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pacientes con nefropatia membranosa
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Phospholipase A2 receptor antigen antibodies
in serum and renal biopsies of patients with
membranous nephropathy

Background: The discovery of the phospholipase A2 receptor antigen and
its highly specific autoantibody (anti-PLA2R Ab) was useful for the diagnosis
and follow-up of patients with membranous nephropathy (MN). Thus, some
international guidelines recommend not performing renal biopsy in patients with
positive serum anti-PLA2R Ab. Aim: To evaluate the prevalence of anti-PLA2R
Ab in serum and renal tissue samples from Chilean patients with primary MN.
Material and Methods: Twenty-eight patients aged 50 £ 14 years (20 males)
with biopsy-proven primary MN plus a negative workup for secondary causes
were included. Measurements of serum and renal histologic anti-PLA2R Ab
were performed. The relationship between the findings of serum and tissue an-
ti-PLA2R Ab was evaluated. Results: Fifteen patients (54 %) had anti-PLA2R
Ab presence in serum and 19 patients (68%) had positive anti-PLA2R Ab in
the renal biopsy. All patients with positive serum anti-PLA2R Ab had positive
antibodies on immunohistochemistry. Conclusions: Serum anti-PLA2R Ab is
potentially useful in the diagnosis of patients with suspected primary MN in
Chilean population.
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una de las causas mas frecuentes de sindro-
me nefrdtico no diabético del adulto, series
internacionales reportan una prevalencia de 20
a 30% en este grupo de pacientes'. En estudios
chilenos, se ha informado NM primaria en un
25 a 28% de biopsias en pacientes con sindrome
nefrético no diabético®*.
El ano 2009 se identificé que el principal
mecanismo fisiopatoldégico de desarrollo de NM
primaria es producido por la existencia de au-

l anefropatia membranosa (NM) primaria es

toanticuerpos circulantes contra el receptor de
fosfolipasa A2 (Ac anti-PLA2R). Desde el afo
2014, ha sido factible detectar y cuantificar estos
anticuerpos en suero a través de ensayo de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay)*>.

Es asi como se ha determinado que los Ac
anti-PLA2R estdn presentes en 70 a 80% de los
pacientes con NM primaria en sangre y en el 85
a 90% de las biopsias renales, con variaciones
poblacionales*’. Dada la alta especificidad de este
marcador, se ha propuesto que pacientes con un
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cuadro compatible y anticuerpo positivo en sangre
pueden no requerir biopsia renal, procedimiento
invasivo, riesgoso y de alto costo, para realizar el
diagnéstico de NM primaria, transformdndose
en una herramienta clave para el diagndstico de
esta enfermedad®.

En Chile, no existen reportes que analicen el
comportamiento de este anticuerpo en pacientes
con NM primaria. Desde el afio 2016, esta técnica
comenzd a ser utilizada en el Hospital Clinico de
la Universidad de Chile (HCUCH). El objetivo
del presente estudio es determinar la prevalencia
del Ac anti-PLA2R sérico en pacientes con NM
primaria y en forma secundaria establecer la con-
cordancia entre el Ac anti-PLA2R circulante e in-
munohistoquimica (IHQ) para el Ac anti-PLA2R
y para IgG4 en el tejido renal, que es el subtipo
principal de inmunoglobulina que se ha descrito
en las NM primarias”®.

Materiales y Métodos

Estudio observacional retrospectivo, que in-
cluyé a todos los adultos con NM diagnosticados
con biopsia renal en el HCUCH, que contaran
con cuantificacién en sangre de Ac anti-PLA2R,
sin hallazgos clinicos sugerentes de enfermedad
sistémica y estudio negativo para: autoinmunidad
(C3, C4, ANA, Anti DNA, ANCA), infecciones
(HBsAg, anti VHC, ELISA VIH) y neoplasias, estas
ultimas segtin la sospecha clinica en cada caso. Por
estos motivos, nuestra poblacién fue denominada
como aparentemente primaria.

El periodo estudiado comprendié desde que se
instal6 la técnica de medicién del Ac anti-PLA2R
en sangre, en Agosto 2016 hasta Agosto del 2019.
Este trabajo fue aprobado por el comité de ética
institucional.

