela 17 - Desfecho final de 32 pacientes com glomerulonefrite lupica com
anticorpos anti-P ou pacientes com auséncia de anti-P/anti-

dsDNA
anti-P+/anti- anti-P-/anti-

dsDNA- dsDNA- p

(n=11) (n=21)
Funcéo renal normal, n(%) 10 (91) 14 (67) 0,21
Dialise, n(%) 0 (0) 5 (24) 0,13
Sobrevida total, anos 13,6 = 6,1 12,1+ 4,5 0,31
Sobrevida renal, anos 11,0+4,5 9,8+4.3 0,09
Obitos (doenga renal),

0 (0) 2(10) 0,53

n(%)

Tabela 18 - Tratamento da lesdo renal em 32 pacientes com glomerulonefrite
lupica com anticorpos anti-P ou pacientes com auséncia de anti-

P/anti-dsDNA

anti-P+/anti- anti-P-/anti-

dsDNA- dsDNA- p

(n=11) (n=21)
Ciclosporina, n(%) 1(9) 3(14) 1,0
Ciclofosfamida, n(%) 6 (55) 13 (62) 0,72
Azatioprina, n(%) 1(9) 1(5) 1,0
Micofenolato de Mofetil,

3 (27) 2(10) 0,1

n(%)




24

Figura 3 - Anadlise de sobrevida renal (Kaplan-Meier) como desfecho final
comparando 32 pacientes com glomerulonefrite lupica com anticorpos anti-P ou
pacientes com auséncia de anti-P/anti-dsDNA
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5. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a identificar anticorpos anti-P ribossomal
como um possivel marcador soroldégico de melhor sobrevida renal.

O seguimento a longo prazo é o aspecto mais importante do presente
trabalho uma vez que a avaliagdo do progndstico da glomerulonefrite Iupica
s6 é fidedigna quando de longo prazo como demonstrado no estudo original
do Instituto Nacional de Salde dos Estados Unidos®’. A distribuicdo
comparavel entre os grupos quanto ao sexo € outro parametro importante,
pois os dados acumulados ao longo dos anos comprovam a influéncia dos
horménios sexuais na maturacdo e selecdo de células B?°, podendo
contribuir para maior gravidade da nefrite lupica em pacientes do sexo
masculino?’. Da mesma forma, a distribuicdo equilibrada de raga minimiza o
impacto descrito anteriormente na gravidade do LES®.

A frequéncia de anti-P aqui observada é semelhante ao nosso relato

anterior'® e inferior & observada em criancas?®®, orientais®**'

, € populagdes
afro-americanas portadoras de LES®'. E ainda relevante que todos os
pacientes positivos para anti-P tinham esta reatividade em periodos de
atividade renal, reforcando os achados anteriores de que este anticorpo esta
associado com doenca em atividade* % 7"3°,

A duragdo equivalente da doenga renal entre os grupos € uma
questdo importante tendo em consideragdo o dano cumulativo ao longo do

tempo*2, permitindo um periodo de exposicdo semelhante para pacientes

com anti-P (anti-P+/anti-dsDNA-) e aqueles sem esse anticorpo. Da mesma
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forma a duragdo do seguimento pds-biopsia foi semelhante em ambos os
grupos, demonstrando que os parametros renais foram significativamente
melhores em pacientes com anti-P isolado (anti-P+/anti-dsDNA-). Na
avaliacdo final, a grande maioria teve fungdo renal normal e nenhum
paciente deste grupo foi submetido a dialise.

Reforcando esses achados, pacientes com anticorpos anti-P (anti-
P+/anti-dsDNA-), durante periodos de atividade renal, quando comparados
aqueles com anti-dsDNA isolado (anti-dsDNA+/anti-P-) tem ainda um melhor
prognostico renal. Confirmamos ainda achados anteriores de que o anti-
dsDNA é um marcador de gravidade do lupus na biépsia renal e de pior
progndstico a longo prazo'. O tratamento n3o influenciou esses resultados
comparativos uma vez que nao foi detectada diferengca entre os grupos na
frequéncia de uso de imunossupressores. Por outro lado, demonstramos
que o bom progndstico associado com anti-P isolado (anti-P+/anti-dsDNA-)
nao € simplesmente relacionado a auséncia de anticorpos anti-dsDNA, uma
vez que o grupo de pacientes sem os 2 anticorpos (anti-P-/anti-dsDNA-) tem
uma tendéncia a pior sobrevida renal quando comparado aos pacientes
portadores de anti-P isolado (anti-P+/anti-dsDNA-).

