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RESUMO

Introducdo: Embora a avaliagdo histoldgica através da biopsia renal seja altamente preditiva do
curso da nefrite lupica (NL), ela ndo pode ser realizada repetidamente devido a sua natureza
invasiva e a morbidade associada. Os biomarcadores tradicionais usados na pratica clinica ndo
sdo preditores acurados da classe histologica e da gravidade da NL nem sdo confiaveis na
avaliacdo da resposta ao tratamento. A molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1) esta
envolvida na progresséo da lesdo glomerular e tubulointersticial na NL e pode ser facilmente
dosada na urina.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho da VCAM-1 solivel urinéria
(uVCAM-1) como biomarcador de atividade de doenca e de resposta ao tratamento na NL.
Métodos: Este estudo prospectivo incluiu pacientes com NL classe Ill, IV ou V diagnosticada
nos ultimos trés anos e os dividiu em dois grupos: com e sem nefrite ativa na inclusdo. Em cada
visita, uma amostra de urina foi coletada para dosagem de uVCAM-1 e o status da nefrite foi
avaliado.

Resultados: O nivel mediano de uVCAM-1 foi elevado em pacientes com NL ativa comparado
com inativa (p<0,001). A curva ROC da uVCAM-1 demonstrou uma area sob a curva de 0,84 e
um ponto de corte de 47,2 ng/mgCr apresentou boa sensibilidade (74,2%) e especificidade
(74,2%) para o diagnostico de NL ativa. Houve correlacao significativa entre o nivel de uWCAM-
1 e os escores de atividade renal e os biomarcadores tradicionais de NL. O nivel de uWVCAM-1
reduziu nos pacientes com NL ativa que entraram em remisséo (p<0,001), aumentou nos pacientes
que entraram em atividade (p=0,002) e ndo sofreu alteracbes nos pacientes que permaneceram
inativos (p =0,797). O nivel de uWVCAM-1 atingiu seu pico durante a ativacdo da NL (p<0,05).
Conclusdo: A uVCAM-1 é um biomarcador confidvel que reflete a atividade da doenca renal

sendo Util na monitorizacao de pacientes com nefrite lGpica ao longo do tempo.

Palavras-chave: nefrite lupica, VCAM-1, molécula de adesdo celular vascular, biomarcador

urindrio.



ABSTRACT

Introduction: Although renal pathology is highly predictive of clinical outcomes in lupus
nephritis (LN), it cannot be performed serially because of its invasive nature and associated
morbidity. Traditional biomarkers used in the clinical practice are not accurate predictors of LN
histological class and severity, nor are they reliable in assessing treatment response. Vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) is involved in the progression of glomerular and
tubulointerstitial injury in LN and can be easily assessed in urine.

Objective: The aim of this study was to assess urinary soluble VCAM-1 (UWVCAM-1) as a
biomarker of disease activity and treatment response in LN.

Methods: This prospective study enrolled patients with class Ill, IV or V LN diagnosed within
the last three years and divided them in two groups: with and without active nephritis at the
inclusion. At each visit, a urine sample was collected for uWCAM-1 evaluation and the nephritis
status was accessed.

Results: Median uVCAM-1 level was elevated in patients with active compared to inactive LN
(p<0.001). The ROC curve of uVCAM-1 demonstrated an AUC of 0.84 and a cutoff of 47.2
ng/mgCr yielded a good sensitivity (74.2%) and specificity (74.2%) for the diagnosis of active
LN. A significant correlation was found between uVCAM-1 level and renal activity scores and
traditional biomarkers of LN. The level of uVCAM-1 dropped in patients with active LN who
went into remission (p<0.001), increased in patients who went into activity (p=0.002) and did not
change in patients who remained inactive (p=0.797). The level of uWCAM-1 peaked during the
flare of LN (p<0.05).

Conclusion: The uVCAM-1 is a reliable biomarker that reflects renal disease activity and is
useful for monitoring individual patients with lupus nephritis over time.

Keywords: lupus nephritis, VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1, urinary biomarker.
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1. INTRODUCAO

O ldpus eritematoso sisttmico (LES) é uma doenga autoimune cronica,
heterogénea, de etiologia ainda ndo completamente conhecida, que tem como
caracteristica a producdo de autoanticorpos e o acometimento de maultiplos sistemas
organicos (1). O envolvimento renal ocorre em cerca de 60% dos pacientes (2) e € um dos
principais preditores de morbidade e de mortalidade (3).

Existem diferentes subtipos histoldgicos de nefrite lupica (NL) e o tratamento
adequado varia conforme o seu subtipo (4). Embora a apresentacéo clinica, a avaliacdo
do exame qualitativo de urina (EQU) e do sedimento urinario e a estimativa da funcéao
renal possam sugerir um subtipo especifico, a bidpsia renal ainda é o padréo ouro para
confirmar o diagndstico e a correta classificacdo da NL. Contudo, além de ser um
procedimento invasivo com riscos associados, a biopsia renal esta disponivel apenas em
centros de atendimento de maior complexidade, o que limita sua utilizacdo. Além disso,
sua repeticdo seriada ndo esta indicada para o seguimento de pacientes com NL.

Atualmente, o anti-double stranded DNA (anti-dsDNA), os complementos séricos
e a proteindria sdo o0s Unicos biomarcadores ndo invasivos usados rotineiramente no
acompanhamento da atividade renal em pacientes com NL (5), no entanto, eles ndo
refletem o dano renal tampouco tém valor prognostico. Desta forma, torna-se interessante
a descoberta de biomarcadores capazes de antecipar a atividade de doenca, de predizer a
histologia renal e de possibilitar tratamento mais precoce, reduzindo os desfechos
indesejados.

Os biomarcadores urinarios sdo facilmente obtidos e podem diferenciar com
maior acuracia a atividade renal da doenca de outras manifestagdes sistémicas do que o0s
biomarcadores séricos (6). Diversos estudos ja foram realizados e correlacionaram 0s
niveis urinarios da molécula de ades&@o celular vascular 1 solivel (UWWCAM-1) com o

indice proteinuria/creatiniria em amostra de urina (IPC), com a atividade de doenca geral



17

avaliada atraves do Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)
(7,8) e com a presenca de NL ativa (9,10), sendo que os pacientes com alteracdes
histol6gicas mais avancadas (nefrite classe 11, 1V e VV com maior dano na bidpsia renal)
apresentaram os valores mais elevados (11,12). Contudo, sdo necessarios estudos
prospectivos analisando o papel do uVCAM-1 na predicdo de atividade de doenca e na
monitorizacdo da resposta ao tratamento, para avaliarmos sua utilidade como

biomarcador de NL.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacoes

Esta revisao da literatura buscou identificar artigos originais avaliando o papel do
uVCAM-1 como biomarcador de atividade de nefrite em pacientes com LES. A estratégia
de busca envolveu as seguintes bases de dados: MEDLINE (PubMed), EMBASE e
LILACS além dos anais de congresso: EULAR (European League Against Rheumatism)
e ACR (American College of Rheumatology) a partir do ano de 2010.

Estratégia de busca no PubMed: a busca realizada no dia 26/08/2019 usando os
seguintes termos MeSH: [("Vascular Cell Adhesion Molecule-1"[Mesh] OR (Vascular
Cell Adhesion Molecule 1) OR (Inducible Cell Adhesion Molecule 110) OR (INCAM-110)
OR (CD106 Antigens) OR (CD106 Antigen) OR (Antigen, CD106) OR (Antigens, CD106)
OR (Vascular Cell Adhesion Molecule) OR (VCAM-1)) AND ("Lupus Nephritis"[Mesh]
OR (Lupus Glomerulonephritis) OR (Nephritis, Lupus) OR (Lupus Nephritides) OR
(Nephritides, Lupus) OR (Glomerulonephritis, Lupus) OR (Glomerulonephritides,
Lupus) OR (Lupus Glomerulonephritides)) AND ("Biomarkers"[Mesh] OR (Markers,
Biological) OR (Biologic Markers) OR (Markers, Biologic) OR (Biologic Marker) OR
(Marker, Biologic) OR (Marker, Biologica)l OR (Biological Marker) OR (Biological
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Markers) OR (Markers, Laboratory) OR (Laboratory Markers) OR (Laboratory Marker)
OR (Marker, Laboratory) OR (Serum Markers) OR (Markers, Serum) OR (Marker,
Serum) OR (Serum Marker) OR (Surrogate Endpoints) OR (Endpoints, Surrogate) OR
(Surrogate End Points) OR (End Points, Surrogate) OR (Surrogate End Point) OR (End
Point, Surrogate) OR (Surrogate Endpoint) OR (Endpoint, Surrogate) OR (Markers,
Clinical) OR (Clinical Markers) OR (Clinical Marker) OR (Marker, Clinical) OR
(Biochemical Marker) OR (Biochemical Markers) OR (Markers, Biochemical) OR
(Marker, Biochemical) OR (Markers, Immunologic) OR (Immune Markers) OR (Markers,
Immune) OR (Marker, Immunologic) OR (Immunologic Markers) OR (Immune Marker)
OR (Marker, Immune) OR (Immunologic Marker) OR (Surrogate Markers) OR (Markers,
Surrogate) OR (Marker, Surrogate) OR (Surrogate Marker)))], localizou 43 artigos.

Estratégia de busca no EMBASE: a busca realizada no dia 26/08/2019 usando 0s
seguintes termos “emtree”: (‘lupus erythematosus nephritis'/exp OR ‘glomerulonephritis,
lupoid' OR ‘lupoid nephritis’ OR ‘lupus glomerulonephritis’ OR ‘lupus kidney” OR ‘lupus
nephritis” OR ‘lupus nephropathy’) AND ('vascular cell adhesion molecule 1'/exp OR
‘CD106 antigen” OR ‘VCAM 1°) AND ('biological marker'/exp OR 'biomarker' OR

'marker, biological’) AND (‘urine level'/exp), localizou 11 artigos.

Estratégia de busca LILACS: a busca realizada no dia 26/08/19 usando o0s
seguintes termos “DECS”: (tw.(“lupus nephritis’)) AND (tw:("vascular cell adhesion
molecule 1")) AND (tw:(biomarkers)) AND (tw:(urinary)), resultou em 15 artigos. A

figura 1 apresenta o modelo esquematico da estratégia de busca na literatura.
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Figura 1. Fluxograma da estratégia de busca para localizar e selecionar as informacdes da pesquisa
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2.2 Epidemiologia

2.2.1 Lupus eritematoso sistémico

A incidéncia anual de LES nos Estados Unidos varia entre de 1,8 a 7,6
cas0s/100.000 pessoas por ano (13,14). Estudo brasileiro realizado em Natal (RN) em
2000 encontrou taxa de incidéncia de 8,7 por 100.000/ano, sendo 14,1 para mulheres e
2,2 para homens (15). A prevaléncia global do LES nos Estados Unidos e Hawaii tem
sido reportada variando entre 14,6 e 122 casos/100.000 pessoas (13,14,16). Em mulheres,
as taxas de prevaléncia variam de 164 (caucasianas) a 406 (afroamericanas) por 100.000
(17).

2.2.2 Nefrite lapica

A doenca renal clinicamente evidente ocorre eventualmente em até 60% dos
pacientes com LES (18,19). Variagdes nas estimativas de prevaléncia ocorrem de estudo
para estudo e podem ser devidas a diferencas raciais e a formas distintas de definicéo de
nefrite (20-22).

Um estudo que incluiu 1.000 pacientes consecutivos de 12 centros clinicos
europeus encontrou uma prevaléncia de nefropatia de 16% (definida como proteindria
>0,5 g/dia ou mais de 3+ de proteindria no multistix, cilindros celulares ou elevacdo nao
explicada da creatinina sérica de pelo menos 0,8 mg/dL), por ocasido do diagnéstico de
LES (18).

Durante 10 anos de seguimento, 28% desenvolveram nefropatia, embora néo
tenha ficado claro se representavam apenas casos novos ou incluiam também doenca
recorrente (23).Outro trabalho incluiu 1.378 pacientes com LES nos EUA e encontrou
32% de prevaléncia de doenga renal (definida por proteintria >0,5 g/dia, > 5 cilindros

hematicos por campo de grande aumento, creatinina sérica > 1,5 mg/dL ou necessidade
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de dialise ou transplante renal) dentro de um ano do diagnostico de LES (19).

A incidéncia de NL é maior em negros (34 a 51%), hispanicos (31 a 43%) e
asiaticos (33 a 55%) que em brancos (14 a 23%) (20,24,25). Negros e hispanicos também
tendem a apresentar alteracfes histopatoldgicas de maior gravidade, niveis séricos de
creatinina mais elevados e maior proteindria que brancos (26). Negros, hispanicos e
pacientes de baixo status socioecondmico também apresentam pior prognostico.

A maioria das alteragOes renais surgem, comumente, dentro dos primeiros seis
meses a trés anos apds o diagnodstico de LES (24,27). O curso de tempo necessario para
desenvolver NL varia de acordo com o género, idade e etnicidade. Em um estudo
retrospectivo norte-americano, homens, pacientes mais jovens (com menos de 33 anos ao
diagndstico) e ndo-brancos, apresentaram risco elevado de desenvolver NL mais cedo no
curso da doenga (24).

