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Introducere

Nefropatia membranoasa primitiva este o glomerulopatie autoimuna determinatad de
autoanticorpi ce tintesc antigene exprimate pe suprafata podocitelor (1). Desi incidenta
acestei glomerulopatii a scazut in ultimele decenii, cel mai probabil secundar cresterii
dramatice a frecventei nefropatiei diabetice, nefropatia membranoasd primitiva rdmane o
importantd cauza de sindrom nefrotic in randul populatiei adulte fara diabet zaharat,

afectand predominent rasa caucaziana cu varsta intre 30-50 ani(2).

De la aparitia in anul 2009 a studiului de referinta care a descris primul autoantigen
uman - receptorul 1 al fosfolipazei A2 de tipul M (3) - implicat in patogenia nefropatiei
membranoase primitive, spectrul patogenic al acestei glomerulopatii s-a modificat
semnificativ, odata cu descrierea altor antigene ,,prezumptive” patogene (THSD7A,
EXTI1/EXT2, NELLI, Sema3B si PCDH7)(4). In consecint, unei entititi definite pana de
curand exclusiv anatomo-clinic — nefropatia membranoasa — i-au fost atribuite, bazat pe
serologie, mai multe mecanisme patogenice, intrucat fiecare antigen este, cel mai probabil,
asociat cu un mecanism patogenic diferit (4). Oricum, anticorpii anti receptor de
fosfolipazd A2 raman cei mai importanti in patogenia nefropatiei membranoase primitive,

determinand aproximativ 50-80% din cazuri (5).

Avand in vedere cad receptorul 1 al fosfolipazei A2 (PLA2R) murin are o
compozitie de amino-acizi similara cu cea umana doar in proportie de 70%, sunt necesare
studii experimentale suplimentare utilizand modele adecvate pentru a defini rolul patogenic
al Ac anti-PLA2R (6). Cu toate acestea, exista dovezi clinice substantiale care sustin rolul
acestor anticorpi 1n patogenia bolii (1). Suplimentar rolului diagnostic pe care il are, titrul
anticorpilor anti-PLA2R se coreleaza puternic cu activitatea bolii, fiind demonstrat ca
acesti anticorpi apar cu luni sau ani inaintea manifestarilor clinice ale nefropatiei
membranoase primitive, ca dispar Tnaintea remisiunii clinice, reapar inaintea recaderilor si

prezic raspunsul la tratament (1,7-12).

Deoarece prevalenta anticorpilor anti-PLA2R este crescutd la pacientii cu sindrom
nefrotic si nefropatia membranoasa primitiva, in contrast cu sindromul nefrotic aparut in
nefropatia membranoasd secundard sau cu alt substrat, un titru pozitiv al anticorpilor anti-
PLA2R a fost propus ca metoda de diagnostic, pentru a evita biopsia renald in sindromul

nefrotic la pacientii cu fenotip sugestiv de nefropatie membranoasa.



Mai multe studii au investigat utilitatea diagnosticd a anticorpilor anti-PLA2R
pentru diagnosticul diferential al nefropatiei membranoase primitive de cea secundard, dar
si de alte cauze de sindrom nefrotic, utilizdnd biopsia renald ca test control (1). Cu toate
acestea, avand in vedere ca numarul pacientilor a fost relativ mic si s-au folosit diferite
metode de evaluare, precum imunofluorescentd indirectd, ELISA sau Western Blot, un

nivel prag diagnostic pentru titrul acestor anticorpi nu a fost incd definit(1).

O meta-analiza recentd a investigat utilitatea determinarii anticorpilor anti-PLA2R
din serul pacientilor pentru a diferentia nefropatia membranoasd primitivd de cea
secundara, dar si de alte cauze de sindrom nefrotic, concluzioniand ca acuratetea
diagnostica a acestora este, In general, buna (13). Cu toate acestea, eterogenitatea acestor
studii a fost importantd, analiza pe subgrupuri sugerand cad acuratetea diagnostica este
dependenta de metoda folosita pentru determinarea anticorpilor, precum si de unele
caracteristici ale pacientilor, cum ar fi severitatea proteinuriei. Mai recent, Bobart si
colaboratorii au sugerat ca la pacientii cu functie renala prezervata si fara cauze secundare
evidente, serologia pozitivd pentru anticorpii anti-PLA2R este inalt predictivd pentru
nefropatia membranoasa primitiva, sugerand in acelasi timp cd acuratetea lor diagnostica

variaza in functie de caracteristicile pacientilor (14).

Asadar, in studiile de cercetare din aceastd lucrare doctorala ne-am propus sa
investigdm acuratetea  diagnostica aanticorpilor anti-PLA2R  pentru nefropatia
membranoasa primitiva, intr-o cohortad de pacienti cu sindrom nefrotic avand ca substrat nu
numai nefropatii membranoase ci si alte tipuri histopatologice de glomerulopatii, precum si
utilitatea anticorpilor anti-PLA2R in managementul terapeutic si prognosticul nefropatiei

membranoase primitive.

In studiul I din aceasti lucare doctorali ne-am propus si evaluim utilitatea

diagnostica a anticorpilor anti-PLA2R pentru nefropatia membranoasa primitiva.

Material si metode studiul |

Design ul studiului si populatia de studiu

Studiu cross sectional ce a inclus 203 pacienti diagnosticati consecutiv cu sindrom
nefrotic in perioada ianuarie 2015- decembrie 2019 in Departamentul de Nefrologie din
Institutul Clinic ,,Fundeni”. Sindromul nefrotic a fost definit ca proteinurie de peste

3,5g¢/24 ore in asociere cu hipoalbuminemie (albumina sericd sub 3.5g/zi).Tuturor



pacientilor 1i s-a efectuat un screening pentru a identifica potentiale cauze secundare de
sindrom nefrotic, fiind astfel screenati pentru boli autoimune, serologie pentru hepatite
virale , screening pentru boli maligne corespunzator varstei pacientului, evaluare pentru
gamapatii monoclonale, precum si istoricul medical amanuntit, inclusiv consumul de
medicamente. In plus, toti pacientii cu sindrom nefrotic au avut inclus in planul de
investigare initial, determinarea anticorpilor anti-PLA2R. Ulterior, tuturor pacientilor i s-
a efectuat biopsie renald pentru confirmarea diagnosticului histologic, indiferent de

serologia anti-PLA2R.