O papel protetor dos auto-anticorpos na patogénese da nefrite
lupica raramente tem sido relatado na literatura para outros anticorpos,
sendo limitada a alguns estudos que propuseram que a positividade do fator
reumatoide foi associada a formagdo de precipitados imunoldgicos com
menor possibilidade de deposicdo em glomérulos renais. Estes dados, no

entanto, ainda s&o controversos®*?*. No presente estudo, os pacientes com
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anti-P isolado (anti-P+/anti-dsDNA-) foram selecionados para estudo a partir
do envolvimento renal excluindo, portanto, qualquer consideragao a respeito
de um efeito protetor para o desenvolvimento de nefrite.

Nossa observacao anterior de que a positividade do anticorpo anti-P
ribossomal foi associada a classe histoldégica V (2004 ISN-RSP) poderia
sugerir que a explicagdo mais provavel para o bom resultado observado
neste estudo foi a baixa frequéncia de progressdo para a fase final da
doenca renal observada em pacientes com nefrite IGpica membranosa®-°.
No entanto, aproximadamente metade dos pacientes com classe V
possuiam achados patolégicos adicionais de nefrite lupica classe Ill ou IV
associada e portanto a presenca de envolvimento endocapilar na biopsia
renal, isoladamente nao foi capaz de determinar o mal progndstico renal de
longo prazo.

Nés confirmamos que a creatinina sérica no momento da bidpsia
renal € um fator de risco significativo para insuficiéncia renal terminal™*"?8 e
que o anticorpo anti-P ribossomal foi determinante para identificar o
prognostico renal mais favoravel, uma vez que entre os trés pacientes anti-
P+/anti-dsDNA- com altos niveis de creatinina da bidpsia, dois evoluiram
com melhora da fungao renal e um permaneceu com creatinina estavel. Em
qualquer caso, a positividade isolada do anticorpo anti-P (anti-P+/anti-
dsDNA-) no momento da bidpsia renal, em pacientes persistentemente
negativos para anticorpos anti-dsDNA, parece constituir um parametro

relevante para identificacdo de pacientes com excelente sobrevida renal.
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6. CONCLUSAO

6.1.Nossos dados reforgam a hipétese de que o anticorpo anti-P na
auséncia de anti-dsDNA, durante periodos de atividade renal, € um
marcador util para prever um bom progndstico renal em pacientes

portadores de lupus eritematoso sistémico.

6.2. O prognostico renal dos pacientes portadores de glomerulonefrite
lupica e com positividade para o anticorpo anti-P ribossomal € melhor
quando comparado aqueles pacientes com glomerulonefrite Iupica e

negativos para este anticorpo.

6.3. O prognostico renal dos pacientes portadores de glomerulonefrite
lupica e com positividade para o anticorpo anti-P ribossomal € melhor
quando comparado aqueles pacientes com glomerulonefrite Iupica e

anticorpo anti-dsDNA.
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ABSTRACT

Objective: To define if antibodies to ribosomal P proteins disclose a better
lupus nephritis long-term survival. Methods: Sixty consecutive SLE patients
with biopsy-proven nephritis (2004 ISN/RPS) were evaluated for renal
survival parameters. Inclusion criteria were at least one serum sample at:
renal flares, biopsy, and last follow-up until 2008. Anti-P was detected by
ELISA/immunoblot and anti-dsDNA by indirect immunofluorescence/ELISA.
Results: Eleven patients (18%) with anti-P+ (without anti-dsDNA) during
renal flare were compared to 49 (82%) persistently negative for anti-P
throughout the study. At the final follow-up post-biopsy (6.3 £ 2.5 vs. 6.8
2.4 years, p = 0.36), the comparison of anti-P+/anti-dsDNA- with anti-P-
group revealed a trend to lower mean creatinine levels (0.9 + 0.3 vs. 2.3
2.1 mg/dl, p = 0.07), lower frequency of dialysis (0% vs. 35%, p = 0.025), and
higher frequency of normal renal function (91% vs. 53%, p = 0.037). The
overall renal survival was significantly higher in anti-P+/anti-dsDNA-
compared to anti-P- (11.0+4.5 vs. 9.214 5years, p=0.033), anti-dsDNA+/anti-
P- (vs. 8.7+4.7years, p=0.017), and anti-P-/anti-dsDNA- (vs. 9.8+ 4.3 years,
p = 0.09) groups.