Para la identificacién de casos fue revisado el
registro de biopsias renales de pacientes con diag-
nostico de NM. Se rescataron las piezas histologi-
cas utilizando tejido incluido en parafina, que fue
desparafinado y rehidratado, segiin el método de
avidina biotina peroxidasa. Tras lo cual, se usaron
técnicas de IHQ para detectar el Ac anti-PLA2R
(HPA012657 Sigma-Aldrich Co.LLC, Munich,
Alemania) y para IgG4.

Se decidié ampliar el estudio de IHQ con IgG4,
por la alta asociacidn descrita en la literatura entre
NM primaria y este tipo particular de subclase de
inmunoglobulina G”%.

La caracterizacién de los casos se efectud
mediante revision de fichas clinicas, la medicién
sérica del Acanti-PLA2R se realiz6 por ELISA (Eu-
roimmun, Liibeck, Alemania; linealidad: 6-1500
RU/mL; limite inferior de deteccién 0,6 RU/ml).
Titulos de Ac anti-PLA2R en sangre > 20 RU/ml
fueron considerados como positivos y < 20 RU/
ml como negativos.

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como media +
desviacion estdndar para distribucién paramétrica
o mediana [percentil 25-percentil 75] para distri-
bucién no paramétrica.

Se calcul6 la concordancia entre el Ac an-
ti-PLA2R circulante e IHQ para el Acanti-PLA2R
y para IgG4.

Fueron considerados estadisticamente signifi-
cativos todos los valores de p < 0,05.

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante
los softwares GraphPad Prism v.6.0 y Microsoft
Excel v.16.36.

Resultados

En un periodo de 3 afios, se realizé biopsia
renal a 36 pacientes con NM aparentemente pri-
maria. Se excluyeron 5 casos en que la muestra
histolégica no fue suficiente para el andlisis por
THQ y 3 casos en que no se pudo disponer de la
biopsia renal.

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas
demogrificas, clinicas y seroldgicas para Ac an-
ti-PLA2R en pacientes con NM aparentemente
primaria. Veinte pacientes (71,4%) pertenecian al
sexo masculino y la edad fue de 49,6 £ 13,6 afios.
No se encontr6 diferencias en los pardmetros de
laboratorio clinico relacionadas con sindrome
nefrético salvo la proteinuria que fue significativa-
mente mayor en los pacientes con Ac anti-PLA2R
positivos (10,9 vs 2,1 g/dia, p = 0,041).

La prevalencia del Ac anti-PLA2R sérico en
los pacientes con NM histoldgica fue de 53,6%
(15/28). El titulo de los Ac anti-PLA2R fue en
promedio de 212,6 £+ 285,0 RU/ml. En 10 pacientes
los titulos fueron superiores a 204 RU/ml, que son
descritos como titulos muy altos"’.

La THQ fue positiva para Ac anti-PLA2R en
67,9% (19/28). La Figura 1 muestra biopsias re-
nales representativas, con IHQ positiva o negativa
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas, clinicas y serologicas para Ac anti-PLA2R en pacientes
con NM aparentemente primaria

Variables Total Ac anti-PLA2R Ac anti-PLA2R Valor p
positivo negativo

Pacientes (%) 28 (100%) 15 (53,6%) 13 (46,4%) -
Sexo masculino (%) 20 (71,4%) 11 (73,3%) 9 (69,2%) 0,818 (ns)
Edad (afos) 49,6 = 13,6 52,2125 46,7 = 14,7 0,302 (ns)
Hipertension arterial (%) 14 (50,0%) 7 (46,7%) 7 (53,8%) 0,704 (ns)
Creatinina (mg/dl) 1,48 = 0,64 1,48 = 0,67 1,48 = 0,63 0,993 (ns)
VFG (ml/min) 61,4 + 28,4 60,8 = 26,8 61,9 + 31,2 0,925 (ns)
Proteinuria 24 h (g) 7,41(1,9-12,9] 10,9 [5,5-15,5] 2,1[1,1-11,5] 0,041*
Albuimina (gr/dl) 2,3=*0,6 2,4 +0,7 2,2+0,6 0,476 (ns)
Colesterol total (mg/dl) 253,8 + 128,4 237,0 = 83,5 273,7 £ 169,6 0,498 (ns)

Los datos se expresan como media + desviacién estandar (distribucion paramétrica) o mediana [percentil 25 — percentil 75]
(distribucién no paramétrica). VFG: velocidad de filtracion glomerular (formula CKD-EPI). *Diferencia estadisticamente signifi-
cativa (valor p < 0,05). ns: diferencia no estadisticamente significativa (valor p mayor a 0,05).