2.3 Diagnostico e manifestacgdes clinicas

2.3.1 Lupus eritematoso sistémico

A heterogeneidade clinica e a falta de caracteristicas patognoménicas tornam o
diagndstico de LES um desafio. A exclusdo de diagnosticos diferenciais € um passo
importante no processo diagndstico. Os critérios de classificacdo devem ser usados como
guias para ajudar a identificar algumas caracteristicas relevantes da doenca, lembrando
que eles foram criados com o objetivo de classificar pacientes para padronizacdo da
linguagem cientifica em estudos clinicos. A historia clinica detalhada e o exame fisico
completo sdo fundamentais, devendo os exames de laboratorio serem complementares a
esta investigacdo. Alguns marcadores sorolégicos como o anti-dsDNA e anti-Smith (Sm)
sdo importantes pois tém alta especificidade (28).

O diagndstico de LES pode ser estabelecido quando sdo encontrados pelo menos
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4 de 11 critérios de classificacdo do American College of Rheumatology (ACR) de 1982
e modificado em 1997 (29) (ANEXO 1) ou 4 ou mais de 17 critérios do Systemic Lupus
International Collaborating Clinics (SLICC) de 2012 (30) (ANEXO I1), incluindo pelo
menos 1 de 11 critérios clinicos e 1 de 6 critérios imunoldgicos ou quando houver bidpsia

renal compativel com NL na presenca de fator antinuclear (FAN) ou anti-dsDNA.

2.3.2 Nefrite lapica

Pacientes com LES devem ser monitorizados com exames para avaliacdo de
envolvimento renal em intervalos regulares de tempo. O diagnostico de NL deve ser
suspeitado na presenca de alteracdes em exame de andlise urinaria (sedimento com
hematdria, leucocitiria ou cilindros celulares), na presenca de proteindria, alteracdes da
creatinina sérica ou da estimativa da taxa de filtracdo glomerular.

Titulos elevados de anti-dsDNA e reduzidos de complementos (C3 e C4), podem
indicar LES em atividade, particularmente NL, embora a utilidade desta avaliagdo
soroldgica seja diferente entre 0s pacientes. Estes biomarcadores tradicionais tém baixa
sensibilidade (49 a 79%) e especificidade (51 a 74%) para atividade renal atual e ndo
predizem com confiabilidade atividade renal quando medidos de forma seriada, com
sensibilidade e especificidade por volta de 50 e 70%, respectivamente (5,31-36).

Uma bidpsia renal deve ser realizada nos pacientes que apresentarem evidéncias
de acometimento renal, com o objetivo de estabelecer o diagndéstico e a classe histologica
da NL. Contudo, pacientes com proteindria menor que 500 mg/dia que ndo apresentem
alteracdes importantes de sedimento urinario, ndo necessitam realizar bidpsia renal. Tais
pacientes geralmente ndo apresentam uma classe de nefrite que necessite de terapia
Imunossupressora, a menos que seja notada piora da funcao renal ao longo do seguimento
ou alteragcdes mais importantes do sedimento urinario e da proteinuria (28).

Algumas alteragdes histopatologicas, embora ndo patognomaénicas, sdo altamente
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caracteristicas de NL, como por exemplo:

e Imunofluorescéncia com depositos glomerulares compostos predominantemente
por IgG, apresentando também IgA, IgM, C3 e C1g. Padrdo conhecido como ‘‘full
house”. Este padrdo, contudo, pode ser encontrado também em pacientes com
endocardite (37), HIV (Human Immunodeficiency Virus ) (38), Hepatite C (39),

shunt portossistémico (40) e glomerulonefrite pds-estreptococica.

e Depositos glomerulares encontrados simultaneamente em localizacdo mesangial,

subendotelial e subepitelial.

e Depositos do tipo imunoldgico extraglomerulares dentro de membranas basais

tubulares, intersticio e vasos sanguineos.

¢ Inclusdes tubulorreticulares nas células endoteliais glomerulares. A sintese destas
inclusdes é estimulada pelo interferon alfa (IFN-a) (41). Podem ser encontradas
também em pacientes com nefropatia por HIV e nos que estdo realizando
tratamento com IFN-a.

Determinar a classe da NL é importante pois o tratamento é guiado pelo subtipo
histoldgico, além disso, a apresentacao clinica pode ndo refletir acuradamente a gravidade
dos achados histoldgicos. Nas Ultimas duas décadas, houve diversas tentativas por
diferentes sociedades de se elaborar um sistema de classificacdo das diferentes
glomerulopatias associadas ao LES. Um grupo de patologistas, nefrologistas e
reumatologistas desenvolveu no ano de 2004 um sistema de classificagéo da NL baseado
na correlacdo clinico-patoldgica (The Renal Pathology Society/International Society of
Nephrology, ou classificagdo RPS/ISN) (42) (ANEXO I11). Esta classificacdo parece ter
maior reprodutibilidade quando comparada com o sistema da Organizacdo Mundial da
Satde modificado em 1982 (43) (ANEXO V).

O sistema de classificacdo da RPS/ISN divide as alteragdes glomerulares

associadas ao LES em seis diferentes padrdes ou classes baseadas na histopatologia da
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biopsia renal (42). Embora as diferentes classes tendam a apresentar diferentes

caracteristicas histologicas, clinicas e prognosticas, existe uma substancial sobreposi¢édo

devida, em parte, a variagdes na amostra. Além disso, significante parcela dos pacientes

evoluem de uma classe para outra ap0s tratamento ou mesmo espontaneamente (42,44—

46). Nenhum marcador de atividade de doenca disponivel até o momento, sérico ou

urinario, proporciona o grau de informacao obtido através da histopatologia.

Nefrite lGpica mesangial minima (classe I): os pacientes ndo apresentam
alteragBes no exame comum de urina, a proteinUria € ausente ou discreta, e a
creatinina sérica € normal. Na bidpsia, apresenta dep0sitos imunes mesangiais que
sdo identificados por imunofluorescéncia ou microscopia eletrénica, mas nao
apresenta alteracdes a microscopia Optica. Representa a forma mais inicial e leve

de envolvimento glomerular.

Nefrite lapica proliferativa mesangial (classe Il): pode se manifestar
clinicamente com hematiria microscopica e/ou proteindria, porém, hipertensao,
sindrome nefrética e perda de funcédo renal sdo muito raras. A microscopia optica
mostra hipercelularidade mesangial de qualquer grau ou expansdo da matriz
mesangial. Na imunofluorescéncia, encontramos dep0sitos imunes mesangiais
granulares. Os dep6sitos subepiteliais ou subendoteliais ndo sdo comuns, mas
podem ser encontrados em pequena quantidade e de forma isolada. Na
microscopia eletrénica, encontramos depoésitos eletrodensos dentro da matriz
mesangial. Uma extensa obliteracdo podocitaria com sindrome nefrdtica pode

raramente ser vista, semelhante a glomerulopatia por lesées minimas.

Nefrite Iapica focal (classe I11): os pacientes geralmente se apresentam com
proteindria e hematuria e alguns ainda com hipertensdo, reducdo da taxa de
filtracdo glomerular e/ou sindrome nefrética. A nefrite classe Il é definida
histologicamente por:
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v Menos de 50% dos glomérulos sdo afetados na microscopia Optica. Apesar
disso, a imunofluorescéncia (para IgG e C3) revela envolvimento quase

uniforme (47).

v A glomerulonefrite extracapilar ou endocapilar inativa ou ativa é quase
sempre segmentar (envolve menos de 50% do tufo glomerular) (42). A
microscopia eletronica frequentemente revela dep6sitos imunes no espaco
subendotelial da parede do capilar glomerular bem como no mesangio.
Existem subclasses que sdo determinadas pela atividade inflamatoria ou

cronicidade das lesdes (42):

v' Classe Il (A): apresenta lesdes ativas. E chamada também de NL

proliferativa focal,

v' Classe 11l (A/C): esta associada com lesdes ativas e cronicas. E chamada

também de NL proliferativa focal e esclerosante;

v' Classe 111 (C): sdo observadas lesdes cronicas, inativas, com cicatrizes. E

chamada também de NL focal esclerosante.

Caracteristicas histologicas adicionais incluem a proporcéo de glomérulos
afetados por necrose fibrinoide e crescentes e a presenca ou auséncia de

anormalidades vasculares ou tubulointersticiais.

Pode ser dificil definir o prognostico da nefrite classe 111 devido a falta de
acuracia em determinar a porcentagem dos glomérulos envolvidos,
principalmente quando a amostra apresentar pequeno numero de

glomérulos.

Nefrite lUpica difusa (classe 1V): esta é a forma mais comum e mais grave de NL
(48). Hematuria e proteindria estdo presentes em virtualmente todos os pacientes
com classe IV ativa e sindrome nefrotica, hipertensdo e reducdo da taxa de

filtracdo glomerular sdo frequentemente vistas. Os pacientes afetados apresentam
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hipocomplementenemia significante (principalmente C3) e elevacdo do anti-
dsDNA, especialmente quando a doenca esta ativa (49). A nefrite classe 1V é

definida histologicamente por:
v Mais de 50% dos glomérulos sdo afetados na microscopia 6ptica.

v Os glomérulos afetados apresentam glomerulonefrite endocapilar, com ou
sem glomerulonefrite extracapilar. Estas lesbes podem ser segmentares
(envolvendo menos de 50% do tufo glomerular) ou globais (envolvendo
mais de 50% do tufo glomerular). AlteracGes mesangiais também podem
ser observadas. A microscopia eletronica revela depdsitos subendoteliais,
pelo menos, durante a fase ativa. A presenca de depdsitos em alca de arame
difusos, mas com proliferacdo glomerular pequena ou ausente também ¢é

considerada glomerulonefrite classe 1V.

Existem subdivisdes da nefrite classe 1V que levam em conta a forma de
acometimento do glomérulo: segmentar (S) ou global (G) e a presenca de

atividade inflamatoria ou cronicidade das lesbes (42):

v' Classe IV-S (A): apresenta lesdes ativas. E chamada também de

nefrite proliferativa segmentar difusa;

v' Classe IV-G (A): apresenta lesdes ativas. E camada também de

nefrite proliferativa global difusa;

v' Classe 1V-S (A/C): associada com lesBes ativas e cronicas. E
também chamada de nefrite segmentar difusa proliferativa e

esclerosante;

v’ Classe V-G (A/C): associada com lesbes ativas e cronicas. E
também chamada de nefrite global difusa proliferativa e

esclerosante;
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v Classe 1V-S (C): associada com lesdes cronicas, inativas e com
cicatrizes. E também chamada de nefrite difusa segmentar

esclerosante;

v Classe IV-G (C): associada com lesdes cronicas, inativas e com
cicatrizes. E também chamada de nefrite difusa global

esclerosante.

Com doenga ativa, lesdes necrotizantes, proliferativas e formagéo
de crescentes podem estar presentes, afetando mais de 50% dos
glomérulos na microscopia Optica (47,48). A deposicdo marcada
de imunoglobulinas (especialmente 1gG) e complementos (C3),
resulta em espessamento da parede capilar glomerular e um padrao
na microscopia Optica semelhante ao da glomerulonefrite
membranoproliferativa. Estas lesfes sdo caracterizadas pelo
marcado influxo de células pré-inflamatdrias (mondcitos, células
T citotdxicas), algumas vezes resultando na formacdo de

crescentes celulares (50,51).

Nefropatia membranosa lupica (Classe V): Pacientes com NL classe V
tipicamente apresentam-se com sinais de sindrome nefrética. Hemataria
microscopica e hipertensdo também podem ser vistas e a creatinina serica
encontra-se normal ou discretamente elevada. E caracterizada por espessamento
difuso da parede capilar glomerular na microscopia Optica e por depdsitos imunes

subepiteliais na imunofluorescéncia ou na microscopia eletrénica.

Nefrite lUpica esclerosante avancada (classe VI): o paciente geralmente
apresenta disfuncéo renal lentamente progressiva em associacdo com proteindria
e alteracBes discretas de sedimento urinario. E caracterizada por esclerose global

de mais de 90% dos glomérulos, que representa cicatriza¢do de dano inflamatorio
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prévio bem como o estagio avancado da NL classes Ill, IV e V crénicas. A
glomerulonefrite ativa ndo deve ser observada. A identificacdo desta classe via
bidpsia renal é importante, desde que nédo esté indicada terapia imunossupressora

nestes casos.

2.4 Patogénese da nefrite lUpica

Apesar de diversos estudos terem identificado mais de 50 polimorfismos no LES
associados ao risco genético, até 0 momento, poucos fatores de risco genético especificos
para NL foram consistentemente identificados (52). A predisposicdo a NL parece
envolver uma combinacéo de genes de suscetibilidade geral ao LES e genes com funcgéo
renal, que séo associados especificamente com NL (53).