Criteriile de excludere din studiu au fost: varsta sub 18 ani, pacienti cu serologie
pozitiva pentru anticorpii anti-PLAZR care nu au efectuat punctie biopsie renald, pacienti
la care determinarea anticorpilor anti-PLA2R s-a efectuat dupa diagnosticul histologic de
nefropatie membranoasa primitiva, pacienti fara sindrom nefrotic si pacienti cu tratament

imunosupresor anterior.

Studiul s-a desfasurat in concordanta cu prevederile Declaratiei de la Helsinki, iar
protocolul de studiu a fost aprobat de Consiliul local de Etica (Consiliul de Etica din

Institutul Clinic Fundeni, numar de inregistrare 8851).
Colectarea datelor

Datele de la momentul includerii in studiu au fost colectate din dosarele
electronice ale pacientilor de la momentul stabilirii diagnosticului de sindrom nefrotic si
au inclus: varsta la prezentare, sexul, comorbiditatile, titrul anticorpilor anti-PLAZ2R,
creatinina serica, albumina serica si proteinele totale serice, profilul lipidic, fibrinogenul,
hemoglobina, proteinurie/24 ore si nivelul hematuriei (hematii/mmc). Rata de filtrare
glomerulara (RFGe) a fost estimata folosind formula CKD-EPI(Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration).

Probele de plasma pentru determinarea anticorpilor anti-PLA2R au fost colectate
concomitent cu celelalte probe de laborator recoltate pentru evaluarea initiald a
pacientilor, inclusiv cele recoltate pentru screeningul potentialelor cauze secundare de
sindrom nefrotic, anterior efectuarii biopsiei renale. Anticorpii anti-PLA2R au fost
determinati prin metoda ELISA( EUROIMUN AG, Lubeck,Germany). Orice titru ELISA
>2 RU/ml a fost considerat pozitiv si pacientii au fost astfel stratificati In subgrupuri in

functie de titru , ca titru "intermediar" (2-20RU/ml) sau "ridicat” (>20 RU/ml).



Toate biopsiile renale au fost examinate in imunofluorescenta, microscopie optica
si electronicd de catre un anatomopatolog experimentat, care, in plus fatd de evaluarea
patternului de afectare glomerulara, a evaluat si dacd aceste biopsii prezinta caracteristici
sugestive de nefropatie membranoasa secundara: imunoflurescenta cu fixare "full house",
fixare la nivel vascular sau la nivelul membranei bazale tubulare, fixare mezangiala;
microscopie opticd cu hipercelularitate mezangiald si/sau endocapilard; microscopie
electronica cu depozite subendoteliale sau mezangiale, depozite in peretele vascular sau

la nivelul membranei bazale tubulare, incluziuni tubuloreticulare.

Rezultate
Lotul de pacienti si caracteristicile serologice anti-PLA2R

Un numar total de 203 pacienti diagnosticati consecutiv cu sindrom nefrotic au fost
inclusi in studiu si screenati pentru prezenta anticorpilor anti-PLA2R. Populatia de studiu
a avut la includerea in studiu o varstd medie de 53+13 ani (38% din pacienti cu varsta de
peste 60 ani), 61% fiind de sex masculin. Valoarea medie a creatininei serice a fost de
1.84+1.63 mg/dl, iar valoarea mediana a proteinuriei/24h de 6.89/24h (IQR 4.8-10.6).

Din intregul lot de pacienti, 37 au fost identificati cu potentiale cauze de sindrom
nefrotic:17 pacienti au fost diagnosticati cu infectii virale (VHB,VHC), 6 pacienti cu
neoplazii solide, 6 pacienti cu neoplazii hematologice, 10 pacienti cu boli autoimune si un
pacient cu sindrom nefrotic cel mai probabil secundar medicamentos (bifosfonat). Dintre
acestia, 3 au prezentat multiple cauze concomitente de sindrom nefrotic (1 pacient cu
infectie VHC si sarcoidoza, 1 pacient cu infectie VHB si leucemie acuta mieloida, 1

pacient cu leucemie mieloida cronicp si neoplasm de col uterin).

La analiza distributiei in functie de serologia anti-PLA2R, am identificat 67 de
pacienti cu titru "Inalt" de anticorpi anti-PLA2R(>20RU/ml), in timp ce 47 de pacienti
aveau un titru " intermediar" (2-20UI/ml). Pacientii cu serologie pozitiva, atat titru
"intermediar "cat si "inalt" au avut o functie renald mai bund la momentul diagnosticului

sindromului nefrotic, comparativ cu cei cu serologie negativa (Tabelul 1).



Tabelul 1. Caracteristicile la debut ale pacientilor cu sindrom nefrotic in functie de titrul

de anticorpi antiPLA2R

Variabile Titrul de Ac Titrul de Ac Titrul de Ac

antiPLA2R antiPLA2R antiPLA2R P
<2 RU/mlI 2-20 RU/ml > 20 RU/ml

Numar pacienti 89 47 67

Varsta (ani) 54+13 52+15 52+13 0.58

Varsta >60 ani (n, %) 37 (41%) 18 (38%) 24 (35%) 0.76

Sexul (n, % masculin) 55 (61%) 26 (55%) 44 (65%) 0.53

Diabet zaharat 24 (26.9%) 4 (8.5%) 5 (7.4%) 0.001

(n, % pacienti)

Cauze secundare de SN 16 (18%) 10 (21.3%) 11 (16.4%) 0.99

(n,% pacienti)