Conclusion: Our data supports the notion that anti-P antibody in the absence
of anti-dsDNA during nephritis flares is a valuable marker to predict a better

long-term renal outcome in lupus patients.



1. INTRODUCTION

Kidney involvement is a major predictor of poor outcome in systemic
lupus erythematosus with 5-10% progression to end-stage renal disease in
spite of immunosuppressive therapy1. Currently, anti-dsDNA is probably the
best available biomarker for lupus nephritis since it correlates well with renal
activity, worse prognosis and histology severity1. This antibody is not,
however, a universal finding in patients with lupus nephritis and therefore we
need to search for other surrogate markers for long-term outcomes.

Anti-ribosomal P antibodies have emerged as a possible parameter for
lupus renal disease®” since its levels seems to fluctuate in parallel with renal
flares*™" and also with disease activity> '2. Others have suggested that the
immunological determinant of lupus nephritis seemed to be the concomitant
occurrence of anti-P with anti-dsDNA antibodies rather the each
autoantibody specificity alone’">. We have confirmed and extended this
observation demon- strating that the mutual presence of both autoantibodies
discriminated patients with membranous glomerulonephritis associated with
proliferative lesions’®.

On the other hand, we have reported that isolated anti-P identified a
subgroup of patients with pure class V histopathologic pattern' raising the
possibility that this autoantibody specificity may have a better long- term
renal prognosis in SLE. Available studies are, however, retrospective®,

transversal®’'%"® or short-term* evaluations which are not accepted outcome



measures for renal lupus'’. Moreover, they have not focused in this single
antibody specificity®”'°.

We therefore have performed a long-term evaluation of patients with
biopsy-proven lupus nephritis and at least one serum sample anti-P positive
at the time of renal flares and persistently negative for anti-dsDNA in order to

verify if we could validate this single antibody specificity as an independent

serological marker of good prognosis in renal involvement of SLE.



2. PATIENTS AND METHODS

2.1. Patients

Eighty-one consecutive SLE (ACR SLE classification criteria)'® patients
who underwent renal biopsy regularly followed at the Lupus Outpatient Clinic
from Rheumatology and Nephrology Divisions of Sdo Paulo University
Medical School from 1999 to 2004 were selected. All biopsies were reviewed
in a blinded manner by the same expert renal pathologist and histological
findings were recorded according to the 2004 International Society of
Nephrology and the Renal Pathology Society (ISN- RSP) revisited lupus

1920 Inclusion criteria were at least one

glomerulonephritis classification
serum sample at: time of renal flares, biopsy and the last follow-up until
2008. Exclusion criteria were the concomitant presence of anti-P and anti-
dsDNA anytime during follow-up (n=12); renal injury due to hypertension,
diabetes or medications (n=2); and those who were unable to present
themselves for study follow-up (n=7). The Local Ethic Committee approved
this study.

Patients’ medical records were extensively reviewed for demo-
graphic, clinical, therapy, and laboratory data by the same rheumatologist
using an ongoing electronic database established in 1999. Disease/nephritis
onset and duration were defined according to the time of diagnosis
established by the SLE classification criteria'®. Overall clinical activity was

measured according to the Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity

Index (SLEDAI)?'. The hard end point was defined by death (due to renal



involvement or other causes) or the need of chronic dialysis. Plasma
creatinine and 24-hours proteinuria were recorded during follow-up. Renal
status definitions were based on the Renal Subcommittee of Renal
Insufficiency of the American College of Rheumatologyzz. Normal renal
function was arbitrarily defined as creatinine <1.3 mg/dl. End- stage renal
disease was defined as the need for dialysis therapy lasting at least 3

months or renal transplant?.

2.2, Methods

Enzyme-linked immunoassay (ELISA) wusing purified human
recombinant P2 peptide as antigen was employed to detect anti-ribosomal P
protein reactivity. E. coli, strain RRI, genetically trans- formed to produce
human P2 polypeptide, was kindly provided by Dr. K. Elkon from the
University of Washington, Seattle'®. Antibody reactivity in all sera was
confirmed by Western blot technique using purified ribosomal fraction
isolated from rat hepatocytes as substrate?®>.