Os polimorfismos dos alelos dos receptores de imunoglobulina FC-gama-Rlla-
H131, presentes em macrdfagos, foram associados com suscetibilidade a NL (54,55),
porém, existem dados conflitantes (56). Outros estudos notaram a associa¢do entre
polimorfismos do alelo do receptor Fc-gama-RIlla-F158 e Fc-gama-RIlIb e NL (57,58).
Estes polimorfismos resultam na alteracdo da avidez de ligacdo dos receptores a sua
subclasse especifica de 1gG o que, hipoteticamente, permite a deposicdo inadequada de
imunocomplexos circulantes nos rins e seu clearance inadequado por macrd6fagos
hepaticos e esplénicos (54). Duas variantes do gene APOL1 que sdo encontradas quase
que exclusivamente em afro-americanos foram associadas com glomeruloesclerose e
progressao de doenca na NL (59). A tabela 1 resume os principais fatores genéticos

envolvidos na predisposi¢do de NL em pacientes com LES.
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Tabela 1. Principais fatores genéticos envolvidos na predisposicao de NL em pacientes com LES

Genes associados com LES e NL

Nome do gene Cromossomo Funcé&o conhecida Referéncia
HLA-DR 6 Apresentagdo de antigeno (60-63)
ITGAM 16 Clearance de imunocomplexos (60,61,64-66)
FcgR 2A 1 Clearance de imunocomplexos (54,55,67)
FcgR 3A (57,68-71)
IRF5 7 Imunidade inata, via do IFN alfa (61)
TNIP1 5 Inibi¢do da via do NF-kappa-B (52,61,72)
STAT4 2 Sinalizagdo de célula T (61,73)
TNFSF4 1 Fator coestimulatério para ativagdo da (60,66,74)
célulaT
Genes ndo associados ao LES, mas associados a NL
Nome do gene Cromossomo Funcéo conhecida Referéncia
APOL1 22 Imunidade inata, autofagia (59)
PDGFRA 2 Desenvolvimento renal (60)
HAS2 8 Fibrose orgénica (60)

APOLL1: apolipoproteina L-1; FcgR: receptor gama Fc; HAS2: hyaluronan synthase 2; IFN: interferon; ITGAM:
integrina alfa M; LES: l0pus eritematoso sistémico; NF-kappa-B: fator nuclear kappa B; NL: nefrite lipica; PDGFRA:
receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas; STATA4: transdutor de sinal e ativador da transcrigdo 4;
TNFSF4:superfamilia 4 do fator de necrose tumoral; TNIP1: proteina de interagdo 1; Adaptado de Iwamoto, T. et al

(53).
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O padréo do dano glomerular visto no LES é relacionado primariamente ao local
de formacéo dos depdsitos imunes, 0s quais sdo constituidos principalmente por DNA e
por anticorpos anti-dsDNA. Além de formar imunocomplexos com o DNA, alguns
anticorpos anti-dsDNA podem se ligar diretamente a componentes da membrana basal
glomerular (MBG) e mesangio (75,76). Na NL, os depositos de imunocomplexos podem

ocorrer nos compartimentos mesangial, subendotelial e/ou subepitelial dos glomérulos.

Os imunocomplexos podem se depositar em ambos os lados da MBG e tanto a sua
quantidade quanto a sua localizacdo se correlacionam com a gravidade da doenca. Dados
substanciais associam defeitos nos mecanismos de depuracdo de células apoptoticas a
apresentacdo de nucleossomos contendo DNA com revestimento catidnico de histonas
para o sistema imunolégico provocando resposta autoimune (77-79). A resposta anti-
DNA e antinucleossémica dos linfocitos B leva a formacdo de depdsitos imunes nos
glomérulos que contém esses componentes nucleossdmicos. Estudos de anticorpos
eluidos a partir de glomérulos de pacientes com NL proliferativa revelam que estes se
dirigem principalmente contra os componentes das neutrophil extracellular traps (NETS)
- nucleossomos, DNA e histonas (80). Ndo se sabe se em humanos estes depdsitos
refletem o aprisionamento passivo de imunocomplexos pré-formados ou a formacao in
situ de depdsitos provavelmente iniciada pela ligacdo do componente altamente catidnico
da histona dos nucleossomos aos sitios aniénicos glomerulares. No entanto, o grau de
inflamacdo induzida pelos depésitos sugere uma origem in situ (81). Depositos
mesangiais e subendoteliais em doenga proliferativa provavelmente tem origem

semelhante.

Os depdsitos que se limitam ao mesangio e poupam as alcas capilares estdo
associados a nefrite classe | e Il. Os depositos subendoteliais, localizam-se entre o
endotélio e a MBG, sdo encontrados nas nefrites classe 111 e IV, e tém acesso ao espaco

vascular. Por causa disso, resultam na ativagdo do complemento (tipicamente a via
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classica) com a producdo de quimioatratores, C3a e Cba, resultando no influxo de

neutrofilos e células mononucleares, levando ao dano endotelial subsequente.

Cerca de 10-20% dos pacientes com NL teréo lesdes glomerulares membranosas
ou Classe V (82). Em comparacdo a nefropatia membranosa priméaria, em que 0s
depdsitos imunes sdo compostos de IgG4 e sdo exclusivamente subepiteliais, na
nefropatia lupica membranosa os depdsitos de 1gG sdo compostos de 1gG1-3 e contém
outras classes de imunoglobulinas incluindo IgM, IgA e IgE. Apesar de serem
predominantemente subepiteliais, podem ser normalmente encontrados em sitios
subendoteliais e mesangiais, além de serem acompanhados por estruturas tubulo-

reticulares semelhante a viral (83,84).

E importante, também, distinguir estes individuos daqueles que apresentam
podocitopatia IUpica, na qual ocorre sindrome nefrética grave ndo explicavel pela
escassez de depdsitos de complexos imunes na bidpsia (85). Atualmente acredita-se que
estes pacientes tenham uma variante da sindrome nefrética de lesdo minima sobreposta a
uma NL relativamente discreta (85). Na NL classe V, o dano podocitario mediado pelo
complemento induz a deposi¢do excessiva de matriz, levando a alteracdes estruturais da

MBG e expressando-se clinicamente com proteindria.

Embora os depoésitos subepiteliais também possam ativar o complemento, ndo ha
influxo de células inflamatdrias, ja que os quimioatratores sdo separados da circulacdo
pela MBG. Além disso, os mediadores inflamatorios recrutados por esses depdsitos
subepiteliais sdo diluidos no espago urinario e excretados, limitando o nimero de células

inflamatdrias e o dano local.

Os depositos mesangiais sdo encontrados na maioria das classes de NL e podem
induzir a superproducdo de mediadores inflamatorios, fatores de crescimento e matriz

extracelular pelas células mesangiais. Alguns depdsitos de imunocomplexos também tém
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sido reportados na vasculatura e no espaco tubulointersticial. A figura 2 ilustra a

patogénese da NL.

Barreira de filtragdo glomerular:
- Glicocélice
- Células endoteliais fenestradas
- MBG
- Processos podocitarios
- Diafragma em fenda

Mecanismos de deposicao tecidual de IC:
- Aprisionamento de IC pré-formados
- Formacao de IC in situ
- Reatividade cruzada a antigenos renais

7
7 Camada epitelial

parietal jj Diafragma em fenda

)e
d
‘ Espaco urindrio

Figura 2. Patogénese da nefrite lUpica. Os dep6sitos de imunocomplexos podem ser
encontrados em ambos os lados da membrana basal glomerular e no mesangio. End:
endotelial; Epi: epitelial; 1C: imunocomplexos; MBG: membrana basal glomerular.
Modificado de DUBOIS’ Lupus Erythematosus and Related Syndromes, 8th ed.2013 (86).
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As propriedades precisas dos anticorpos patogénicos que se depositam nos rins e
desencadeiam a resposta inflamatéria ainda ndo foram completamente definidas.
Anticorpos eluidos de rins de pacientes com LES apresentam maior atividade anti-dsDNA
e maior reatividade cruzada com diversos autoantigenos, incluindo componentes da
MBG, quando comparados com anticorpos anti-dsDNA séricos (87,88). Ligar-se ao
nucleossoma pode ser mais importante do que ligar-se ao DNA, pois o nucleossoma pode
ficar aprisionado nos rins (88). Contudo, a ligagdo a cromatina ndo € o Unico mecanismo

para a deposicdo renal, pois anticorpos sem especificidade para nenhum componente
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nuclear também podem depositar-se no rim e causar dano renal em modelos murinos de
LES (89).

Outra caracteristica dos anticorpos patogénicos é a carga catiénica, a qual pode
conferir especificidade de ligacdo a cargas negativas, como DNA ou sulfato de heparan
na MBG. Estudos in vitro mostraram que anticorpos anti-dsDNA induzem diretamente a
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias em células mesangiais e tubulares bem como o
aumento de sua proliferacédo e alteracdo de sua viabilidade. O mecanismo destes efeitos
ainda n&o foi totalmente elucidado.

Finalmente, o isotipo do anticorpo determina suas propriedades efetoras,
particularmente a habilidade de ligar-se a receptores Fc e ativar complemento. Nem todos
anticorpos anti-dSDNA s&o patogénicos (90), alguns trabalhos mostraram que o0s
anticorpos anti-dsDNA capazes de fixar complemento sédo mais nefritogénicos (91). Além
disso, um estudo mostrou gque a habilidade de ligar-se ao glomérulo in vitro ou de induzir
patologia renal in vivo foi independente da avidez relativa ao DNA (92). Em adicdo, a
nefrotoxicidade do anti-dsDNA pode ndo requerer a formagdo de imunocomplexos.
Anticorpos anti-dsDNA parecem ligar-se a células mesangiais humanas in vitro e induzir

a producao de substancias pro-inflamatérias (93,94).

Alguns dados sugerem que anticorpos contra o0 componente do complemento Clq
podem correlacionar-se com NL (95,96). O mecanismo de acdo destes anticorpos pode
ser iniciado pela deposic¢ao de imunocomplexos na MBG, com C1q sendo fixado a esses
imunocomplexos. A ligagcdo subsequente de anticorpos anti-Clq ao Clq ativa o
complemento, resultando no influxo de células inflamatérias. Também se sugere que a
subclasse 1gG possa ser um determinante da resposta inflamatdria induzida pela
deposicdo de imunocomplexos. As subclasses IgGl e IgG3 sdo as que fixam

complemento e induzem inflamagéo (97).
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A deposicdo de imunocomplexos pode ativar outros bragos da resposta
inflamatdéria. A ativacdo das moléculas de adesdo endotelial pode resultar no
recrutamento de leucdécitos pro-inflamatorios (98). Células glomerulares ativadas,
macrdfagos infiltrantes e células T produzem citocinas inflamatérias, incluindo fator de
necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha - TNF-a), Interleucina 6 (1L-6), fator
transformador de crescimento tumoral beta (Transforming Growth Factor Beta - TGF-p),
interferon gama (IFN- y), quimiocinas e fator de crescimento derivado de plaquetas.
Todos estes mediadores inflamatdrios tém o potencial de aumentar o dano renal (99-101).
As plaquetas ativadas podem também contribuir para a proliferacdo de células mesangiais
(102).

Para determinar se existe algum anticorpo sérico que se correlacione ou seja capaz
de predizer doenca renal em humanos com LES, estudos clinicos compararam a
especificidade de anticorpos no soro de pacientes com e sem nefrite. Estes estudos
mostraram que 0s anticorpos que se ligam aos glomérulos sdo mais comumente vistos no
soro de pacientes lupicos com nefrite e que se correlacionam com a presenca de anticorpos
anti-dsDNA, porém, possuem caracteristicas heterogéneas e podem nao refletir
totalmente as caracteristicas daqueles anticorpos que realmente depositam-se no rim.
Embora as medi¢des dos niveis séricos de componentes do complemento e dos niveis de
uma variedade de autoanticorpos, incluindo antinucleossomos, anti-dsDNA e anti-Clq,
sejam frequentemente anormais, tais estudos ndo conseguiram estabelecer com clareza
qualquer um destes biomarcadores como medidores confidveis de atividade da doenga em
pacientes com NL (103). Relatos recentes sugerem que os niveis de anti-C3b podem
identificar pacientes com tendéncia a exacerbagédo da atividade da doenca renal (104). A

figura 3 resume os principais mecanismos de lesdo causadores de NL.
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Mecanismos de lesdo na nefrite ldpica. IFN: interferon; IL: interleucina; PDGF: platelet-derived

growth factor; ROS: reactive oxygen species; TGF- B: transforming grow fator beta; TNF: tumor necrosis factor;
VEGF: vascular endothelial growth factor. Modificado de Flores-Mendoza. Trends Mol Med. 2018
Apr;24(4):364-378 (299).

2.5 Tratamento da nefrite lGpica

A escolha do tratamento para individuos com NL deve levar em conta a

apresentacdo clinica, as alteracOes laboratoriais, as caracteristicas demograficas e, sempre
que possivel, os achados histopatol6gicos da bidpsia renal. Os objetivos gerais do
tratamento s@o a manutencao da funcdo renal a longo prazo, a prevencdo de recidivas, a
minima toxicidade medicamentosa e a melhora da qualidade de vida e da sobrevida.

Prevenir a doenca renal terminal é importante devido a morbidade e a mortalidade
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associadas com seu tratamento: dialise ou transplante renal.

Um estudo de coorte brasileiro publicado em 2013 encontrou menor sobrevida em
5 anos em pacientes com LES e em dialise, quando comparados com pacientes dialiticos
sem esta patologia (105). Estudos recentes avaliando o desfecho de transplante renal em
pacientes com LES comparados com aqueles sem a doenca mostraram melhora da
sobrevida do enxerto nos pacientes com LES, com taxas de mortalidade e falha do
transplante semelhantes nos dois grupos (106), sendo que recorréncia de NL € a causa da
falha do enxerto em menos de 10% dos casos (28).

Algumas medidas devem ser iniciadas para pacientes com NL e devem ser
mantidas nas fases de inducdo e manutencdo do tratamento, independentemente de sua
classe histologica. OrientacBes dietéticas objetivando a prevencdo e o controle de
dislipidemia, diabetes, obesidade, hipertensdo arterial sistémica e osteoporose devem ser
fornecidas. Deve-se considerar a suplementacdo de vitamina D e calcio quando indicados,
principalmente para os pacientes em uso de corticoide. Evitar o uso de medicamentos
nefrotdxicos, especialmente os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs) (107).

