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RESUMO

A glomerulonefrite membranosa (GNM) é uma das principais

causas de sindrome nefrotica no mundo e figura enfre as
glomerulopatias primdrias mais prevalentes. Desde a década de 50,
estudos s@o realizados na tentativa de elucidar os mecanismos
etiopatogénicos envolvidos no desenvolvimento da doenca.
Apenas em 2009 o antigeno, denominado receptor tipo M da
Fosfolipase A2 (PLA2R), foi descrito em casos de glomerulonefrite
primdria. Esta descoberta representou evolucdo notdvel no
entendimento da génese da doenca.

Numerosos estudos foram realizados desde entdo, com o
objetivo de estabelecer a relacdo entre a presenca de anticorpos
anti-PLA2R e a forma primdria da doenca. Assim, o objetivo deste
estudo foi verificar a prevaléncia deste anticorpo nas bidpsias renais
pelo método imunoistoquimico e no soro pelo método de ELISA, em
pacientes portadores de GNM primdria e da forma membranosa
secunddria ao lUpus eritematoso sistémico (classe V da OMS). Trata-
se de andlise retrospectiva das bidpsias renais e dos prontudrios
elefrénicos, de onde foram obtidos os dados clinicos de 75 pacientes
com GNM e 33 pacientes com nefrite IUpica. Um segundo grupo de
pacientes ainda em acompanhamento ambulatorial foi incluido
para pesquisa de anticorpos circulantes no soro. Encontrou-se como
resultados correlacdo estatisticamente significativa entre os valores
de anticorpos na bidpsia e a forma primdria da doenca (OR: 25,8 -
IC 95% 8,00;83,43). O teste avaliado mostrou sensibilidade de 91,2% e
especificidade de 71,4%, com valores preditivos positivo e negativo
de 88,6% e 76,9%, respectivamente.

A andlise do soro demonstrou valores positivos em todos os

pacientes com sinais laboratoricis de atividade da doenca. Os



pacientes em remissdo ou em vigéncia de fratamento foram
negativos para a pesquisa do anticorpo sérico.

Em conclusdo, a pesquisa imunoistoquimica do anticorpo anti-
PLA2R € um método sensivel e especifico para avaliacdo de
pacientes com GNM e constitui ferramenta diagndstica valiosa na
abordagem inicial dos pacientes. Adicionalmente, a avaliacdo
sérica do anticorpo pode fornecer informacdes importantes sobre a

atividade da doenca e a ocorréncia de recidiva.

Palavras-chave
Glomerulonefrite; Glomerulonefrite  Membranosa; Nefrite LUpica;

Anticorpos; Complexo Antigeno-Anticorpo.






ABSTRACT

Membranous glomerulonephritis (MGN) is one of the leading

causes of nephrotic syndrome in the world and is among the most
prevalent primary glomerulopathies. Since the 1950s studies have
been carried out in an aftempt to elucidate the etiopathogenic
mechanisms involved in the development of the disease. Only in 2009
the antigen, named M type phospholipase A2 receptor (PLAZR),
involved in primary glomerulonephritis was described. This discovery
represented a remarkable step in the understanding of the genesis of
the disease.

Numerous studies have been carried out with the aim of
establishing the relationship between the presence of anti-PLA2R
antibodies and the primary form of the disease. We performed this
study to check the prevalence of the antibody in renal biopsies and
in serum, in patients with primary membranous glomerulonephritis
and membranous lupus nephritis (class V of WHO).

The study was done on retrospective analysis of renal biopsies
and electronic medical record, where we obtained clinical data of
75 patients with MGN and 33 patients with lupus nephritis (class V by
WHO and ISN/RPS classifications). A secondary group of patients, still
in follow up, was included for circulating antibodies research. The
antibody screening in  renal biopsies was readlized by
immunohistochemical method. In serum, we used the Elisa test for
evaluation of circulating antibodies.

We found a statistically significant correlation between
antibody values in the biopsy and the primary form of the disease
(OR: 25.8 — CI95% 8.00;83.43). The immunohistochemical test showed
91.2% of sensitivity and 71.4% of specificity, with positive predictive

value of 88.7% and negative predictive value of 76.9%.



The serum analysis presented positive values in all patients with
laboratorial signs of disease activity. The patients in remission or in
treatment displayed negative values for serum antibodies.