Figura 1. IHQ para: a) Ac anti-PLA2R positivo; b) Ac anti-PLA2R negativo; €) Ac anti-lgG4 positivo; d) Ac anti-lgG4 negativo.
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Tabla 2. Concordancia entre la presencia de
anticuerpos anti receptor de fosfolipasa A2
(Ac anti-PLA2R) sérico y Ac anti-PLA2R en
inmunohistoquimica (IHQ)

Ac anti-PLA2R IHQ Total
(+) -)
Ac anti-PLA2R  (+) 15 0 15
sérico ) 4 9 13
Total 19 9 28

para Ac anti-PLA2R e IgG4. No se encontr6 nin-
gun falso positivo para el anticuerpo sérico (Tabla
2), es decir, todos los pacientes que tuvieron Ac
anti-PLA2R positivos en suero presentaron Ac
anti-PLA2R positivos en histologia renal.

De los 19 pacientes con IHQ positiva para Ac
anti-PLA2R 17 tenian IgG4 (89,4%), (Tabla 3).

A pesar del estudio de descarte preliminar,
dos pacientes presentaron neoplasia (ambos
casos con Ac anti-PLA2R e IgG4 positivo), uno
de los pacientes de 70 afios de edad con carci-
noma de células renales el que fue descubierto al
momento de la ecografia para efectuar la biopsia
renal (ecografia previa negativa); el otro caso
corresponde a un paciente de 49 afios de edad
con adenoma velloso que se present6 tres anos
después.

Discusién

Los resultados de nuestro trabajo muestran
una alta presencia de Ac anti-PLA2R en NM pri-
maria en nuestra poblacién.

Las caracteristicas demogréficas de los pacien-
tes con NM aparentemente primaria (Tabla 1),
revelan predominio de poblacién masculina y
edad promedio entre 50 a 60 afios, caracteristicas
semejantes a lo descrito en otros trabajos”'.

Los aspectos clinicos en relacién al sindrome
nefrético fueron semejantes en los pacientes con
Ac anti-PLA2R positivo y negativo, al igual que
lo publicado por Hofstra et al’ y Escalante et al'?,
salvo la magnitud de la proteinuria que fue cla-
ramente mayor en el grupo con Ac anti-PLA2R
positivo, no descrito en otras series. La prevalencia
del Acanti-PLA2R sérico en esta serie fue de 53,6%
(15/28), semejante aunque en el limite inferior a

10

Tabla 3. Concordancia entre la presencia
de anticuerpos anti receptor de fosfolipasa
A2 (Ac anti-PLA2R) e lgG4
en inmunohistoquimica (IHQ)

Ac anti-PLA2R IHQ Total
(+) -)
IgG4 IHQ (+) 17 0 17
- 2 9 11
Total 19 9 28

lo reportado por otros investigadores'®'"!. Este
hallazgo puede ser explicado porque es una mues-
tra pequefia o porque se trata de una poblacién
distinta.

Nuestro estudio muestra que en pacientes con
NM aparentemente primaria, existe una elevada
concordancia en la presencia del anticuerpo Ac
anti-PLA2R sérico e histoldgico, similar a lo re-
portado en otras series”'’. La gran especificidad
cuando se la compara con la IHQ renal permitiria
hacer el diagnéstico de NM cuando es positivo sin
necesidad de realizar una biopsia renal, procedi-
miento invasivo, riesgoso y caro.

Es importante destacar, que los titulos iniciales
de Ac anti-PLA2R son un elemento clave no solo
en el diagndstico, sino también en el prondstico
y seguimiento de estos pacientes. Se ha repor-
tado que titulos basales superiores tienen peor
respuesta al tratamiento y la disminucién de los
titulos preceden a la disminucién de la proteinuria
como respuesta al tratamiento. Un alza de titulos
antecede a las recaidas®. En este sentido, puede
ser un drea de investigacion futura considerando
que no hay series en nuestro medio que evalden
su impacto en la practica clinica.