Deve-se estimular a suspensdo do tabagismo e estabelecer controle rigoroso da
pressdo arterial, objetivando niveis pressoricos iguais ou inferiores a 130/80 mmHg. Ha
preferéncia para o uso de inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (iECA) ou
blogueadores do receptor da angiotensina Il, cujas eficacias ja estdo bem estabelecidas
para as nefropatias cronicas de outras etiologias (108) e pelos seus efeitos renoprotetores
e antiproteinuricos, motivos pelos quais estes agentes devem ser usados mesmo com
niveis normais de pressao arterial.

Sempre que ndo houver contraindicagdo, deve-se iniciar 0 uso de
hidroxicloroquina, a qual esta associada a taxas mais altas de resposta ao tratamento, a
menor frequéncia de recidivas, & menor intensidade de dano renal, a reducéo de eventos
tromboembdlicos e ao aumento da sobrevida. O tratamento da dislipidemia com estatinas

deve ser recomendado para pacientes com colesterol Low density lipoprotein (LDL)
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>100mg/dL (109).

A terapia imunossupressora geralmente ndo esta indicada para pacientes com NL
mesangial minima e proliferativa mesangial (classes | e Il). Estes pacientes nédo
necessitam de terapia especifica, sendo que a hidroxicloroquina e a prednisona devem ser
administradas de acordo com o grau de atividade clinica extrarrenal.

Os pacientes que apresentarem nefrite membranosa (classe V) associada a nefrites
proliferativas (classes 111 e V) devem receber o tratamento adequado para o manejo das
formas proliferativas, as quais apresentam pior prognéstico. A indicacdo de terapia
imunossupressora para pacientes com NL classe V pura é baseada principalmente na
opinido de especialistas. A maioria dos autores considera seu uso para pacientes que
apresentarem um ou mais dos fatores de pior prognéstico a seguir: persisténcia de
proteindria >3,5¢/dia, elevacdo progressiva da creatinina sérica, lesées com crescentes na
biopsia renal. O micofenolato mofetil (MMF) pode ser usado em combinacdo com
corticoides como terapia inicial (110,111). A ciclofosfamida e os inibidores da
calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus) podem ser usados como alternativas ao MMF
(110,111). Para o tratamento de manutencdo, um agente IMuNOSSUPressor,
preferencialmente azatioprina ou MMF deve ser iniciado, associado a doses
progressivamente menores de prednisona (111,112).

O tratamento das nefrites proliferativas (classe Il e 1V) é urgente e deve ser
intensivo, pois ha elevado risco de evolucdo para insuficiéncia renal (111). O alvo a ser
alcancado durante o periodo de inducdo, que geralmente dura seis meses, é a remissao
completa. A ciclofosfamida (CCF) é superior ao corticoide em monoterapia (113), sendo
que seu uso por tempo prolongado foi mais eficaz para a prevencdo de recidivas e
manutencdo da funcdo renal (114). A CCF pode ser usada em doses baixas (esquema
Euro-Lupus Trial), que consiste na administracdo de 500 mg, intravenosa, a cada duas
semanas, por 3 meses (dose total de 3 g) (115) ou em doses altas (esquema classico do

National Institutes of Health), na dose de 0,5 a 1,0 mg/m? de superficie corporea,
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intravenosa, em intervalos mensais, por 6 meses, seguido de aplicacdes em intervalos
trimestrais por 18 meses (113). Estudos de metanalise mostraram que a CCF e 0 MMF
tém eficacia comparavel para o tratamento de indugdo (116-118), com o MMF
apresentando perfil de seguranca mais favordvel. Em andlises de subgrupos, os
afrodescendentes e os hispanicos parecem apresentar melhor resposta ao MMF do que a
CCF e os asiaticos, mais efeitos colaterais ao MMF, sendo que sua dose ndo deve
ultrapassar 2g/dia nessa populacéo (119).

Recomenda-se o uso de metilprednisolona na dose de 0,5 a 1 g/dia, intravenosa,
por 3 dias, mantendo-se prednisona na dose de 0,5 a 1mg/Kg/dia por 3 a 4 semanas,
seguida de reducdo progressiva, tendo como meta alcancar a dose de 5 a 10 mg/dia, em 6
meses. Apds seis meses de tratamento de inducdo, se ndo tiverem sido alcancadas
remissdo completa (RC) ou pelo menos remissdo parcial (RP), considera-se a NL
refratria e recomenda-se uma nova terapia de inducdo com metilprednisolona e
substituicdo da CCF por MMF ou do MMF pela CCF ou por um inibidor da calcineurina
ou rituximabe (off label). A NL também é considerada refrataria quando ndo for
observada nenhuma resposta ou piora dos parametros até o terceiro més de tratamento
(111,120).

A modificacdo do esquema terapéutico para o da fase de manutencdo depende do
alcance da RC ou RP. A principal meta do tratamento imunossupressor é a resolucéo da
atividade inflamatoria e imunolégica, ou seja, a remissao completa (RC) da NL, a qual
estd associada a melhor prognostico a longo prazo (121,122) e é caracterizada pela
reducdo da proteindria, reducdo ou estabilizagdo da creatinina sérica e auséncia de
hematuria, leucocituria ou cilindros celulares. Uma resposta clinica completa nédo é
necessariamente sinénimo de remissao histologica, a qual s6 pode ser verificada através
de bidpsias renais seriadas, porém, esta conduta ndo é vidvel na pratica clinica. A
avaliacdo da resposta terapéutica € feita, portanto, através do acompanhamento de

medidas clinicas, tais como a creatinina sérica, o IPC e 0 EQU. As defini¢cdes de RC e RP
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variam conforme os principais consensos, sendo resumidas na tabela 2.

Tabela 2. Principais definicdes de remissao completa e parcial de nefrite lGpica.
Remissdo completa Remisséo parcial
EULAR, IPC<0,5 (<500 mg de proteindria/24 horas) e TFG Reduc&o da proteindria >50%
(111) normal ou quase normal (redugdo < 10% do valor (atingindo niveis subnefréticos) e
prévio do paciente ou do limite superior da TFG normal ou quase normal

normalidade do método)

ACR, IPC<0,2, TGF >90ml/minuto/1,73m? e urinalise 0,2>IPC<2,0
(123) normal

SBR, (120) IPC<0,5 (<500 mg de proteindria/24 horas) e TFG Redugio da proteinaria >50%

normal ou quase normal (reducdo < 10% do valor (atingindo niveis subnefréticos) e
prévio do paciente ou do limite superior da TFG normal ou quase normal e
normalidade do método) e urinalise normal urinalise normal

ACR: American College of Rheumatology; EULAR: European League Against Rheumatism; IPC:
indice proteinuria/creatiniria em amostra; SBR: Sociedade Brasileira de Reumatologia; TFG:
taxa de filtracdo glomerular.

A RP deve ser atingida preferencialmente dentro de 6 meses ap6s o inicio do
tratamento e, caso isso ndo seja possivel, em periodo ndo superior a 12 meses. Embora a
RP esteja associada a um pior prognostico, ela pode ser uma meta aceitavel quando todos
os tratamentos tenham sido esgotados ou quando ndo possam ser utilizados devido a
elevados riscos individuais referentes a toxicidade.

Faltam estudos controlados que tenham abordado a duracdo da fase de
manutenc¢do, mas a maioria dos autores concorda que ela deva durar entre 24 a 48 meses.
Tanto a European League Against Rheumatism (EULAR) (111) quanto o American
College of Rheumatology (ACR) (112) recomendam o uso de azatioprina ou MMF como

opcOes para esta fase do tratamento, associados a prednisona em baixas doses (5 a
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10mg/dia). A escolha entre azatioprina ou MMF deve ser avaliada caso a caso, e alguns
autores sugerem que a azatioprina poderia ser usada preferencialmente em individuos

eurodescendentes (124) e o MMF em afrodescendentes (119).

2.6 Indices de atividade de doenca

O LES é uma doenca multisistémica complexa, caracterizada pela alternancia
entre periodos de atividade e de remissdo. Na rotina de acompanhamento clinico, bem
como em estudos, 0s pacientes apresentam-se com sinais e sintomas que podem resultar
de diferentes processos, como atividade de doenca, dano cronico irreversivel, reacdes
adversas as medicagdes ou comorbidades. A identificacdo destas situagdes bem como sua
atribuicdo causal correta € importante para garantir que o paciente ndo seja tratado de
forma insuficiente ou exagerada (28). E importante quantificar e classificar a atividade da
doenca para orientar as decisdes de tratamento, avaliar a resposta a qualquer intervencéo
e comparar a atividade entre os grupos e/ou ao longo do tempo. No entanto, nenhuma
medida laboratorial ou clinica isolada demonstrou refletir com preciséo a atividade global
de doenca inflamatoria no LES. Neste sentido, varios instrumentos foram desenvolvidos
em um esforco para medir e avaliar objetivamente a atividade da doenca.

O “Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index — 2000 (SLEDAI 2K)
versdo 30 dias (125) - ANEXO VI, é um indice global de atividade de doenca composto
por descritores clinicos e laboratoriais com pesos diferentes que pontuam de 1 a 8 cada e
que avalia a atividade de doenca nos altimos 30 dias. O escore varia de 0 a 105, sendo o
LES classificado como inativo (zero), atividade leve (1 a 5), atividade moderada (6 a 10),
atividade alta (11 a 19) ¢ atividade muito alta (>20). Mostrou-se sensivel a variagdes ao
longo do tempo e capaz de predizer mortalidade e dano acumulado. Os componentes que
avaliam a atividade renal do LES (SLEDAI renal): cilindros urinarios, hematuria,

proteindria e leucocituria, podem ser analisados como um indice a parte, com escore
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variando de zero a 16.

O “Revised SLE Activity Measure” renal (rSLAM-R) (9,126,127) — ANEXO VI
é uma modificacdo do SLAM-R utilizada para avaliar a atividade renal de doenca, na qual
o sedimento urinario é graduado (escores de 0 a 3) bem como a creatinina séricaou a TFG
(escores de o0 a 3). Ele pode variar de zero (sem atividade de doenca renal) a um escore
méaximo de 6. A NL é considerada ativa quando o escore é > 0. Uma creatinina sérica ou
TFG alteradas sdo pontuadas apenas se 0 sedimento urinario também estiver ativo.

O “Systemic Lupus International Collaborating Clinics Renal Activity/Response
Exercise” (SLICC renal) (128,129) — ANEXO VIII é um indice de avaliacdo de atividade
renal de doenca no qual a proteindria, a hematdria e a leucocitdria sdo pontuadas. Este
escore varia de zero a 15 sendo que uma pontuagio > 4 ¢ indicativa de doenga renal ativa.

O “Systemic lupus international collaborating clinics/American College of
Rheumatology damage index” (SLICC/ACR damage index) (130) — ANEXO IX descreve
o0 dano acumulado ocorrido desde o inicio da doenca em 12 diferentes sistemas. Ele inclui
41 itens para os quais a atribui¢do ao LES néo é necesséria, podendo ser resultantes de
atividade de doenca, do tratamento, de comorbidades ou de um evento néo relacionado
(uma amputacado, por exemplo). Para pontuar, o item deve estar presente por pelo menos
6 meses. Alguns itens podem pontuar entre 2 e 3 para eventos recorrentes (por exemplo,
necrose avascular) ou danos graves (por exemplo, doenca renal em estagio terminal). O
escore total varia de 0 a 49, embora os pacientes raramente pontuem acima de 10. Este

indice também é preditor de mortalidade.

2.7 Biomarcadores de nefrite lUpica

O termo biomarcador refere-se a um evento bioldgico, biogquimico ou molecular,
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que pode ser avaliado quantitativa e qualitativamente atraves de técnicas laboratoriais.
Os niveis do biomarcador devem fornecer informacdes sobre o status biologico do
individuo. A fonte mais especifica de um biomarcador é o tecido que esta apresentando o
dano, no caso da NL, o parénquima renal, melhor avaliado através da bidpsia. Contudo,
sua realizacdo requer um procedimento invasivo, com riscos e comorbidades associadas.
A biopsia renal ndo esta amplamente disponivel e, além disso, um nimero limitado de
glomérulos geralmente é obtido, levantando a questdo de qudo representativa ela
realmente é em relacdo a atividade e a cronicidade da NL. Por isso, buscar alternativas
ndo-invasivas capazes de identificar ou predizer periodos de atividade de doenca, avaliar
prognostico, determinar o tratamento mais apropriado e monitorar a resposta terapéutica

tem sido o objetivo de muitos estudos atuais.

Os compartimentos ndo-invasivos que podem ser potencialmente informativos da
NL sdo o plasma, os leucdcitos e a urina. No contexto da NL, os biomarcadores urinarios
podem ser mais especificos de dano renal que os biomarcadores séricos, particularmente

em pacientes com doenga sistémica em atividade, além disso, sdo mais acessiveis (6).