We conclude that anti-PLA2R antibody screening in biopsies is a
sensitive and specific method for the evaluation of patients with
primary membranous glomerulonephritis. Additionally, the evaluation
of serum antibodies may provide important information about

disease activity and disease relapse.

Keywords
Glomerulonephritis; Membranous glomerulonephritis; Membranous

lupus nephritis; Antibodies; Antigen-antibody complex.






INTRODUCAO

A doenca

A Glomerulonefrite Membranosa (GNM) € uma patologia
caracterizada por alteracdes na membrana basal glomerular.
Desde 1961 é reconhecida como diagndstico anatomopatoldgico!.
Ocupa posicdo de destaque dentre as glomerulonefrites primdarias
mais prevalentes no mundo 23 e em &mbito nacional, € a segunda
lesdo glomerular mais comum, segundo estudo epidemioldgico
retrospectivo realizado no Brasil com 9617 bidpsias renais4 e dados do

Registro Paulista de Glomerulopatias®.

O desenvolvimento e a ampliacdo do acesso a métodos
diagnosticos mais precisos, incluindo o) método
anatomopatoldgico, sdo fatores que contribuem para o aumento
nas taxas de incidéncia da doenca, sendo a principal causa de
sindrome nefrotica em alguns centrosé. Corroborando estes dados,
em nosso servico a frequéncia da doenca na década de 1980 era
de 18%’. Atualmente observamos taxa de incidéncia de 33%, sendo

a principal causa de glomerulopatia idiopdtica.

Aspectos epidemioldgicos

A doenca acomete principalmente adultos brancos do sexo
masculino, com relacdo de 2 homens para 1 mulher. O pico de
incidéncia ocorre entre a quarta e quinta décadas de vidas, e € a
principal glomerulopatia em idosos?. Com o aumento continuo da
expectativa de vida, cada vez mais pacientes idosos tém sido

submetidos a bidpsia renal para investigacdo de sindrome nefrética.



Consequentemente a incidéncia de GNM tem aumentado

progressivamente nesta faixa etdria.

Caracteristicas clinicas

A GNM apresenta-se comumente com altos niveis de
proteindria, com aparecimento e evolugcdo insidiosa das
manifestacdes clinicas. Em 70% a 80% dos casos hd estabelecimento
de franca sindrome nefrotical®-13, caracterizada por proteindria
superior a 3,5 g/24 horas, edema periférico com eventual anarsarca,
hipoalbuminemia e dislipidemia, tendéncia a trombose e mais

raramente lipiddria.

Hematdria é outro achado comum, estando presente em 30%
a 70% dos casos, majoritariamente na forma microscopica’4, sendo

observada em quase 100% das criancas’®.

A hipertensao arterial € um achado presente em cerca de 50%

dos casos’é.

Ao diagndstico, a funcdo renal apresenta-se preservada na
grande maioria dos pacientes. Entretanto, estudos com mais de 10
anos de seguimento encontraram taxas de evolucdo para doenca
renal crénica de 15% a 45% dos casos!!: 17. 18, Nestas situacdes, a

progressdo &, em geral, lenta.

Em cerca de 25% a 30% dos pacientes hd remissGo
espontGnea completa da doenca. Em outros 20% a 25% a remissa@o
€ apenas parcial, totalizando aproximadamente 50% de remissdo

espontanea’.



As formas primaria e secunddria

A glomerulonefrite membranosa € denominada primdria ou
idiopdtica quando a causa é desconhecida. A forma primdria
corresponde a aproximadamente 80% dos casos'®. Quando hd outra
doenca associada, é classificada como secunddria, que acomete
com mais frequéncia os exiremos etdrios, preferencialmente
individuos com menos de 16 anos e mais de 60 anos20. As condicoes
subjacentes mais relacionadas sdo doencas infecciosas, neoplasias,
medicamentos e [Upus eritematoso sistémico. As infeccdes mais
associadas a doenca sdo hepatite B, hepatite C e sifilis. Em criancas
a hepatite B € causa frequente de glomerulonefrite membranosals:
21 e o tratamento da hepatite comumente € acompanhado de
reducdo da proteinUria22, Em relacdo aos casos relacionados ds
neoplasias, os fumores mais encontrados sdo os localizados em trato

gastrointestinal, prostata, mama e pulmdo?3,

Aspectos anatomopatoldgicos

Os capilares glomerulares e a membrana basal glomerular sao
os sitios alvos das alteracdes fisiopatoldgicas e morfoldgicas da
glomerulonefrite membranosa. Nas fases iniciais da doenca hd
pouca alteracdo glomerular. Frequentemente o diagndstico ndo é
possivel, mesmo em condigcdes técnicas 6timas. Neste cendrio, o

exame imunopatoldgico e ultraestrutural garante o diagndstico?4.