Creatinina serica (mg/dl) 2.25+2.15 1.56 +£1.03 1.5+0.89 0.03

eRFG (ml/min/1.73m?) 50 + 31 61 +31 61 +28 0.02

¢RGF < 60 ml/min (n, %) 58 (65.1%) 24 (51%) 29 (43.2%)

Albumina serica (g/dl) 2.7+£0.8 2.7+£0.5 2.7+£0.5 0.84

Proteine totale (g/dl) 598+1 5.48+0.9 545+0.9 0.002

Proteinuria 24 h (g/zi) 7.4 6.2 7 0.36

(IQR:4.8-11.5) (IQR:4.7-9) (IQR:4.9-10.6)
Hematuria (celule/mmc) 21 (IQR:12-38) | 32 (IQR:10-38) = 27 (IQR: 10-56) @ 0.31
Abrevieri: Ac, anticorpi; n, numar; PLA2R, receptor fosfolipaza A2; SN, sindrom nefrotic,

eRFG, rata filtrarii glomerulare estimate ; I1QR, interquartile range.

Examinarea biopsiilor renale a stabilit diagnosticul de nefropatic membranoasa in
cazul a 95 de pacienti, in timp ce 108 pacienti au prezentat alt tip de afectare glomerulara.
In subgrupul pacientilor cu titru "inalt" de anticorpi anti-PLA2R, nefropatia membranoasi
a fost diagnosticata in 91% din cazuri (61 din 67 de pacienti), 6 dintre pacienti prezentand
ul alt tipde afectare glomerulard (2 pacienti cu glomeruloscleroza focal segmentala, 1
pacient cu nefropatie cu leziuni minime glomerulare, 1 pacient cu nefropatie diabetica si 1

pacient cu glomerulonefrita postinfectioasa).

In grupul pacientilor cu titru "intermediar" al anticorpilor anti-PLA2R, diagnosticul
histologic a fost mai heterogen, doar 36% dintre pacienti prezentand aspect histologic de
nefropatie membranoasa. Dintre pacientii cu aspect histologic de nefropatie mebranoasa, 3
au prezentat pattern de nefropatie membranoasd secundard (incluzand si un pacient cu

infectie VHB), toti prezentand titru negativ de anticorpi anti-PLAZR.

Analizand grupul pacientilor cu nefropatie membranoasd, am identificat ca 64.2%
dintre ei aveau titru "inalt" de anticorpi anti-PLA2R (n=61), 17.9% aveau titru
"intermediar" si 17.9 % aveau serologie negativda (n=17, dintre care 3 pacienti prezentau

anticorpi anti THSD7A) (Figura 1).
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Figura 1. Proportia (%) pacientilor in functie de titrul anticorpilor anti-PLA2R si tipul de
glomerulopatie
Dintre pacientii cu nefropatie membranoasa, 19 pacienti (20%) prezentau posibile
cauze de nefropatie membranoasa secundara, 9 dintre ei prezentand titru "inalt" de
anticorpi anti-PLA2R ( valori intre 86-818) si 3 pacienti au avut titru "intermediar" (valori
intre 3-10 (Ul/ml).

Caracteristicile de performanta ale anticorpilor anti-PLA2R in diferentierea

nefropatiei membranoase de alte etiologii ale sindromului nefrotic.

Am analizat caracteristicile de performanta ale anticorpilor anti-PLA2R in
diferentierea nefropatiei membranoase de diferite tipuri histologice de sindrom nefrotic la
doud praguri diferite de definire a titrului pozitiv ( 2RU/ml si 20 RU/ml). in intregul lot de
pacienti, aria de sub curbd (AUC) a fost 0.83 (interval de confidentd 95%[95% CI] 0.78-
0.89;p<0.001) (Figura 2).
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Figura 2.Acuratetea diagnosticd a Ac anti-PLA2R de a diferentia NM primitiva
de alte glomerulopatii la pacienti cu sindrom nefrotic

Cu un titru prag de 20 RU/ml, anticorpii anti-PLA2R au avut o sensibilitate de
64%(95% CIl 53-73%) si o specificitate de 94% (95% CI 88-97%) in diferentierea
nefropatiei membranoase de alte cauze de sindrom nefrotic. In plus, VPP si VPN au fost
91%(95%CI 82-95%) si 75% (95%CI 69-79%).

Cand am analizat efectul posttest , am identificat o crestere semnificativd de
diagnosticare a nefropatiei membranoase daca titrul de anticorpi anti-PLA2R era mai
mare de 20RU/ml cu un LR+ de 11.56 (95% CI 5.2-25.2), dar cu un LR- usor moderat de
0.38(95% CI 0.29-0.5). Incapacitatea de a exclude nefropatia membranoasa daca testul
este negativ este datoratd numadrului crescut de pacienti cu nefropatie membranoasa cu

serologie negativa(n=34).

Acuratetea generala a testului a fost de 80.3%(95% CI 74-85%) si rata de
diagnosticare a fost de 30.42. Scazand titrul prag la 14 RU/ml, ar creste usor sensibilitatea
la 68%, cu scaderea specificititii la 88%. In acest caz, inci 14 pacienti ar prezenta
serologie pozitiva, dintre care doar 4 prezintd caracteristici histologice de nefropatie

membranoasa.

De asemenea, in cadrul studiului am stratificat pacientii si in functie de varsta (>
60 ani vs.< 60 ani), in functie de afectarea renala (< 60 ml/min vs. > 60 ml/min) si in
functie de prezenta unor cauze secundare de sindrom nefrotic decelate la momentul

diagnosticului de sindrom nefrotic (negativ vs pozitiv).



Am identificat astfel ca in randul pacientilor mai tineri, a celor cu functie renala
prezervata si la cei fara cauze secundare de sindrom nefrotic, caracteristicile de
performanta diagnostici a anticorpilor anti-PLA2R au fost semnificativ imbunatitite. In
analiza acestui subgrup, sensibilitatea acestui test a crescut de la 68-71% (comparativ cu
64% la nivelul intregii cohorte), valoarea predictiva pozitivd (VPP) a crescut de la 93-
95% si LR+ a fost intre 12.23 si 15.4, confirmand cd un test pozitiv prezice cu

probabilitate crescuta nefropatia membranoasa.