O biomarcador ideal para NL deve ser eliminado na urina em uma taxa constante
e permanecer estavel no interior da bexiga por periodos variaveis, sob variacfes de pH.
Além disso, deve apresentar boa correlacdo com a atividade renal, ser sensivel a
mudancas para que seja Util na monitorizacdo seriada de atividade de doenca e definicéo
de resposta ao tratamento/remissao clinica. Deve ser capaz de predizer periodos de
atividade de doenca antes que ocorra uma alteracdo Obvia dos pardmetros clinicos
convencionais para que estratégias de tratamento precoce ou preventivas possam ser
iniciadas. Deve ser especifico para nefrite, ndo ocorrendo alteracbes em periodos de
atividade extrarrenal da doenca. Além disso, deve ser de facil realizacdo, ampla
disponibilidade, simples interpretacdo e custo razoavel. O biomarcador deve ser avaliado

através de estudos longitudinais, em um numero grande de pacientes e ter seus resultados
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confirmados por grupos independentes de investigadores.

2.7.1 Biomarcadores tradicionais de nefrite lGpica

Atualmente, os exames feitos de rotina para a avaliacdo de nefrite em pacientes
com LES incluem a analise urinaria quanto a presenca de hematuria, leucocitdria,
cilindruria e quantificagdo de proteinuria em urina de 24 horas ou através do indice
proteinuria/creatindria em amostra isolada, a avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular
estimada, do anti-dsDNA e dos complementos séricos. Contudo, estes parametros nao sdo
preditores acurados da classe histolégica e da gravidade da nefropatia e também nao se
mostraram confiaveis na avaliacdo da resposta ao tratamento (131). A tabela 3 mostra a
performance dos biomarcadores tradicionais na deteccdo de NL em atividade.

Tabela 3. Performance dos biomarcadores tradicionais na detec¢do
de nefrite lUpica em atividade

Teste Sensibilidade Especificidade
Anti-dsDNA 53-100% 50-69%
C3 56-79% 51-64%
C4 53-74% 64-65%
Anti-Clq 53-81% 64-71%

C: complemento; anti-dsDNA: anti-double stranded DNA.(32,33,132)

2.7.1.1 Anti-dsDNA
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A presenca do anti-dsDNA no soro de pacientes com LES foi documentada ha
cerca de 60 anos (133,134), porém, ela ndo é exclusiva desta patologia, podendo ser
encontrada em outras doencas reumatoldgicas, neoplasias, infecgdes, endocrinopatias e
até mesmo em individuos higidos (135-137). Niveis séricos sao detectaveis precedendo

o diagnostico clinico em até aproximadamente 2,2 anos (138,139).

Pacientes com anti-dsDNA positivo tem elevacdo do seu titulo precedendo
periodos de exacerbacdo da doenca (140), sendo que niveis >200 IU/ml s&o preditores de
atividade de doenca dentro de 1 ano (141). Com o tratamento da doenca, ocorre redugéo
significativa dos titulos do anti-dsDNA (142) e a sua normalizacdo por 8 semanas
correlaciona-se com risco reduzido de atividade grave de doenca. Contudo, a avaliacdo
dos niveis séricos do anti-dsDNA em pacientes com LES sorologicamente ativo e
clinicamente quiescente ndo encontrou correlacdo com atividade de doenca atual ou

subsequente (143).

O anti-dsDNA esta associado com atividade da NL (144-146) e é preditor da
forma proliferativa (147), podendo ocorrer elevacéo de seus niveis cerca de até 2,7 anos
antes do diagnostico (148). O anti-dsSDNA correlaciona-se também com a melhora da
proteindria na NL (149).

2.7.1.2 Complementos

O sistema complemento é o componente chave na imunidade inata. Podemos
encontrar complemento baixo em deficiéncias congénitas, infeccdes, insuficiéncia
hepatica, pancreatite aguda, crioglobulinemia, queimaduras térmicas e no LES (150). Os
depdsitos de complemento sdo evidenciados no tecido renal, hepatico, esplénico e

cardiaco de pacientes com LES (151). Alguns dos fatores de risco genético mais fortes
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para LES resultam na deficiéncia de proteinas do complemento, como Clq, C1r, C4, C2
e C3 (152). Além disso, a ineficiente eliminacdo de células apoptéticas devido a
deficiéncia de proteinas da cascata do complemento é um dos mecanismos propostos na
patogénese do LES (153,154).

O consumo de complemento, com reducdo dos niveis de Clg, C3 e C4 pode
preceder e correlacionar-se com atividade de doenca clinicamente evidente (155,156).
Anticorpos contra 0 Clq sdo preditores de atividade renal em pacientes com NL
proliferativa (157). Niveis séricos de C1q reduzidos correlacionam-se com atividade de
doenca renal e persisténcia de niveis baixos ap6s o tratamento sdo indicadores de pior
desfecho. O consumo de C3 correlaciona-se com indices de atividade na bidpsia renal,
com doenca renal persistentemente ativa e com doenga renal terminal, j& a sua

normalizacdo a longo prazo, correlaciona-se com melhor prognéstico (28).

2.7.1.3 Proteinuria

A proteindria ainda é o principal biomarcador urinario utilizado na investigacao
de NL (158,159). Porém, ndo existem recomendacBes de como essa monitorizacao deve
ser feita nem de qual método deve ser empregado.

A proteinUria em urina de 24 horas coletada de forma acurada é o padrdo ouro
para a avaliacdo da proteindria, porém, apresenta a desvantagem de ser incbmoda e pouco
praticavel, havendo frequentemente coletas inadequadas. A avaliacdo da proteinuria
através do multistix mostrou-se inacurada quando comparada com a proteindria em urina
de 24 horas, devendo seu uso ser desencorajado (160).

O IPC mostrou boa correlacdo com a proteindria de 24 horas em pacientes com
glomerulopatias primarias (161) e na nefropatia diabética.

O subcomité de doencas renais do ACR recomenda o uso do IPC em coleta de
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amostra da primeira urina da manhd como método de investigacdo de proteindria em
pacientes com nefrite (123). O Joint European League Against Rheumatism and
European Renal Association — European Dialysis and Transplant Association
(EULAR/ERA-EDTA) considera o IPC um método valido e conveniente na
monitorizacao de proteindria em pacientes adultos e pediatricos com NL (111). Contudo,
em niveis de proteinuria subnefréticos, o IPC parece ser fracamente correlacionado com
a proteinUria em urina de 24 horas (162).

Existem relativamente poucos trabalhos avaliando o uso do IPC em pacientes
com NL, com resultados controversos (163-167), devendo este método ser usado
preferencialmente em pacientes com dificuldades em realizar uma coleta adequada de
urina de 24 horas.

A microalbumindria, definida como taxa de excrecdo de albumina na urina entre
30-299mg/g de creatinina, poderia ser usada para detectar precocemente NL em pacientes
com niveis de proteindria ainda baixos, contudo, ela ndo se correlacionou com resultados

de bidpsia renal nos pacientes que subsequentemente desenvolveram nefrite (168,169).

2.7.2 Biomarcadores urinarios de nefrite lUpica

Diversos biomarcadores ja foram descritos na urina de pacientes com NL. Em
muitos casos, eles ndo sao especificos de LES, refletindo uma série de processos celulares
em nivel glomerular ou tubular, podendo ser devidos a processos inflamatorios, fibroticos
ou isquémicos renais (170). Dentro do grupo de biomarcadores urinarios, existem estudos
relacionados a citocinas, quimiocinas, adipocinas, além de diversas proteinas, entre outros
(170,171). A tabela 4 mostra o resumo dos principais biomarcadores urinarios ja

identificados e seus potenciais usos na NL.



47

Tabela 4. Principais biomarcadores urinarios identificados e seus potenciais usos na nefrite ltpica

Biomarcador  Correlacdo com  Correlacdo com  Preditor de Monitorar Preditor da
atividade renal dano renal atividade renal  resposta ao histologia
de doenca histolégico de doenca tratamento

Adiponectina +(172,173) NE +(173) +(172) +(172)

AGP +(174) +(174) +(174) +(175) +(176,177)

CD4 T cell +(178-180) NE NE +(179) (179)

Ceruloplasmina +(174) - (174) - (174) + (175) +(177)

CXCL-16 +(8) NE NE NE NE

FLC - (181) + (182) +(181) NE +(181) +(181)

Hepcidina 20 NE NE +(183) - (183) NE

Hepcidin 25 NE +(182) - (183) +(183) NE

IL-6 +(184,185) + (185) NE +(184) + (185,186)

IL-17 +(187) +(188) +(189) NE +(182)

IP-10 + (190-192) +(193) NS +(194) +(172,194)

L-PGDS +(174) +(174) +(174) +(175) +(177)

MCP-1 +(192,195,196) +(171,196) +(171,196) +(196,197) +(171)

NGAL +(198) +(199) +(198) +(199) +(200)

PGDS +(201) +(193) +(193) +(193) - (193)

TGF-p1 - (188) + (187) +(182) +(182) +(182) +(182)

Transferrina +(174) +(174) +(174) + (175) +(176,177)

TWEAK +(202) +(203) +(204) +(204) - (204)

Marcadores

genéticos

relacionados a +(191,192) NE NE NE NE

Célula T tipo 1
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VCAM-1 +(8-10,12,205-  (12,205-207) NE NE +
207) (11,12,205-
207)

AGP:alfa-1 acid glycoprotein; CD: cluster of differentiation ; CXCL: chemokine ligand CXC motif; FLC: urinary free light
chain; IL: interleucina; IP-10: interferon inducible protein 10 também conhecida como Chemokine CXCL10; L-PGDS:
prostaglandin D synthase type lipocalin; MCP-1: monocyte chemotatic protein-1 também conhecida como CCL-2: chemokine
(C-C motif) ligand 2; NGAL: neutrophil gelatinase-associated lipocalin; PGDS: prostaglandin H(2)D-isomerase; TGF-B1:
transforming growth factor beta 1; TWEAK: apoptosis inducer similar to tumor necrosis factor; VCAM-1: vascular cell
adhesion molecule 1.

Referéncias entre parénteses. (+) denota uma relagdo positiva e estatisticamente significante encontrada nos artigos
referenciados; (-) denota auséncia de significancia estatistica; NE: ndo estudado - auséncia de estudos com este biomarcador
especifico com base em uma pesquisa no MEDLINE no momento desta revisdo. Modificado de Gasparin AA.
Lupus.2019;28(3):265-272 (208).

2.8 Inflamag&o e moléculas de adesé&o celular

Para que os leucdcitos circulantes consigam acessar um sitio de inflamacé&o, eles
devem sofrer uma série de interacdes com o endotélio microvascular. Primeiro, ocorre o
processo de “rolagem” do leucocito e, posteriormente, ele se prende na superficie
endotelial. Subsequentemente, os leuc6citos aderentes sofrem alteracbes na sua
conformacdo, associadas ao aumento da ades@o e aos passos preliminares da migragéo
transendotelial. Estas interacdes sdo mediadas por glicoproteinas adesivas expressas tanto
por leucdcitos circulantes quanto por células endoteliais (209). Sob condicdes
patoldgicas, a infiltracdo de leucdcitos pode resultar de alteragdes na expressdo e na
funcdo de moléculas de adesdo em células endoteliais ou em leucdcitos circulantes
(210,211).

O endoteélio vascular tem um papel importante na patogénese da inflamagéo. Os
termos “disfuncdo” ou “ativagdo” endotelial sdo usados para descrever mudancas nos
mecanismos de controle homeostatico do endotélio. Esta condicdo patofisiologica esta
associada ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo, como a molécula de adeséo
intercelular-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1- ICAM-1), a VCAM-1 e a E-selectina

e ao aumento da producéo de citocinas pré-inflamatorias, como o TNF-q, a IL-1, a IL-6


https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
https://en.wikipedia.org/wiki/Intercellular_adhesion_molecule
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e o0 INF-y. A ativacdo endotelial também estd associada a producdo de fatores pro-
tromboticos, ao aumento do estresse oxidativo e a modulacao anormal do tonus vascular
(212).

Apos ser estimulado por citocinas ou por produtos bacterianos, o endotélio
ativado aprisiona leucdcitos na microvasculatura em locais proximos aos sitios de
inflamacdo, tornando-os leucdcitos ativados, os quais aderem mais firmemente ao
endotélio e, posteriormente, migram através do vaso. O leucdcito, fora do vaso sanguineo,

é capaz de seguir um gradiente quimioatrator em dire¢do ao patdgeno incitante (213).

Existem trés classes de moléculas de adesdo presentes nos leucdcitos e no
endotélio: integrinas, selectinas e proteinas de superficie celular membros da superfamilia
de imunoglobulinas. As integrinas e as selectinas presentes nos leucdcitos medeiam sua
adesdo ao endotélio. As selectinas e os membros da superfamilia de imunoglobulinas

presentes no endotélio, medeiam a sua “viscosidade” aos leucdcitos (214).

Os membros da superfamilia de imunoglobulinas sdo moléculas de adesdo que se
caracterizam pela presencga de uma ou mais regides homélogas de imunoglobulina, cada
uma consistindo de uma ponte dissulfeto em circuito com diversos fios beta-plissados
dispostos em duas folhas. Ha trés tipos de regides homdlogas (C, V e H), cada uma com
seu comprimento tipico e seus residuos de aminoacidos em posicdes chave relacionadas
a pontes dissulfeto cisteina-cisteina. Membros da superfamilia de imunoglobulinas que
estdo envolvidas na adesdo parecem possuir predominantemente dominios do tipo “H”.
Dois membros da superfamilia de imunoglobulinas, VCAM-1 e ICAM-1, sédo ligantes de

integrinas de leucocitos.