A imunofluorescéncia sGo observados depdsitos de IgG com
padrdo granular e usualmente C325, A microscopia eletronica revela
depdsitos  subepiteliais amorfos com  estruturas  espiculadas

intervenientes, formadas por membrana basal glomerular.
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Para organizar as alteragdes morfoldgicas progressivas
observadas na GNM, Ehrenreich e Churg?é criaram quatro estdgios
evolutivos:

No estdgio | ndo se observam alteracdes a microscopia
Optica. Neste momento apenas a microscopia eletrbnica e a
imunofluorescéncia sdo capazes de evidenciar depdsitos de
imunocomplexos subepiteliais.

No estdagio Il hd depdsitos subepiteliais com formacdo de
espiculas de membrana basal entre as dreas de acUmulo. Nesta fase
O exame de microscopia ofica demonstra alteracdes tipicas do
diagndstico.

No estagio Il observam-se depdsitos de imunocomplexos em
topografia subepitelial e/ou intramembranosa, com membrana
basal englobando os depdsitos ou no espaco interveniente.

No estdgio IV ocorre auséncia de imunocomplexos, que sdo

absorvidos, e a membrana basal demonstra espessamento difuso.

Considerando o dinamismo dos processos etiopatogénicos
envolvidos na evolu¢cdo da doenca, é frequente a observacdo de
diferentes estdgios em variados glomérulos de uma mesma bidpsia.
Além disso, ndo é raro que a doenca evolua de estadiamento sem

passar consecutivamente pela ordem de classificacdo.

Aspectos etiopatogénicos e perspectiva histdrica

A partir do inicio das pesquisas acerca dos modelos
fisiopatologicos envolvidos na glomerulonefrite  membranosa,

algumas hipoteses foram elaboradas:
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O trabalho pioneiro foi conduzido por Heyman et alZ em 1959.
Na ocasido, ratos foram infundidos com extrato de rim de ratos e
adjuvante de Freund por via intraperitoneal. Foi observada franca
proteindria nos ratos imunizados. As alteracdes laboratoriais foram
semelhantes dquelas encontradas na GNM em humanos, incluindo
hipoproteinemia e hiperlipidemia. As alteracdes histomorfoldgicas
também foram correspondentes, caracterizadas por acentuado
espessamento da membrana basal dos capilares glomerulares. A
época foi considerada a possibilidade de que mecanismos de alo e
isoimunizacdo desempenhassem papel na fisiopatologia da
doenca. As alteracdes da membrana basal glomerular seriom

decorrentes de depdsitos de imunocomplexos circulantes.

Em 1975, foi reproduzida glomerulonefrite experimental em
ratos pela injecdo de anticorpo heteroldgo contra antigenos
localizados na bordadura em escova de tUbulos proximais de rins de
rato. No modelo, complexos antigeno-anticorpo foram depositados
na I&dmina densa da membrana basal glomerular apds 3 horas da
administracdo do antissoro. Os complexos migraram para a lédmina
rara externa e permaneceram & por até 3 meses28. Como
consequéncia, aideia de imunocomplexos circulantes foi substituida
pela hipdtese de formagdo in situ de complexos antigeno-anticorpos
pelo encontro de anticorpos com antigenos localizados no capilar

glomerular.

Em 1983, Kerjaschki e Farguhar?? identificaram o autoantigeno
relacionado & doenca em modelos experimentais. O antigeno,
denominado gp330/megalina € também encontrado nas células

epiteliais glomerulares do rim dos ratos estudados. Afravés de
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avaliacdo imunocitoquimica, o antigeno foi identificado em
organelas e na superficie da membrana celular das células epiteliais,

inclusive no dominio voltado para a membrana basal glomerular.