In consecinti, rata de diagnosticare (DOR) a fost de 39.41 la pacientii cu vArsti
sub 60 ani, 40.15 la cei cu functie renala prezervata si de 46.66 in randul celor fara cauze

secundare.

Dupa ajustarea multivariata, titrul de anticorpi anti-PLA2R >20 RU/ml a fost cel
mai puternic predictor de diagnostic al nefropatiei membranoase (HR,49.8;95% CI 17.02-
144.4;p<0.001), in timp ce in randul celor cu eRFG<60 ml/min probabilitatea de a fi
diagnosticati cu nefropatie membranoasa comparativ cu cei cu functie renald prezervata

a fost cu 57% mai mica (Tabelul 2).

Tabelul 2. Utilitatea anticorpilor anti-PLA2R si a altor parametri in diferentierea

NM de alte substraturi ale sindromului nefrotic (regresie logistica binara)

Variabile Analiza univariata Analiza multivariata®
Odds ratio p Odds Ratio p
(95% CI) (95% CI)

Varsta (>60 vs. <60 ani) 1.28 (0.73-2.26) 0.38 2.4 (1.04-5.58) 0.04

Cauze secundare de SN 1.25 (0.61-2.55) 0.54 1.02 (0.38-2.7) 0.96

(Da vs. Nu)

Diabet zaharat (Da vs. Nu) 0.3 (0.13-0.71) 0.006 0.59 (0.19-1.81) 0.36

RFGe (<60 ml/min vs. > 60 0.44 (0.25-0.78) 0.005 0.43 (0.19-0.97) 0.044

ml/min)

Titrul de Ac Anti-PLAZ2R - - - -

(vs. <2 RU/ml)

2-20 RU/ml 2.4 (1.08-5.31) 0.03 2.17 (0.92-5.11) 0.07

>20 RU/ml 43.05 (15.98-116) | <0.001 | 49.8 (17.02-144.4) | <0.001

Abrevieri: SN, sindrom nefrotic; GFRe,rata filtrarii glomerulare estimata; IC, interval de confidenta

Discutii

in acest studiu am demonstrat ca screeningul serologic pentru anticorpii anti-PLA2R
in randul pacientilor cu sindrom nefrotic este o metoda utila de diagnostic al nefropatiei

membranoase, in special in anumite subgrupuri populationale.



In randul pacientilor tineri (cu varsta sub 60 ani), care au o functie renald prezervati
si screening negativ pentru cauze secundare de sindrom nefrotic, un titru pozitiv de anticorpi

anti PLA2R prezice cu acuratete diagnosticul de nefropatie membranoasa primitiva.

Prevalenta anticorpilor anti-PLA2R in nefropatia membranoasd a fost raportata ca
variind intre 50 si 80%, in timp ce o metanaliza recenta a 28 de studii care a aprofundat
acuratetea diagnostica a acestor anticorpi anti-PLA2R, a aratat la comun o sensibilitate de
65%( 95% CI 63-67%) si o specificitate de 97%( 95% CI 88-97%)(1,13).

In cohorta noastri, la un titru prag de 20 UI/ml, sensibilitatea si specificitatea per
total a anticorpilor anti-PLA2R a fost de 64% (95% CI 53-73%), respectiv 94%( 95% ClI
88-97%). In orice caz, comparatiile intre diverse studii trebuie facute cu precautie intrucat
au fost folosite metode diferite de identificare, precum si titruri prag diferite (9,18-22).
Pentru metoda ELISA, acuratetea diagnostica a testului a fost evaluata pentru un titru prag
de 2RU/ml, 14RU/ml si 20RU/mI(13).

In cazul lotului nostru de pacienti, sciderea titrului parg la 14 RU/ml sau 2 RU/ml, a

.....

respectiv 66%.

In ciuda faptului cd, cateva studii au raportat o specificitate de 100%, noi am
identificat 6 pacienti cu anticorpi anti-PLA2R intr-un titru mai mare de 20 RU/ml, care
prezentau un alt tip de afectare glomerularda (2 pacienti cu glomeruloscleroza focal
segmentala, 1 pacient cu nefropatie cu leziuni minime glomerulare, 1 pacient cu
glomerulonefritd crioglobulinemicd, 1 pacient cu nefropatie diabeticd si 1 pacient cu

glomerulonefrita postinfectioasa).

In intreaga cohortd de pacienti, screeningul pentru anticorpii anti-PLA2R a avut 0
acuratete diagnosticd de 80.3%(95% CI 74-85%), o ratd de diagnosticare de 30.42 si un LR+
de 11.56(95% CI 5.2-25.2), caracteristici de performantd care sunt usor inferioare celor

raporatate de Li et al in analiza lor recenta(13).

Acest aspect poate fi atribuit procentului ridicat de pacienti cu serologie
negativa(35.8%) si datorita identificarii altor tipuri de nefropatii glomerulare diferite de
nefropatia membranoasa , care au prezentat titruri "inalte" de anticorpi anti-PLAZR.
Sensibilitatea relativ scdzutd poate aduce limitari in interpretarea testului, in special pentru

cazurile cu rezultate negative.



Date fiind aceste rezultate, am decis analiza pe subgrupuri de pacienti, statificati in

functie de varsta, functia renala si de prezenta unor cauze secundare de sindrom nefrotic.

In consecinta sensibilitatea testului a crescut la 68-71% (comparativ cu 64% la
nivelul intregului lot de pacienti), VPP a crescut la 93-95%, LR+ a fost intre 12.23 si 15.4 si
rata de diagnosticare (DOR) a crescut de la 30.42 la 46.66, toate acestea confirmand ca un
test pozitiv prezice cu acuratete diagnosticul de nefropatie membranoasd in unele

subpopulatii de pacienti.