O ICAM-1 é constitutivamente expresso em células endoteliais e em células
circulantes, incluindo linfécitos, e tem sua expressdo aumentada pela inflamacéo ou pela

ativacdo imune. Ja a expressdo da VCAM-1 e da E-selectina em tecidos normais € minima



50

ou indetectavel (215,216).

2.9 A molécula de adesao celular vascular -1 (VCAM-1)

A molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) é um receptor de adesdo da
célula endotelial, membro da superfamilia de imunoglobulinas (lg), composta por
diversos dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulina, uma regido
transmembrana e um dominio citoplasmatico de 19 aminoacidos carboxi-terminal
(216,217). Em células endoteliais ativadas, a VCAM-1 esta localizada em uma plataforma
“lipid-raft-like” com as tetraspaninas CD9 e CD151, nos chamados microdominios
enriquecidos de tetraspanina, 0s quais parecem permitir a expressdao e a funcdo da
VCAM-1 na superficie endotelial (218-220). A regido terminal intracelular da VCAM-1
é conectada ao citoesqueleto de actina através da Ezrina e Moesina (221,222).

Existem duas variantes de ligacdo da VCAM-1 humana, resultando em um
receptor com sete dominios (7d) extracelulares proteicos semelhantes a imunoglobulina
ou com seis (6d), ao qual falta o dominio “4”. Ambas as variantes humanas da VCAM-1
se ligam a 041 integrina (Very late antigen-4 - VLA-4) (223,224), nos dominios 1 e 4
(225,226), mas podem, também, ligar-se a outras integrinas, tais como a 04p7 ¢ adp2
(227). Estas integrinas sdo expressas por eosinofilos, basofilos, linfocitos, mastocitos e
mondcitos (228-230). A figura 4 ilustra as variantes humanas de VCAM-1.



o1

? N-glicosilacdo

ADAMS,%0ul7

Tetraspanina
(CD151 or CDS

Figura 4. Variantes humanas de VCAM-1. A VCAM-1 humana apresenta duas
variantes, uma contendo 6 dominios semelhantes a imunoglobulina, na qual o dominio
4 esté faltante e outra contendo 7 dominios. Os dominios 1 e 4 contém os sitios de liga¢io
a integrina. A galectina 3 liga-se ao VCAM-1 nos sitios de N-glicosilacdo. A VCAM-1
também se coimunoprecipita com a ezrina e a moesina. A expressdo da VCAM-1 na
superficie celular requer a associacdo com o CD151 ou CD9 da tetraspanina. A VCAM-
1 pode ser clivada e liberada da superficie celular na sua forma soltvel através da acédo
da ADAM 8,9 ou 17. VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1; ADAM: a desintegrin
and metalloproteinase. Modificado de Gasparin AA. Lupus.2019;28(3):265-272 (208).

A ligacdo a VCAM-1 é regulada pelo estado de ativacao das integrinas (227,231):
as com baixa afinidade promovem o rolamento, ja as com elevada afinidade medeiam a
adesdo celular firme ao endotélio, capaz de resistir ao fluxo sanguineo (228,232). A
ligagéo da integrina ao dominio 1 ou ao 4 da VCAM-1 também é modulada pelo grau de

ativacao da a4p1 integrina (231). Além das integrinas, a VCAM-1 liga-se a galectina-3.

A VCAM-1 funciona em conjunto com outras moléculas de adesdo para regular a
vigilancia imune e a inflamacao. Sua expresséo € induzida por citocinas produzidas nos
tecidos, altos niveis de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS),

LDL oxidada, 25-hidroxicolesterol, estresse de cisalhamento, glicose elevada, e estimulo
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dos toll-like receptor (TLR) da celula endotelial por agentes microbianos (233-239). A
ativacdo da expressdo génica da VCAM-1 é regulada pelo fator de transcricdo nuclear B
(NFkB), SP-1, AP-1 e fator regulador do interferon-1.

A adesdo relativamente seletiva de leucdcitos a VCAM-1 pode promover o
acumulo de células mononucleares durante a transicdo da fase aguda para a fase cronica
da inflamacdo. Da mesma forma, a expressdo de VCAM-1 no endotélio pode ser
responsavel pelo acimulo de eosinofilos. Alguns estudos sugerem também um papel da
VCAM-1 na aterosclerose: VCAM-1 ¢é expressa pelo endotélio arterial sobrepondo-se a
lesbes de aterosclerose inicial em um modelo de aterosclerose murino (ratos Watanabe)
e pode ser responsavel pela atracdo de mondcitos a lesdo aterosclerdtica em

desenvolvimento (240).

A VCAM-1 pode também ser liberada da superficie endotelial através da clivagem
por uma desintegrina e metaloproteinase 17 (ADAM17) (241) e, como alguns estudos
mostram, também pela ADAMS (242,243) ou ADAM9 (244,245). Por isso, a VCAM-1
apresenta-se no plasma e na urina em sua forma sollvel e é usada como biomarcador
preditor de doencas (246-248). Niveis plasméaticos de VCAM-1 aumentam com a
ativacdo endotelial em multiplas patologias (249-252). Acredita-se que a VCAM-1
sollvel, através da sua ligacdo com os leucdcitos circulantes, limite a liga¢do da integrina
leucocitaria a VCAM-1 endotelial (253,254). As moléculas de adesdo nas suas formas
solGveis mantém suas funcdes (255). Como a medida quantitativa de moléculas de adeséo
ligadas a membranas é dificil, pode ser realizada a medida de moléculas de adesdo
sollveis através da técnica ELISA (Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay), um (til

marcador substituto de sua expressao (256).

Além das células endoteliais, a VCAM-1 ¢é também expressa em células
dendriticas linfoides (257), em células estromais da medula dssea (258), em macréfagos

localizados no bago e timo, na sindvia (259), focalmente no epitélio tubular renal (260) e
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nas células de Kupffer hepaticas sob condi¢bes ndo-inflamatdrias (220). Devido a sua
ampla distribuicdo em orgdos e tecidos, a VCAM-1 participa em diversos processos

fisiopatologicos, como doencgas autoimunes, cardiovasculares e infecgdes (220).

2.10 VCAM-1 e o lapus eritematoso sistémico

No LES, a deposicdo de imunocomplexos leva a ativacdo da cascata do
complemento, resultando em ativacdo endotelial com a consequente quimioatracdo de
células imunocompetentes. Estes eventos induzem a superexpressao de moléculas de
adesdo promovendo a transmigracédo de células inflamatdrias através da parede endotelial
levando, eventualmente, ao dano organico.

Em pacientes com LES, ocorre uma alteracdo na expressdo de moléculas
especificas de adesdo celular em certos tecidos. A expressao de E-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1 esta aumentada na pele (261) e em bidpsias de musculo esquelético (262) de
pacientes com LES em comparagdo com controles, com elevacdo mais marcada durante
periodos de exacerbacdo da doenca. As moléculas VCAM-1 e ICAM-1 sdo fracamente
expressas nas células epiteliais tubulares e endoteliais glomerulares em rins normais
(263,264), porém, sua expressdao aumenta na presenca de NL proliferativa,
correlacionando-se com atividade de doenca (263-266).

O estrégeno pode ser um fator envolvido no aumento da expressdo de moléculas
de adesdo celular (267). A presenca de anticorpos anti-dsSDNA também pode aumentar a
expressao das moléculas de adesdo celular (268). Contudo, trabalhos realizados para
tentar demonstrar que linfocitos de pacientes com LES ativo sdo mais aderentes as células
endoteliais mostraram resultados conflitantes (269). Enquanto ndo foi verificada uma
alteracdo fundamental no processo de rolagem e adesdo nos pacientes com LES, a
disseminacdo de leucocitos pds-adesdo, um passo critico na progressao para a

transmigracdo, parece estar aumentada nestes pacientes e associa-se com nefrite ativa
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(270).

Foi verificado o aumento de VCAM-1 no mesangio de glomeérulos e no endotélio
de modelos murinos com nefite lapica (271). A VCAM-1 também esta elevada na urina
de ratos com nefrite imune induzida experimentalmente, mostrando boa correlacdo com
a atividade da doenca (8), sendo que as linhagens que desenvolveram doenca renal mais
grave também apresentaram niveis urinarios mais elevados de VCAM-1 (272-274).

Estudos em humanos também correlacionaram a atividade do LES com a elevacédo
de VCAM-1 sérico (sSVCAM-1). Alguns trabalhos mostraram que a sSVCAM-1 aumenta
paralelamente a atividade de doenca durante a exacerbacdo do LES (256,275). Outros
estudos encontraram correlacdo positiva entre os niveis de SVCAM-1 e sSICAM-1 e a
concentracdo de anticorpos anti-dsDNA (276,277), escore de atividade de doenca
(SLEDAI) (277) e correlacdo negativa com a concentragdo sérica dos componentes do
complemento C3 e C4 em pacientes com LES (276). Além disso, 0s niveis de sVCAM-1
foram mais elevados em pacientes com NL do que nos pacientes com LES mas sem
nefrite (276,278). Niveis de SVCAM-1, mas ndo de SICAM-1 ou E-selectina, também
correlacionam-se com gravidade de doenca em bidpsias renais de pacientes com NL
(279). Pacientes com nefrite classe Ill e 1V apresentam niveis significativamente mais
elevados de sVCAM-1 comparados com pacientes com nefrite classe 1. (276)

Lewis e colaboradores, em estudo prospectivo recente, verificaram que os niveis
absolutos de sVCAM-1 foram menos Gteis como ferramenta diagnostica para identificar
pacientes com doenga ativa em relagdo aos marcadores convencionais (anti-dsDNA e
C3), porém, a variagdo da sSVCAM-1 em relacdo ao nivel basal foi um marcador superior
de resposta clinica, acessada pela reducao do escore ECLAM (280). Além disso, 0s niveis
de sVCAM-1 correlacionaram-se significativamente com o numero de células B de
memoria ativadas CD95'CD27", de plasmoblastos CD95" e de células plasmaticas
circulantes em pacientes com LES, sugerindo um importante papel da VCAM-1 na

sobrevida e na maturacdo dos linfocitos B na medula é6ssea e nos tecidos linfoides
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secundarios (280).

A sVCAM-1 aumenta em pacientes com sindrome do anticorpo antifosfolipidio
primaria ou associada com LES, havendo correlagdo com eventos trombdticos graves e
com doenca renal (281). Em um estudo com 133 pacientes com LES e 40 controles, a
sVCAM-1 correlacionou-se com LES neuropsiquiatrico e com trombose venosa profunda
(282). Diversos grupos concordam que moléculas de adesdo celular sollveis séricas
podem permanecer persistentemente elevadas em pacientes com LES que estdo em
remissao clinica (283).

2.11 Niveis urinarios de VCAM-1 soluvel e nefrite lUpica

Estudos prévios demonstraram que moléculas de adesdo solUveis urinérias sdo
confiaveis marcadores de rejeicdo de aloenxertos renais (284,285), sugerindo que seu
nivel urinario seja um reflexo da ativacdo endotelial renal. Em rins normais, a VCAM-1
é discretamente expressa no endotélio dos vasos glomerulares, peritubulares e intersticiais
e na capsula de Bowman (264,266,286). Esta expressdo, no entanto, € intensificada em
pacientes com glomerulonefrite ativa, como por exemplo, na NL (263-265,286). Em um
modelo murino de NL usando camundongos MRL-Ipr, a VCAM-1 apresentou aumento
de sintese e expressdao induzida por citocinas pré-inflamatérias, como o TNF, e foi
associada com o aumento da adesividade leucocitaria ao endotélio glomerular (287).
Outro trabalho demonstrou expressao proeminente de VCAM-1 nos tabulos distais, nas
células intersticiais, no endotélio glomerular e nas células epiteliais parietais em pacientes
com NL classe 1V (288).

Em um pequeno estudo de caso controle com apenas 6 pacientes com NL ativa
comprovada por bidpsia, sendo 5 pacientes com nefrite classe 111 e 1 paciente com nefrite
classe IV, e 9 controles saudaveis, observou-se niveis séricos e urinérios de VCAM-1

significativamente mais elevados no grupo NL ativa (289).
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Em um estudo de caso-controle que incluiu 24 pacientes com LES e 7 controles
saudaveis, Molad e colaboradores encontraram nivel urinario de VCAM-1 soluvel
significativamente elevado em pacientes com LES em comparacdo com os controles. A
VCAM-1 apresentou correlagdo significativa com atividade de doenca global (SLEDALI),
dano (SLICC/ACR), taxa de filtracdo glomerular e nivel sérico de C3. Contudo, neste
trabalho a VCAM-1 ndo se correlacionou com marcadores de nefrite (proteindria,
hematdria, anti-dsDNA), o que pode ter se devido ao pequeno nimero de pacientes em
cada grupo (7).

Wu e colaboradores realizaram um interessante estudo com o objetivo de
monitorizar os niveis urinarios de VCAM-1, P-selectina, receptor soltvel do fator de
necrose tumoral 1 (soluble tumor necrosis fator receptor 1 — STNFR-1) e CXCL16 em
diferentes linhagens de camundongos com NL espontanea. Eles observaram que tanto os
niveis séricos quanto urinarios de VCAM-1 soltvel aumentaram significativamente em
relacdo aos prévios a nefrite, correlacionando-se bem com a proteinaria, sendo que a
elevacdo dos niveis urinarios foi mais significativa, sugerindo que a VCAM-1 possa ser
parcialmente produzida no rim. Além disso, a VCAM-1 foi expressa em capilares
peritubulares, feixes vasculares, endotélio, células glomerulares, bem como em células
inflamatdrias intersticiais de camundongos MRL.Ipr com NL, o que ndo é observado em
rins normais (8).