Anti-double stranded DNA (dsDNA) antibody was detected by indirect
immunofluorescence (IIF) using Chritidia luciliae as substrate®*. All sera were
also tested by ELISA using dsDNA preparations from calf thymus (Sigma
Chem Co., USA). Results above the mean value of 12 normal sera plus 5 SD
were considered positive. To ensure the specificity of antibodies to dsDNA
positive sera were further checked onto sensitized plates treated for 1 h at
370 with S1 nuclease (500 Ul/ ml) (Sigma Chem. Co., St. Louis, USA) prior

to the addition of serum samples’®.



2.3. Statistical analysis

Results are presented as the mean + standard deviation (SD) for
continuous and number (%) for categorical variables. Data were compared
by t test, Mann—Whitney U tests or Wilcoxon rank sum tests in continuous
variables to evaluate differences among groups. For categorical variables
differences were assessed by Pearson Chi-Square or Fisher's Exact Test.
Renal survival analysis — the length of time to ESRD or renal related death —
and overall patient survival was performed using Kaplan—Meier procedure,

and log-rank test statistics. Statistical significance was set as p<0.05.



3. RESULTS

Sixty SLE patients with nephritis were evaluated according to the
inclusion and exclusion criteria. The frequency of anti-P anytime during
follow-up in renal flares was 18% (n = 11) comprising the anti-P+/anti-
dsDNA- group. The remaining 49 patients (anti-P— group) were persistently
negative for this antibody during the entire follow-up.

At the time of biopsy, demographic evaluation of SLE patients with
and without anti-P antibodies revealed a similar female gender (p = 0.58) and
white race (p = 0.74) distribution (Table 1). The mean age at biopsy was also
alike in both groups (p=0.86). In addition, patients with and without anti-P
antibodies had a comparable mean duration of renal disease (2.4 + 4.9 vs.
1.7 £ 2.7 years, p = 0.57) in spite of a longer duration of lupus (6.4 £ 6.9 vs.
2.8 3 .5 years, p = 0.048) (Table 1). Anti-P+/anti-dsDNA- patients had a
significant lower creatinine levels compared to anti-P negative patients (1.0
0.3 vs. 2.3x1.6mg/dl, p=0.001), whereas proteinuria levels and SLEDAI
scores were similar among groups (5.9 £ 3.1 vs. 6.0 £ 5.9 g/24h, p = 0.30
and 104 = 3.9 vs. 9.0 £ 4.3, p = 0.16; respectively). The frequency of
proliferative lesions at biopsy was higher in patients with anti-P negative
group compared to the other group (82% vs. 45%, p = 0.021). Moreover, the
frequency of class V nephritis was higher in anti-P+/anti-dsDNA- group (91%
vs. 31%, p<0.001) whereas the frequency of class IV was lower compared to
the anti-P- (18% vs. 67%, p=0.005) (Table 1).

The post-biopsy follow-up analysis demonstrated that both groups had

a similar period of observation until 2008(6.3 +2.5 vs. 6.8 * 2.4 years,



p=0.36). The renal assessment at this last follow-up revealed a higher
frequency of normal renal function in the anti-P+/ anti-dsDNA- group (91%
vs. 53%, p=0.037) and a trend of lower mean creatinine levels (0.9 + 0.3
vs. 2.3 £ 2.1 mg/dl, p = 0.072). Reinforcing this finding, none of the anti-
P+/anti-dsDNA- patients underwent dialysis while more than a third of the
anti-P— required this treatment (0% vs. 35%, p=0.025) (Table 1). No
significant differences were detected among anti-P+/anti-dsDNA- and anti-
P- regarding treatment with cyclophosphamide (54% vs. 69%, p=0.48) or
mycophenolate mofetil (27% vs. 8%, p=0.10). The overall renal survival from
disease diagnosis was significantly longer in anti-P+/ anti-dsDNA- patients
compared to other group (11.0£4.5 vs. 9.2+ 4.5years, p=0.033) (Fig. 1) in
spite of a comparable overall lupus survival from diagnosis in both groups
(13.6 £6.1 vs. 11.5 £ 4.6 years, p=0.23) (Table 1).