In mod similar, Bobart et al. au aritat ¢i in randul pacientilor cu anticorpi anti-
PLA2R prezenti, screening negativ pentru cauze secundare si functie renald prezervata
(RFGe peste 60 ml/min), biopsia renald nu a oferit informatii diagnostice suplimentare, din
moment ce nici unul dintre ei nu a prezentat elemente histologice sugestive pentru o forma

secundara de boala sau alt tip de afectare glomerulara (14).

Asadar aceasta abordare poate fi inclusa intr-un algoritm de diagnostic dar necesita

validare 1n cohorte independente.
Concluzii

In concluzie, am identificat o prevalentd de 64% a anticorpilor anti-PLA2R in randul
pacientilor cu diagnostic histologic de nefropatie membranoasi. In randul pacientilor mai
tineri, cu functie renald prezervata si screening negativ pentru sindrom nefrotic secundar, un
titru pozitiv de anticorpi anti-PLA2R are o valorae predictiva inaltd pentru diagnosticul
nefropatiei membranoase primitive. Prin urmare, acesti anticorpi sunt un biomarker util si
trebuie inclusi in profilul de evaluare initiala al oricarui pacient cu sindrom nefrotic, in unele
subgrupuri de pacienti putdnd determina evitarea efectudrii biopsiei renale cu scop

diagnostic.

Avand in vedere variabilitatea evolutivd mare a NMp, prezicerea evolutiei la
momentul diagnosticului este aproape imposibila. Tratamentul imunosupresor este eficient
in aceasta boala autoimuna, nsa nu este lipsit de efecte adverse, asadar trebuie folosit doar
la pacientii cu risc Tnalt si foarte inalt de progresie. Pand nu demult, stratificarea in clase de
risc a pacientilor cu nefropatie membranoasa primitiva se facea in functie de severitatea

proteinuriei si de gradul disfunctiei renale(26).



Bazat pe acesti parametri, s-a incercat identificarea unor scoruri de risc care sa
poata stratifica corect si ghida ulterior tratamentul. Insa, a devenit evident cd sunt necesari

markeri prognostici mai precisi (26-29).

In acest sens, determinarea titrului Ac anti-PLA2R poate fi inceputul
managementului medical personalizat al pacientilor cu NMp. Numeroase studii au incercat
sa evalueze relatiile dintre titrurile Ac anti-PLA2R si gradul de activitate a bolii, raspunsul

la tratament si prognosticul pe term mediu si lung al NMp.

Material si metode studiul 11

Design ul studiului si populatia de studiu

In consecinti, ne-am gandit si investigim prognosticul clinic si si identificim
predictori independenti ai remisiunii clinice si imunologice intr-o cohortd de pacienti cu
nefropatie membranoasa primitiva urmariti prospectiv. Studiul desfasurat a fost un studiu
prospectiv, observational, noninterventional care a inclus 65 de pacienti diagnosticati
consecutiv cu nefropatie membranoasa primitiva in cadrul Departamentului de Nefrologie

din Institutul Clinic ,,Fundeni” in perioada ianuarie 2015- decembrie 2019.

Nefropatia membranoasd primitiva a fost diagnosticatd prin punctie biopsie renalad
percutanatd. in plus fata de evaluarea aspectelor histopatologice caracteristice de nefropatie
membranoasa, biopsiile au fost de asemenea evaluate si dacd prezinta caracteristici
sugestive de nefropatie membranoasa secundard.Toti pacientii au fost evaluati amanuntit
pentru identificarea unor cauze de nefropatie membranosd secundara, fiind astfel evaluati
pentru pentru boli autoimune, serologie pentru hepatite virale , screening pentru boli
maligne corespunzator varstei pacientului, evaluare pentru gamapatii monoclonale, precum

si istoricul consumului de medicamente.

Criteriile de excludere din studiu au fost: varsta<l8 ani, pacienti cu tratament
imunosupresor anterior, pacienti care prezentau aspecte sugestive unei nefropatii
membranoase secundare, pacienti cu o perioadd de urmadrire mai micd de 24 de luni,
pacienti cu date incomplete sau care nu au efectuate toate vizitele din studiu si pacienti cu
Ac anti-PLA2R prezenti, dar care nu aveau biopsie renala care sa confirme diagnosticul de

nefropatie membranoasa primitiva.



Pacientii au fost tratati conform recomandarilor ghidurilor KDIGO curente si a
celor mai recente trialuri randomizate (22-26). Tratamentul a fost condus conform

recomandarilor medicului curant,fara nici o interventie.
Colectarea datelor si vizitele de monitorizare

Vizitele de monitorizare au fost efectuate la fiecare 3 luni in primul an si la 6 luni
ulterior. Datele de la debut au fost colectate din inregistrarile din dosarul electronic al
fiecdrui pacient la momentul diagnosticarii sindromului nefrotic , si au inclus: vérsta,
sexul, indicele de masa corporald, istoricul de fumator, prezenta hipertensiunii arteriale,
prezenta evenimentelor tromboembolice, creatinina sericd, albumina sericd si proteinele
totale, profilul lipidic, nivelul fibrinogenului seric, hemoglobina, nivelul 1gG ului seric,
prezenta si titrul Ac anti-PLA2R, proteinuria/24 h si hematuria. Rata de filtrare
glomerulara (RFGe) a fost estimata folosind formula CKD-EPI(Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration). Stadiile nefropatiei membranoase au fost evaluate cu
ajutorul microscopiei electonice conform clasificarii Ehrenreich-Churg(26). Sindromul

nefrotic a fost definit ca proteinurie/24h de peste 3,5h/zi in asociere cu hipoalbuminenie.

Anticorpii anti-PLA2R au fost determinati prin metoda ELISA( EUROIMUN AG,
Lubeck,Germany). Serologia pozitiva a fost definitd ca un titru ELISA >20 RU/ml.
Pacientii au fost stratificati in functic de prezenta acestor anticorpi, astfel:pacienti cu
nefropatie membranosa primitiva cu serologie negativa, pacienti cu nefropatie membranosa

primitiva si titru moderat de Ac anti-PLA2R(<200 RU/ml) sau cu titru inalt (=200 RU/ml).