Na segunda parte deste trabalho, foi realizado um estudo caso-controle avaliando
0s niveis séricos e urinarios das mesmas moléculas em 38 pacientes com LES (18 com
NL ativa), 6 pacientes com artrite reumatoide e 15 controles saudaveis. A VCAM-1
soluvel encontrou-se significativamente elevada na urina de pacientes com LES em
comparagdo com pacientes com artrite reumatoide e controles saudaveis, mostrando
excelente correlagdo com o IPC e com o SLEDALI. Este trabalho mostrou também niveis
significativamente mais elevados de VCAM-1 urinaria em pacientes com SLEDAI

elevado e NL em comparagdo com outro grupo com SLEDAI semelhante, porém, sem
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nefrite. Este foi o primeiro estudo correlacionando uVCAM-1 e nefrite ativa. Os niveis
urinarios da VCAM-1 soluvel foram mais elevados em relacéo aos séricos, reproduzindo
0s achados observados nos camundongos (8).

Abd-Elkareem e colaboradores realizaram um estudo de caso-controle com o
objetivo de avaliar se mudancas nos niveis urinarios de VCAM-1 e ICAM-1 refletiriam
dano tecidual na NL. Este trabalho incluiu 30 pacientes com NL, 20 pacientes com LES
sem nefrite e 20 controles saudaveis. Nao foi verificada diferenca significativa dos niveis
urinarios de VCAM-1 e de ICAM-1 sollveis entre 0s grupos. Porém, ao se dividir o grupo
LES com nefrite em dois subgrupos: com alteracdes histologicas leves (16 pacientes com
nefrite classe | e 1) e com alteracdes histoldgicas avancadas (8 pacientes com nefrite
classe Il1; 5 com classe 1V e 1 com classe V), este ultimo subgrupo apresentou niveis de
VCAM-1 e de ICAM-1 sollveis urinarios significativamente mais elevados em relacdo
aos outros grupos. Além disso, o0 grupo com alterac@es histoldgicas avancadas também
apresentou correlacdo negativa com os niveis séricos de complemento (11). Estes achados
sugerem um possivel papel da VCAM-1 na patogénese do dano glomerular em pacientes
com NL. Os mecanismos que justificam esta associacdo ndo sdo bem conhecidos. Uma
possivel explicacdo seria de que a ativacdo da cascata do complemento através da via
classica com formacdo local e deposicdo de imunocomplexos causaria a ativacdo das
células endoteliais, resultando no aumento da expressdo das moléculas de adesdo. Estas,
por sua vez, levariam ao aumento da adesdo e migracdo de células mononucleares,
transmigracao de monacitos e linfocitos e subsequente dano tecidual (11).

Howe e colaboradores, em um estudo de caso-controle com 121 pacientes
asiaticos com LES (33 com NL ativa) e 19 controles saudaveis, encontraram niveis
urinarios de VCAM-1 significativamente mais elevados em pacientes com NL ativa,
correlacionando-se com a atividade da doenca renal avaliada através do rSLAM-R (9).

Singh e colaboradores, realizaram um estudo de caso-controle com o objetivo de

investigar se os niveis urinarios de VCAM-1, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-
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1) e CXC ligand 16 (CXCL16) seriam preditores da classe da glomerulopatia bem como
dos indices de atividade e cronicidade da bidpsia renal. Este estudo incluiu 74 pacientes
com NL, sendo que destes, 24 possuiam biopsia renal e amostra urinaria coletada na
mesma data (4 pacientes com NL classe II, 5 classe 11, 11 classe 1V e 4 classe V), 22
controles com outras nefropatias (6 pacientes com vasculite associada ao anticorpo anti-
citoplasma de neutrofilos (Antineutrophil cytoplasmic antibodies — ANCA), 6 com
glomeruloesclerose segmentar focal (GESF), 7 com nefropatia membranosa e 3 com
nefropatia por lesdes minimas), além de 13 controles higidos. Neste trabalho, os niveis
urinarios de VCAM-1 correlacionaram-se com 0s niveis de proteindria em pacientes com
NL e com o SLEDAI. Além disso, os niveis de uWCAM-1 foram significativamente mais
elevados em pacientes com bidpsia renal apresentando NL classe 1V, com correlacdo
positiva com o indice de atividade histopatolégica e negativa com o indice de cronicidade.
Neste estudo, a elevacdo de VCAM-1 ndo foi especifica de NL, sendo que pacientes com
glomerulonefrite associada ao ANCA, GESF e nefropatia membranosa apresentaram
niveis urinarios de VCAM-1 semelhantes aos dos pacientes com NL (12).

Kiani e colaboradores realizaram um estudo com 107 pacientes participantes da
“Hopkins Lupus Cohort”, com 0 objetivo de relacionar os niveis de uWVCAM-1 e a
proteinuria (objetivo primario), o SLICC renal, o SLEDAI renal e os indices de atividade
e cronicidade da bidpsia renal. Este trabalho incluiu de forma consecutiva um grupo de
pacientes que apresentava bidpsia renal nos Gltimos 6 meses comprovando o diagnéstico
de NL ou apenas presenca de proteinQria e outro grupo com pacientes sem estes achados,
e 0s acompanhou por um periodo médio de 23 meses, com visitas trimestrais. Ndo esta
claro o nimero de individuos com nefrite ativa, porém, os autores informam que o SLICC
renal foi >4 em 64 observacdes e o IPC foi > 0,5 em 76 observag0es. Este estudo também
ndo explorou a variagdo dos niveis urindrios do VCAM-1 ap6s o tratamento em pacientes
com NL ativa. Neste trabalho, os niveis urinérios de VCAM-1 associaram-se fortemente

com o Physician global estimate of disease activity (PGA), a escala analdgica-visual de
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atividade renal, o SLICC renal e o IPC, porém, ndo foi verificada correlacdo com os
indices de atividade e cronicidade em bidpsia renal (205).

Wu e colaboradores, realizaram um estudo de caso-controle com o objetivo de
determinar os niveis urinarios de VCAM-1 e ICAM-1 soliveis em pacientes com NL e
de explorar sua correlacdo com a atividade de doenca renal. Este trabalho incluiu 92
pacientes com NL comprovada por bidpsia renal e 20 controles higidos e encontrou niveis
urinarios de VCAM-1 significativamente elevados em pacientes com NL em relacdo aos
controles. Pacientes com NL ativa apresentaram niveis de VCAM-1 mais elevados e
aumento da sua expressdo intrarrenal quando comparados a pacientes com NL em
remissdo. Houve forte correlacdo positiva entre os niveis de uWCAM-1 e a expressdo
intrarrenal desta molécula (10).

Soliman e colaboradores realizaram um estudo transversal com o objetivo de
investigar a relacdo entre os niveis urinarios de VCAM-1 e de angiostatina e achados
histoldgicos especificos em bidpsias renais pareadas com a coleta da amostra urinaria em
pacientes com NL. Este trabalho incluiu 54 pacientes com NL (9,3% classe |1, 42,6%
classe Ill, 35,2% classe 1V, 13% classe V). O nivel urindrio de VCAM-1 foi excelente
preditor de indice de atividade > 7 na bidpsia renal (0 qual estd associado a pior
prognoéstico a longo prazo). VCAM-1 também se associou significativamente com
crescentes celulares e necrose fibrinoide. O nivel urindrio de VCAM-1 também
apresentou correlacéo significativa com o SLEDAI, SLEDAI renal, TFG e IPC. Néo foi
verificada associagdo do nivel urinario de VCAM-1 com C3, C4, anti-dsDNA, sedimento
urinario ativo e com o indice de cronicidade na bidpsia renal. O grupo NL proliferativa
(classe 111 e V) apresentou niveis urinarios de VCAM-1 significativamente mais elevados
em relagdo ao grupo NL n&o-proliferativa (classe Il e V) (206).

Mok e colaboradores realizaram um estudo transversal com o objetivo de avaliar
a performance dos niveis urinarios de angiostatina, CXCL4 e VCAM-1 como preditores

de atividade de nefrite e compara-los com os marcadores tradicionais, em uma populacéo
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chinesa. Este estudo incluiu pacientes com LES inativo (n=80), com LES ativo nédo-renal
(n=67), com LES ativo renal (n=80) e controles saudaveis (n=53). O nivel urinario de
VCAM-1 foi significativamente mais elevado em pacientes com doenga renal ativa em
comparagdo com doenca ativa ndo-renal, LES inativo e controles. O nivel urinério de
VCAM-1 apresentou correlacdo significativa com o SLEDAI total, o PGA e o IPC.
Sessenta e oito pacientes realizaram biopsia renal e coleta de amostras urinarias dentro de
6 semanas. Nestes pacientes, os niveis urinarios de VCAM-1 ndo apresentaram diferenca
significativa entre pacientes com nefrite proliferativa (classes I1l, IV, £V) e outras classes
histologicas (I, 1l e V pura). Os niveis urinarios de VCAM-1 apresentaram correlacédo
significativa com o indice de atividade na bidpsia renal, mas ndo apresentou correlacdo
com o indice de cronicidade (207).

Wither e colaboradores realizaram um estudo longitudinal que incluiu 21
pacientes com NL comprovada por bidpsia renal e os acompanhou por um periodo
minimo de 2 anos apo6s o inicio do tratamento. Ndo foi observada diferenca significativa
nos niveis urinarios de VCAM-1 entre pacientes com resposta renal completa e pacientes
com resposta renal parcial ou falha ao tratamento apds 3-6 meses em relacdo ao basal.
Contudo, em 1 ano apos o inicio do tratamento, 0 VCAM-1 urinario demonstrou diferenca
significativa em relacdo ao baseline em pacientes com resposta renal completa (n=12)
comparada aos que falharam ao tratamento (n=5). Este é o0 Unico estudo até o momento
avaliando os niveis urinarios de VCAM-1 como preditores de resposta ao tratamento da
NL e foi publicado apenas como resumo no Congresso Europeu de Reumatologia
(EULAR), em 2016 (290).

A tabela 5 resume os principais artigos publicados relacionando niveis de
uVCAM-1 e NL.
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Tabela 5. Resumo dos principais artigos publicados relacionando os niveis de UWCAM-1 e nefrite lUpica

Estudo
(ref)

Pacientes

Objetivos

Resultados

Molad et al,
2002 (7)

Wu et al,
2007 (8)

Abd-
Elkareem et
al, 2010

(11)

Howe et al,
2012 (9)

Singh et al,
2012
(12)

Kiani et al,
2012 (205)

Caso-controle: 24
LES e 7 controles

Caso-controle: 38
LES (18 com nefrite
ativa), 6 AR e 15
controles higidos

Caso-controle: 30
NL, 20 LES sem
nefrite e 20
controles saudaveis

Caso-controle: 121
LES (33 NL ativa) e
19 controles
saudaveis

Caso-controle: 74
NL com BX renal,
(24 com amostra
urinaria
concomitante), 22
com outras
glomerulopatias e
13 controles
saudaveis

Coorte de 107
pacientes: NL
comprovada por BX
renal ou proteinuria
e pacientes sem
estas condigdes

Determinar niveis urinarios de VCAM-1
e ICAM-1 em pacientes com LES e
verificar sua relagdo com caracteristicas
clinicas e laboratoriais, grau de atividade
e dano

Avaliar niveis séricos e urinarios de
VCAM-1, P-selectina, TNFR-1 e
CXCL16 e correlaciona-los com LES e
nefrite ativa

Avaliar se as alteragBes nos niveis de
VCAM-1 e ICAM-1 urinarios refletem
dano tecidual na NL

Avaliar a relacdo entre 0s niveis
urinarios de VCAM-1 e ICAM-1 em
pacientes com LES com e sem nefrite e
explorar sua correlagdo com a atividade
da doenca renal

Investigar se 0s niveis urinarios de
CXCL16, MCP-1 e VCAM-1 em
pacientes com NL sdo preditores de
caracteristicas particulares da patologia
na bidpsia renal

Relacionar os niveis de VCAM-1 e
NGAL urindrios com o0s niveis de
proteindria e indices histopatoldgicos de

atividade e cronicidade. Visitas
trimestrais, 23 meses de
acompanhamento

Elevados niveis urinarios de VCAM-1 em pacientes
com LES em comparagdo com controles saudaveis,
correlacionando-se significativamente com redugdo
de C3, SLEDAI, SLICC/ACR damage index e
TFG. Auséncia de correlagdo com nefrite

Correlagdo positiva da VCAM-1 urindria com o
IPC e com o SLEDAI. Niveis significativamente
mais elevados de VCAM-1 urindria em pacientes
com LES e NL em comparagdo com LES sem NL
com SLEDAI semelhantes

Niveis de VCAM-1 e de ICAM-1 urinarios
significativamente mais elevados no grupo LES
com nefrite e alteragdes histologicas avangadas
(classes IlI, IV e V) em comparagdo com 0 grupo
sem alteragdes histoldgicas avangadas (classes | e
I1), LES sem nefrite e controles saudaveis. O grupo
com alteracdes histoldgicas avancadas apresentou
correlacdo negativa com 0s niveis séricos de
complemento