Somente em 2002 o primeiro anfigeno envolvido na GNM
primdria humana foi identificado. Debiec et al?® descreveram um
raro caso de imunizacdo materno-fetal. A gestante, com deficiéncia
genética de endopeptidase neutra, foi provavelmente imunizada e
produziu anticorpos contra este antigeno em gestacdo anterior. A
endopeptidase neutra € uma enzima presente na borda em escova
dos tUbulos, em poddcitos e nas células musculares lisas dos vasos.
No caso estudado, houve transferéncia de anticorpos anti
endopeptidase neutra por via placentdria para o feto, que

desenvolveu severa forma de GNM neonatal.

Em 2009, Beck et al¥! utilizaram rins de doadores falecidos para
extrair proteinas glomerulares normais. Estas proteinas foram
expostas a anticorpos circulantes presentes no soro de pacientes
com GNM idiopdtica através do método de Western Blotting. Na
sequéncia, através de espectrometfria de massa e reagentes
especificos, identificaram e descreveram a proteina relacionada
aos anticorpos circulantes nestes pacientes, denominada PLA2R, um
receptor tipo M da fosfolipase A2. Trata-se de uma glicoproteina
constituinte de glomérulos humanos normais, presente nos
poddcitoss2 33, Adicionalmente, verificou-se baixa relacdo entre este
antigeno e a forma secunddria da doenca. A conclusdo do estudo
mostrou forte correlacdo entre a GNM primdria e o PLA2R, abrindo

caminho para novos estudos neste sentido3!.
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Mecanismos inflamatorios envolvidos na proteindria.

A formacdo de imunocomplexos in situ promove ativacdo do
sistema complemento com consequente resposta inflamatoria,
lesdo da barreira de filtfracdo glomerular e perda proteica para o

espaco urindrio.

Numerosos estudos demonstraram que a imunoglobulina G4
(IgG4) desempenha papel central no desenvolvimento da doenca
em humanos343> e cerca de metade dos pacientes exibe depdsitos
de C335.

AlgG4 é incapaz de ativar a via do complemento, seja por via
direta ou indireta. A ativacdo do complemento ocorre por via da
manose. Em relacdo ao complemento, estudos demonstraram o
papel fundamental da fracdo C5b-9 (complexo de ataque a
membrana) na producdo de lesdo na membrana basal glomerular.
A C5b-9 € uma macromolécula que resulta da clivagem de C5, em
associacdo com Cé6, C7, C8 e C9. Nos poddcitos o complexo
molecular C5b-9 € introjetado para o interior da célula e é liberado

no espaco urindrio, sendo detectado na urina.

A lesdo da membrana celular é reparada em pouco tempo,
sem distorcdo arquitetural imediata significativa. Contudo, a
ativacdo do C5b-9 leva a formacdo de espécies reativas do
oxigénio, que promovem peroxidacdo lipidica e degradacdo da

membrana basal glomerulard’.

O Cbhb-9 também estimula a producdo de enzimas
proteoliticas que lesam a membrana basal. Com o estabelecimento

e manutencdo da proteinlria hd ativagcdo do sistema renina-
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angiotensina e consequente producdo de angiotensina ll, que
também participa na resposta pro-inflamatoéria, culminando no

desenvolvimento de fibrose3s.

O Antigeno PLA2R no contexto do diagndstico diferencial entfre as
formas primdria e secunddria da glomerulonefrite membranosa

A identificacdo do antigeno PLA2R e o entendimento do seu
papel no desenvolvimento da GNM foi um importante passo no
dmbito do diagndstico e planejamento terapéutico de pacientes

com esta doenca.

O fratamento dos pacientes com GNM pode envolver o uso
de esquema imunossupressor (especifico) ou apoiar-se em conduta
conservadora (inespecifico). Em pacientes com a forma secunddria

o tfratamento é direcionado para a causa subjacente’’,

A alta agressividade e os efeitos deletérios decorrentes do uso
imunossupressor justificam investigacdo individualizada e tratamento
personalizado. Além disso, a alta faxa de remissdo espont@nea e o
curso insidioso de evolucdo demandam escolha criteriosa da

modalidade de tratamento?s.