Parametrii primari

Parametrii primari au fost remisiunea imunologica si remisiunea clinica (completa
sau partiald). Remisiunea imunologicd (RI) a fost definitd ca scaderea titrului de Ac anti-
PLA2R sub valoarea de 20 RU/ml. Remisiunea clinica completd (RC) a fost definita ca
reducerea proteinuriei sub 0.3g/zi si cresterea albuminei serice peste 3.5g/dl. Remisiunea
partiald (RP) a fost definita ca o reducere a proteinurie cu cel putin 50% fata de valoarea

initiala dar la un nivel intre 0.3 si 3.5 g/zi (24).
Rezultate

Cohorta de studiu a avut o varstd medie de 53+12 ani, 71% dintre pacienti fiind de
sex masculin, cu o RFGe medie de 62+29 ml/min/1.73m?. Majoritatea pacientilor au avut

sindrom nefrotic(81.5%), valoarea mediana a proteinurie a fost de 8.7g/zi(IQR: 5.2-15.4),



lar valoarea medie a albuminei serice a fost de 2.79+0.65. De-a lungul perioadei de

urmarire, 20% dintre pacienti au dezvoltat evenimente tromboembolice.

In ceea ce priveste serologia anti-PLA2R, 80% dintre pacienti au prezentat
anticorpi  anti-PLA2R la momentul diagnosticului cu o valoare mediana de
199RU/mI(IQR:100-320), 48 % dintre ei avand un titru de Ac anti-PLA2R de peste 200
RU/ml.

Per total, majoritatea pacientilor au primit medicatie antiproteinurica (97%) si
medicatie imunosupresoare(92.3%). Cei mai multi pacienti au primit scheme de tratament
imunosupresor bazate pe ciclofosfamida (47.7%), 29.2% au primit tratament cu inhibitori
de calcineurina, respectiv 15.4% dintre pacienti scheme de tratament bazate pe Rituximab,

in timp ce 5 pacienti nu au primit nici o medicatie imunosupresoare(7.7%).

Remisiunea imunologicd a fost obtinutd in rdndul a 63.5% dintre pacienti cu
serologie pozitiva la o mediana de timp de 18 luni (IQR:9.7-24). Rata de raspuns clinic
(remisiune completd sau partiald) a fost de 73.8%, dintre care 32.2% au obtinut o
remisiune completd iar 41.5% remisiune partiald la un anumit moment de-a lungul
perioadei de urmarire in studiu. Mediana timpului pentru obtinerea remisiunii complete si
partiale a fost de 18 luni (IQR:7.5-24), respectiv 24 luni(IQR:12-24). De-a lungul perioadei
de urmarire, patru pacienti au prezentat recaderi ale proteinuriei (doi pacienti tratati cu
scheme bazate pe ciclofosfamidd, un pacient tratat cu inhibitori de calcineurind si un

pacient naiv terapeutic).

Ulterior, am analizat rdspunsul clinic si imunologic in concordantd cu statusul
anticorpilor anti-PLA2R la momentul includerii in studiu si cu schema de tratament aleasa.
In lotul de pacienti din studiu, 13 pacienti au avut nefropatie membranosa primitiva fara
anticorpi anti-PLA2R, in timp ce, 27 de pacienti din cei cu anticorpi prezenti au avut titru
scazut de Ac anti-PLA2R(<200RU/ml) si 25 de pacienti au prezentat la momentul
diagnosticului un titru crescut de Ac anti-PLA2R (>200 RU/ml).

Pacientii cu nefropatie membranoasa primitiva si serologie negativa pentru Ac anti-
PLA2R au avut o functie renald mai bund (RFGe 79+36ml/min), albumina sericd mai mare
(3.1+£0.5g/dl) si proteinurie/24h mai mica (7.2 g/zi, IQR:3.4-11.1) comparativ cu cei cu

nefropatie membranosa primitiva cu Ac anti-PLA2R prezenti.(Tabelul 3).



In plus, raspunsul clinic a fost mai bun in randul pacientilor cu nefropatie
membranosa primitiva cu serologie negativa pentru Ac anti-PLA2R, comparativ cu cei cu
anticorpi prezenti. Acesti pacienti au inregistrat un procent mai mare de remisiuni
complete(46.2% ,comparativ cu 33.3% in randul celor cu titru scazut de Ac antiPLA2R sau
24% in randul celor cu titru inalt de Ac anti-PLAZ2R), un declin mai rapid al proteinuriei/24

ore si timp mai scurt pana la obtinerea remisiunii complete.



Tabelul 3. Relatia dintre serologia Ac anti-PLA2R, fenotipul clinic si evolutie la
includerea in studiu