The comparison of anti-P+/anti-dsDNA- patients with the 28 patients
with positive anti-dsDNA and negative for anti-P disclosed that the former
had at the final follow-up lower creatinine levels (0.9 £ 0.3 vs. 2.6 + 2.3 mg/d|,
p = 0.037), higher frequency of normal renal  function (91% vs. 43%, p =
0.001), lower frequency of dialysis (0% vs. 43%, p = 0.009) (Table 2), and
longer overall renal survival (11.0 £ 4.5 vs. 8.7 £ 4.7 years, p = 0.017) (Fig.
1).

The subsequent analysis of anti-P+/anti-dsDNA- patients and 21
patients double negative (absence of anti-P and anti-dsDNA) revealed a
lower creatinine levels at the time of biopsy (1.0 £ 0.3 vs. 2.1 £ 1.7 mg/dl, p =

0.008) and a tendency of higher overall renal survival (11.0 £ 45 vs. 9.8
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4.3 years, p = 0.09) in the former group (Fig. 1).

The cumulative renal survival was significantly better in patients with
anti-P+/anti-dsDNA- compared to patients without this antibody (p=0.033),
patients with anti-dsDNA/anti-P- (p=0.017) and a tendency in patients with

double negative antibodies (anti-P/anti-dsDNA-) (p=0.09) (Fig. 1).
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4. DISCUSSION

This is the first study to identify anti-ribosomal P antibodies as a
possible surrogate marker of a better long-term renal lupus survival.

The long-term follow-up using chronic renal impairment parameters is
the foremost strength of the present report since these measures are
accepted as a more relevant outcome assessment for lupus
glomerulonephritis than short-term evaluations as demonstrated in the
original National Institute of Health trials for renal involvement in lupus'’. The
comparable distribution among groups regarding gender is another important
aspect since data accumulated during the years provided substantial
evidence that sex hormones influence B cells maturation and selection®® and
may account for more severe lupus nephritis in male patients®. Likewise, the
balanced distribution of race minimized the previously described impact of
race/ethnicity on SLE severity?’.

The frequency of anti-P observed herein is similar to our previous
report16 and lower than that observed in children?®, oriental®®**°, and African
American SLE populations®. Of note, all patients positive for anti-P had this
reactivity at renal flares, reinforcing previous finding that this antibody is
associated with active disease*"*°.

The comparable renal disease duration is a relevant issue taking into
consideration the accrual damage over time® since it allowed a similar
exposure period for patients with isolated anti-P (anti-P+/ anti-dsDNA-) and
those without this antibody. Likewise the duration of the follow-up post-biopsy

was also equivalent in both groups and revealed that renal parameters were
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significantly better in patients with isolated anti-P (anti-P+/anti-dsDNA-). At
the final evaluation, the great majority had normal function and none
underwent dialysis.

Reinforcing these findings patients with single anti-P antibodies (anti-
P+/anti-dsDNA-) during renal flare compared to those with isolated anti-
dsDNA (anti-dsDNA+/anti-P-) have an even more impressive better renal
outcome. Indeed, we have confirmed that anti- dsDNA antibody is able to
discriminate lupus renal severity at biopsy and a worse long-term outcome
[1]. Treatment did not influence these findings since no difference was
detected among groups. On the other hand we have demonstrated that the
good prognosis associated with isolated anti-P (anti-P+/anti-dsDNA-) is not
simply related to the absence of anti-dsDNA, since the group of patients
double negative (anti-P-/anti-dsDNA-) had also a tendency of worse renal
survival than patients with isolated anti-P (anti-P+/anti-dsDNA-).

A protective role for autoantibodies in the pathogenesis of lupus
nephritis has rarely been reported in the literature and is restricted to a few
studies suggesting that the presence of rheumatoid factor was associated to
the formation of more heavily sedimenting immune precipitates which would
be less likely to deposit in the renal glomeruli but these data remain

controversial®>>

. In the present study, patients with isolated anti-P (anti-
P+/anti-dsDNA-) were selected for renal involvement excluding therefore
any consideration regarding a protective effect.

In our previous observation that single anti-P antibodies reactivity was

associated with 2004 ISN-RSP class V histological pattern might suggest
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that the most likely explanation for the good outcome observed herein was
merely the low frequency of progression to end- stage renal disease
observed in patients with membranous lupus nephritis®*>°. On the contrary,
approximately half of the patients displayed class V as an additional
diagnosis in the setting of lupus nephritis class Ill or IV. In fact, the presence
of endocapillary involvement at biopsy did not fully predict the long-term
outcome.