Mediante diagndstico de GNM, cuidadosa avaliagdo clinica
deve serrealizada objetivando identificar doencas desencadeantes
que justifiguem a glomerulopatia. Para tanto, frequentemente
custosos procedimentos diagnodsticos sdo utilizados na busca de
outras condic¢des clinicas, consumindo preciosa monta de tempo e

recursos.

A utilizacdo do autoanticorpo anti-PLA2R representa

ferramenta valiosa no contexto diagndstico da GNM40, permitindo
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conducdo mais eficaz no processo de identificacdo das formas
primdria e secunddria. A partir do resultado encontrado, extensos
procedimentos diagndsticos podem ser evitados, bem como
exposicdo desnecessdria a imunossupressdo, fato especialmente
importante em subgrupo de pacientes com a forma secunddria da
doenca que manifestam a comorbidade subjacente meses ou anos
apds o estabelecimento da doenca renal¥, tornando
extremamente dificil a distincdo clinica entre as formas primdria e

secunddria.

Com o objetivo de verificar e validar a sensibiidade e a
especificidade do autoanticorpo em bidpsias renais, diversos
estudos foram realizados, encontrando correlacdo positiva entre a
GNM primdria e a presenca do anticorpo anti-PLA2R em bidpsias

renaqis e no soro, na forma de anticorpos circulantes3?. 41-45,

JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Diversos trabalhos intfernacionaqis40-42.44.45.48 demonstraram que
a pesquisa do anticorpo na bidpsia renal € um método sensivel e
especifico para o diagndstico de GNM. A base racional do nosso
estudo € a de que a pesquisa pelo anticorpo na bidpsia apresente
resultados satisfatorios de sensibilidade e especificidade na amostra

populacional avaliada.

A validacdo de método diagndstico eficiente que permita
diferenciar entre as formas primdria e secunddria da nefropatia
membranosa representa contribuicdo valiosa para a abordagem
diagnodstica e terapéutica do paciente. Assim, € de nosso interesse

verificar os resultados desta pesquisa na nossa populacdo e aplicar
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o método em nossa rotina diagndstica para melhor classificar a GNM

e auxiliar na escolha do tratamento.

Até o presente momento ndo hd registros na literatura

nacional de outro estudo sobre o mesmo tema e com a mesma

metodologia.

OBJETIVOS

Objetivos gerais

1.

Avaliar a prevaléncia da deteccdo do antficorpo anti-PLA2R
em bidpsias renais e no soro de pacientes diagnosticados com
glomerulonefrite  membranosa idiopdtica e secunddria no
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista *JUlio de Mesquita
Filho™ (FMB-UNESP).

Objetivos especificos

1.

2.

3.

Verificar a prevaléncia do anticorpo anti-PLA2R nas bidpsias
renais dos pacientes com GNM primdria e comparar os dados
obtidos em relacdo aos estudos internacionais.

Avadliar a relagcdo entre os niveis séricos do anticorpo anti-
PLA2R e a presenca deste nas bidpsias renais, e analisar a
relacdo entre os niveis de anticorpos circulantes e parémetros
laboratoriais.

Avaliar a aplicabilidade do anticorpo anti-PLA2R como
marcador imune para diagndstico diferencial entre as formas
primdria e secunddria da GNM no Departamento de

Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP).
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1.

40

A prevaléncia do antficorpo anti-PLA2R nas bidpsias renais dos
pacientes com glomerulonefrite primdria ou idiopdtica foi de
91,2%. Nos pacientes com nefrite [Upica a prevaléncia foi de
28,6%. Os resultados de prevaléncia do anticorpo na bidpsia
em pacientes com GNM primdria foram concordantes com os
observados em estudos intfernacionais.

Os pacientes com valores circulantes positivos para o
antficorpo anti-PLA2R também foram positivos para a pesquisa
na bidpsia. De modo geral, os pacientes com titulos séricos
positivos apresentavam proteindria em niveis nefréticos.
Houve correlacdo estatisticamente significativa entre @
positividade para o anticorpo na bidpsia renal e a forma
primdria ou idiopdtica da doenca. De modo geral, a pesquisa
do anticorpo nas bidpsias renais por método imunoistoquimico
é de facil execucdo e permite extrairinformacdes importantes
para a abordagem diagndstica inicial dos pacientes com
glomerulonefrite membranosa,  justificando a sua

aplicabilidade neste contexto.
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