Destacamos la alta concordancia entre IgG4
y Ac anti-PLA2R en tejido renal. En la literatura,
esta relacién ha sido descrita como caracteristica
distintiva en NM primaria, junto a la ausencia de
C1q"®%, a diferencia de la NM secundaria en la que
predominan otras subclases de inmunoglobulinas
como IgG 1, 2 y 3° De todos modos debemos
recalcar que pueden encontrarse otro tipo de
subclases de inmunoglobulinas en NM primaria
y presencia de Ac anti-PLA2R no IgG4.

Nuestro estudio también muestra mayor pre-
valencia del Ac anti-PLA2R en histologia renal
respecto a Ac anti-PLA2R sérico, hecho descrito
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en la literatura, lo que refuerza que en casos de
duda diagnéstica en particular en escenarios en
que este marcador es negativo en sangre, es nece-
sario realizar biopsia renal que analice en THQ el
Ac anti-PLA2R e IgG4*.

Es importante sefialar, que encontramos titulos
de Acanti-PLA2R en sangre mayores > 200 RU/ml
en dos pacientes con neoplasia confirmada, uno
correspondiente a carcinoma de células renales
que fue diagnosticado mediante ecografia en el
momento de hacer la biopsia renal (el paciente
tenfa ecografia reciente que no objetivo la lesion).
Al segundo paciente, luego de tres afios de efectua-
da la biopsia renal, se le diagnosticé un adenoma
velloso de colon en estadio inicial. Lo anterior,
ha sido documentado en pacientes con tumores
s6lidos como adenocarcinoma gastrico, carcinoma
de células escamosas de pulmén y de laringe, por
técnica diferente a la nuestra (Western blot) en
poblacién China'’. Con los datos existentes no
podemos afirmar si estas neoplasias estdn o no
asociadas a la causa del sindrome nefrético.

En esta serie, 9 pacientes con NM primaria
fueron negativos para Ac anti-PLA2R séricos e
histolégicos, lo que representa un 32,1%, hallaz-
go semejante a lo informado en otros estudios'.
Dado que existe un grupo de NM primaria con
Ac anti-PLA2R negativo se han hecho esfuerzos
por encontrar nuevos antigenos asociados a la
enfermedad, uno de ellos es el anticuerpo anti
trombospondina tipo 1 que contiene el dominio
7A (THSD7A) que representa un 3 a 5% de los
casos con Ac anti-PLA2R negativo®, no disponible
en nuestro medio actualmente.

Publicaciones recientes proponen la existencia
de nuevos antigenos responsables, como Exosto-
sina 1-2 y NELL-1 en tejido renal, que podrian
permitir identificar casos con Ac anti-PLA2R
negativo>'>!4,

Junto a lo anterior, son necesarios estudios
como el de Burbelo et al que emplean test ultra-
sensibles para mejorar la deteccién de esta glo-
merulopatia en estadios pre clinicos, que podrian
mejorar el prondstico®.

Es crucial el andlisis de epitopes de PLA2R,
pues sigue siendo el antigeno mds importante.
Nuevas investigaciones proponen que la respues-
ta inmune es policlonal y dirigida a los epitopes
CysR, CTLD 1,7 y 8. Aparentemente, el marcador
CysR tiene mayor asociacién con remision de
proteinuria'®.
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Concluimos, a partir de este estudio en po-
blacién chilena que el Ac anti-PLA2R sérico estd
presente en una proporcién semejante a lo pu-
blicado en estudios internacionales, es altamente
especifico utilizando técnica de ELISA, resultando
util en el diagnéstico de pacientes con sospecha
de NM primaria en nuestra poblacion, lo que
puede evitar realizar una biopsia renal en casos
de sindrome nefrético con anticuerpos positivos.

Proponemos replicar trabajos de este tipo en
diferentes grupos poblacionales que permitan
caracterizar de mejor manera la utilidad de estos
biomarcadores en la practica clinica.
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