We have confirmed that serum creatinine at biopsy is a significant risk
factor for end-stage renal failure'*®* but anti-P was even more accurate to
identify the more favorable prognosis, since among the three anti-P+/anti-
dsDNA- patients with high creatinine levels at biopsy, two improved to
normal renal function and one remained stable. In any case, isolated anti-P
(anti-P+/anti-dsDNA-) at biopsy in patients persistently negative for anti-

dsDNA seemed to constitute a relevant parameter of excellent renal survival.
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5. CONCLUSION

Our data supports the notion that anti-P antibody in the absence of anti-
dsDNA during nephritis flares is a valuable marker to predict a better long-

term renal outcome in lupus patients.
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Table 1
Demographics, clinical findings and follow-up of 60 lupus nephritis patients with and
without anti-P antibodies.

Anti-P+/anti-dsDNA—  Anti-P— P
(n=11) (n=49)
At biopsy
Female, n(%) 11 (100) 43 (88) 0.58
White, n(%) 6 (54) 30 (61) 0.74
Age, years 31.8+100 32.1+103 0.86
SLE Disease duration, years 6.4+6.9 28+3.5 0.048
Renal disease duration, years 2.4+4.9 1.7+£2.7 0.57
Creatinine, mg/dl 1.0+£03 23+16 0.001
Proteinuria, g/24 h 59+3.1 6.0+5.9 0.30
Class IV, n(%) 2(18) 33 (67) 0.005
Class V, n(%) 10 (91) 15 (31) <0.001
Proliferative lesions, n(%) 5 (45) 40 (82) 0.021
SLEDAI 104+39 9.0+43 0.16
At follow-up
Period of follow-up, years 6.3+25 6.8+24 0.36
Normal renal function, n(%) 10 (91) 26 (53) 0.037
Final creatinine, mg/dl 09+0.3 23421 0.07
Dialysis, n(%) 0(0) 17 (35) 0.025
Final proteinuria, g/24 h 1.0+16 25+45 0.11
Overall survival, years 13.6+6.1 11.5+45 0.23
Renal survival, years 11.0+45 9.2+45 0.033
Renal related death, n(%) 0 (0) 6(12) 0.58

Values are expressed in mean + SD or percentage.



Table 2
Demographics, clinical findings, and follow-up in patients with isolated anti-P and anti-
dsDNA antibodies.

Anti-P+/anti-dsDNA— Anti-dsDNA+/anti-P— P

(n=11) (n=28)
At biopsy
Female, n(%) 11 (100) 24 (86) 0.31
White, n(%) 6 (54) 16 (57) 1.00
Age, years 31.8+10.0 30.7+8.5 0.54
SLE disease duration, years 6.4+6.9 26+29 0.09
Renal disease duration, years 2.4+4.9 1.8+26 0.86
Creatinine, mg/dl 1.0+03 24+16 0.001
Proteinuria, g/24 h 59+3.1 5.1+43 0.18
Class IV, n(%) 2 (18) 20 (71) 0.004
Class V, n(%) 10 (91) 8 (29) 0.001
Proliferative lesions, n(%) 5 (45) 24 (83) 0.017
SLEDAI 104+39 9.6+46 041
At follow-up
Period of follow-up, years 6.3+2.5 6.7+2.7 041
Normal renal function, n(¥) 10 (91) 12 (43) 0.001
Final creatinine, mg/dl 09+03 26+23 0.037
Dialysis, n(%) 0 (0) 12 (43) 0.009
Final proteinuria, g/24h 1.0+1.6 24445 0.11
Overall survival, years 13.6+6.1 11.0+46 0.20
Renal survival, years 11.0+4.5 8.7+4.7 0.017
Renal related death, n(%) 0 (0) 4(14) 0.31

Values are expressed in mean + SD or percentage.
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Fig. 1. Renal survival of SLE patients. Kaplan-Meier analysis of renal related death as
the end point. Comparison of anti-P+/anti-dsDNA— with: anti-P— (p =0.033); anti-
dsDNA+/anti-P— (p =0.017); anti-P—/anti-dsDNA— (p =0.09).
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