Variabila Titru Titru Titru
Ac anti PLA2R Ac anti-PLA2R Ac anti-PLA2R p
<20 RU/ml <200 RU/ml >200 RU/ml
Numair de pacienti 13 27 25
Virsta(ani) 54+13 53+£13 51+11 0.75
Sexul (% masculin) 76.9% 63% 76% 0.58
IMC (kg/m?) 31+£7.7 30.2+4.8 30.6 +4.7 0.9
HTA (%) 100% 96.3% 92% 0.51
Fumat (%0) 76.9% 55.6% 60% 0.42
Evenimente tromboembolice 7.7% 25.9% 20% 0.4
(%)
Creatinina serica (mg/dl) 1.15+£0.73 1.63 £0.94 1.33£0.5 0.27
RFGe (ml/min/1.73 m?) 79 £36 55+27 61 £23 0.05
Albumina serica (g/dl) 3.1+£0.5 2.8+0.5 2.5+0.6 0.014
Proteine totale (g/dl) 59+09 5.6£0.8 5+£0.7 0.01
Colesterol total (mg/dl) 263 + 104 304 +£107 333+115 0.18
Trigliceride(mg/dl) 187 £90 185+ 101 223 £118 0.23
Fibrinogen (mg/dl) 597 + 159 577 £ 155 642 £ 151 0.31
Hemoglobina (g/dl) 13.8+1.8 13.8+£22 13.8+1.6 0.96
Proteinuria (g/zi) 7.2 7.2 104 0.04
(IQR: 3.4-11.1) (IQR:4.2-14.4) (IQR:7.1-17.4)
Hematurie (elem/mmc) 12 (IQR:5-26) 17 (1QR:9-40) 25 (IQR:15-38) 0.11
Nivel seric 1gG (mg/dl) 474 470 470 0.42
(IQR:380-928) (IQR:340-635) (IQR:284-645)
Titrul median de 0 100 320 <0.001
Ac anti-PLAR2 (RU/ml) (IQR:80-150) (IQR: 320-467)
Stadiul NM (% de pacienti)
o | 45.4% 8.3% 10.5% 0.008
o I 0% 33.3% 36.8%
o Il 27.3% 50% 52.6%
o |V 27.3% 8.3% 0%
Raspunsul clinic
(% de pacienti)
e Fara raspuns 7.7% 25.9% 36% 0.4
e Remisiune partiala 46.2% 40.7% 40%
e Remisiune completi 46.2% 33.3% 24%
Timpul pana la remisiunea 18 12 18.5 0.95
partiald (luni) (IQR:10.5-24) (IQR:12-24) (IQR:8.25-24)
Timpul pana la remisiunea 6 18 23 0.048
completi(luni) (IQR:6-12.7) (IQR:12-23.5) (IQR:15.7-24)
Remisiune imunologica (% de - 70.4% 56% <0.001
pacienti)
Timpul pana la remisiunea - 12 15 0.99
imunologica(luni) (IQR:9-18) (IQR:8.25-18)
Terapie antiproteinurica (% 92.3% 100% 96% 0.39
de pacienti)
Terapie imunosupresoare (%
de pacienti)
Fira imunosupresie 15.4% 7.4% 4% 0.56
Scheme bazate pe CF 30.8% 51.9%% 52%
Scheme bazate pe CNI 46.2% 22.2% 28%
Scheme bazate pe RTX 7.7% 18.5% 16%



In analiza Kaplan-Meier, probabilitatea cumulativa a remisiunii clinice a fost mai

mare la pacientii cu remisiune imunologica la 24 de luni si la cei cu proteinurie sub 8 g/24

la debut (Figura 3, Figura 4).
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Figura 3. Probabilitatea cumulativa a remisiunii clinice, completa (RC) sau

partiala (RP) in functie de rata sero-negativarii (Kaplan-Meyer)
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In analiza regresiei Cox multivariate, pacientii cu nefropatie membranosa primitivi
fara Ac anti-PLA2R, au avut o sansi de a obtine o remisiune completa sau una partiala de
3.1 ori respectiv 2.87 ori, comparativ cu pacientii cu titru inalt de Ac anti-

PLAZ2R,respectiv pacienti cu serologie pozitiva indifierent de tirul de Ac anti PLA2R.

In ceea ce priveste titrul de anticorpi anti-PLA2R, pacientii cu titru scazut au avut o
tendintd catre un tablou clinic mai bland la momentul diagnosticului de nefropatie
membranoasd $i un prognostic mai bun (procente mai inalte de remisiuni clinice si
imunologice) comparativ cu cei cu titruri inalte. Cu toate acestea, dupad ajustarea
multivariatd, nu am identificat titrul de Ac anti-PLA2R ca predictor independent al

remisiunii clinice.

Am analizat de asemenea ratele de remisiune in functie de schemele de tratament
primite de pacienti. In ceea ce priveste caracteristicele de la debut, pacientii tratati cu
scheme bazate pe ciclofosfamidd au avut o functie renala mai alterata (creatinina
serica,1.76+0.91 mg/dl), valori mai mari ale proteinuriei/24 ore ( mediana 11.4g/zi, IQR:7-
17.4) si niveluri mai scizute ale IgG seric ( mediana 470 mg/dl, IQR: 327-618 )
comparativ cu pacientii tratati cu alte scheme imunosupresoare sau farda tratament

imunosupresor, in concordantd cu forme mai agresive de boala.

Referitor la remisiunea clinicd sau imunologicd, nu am identificat diferente
semnificative Intre diferitele scheme de interventie terapeutica. Cu toate acestea, in grupul
pacientilor naivi terapeutic (n=5), 66.7% dintre pacienti au obtinut remisiune imunologica
spontana in ciuda faptului ca titrul medium de Ac anti-PLA2R era similar cu cel al

pacintilor tratati cu scheme de medicatie imunosupresoare.

In plus, in ciuda faptului ci prezinti activitate imunologica similara, acesti pacienti
au un fenotip clinic mai "bland" cu o proteinurie/24 ore mai mica comparativ cu pacientii
tratati cu diferite scheme imunosupresoare si o ratd de raspuns clinic de 100% (remisiune
completa sau partiald). Prin comparatie, pacientii tratati cu scheme imunosupresoare bazate
pe Rituximab au avut cea mai scdzuta ratd de raspuns clinic si cel mai ridicat nivel de

proteinurie la ultima vizita de urmarire.

In analiza Cox multivariati, pacientii cu nefropatie membranoasa primitiva fara Ac
anti-PLA2R, au inregistrat o sansa de a obtine o remisiune completd sau partiala de 3.1

ori, respectiv 2.87 ori mai mare, comparativ cu pacientii cu titru ,,inalt” de Ac anti-PLAZR,



respectiv pacienti cu serologie pozitiva indifierent de tirul de Ac anti PLA2R (Tabelul 4).
In plus, dupa ajustarea multivariatd, nu am identificat titrul de Ac anti- PLA2R ca predictor

independent al remisiunii clinice.

De asemenea, pacientii cu proteinurie de sub 8 g/zi la momentul diagnosticului au
avut o sansa de aproximativ 2.4 ori mai mare sd obtind o remisiune completd/partiald
comparativ cu pacientii cu proteinurii peste 8 g/zi (in ambele modele de ajustare utilizate).
Un alt factor asociat independent cu raspunsul clinic a fost si prezenta remisiunii
imunologice la 24 de luni (HR, 2.25; 95% CI, 1.04-4.85, in cadrul modelului A, respectiv
HR, 2.6; 95% CI, 1.05-4.87, in cadrul modelului B).

Tabelul 4. Predictorii remisiunii (completa sau partiald) a proteinurie

Variabila Analiza univariata Analiza multivariata Analiza multivariata
(modelul A (modelul B)
Hazard ratio p Hazard Ratio p Hazard Ratio p
(95% CI) (95% CI) (95% CI)
Creatinini serica 1.16 0.44 1.21 0.41 1.22 0.4
(pentru 1 mg/dl) (0.79-1.7) (0.76-1.93) (0.76-1.95)
Albumina serica 1.35 0.15 0.86 0.6 0.87 0.64
(pentru 1 g/dl) (0.89-2.04) (0.48-1.52) (0.5-1.52)
Proteinuria/24h (<8 2.31 0.005 2.38 0.01 2.4 0.01
g/zi vs. >8 g/zi) (1.28-4.17) (1.18-4.76) (1.19-4.8)
Tipuri de IS (vs. fara - - - - - -
1S)
e Scheme bazate 0.54 0.26 0.89 0.83 0.86 0.79
pe CF (0.18-1.57) (0.29-2.73) (0.28-2.62)
e Scheme bazate 0.53 0.27 0.89 0.85 0.88 0.83
pe CNI (0.17-1.65) (0.26-2.98) (0.26-2.93)
e Scheme bazate 0.44 0.21 0.64 0.51 0.64 0.51
pe RTX (0.12-1.58) (0.17-2.43) (0.17-2.43)
Remisiune 1.46 0.2 2.25 0.04 2.26 0.03
imunologica la 24 de (0.81-2.65) (1.04-4.85) (1.05-4.87)
luni (da vs. nu)
Titru de Ac anti- - - - - - -
PLA2R(vs. > 200
RU/ml)
e <200 RU/mI 1.37 0.35 1.13 0.73 - -
(0.7-2.67) (0.55-2.33)
e Serologie 2.15 0.055 311 0.02 - -
negativa (0.98-4.69) (1.13-8.53)
Ac anti-PLA2R (neg. 1.18 0.08 - - 2.87 0.02
VS. poz) (0.92-3.58) (1.17-7.02)




Discutii

In acest studiu am demonstrat ci pacientii cu nefropatic membranoasa cu titru
absent de Ac anti-PLA2R au un prognostic mai bun, cu o sansa de aproximativ 3 ori mai
mare de a obtine remisiunea clinicd( fie remisiune completd sau partiald) si o scddere mai
rapida a proteinuriei comparativ cu pacientii cu nefropatie membranosa primitiva cu Ac
anti-PLA2R.In plus, proteinuria de la diagnostic pare sa fie un predictor mai important al

prognosticului clinic comparativ cu Ac anti-PLAZ2R.

Pragul titrului de Ac anti-PLA2R care sa defineasca un risc inalt de progresic a
bolii este discutabil si stabilit arbitrar in jurul valorii de 150-200 RU/mI (27-32). In cohorta
noastra, pacientii cu titru scazut de Ac anti-PLA2R(<200RU/ml) au avut o tendinta catre o

ratd de remisiune mai mare $i o scadere mai rapida a proteinurie.

in orice caz, dupa ajustarea multivariata, titrul de Ac anti-PLA2R nu a fost
identificat ca fiind un predictor independent al remisiunii clinice. Pe de alta parte, pacientii
cu serologie negativa pentru acesti anticorpi au avut o sansd de 3 ori mai mare de a obtine

remisiunea clinica(HR, 3.11 ;95% CI, 1.13-8.53).

Aceste descoperiri sugereazd ca , cazurile de nefropatie membranoasa primitiva cu
titru negativ de Ac anti-PLAZ2R, posibil determinate de noile autoantigene recent descrise,

ar putea reprezenta o entitate distincta.

In studiul nostru, statusul anticorpilor la sfarsitul perioadei de urmirire, si nu titrul
de anticorpi de la debut, a fost asociat cu remisiunea clinica (HR,2.24 pentru remsiunea

imunologica la 24 de luni; 95% CI, 1.04-4.85).

Date similare au fost raportate si in studiul lui Bech si colab, in care 58% dintre
pacientii care au obtinut remisiunea imunologicd la sfirsitul tratamentului, erau in
remisiune clinica persistentd la 5 ani, comparativ cu nici unul din pacientii care au ramas
imunologic activi(27). In afara de titrul Ac anti-PLA2R, am observat ci proteinuria la
debut poate fi un predictor mai important al remisiunii clinice pentru pacientii cu

nefropatie membranoasa primitiva.



Concluzii

In lotul nostru de studiu am observat cd pacientii cu serologie negativa pentru Ac.
anti-PLA2R au un fenotip clinic mai" bland " cu o ratd de raspuns clinic de 100%.
Pacientii cu nefropatie membranosa primitiva fard Ac anti-PLA2R, au inregistrat o sansa
de a obtine o remisiune completd sau partiala de 3.1 ori, respectiv 2.87 ori mai mare,
comparativ cu pacientii cu titru "inalt" de Ac anti-PLA2R, respectiv pacienti cu serologie

pozitiva indifierent de tirul de Ac anti-PLAZ2R.

In ajustarea multivariata, nu am identificat titrul de Ac anti PLA2R ca predictor

independent al remisiunii clinice.

Pacientii cu o proteinurie la debut mai mica de 8g/zi au avut o sansa de 2.4 ori mai
mare de a obtine remisiunea clinica comparativ cu pacientii cu niveluri mai ridicate ale

proteinuriei.

Proteinuria sub 8g/24 ore la debut, prezenta remisiunii imunologice la 24 luni si
serologia negativa pentru Ac. anti-PLA2R sunt predictori independenti ai raspunsului

clinic.
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