Niveis mais elevados de VCAM-1 e ICAM-1
urinarios nos casos em relacdo aos controles. Niveis
significativamente mais altos de VCAM-1 em
pacientes com LES e NL ativa, com correlagdo com
rSLAM-R

O VCAM-1 apresentou correlacdo positiva com o
indice de atividade na BX renal e nefrite classe 1V,
e correlacdo negativa com o indice de cronicidade.
O VCAM-1 urinario também estd elevado em
pacientes com GN ANCA-associada, GESF e
nefropatia membranosa, ndo sendo especifico de
NL

VCAM-1 urinario associou-se fortemente com o
PGA, a escala analogo-visual renal, o IPC e o
SLICC renal. Associou-se também com IPC>0,5. O
NGAL ndo apresentou associagao significativa com
nenhuma dessas medidas
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Wu et al, Caso-controle: 92 Determinar 0s niveis urindrios de Os niveis urindrios de VCAM-1 e ICAM-1 foram
2015 (10) NL com BX e 20 ICAM-1 e VCAM-1 em pacientes com significativamente mais elevados em pacientes com
controles saudaveis NL e explorar sua correlagdo com NL ativa. Correlagéo positiva forte foi encontrada
atividade de doenca renal entre a expressdo intrarrenal e os niveis urinarios de
VCAM-1 e ICAM-1

Soliman et Estudo transversal: Auvaliar a relacéo dos niveis urinarios de  VCAM-1 foi excelente preditor de indice de
al, 2017 54 NL com BX, VCAM-1 e de angiostatina com atividade na BX renal > 7 (associado com mau
(206) amostras urinarias caracteristicas histolégicas especificas progndstico a longo prazo) comparado as métricas
coletadas dentro de  da NL tradicionais. VCAM-1 foi significativamente

5 dias da BX renal associado a crescentes fibrosos
Mok et al, Estudo transversal: Avaliar a performance dos niveis O nivel urinario de VCAM-1 foi significativamente
2018 (207) 80 LES inativo, 67 urindrios de angiostatina, CXCL4 e mais elevado em pacientes com doenca renal ativa

LES ativo néo-
renal, 80 LES ativo
renal e 53 controles
saudaveis

VCAM-1 como preditores de atividade
de doenca renal em comparagdo com 0s
marcadores tradicionais, em populagéo
chinesa

em comparagdo com doencga ativa ndo-renal, LES
inativo e controles saudaveis

ANCA: antineutrophil cytoplasmic antibodies; AR: artrite reumatoide; BX: bidpsia; CXCL: CXC ligand; GESF: glomeruloesclerose
segmentar e focal; GN: glomerulonefrite; ICAM: intercellular adhesion molecule; IPC: indice proteiniria/creatiniria em amostra de urina;
LES: ldpus eritematoso sisttmico; MCP: monocyte chemoattractant protein; NGAL: neutrophil gelatinase-associated lipocalin; NL:
nefrite lipica; PGA: Physician global estimate of disease activity; SLAM: Systemic Lupus Activity Measure; SLEDAI: Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index; SLICC/ACR: Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of
Rheumatology; TFG: taxa de filtracdo glomerular; TNFR: tumor necrosis factor receptor; VCAM: Vascular cell adhesion molecule.

3 MARCO CONCEITUAL

Diversos fatores como a ativagio do complemento e depdsito de
imunocomplexos, a formacdo de altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
producdo de citocinas no tecido renal, participam da patogénese da NL. Estes fatores, ao
mesmo tempo, contribuem para que ocorram mudangas nos mecanismos de controle
homeostéatico do endotélio renal, estado conhecido como “ativacdo endotelial”.

Durante a ativacdo endotelial, ocorre um aumento da expressdo de moléculas de
adesdo, como VCAM-1, o que favorece a interagdo dos leucocitos com o endotélio
vascular e sua transmigracdo para o sitio de inflamagdo. Além dos leucdcitos, outras
células e fragmentos celulares também participam da resposta inflamatéria, como as

células dendriticas, os fibroblastos, as células endoteliais e as plaquetas, entre outras. Os


https://en.wikipedia.org/wiki/Intercellular_adhesion_molecule
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leucdcitos, uma vez ativados, liberam produtos que podem também agredir os tecidos,

ocasionando um processo inflamatorio exacerbado que acaba resultando, no caso da NL,

em dano renal.

Com o aumento da expressdo de VCAM-1 pelas células epiteliais tubulares e

endoteliais glomerulares renais acaba aumentando também sua clivagem através da acéo

das ADAMs 8,9 e 17. Como resultado, observamos a elevacdo dos niveis urinarios de

VCAM-1 solavel, o que justifica a investigacdo da utilidade desta molécula como

biomarcador de atividade da NL e de resposta ao seu tratamento. A figura 5 ilustra o

marco conceitual desse projeto.

Ativagdo do complemento
Altos niveis de ROS
Citocinas produzidas nos tecidos
Estrégeno
Anti-dsDNA
LDL oxidada

Ativacédo do
endotélio renal

Nefrite lUpica |«

Transmigracdo endotelial

\ 4

de células inflamatérias

Dano renal

A

Aumento da expressdo de VCAM-1 pelas
células epiteliais tubulares e endoteliais
glomerulares renais

Clivagem pelas ADAMs 8,9 e 17

Elevacéo dos
niveis urinarios de
VCAM-1 soltvel

Biomarcador de nefrite lUpica

Figura 5. Marco conceitual: niveis urinarios de VCAM-1 soltvel como biomarcador de atividade da nefrite I(pica e de
resposta ao tratamento. ADAM: a desintegrin and metalloproteinase; LDL: low density lipoprotein; ROS: reactive oxygen

species; VCAM: vascular cell adhesion molecule.
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4 JUSTIFICATIVA

A NL é uma das principais causas de morbidade e de mortalidade em pacientes
com LES, afetando até 60% dos pacientes durante o curso da doenga (291,292). O
acometimento renal pode ndo ser diagnosticado até o desenvolvimento de sindrome
nefrotica ou nefritica, o que contribui para o atraso do tratamento e o aumento do risco de
evolucdo para doenca renal terminal (293). A monitorizacdo renal adequada é importante
no sentido de tentar prever ou detectar precocemente a NL e assim iniciar o tratamento
mais cedo, reduzindo o dano renal a longo prazo. Os exames laboratoriais atualmente
usados para monitorizar a atividade renal da doenca, incluindo a proteindria, a creatinina
sérica e 0s niveis de complementos, apresentam pobre sensibilidade e especificidade
(32,294). A bidpsia renal pode ser mais especifica, mas € invasiva, geralmente indicada
apenas quando o paciente ja apresenta dano renal significativo e ndo € usada no

acompanhamento da doenca.

No contexto da NL, os biomarcadores urinarios podem ser mais especificos de
dano renal do que os séricos e, além disso, sdo mais acessiveis (6). A VCAM-1 é uma
molécula de adesdo celular envolvida na migracéo e recrutamento de células inflamatorias
através da sua interacdo com uma integrina (VLA-4). Diversos estudos ja foram
realizados e correlacionaram os niveis urinarios de VCAM-1 solavel com o IPC, com a
atividade de doenca geral (SLEDAI) (7,8) e com a presenca de NL ativa (9,10), sendo
que os pacientes com alteragdes histologicas mais avangadas (nefrite classe Ill, IV e V)
apresentaram os valores mais elevados (11,12). O papel do VCAM-1 na monitorizacao
do tratamento da NL e seu valor como preditor de atividade renal de doenca ainda néo
estdo estabelecidos, o que justifica a realizacao deste trabalho.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Avaliar o desempenho dos niveis de UWVCAM-1 em pacientes com LES como

biomarcador de atividade de NL e de resposta ao tratamento.

5.2 Objetivos secundarios

Avaliar a performance do nivel urinario de VCAM-1 no diagndstico de NL,
estabelecendo seu melhor ponto de corte capaz de diferenciar ente doenca ativa e inativa,
através da receiver operating characteristic curve (ROC) e comparé-lo com os

biomarcadores usados tradicionalmente.

Avaliar a correlacdo entre os niveis de uWCAM-1 e biomarcadores tradicionais de
NL (anti-dsDNA, C3, C4 e IPC, taxa de filtracdo glomerular, creatinina sérica,
leucocitiria, hematuria e cilindraria).

Avaliar a correlacéo entre os niveis de uUWCAM-1 e escores de atividade renal de

NL (“Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) Renal Activity ” (295)
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(SLICC renal); SLEDAI renal (composto pelos 4 itens do SLEDAI referentes a atividade
renal); “The renal Systemic Lupus Activity Measure Revised” (rSLAM-R) (126)).

Avaliar a correlacdo entre os niveis de UWVCAM-1 e 0 “The Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index 2000” (SLEDAI-2K) (296) para avaliagéo da
atividade global do LES e com 0 “The Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College Of Rheumatology Damage Index” (SLICC ACR DAMAGE
INDEX) (130) para avaliagdo de dano.
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Abstract

Renal involvement is one of the main complications of systemic lupus
erythematosus, causing a significant impact on patients' morbidity and mortality. Renal
biopsy is still the gold standard of diagnosis, but it has many limitations. In this sense,
several recent studies aim to identify biomarkers that not only predict disease activity and
renal histology, but also lead to earlier treatment. In previous studies, the soluble vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) measured in urine showed a strong association with
the presence of lupus nephritis (LN), with clinical and histological activity indexes of the
disease and with more severe renal lesions. This paper reviews the main urinary

biomarkers of LN that have been studied, with special emphasis on VCAM-1 results.

Keywords: lupus nephritis, urinary biomarkers, VCAM-1.
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease,
heterogeneous, of unknown etiology characterized by the production of autoantibodies
and the involvement of multiple organ systems. Renal involvement occurs in up to 60%
of patients (1) and is a major predictor of morbidity and mortality (2). Early diagnosis is
extremely important since the delay in initiating the treatment is associated with a higher

risk of renal failure and chronic end-stage renal disease.

There are different histological subtypes of lupus nephritis (LN) and the
appropriate treatment varies according to the histological class, differing in the
proliferative lesions and the membranous form, for example. Although clinical
presentation, qualitative urine test and urinary sediment assessment, and renal function
estimation may suggest a specific subtype, the renal biopsy is still the gold standard to
confirm the diagnosis and the LN correct classification. Besides being an invasive
procedure with a risk of complications, the renal biopsy is only available in more complex
care centers, which limits its use. In addition, a limited number of glomeruli is generally
obtained, raising the matter of how representative the biopsy really is in relation to LN
activity and chronicity. Currently, anti-double-stranded DNA (anti-dsDNA), proteinuria
and serum complements are the non-invasive biomarkers routinely used to monitor renal
activity in patients with LN (3). However, they do not fully reflect renal damage and its

extent, nor do they have accurate prognostic value.

Therefore, finding non-invasive alternatives capable of identifying or predicting
periods of the disease activity, assessing prognosis, determining the most appropriate
treatment, and monitoring the therapeutic response has been the goal of many current

studies.

Urinary biomarkers for lupus nephritis



98

Several urinary biomarkers have already been described and investigated in
patients with LN. In many cases, they are not specific to SLE, reflecting a series of cellular
processes at the glomerular or tubular level, and their levels may be elevated as a result
of inflammatory, fibrotic or renal ischemic processes. Within the group of urinary
biomarkers, there are studies related to cytokines, chemokines, adipokines, several
proteins, and, more recently, urine sediment gene expression biomarkers, among others.
Table 1 shows the summary of the main urinary biomarkers already identified and their
potential uses in LN. Table 2 shows the results of the ROC analysis for diagnosis of active
lupus nephritis of some new and traditional biomarkers. These tables are not intended to
exhaust the subject, so that there are other markers/methods besides the detection of

urinary proteins, which may not have been contemplated in this review.

Table 1. Principal identified urinary biomarkers and their potential uses in lupus nephritis

Biomarker Correlation with Correlation Predict disease Monitor Predict
disease activity  with histological activity response to histology
renal damage the treatment
Adiponectin +(4,5) NS +(5) +(4) +(4)
AGP + (6) + (6) + (6) +(7) +(8,9)
CDAT cell +(10-12) NS NS +(11) + (11)
Ceruloplasmin +(6) - (6) - (6) +(7) +(9)
CXCL-16 +(13) NS NS NS NS
FLC - (14) + (15) +(14) NS +(14) +(14)
Hepcidin 20 NS NS + (16) - (16) NS
Hepcidin 25 NS + (15) - (16) + (16) NS
IL-6 +(17,18) +(18) NS +(17) +(18,19)
IL-17 + (20) +(21) +(22) NS + (15)
IP-10 +(23-25) +(26) NS +(27) +(4,27)

L-PGDS +(6) +(6) +(6) +(7) +(9)
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MCP-1 +(25,28,29) +(29,30) +(29,30) +(29,31) +(30)
NGAL +(32) +(33) +(32) +(33) +(34)
PGDS +(35) +(26) +(26) +(26) - (26)
TGF-B1 - (21) + (20) + (15) +(15) +(15) +(15)
Transferrin +(6) +(6) + (6) +(7) +(8,9)
TWEAK +(36) +(37) +(38) +(38) - (38)
Type-1 T-cell- +(24,25) NS NS NS NS
related gene

markers

VCAM-1 +(13) +(39-41) NS NS + (40-42)

AGP:alfa-1 acid glycoprotein; CD: cluster of differentiation ; CXCL: chemokine ligand CXC motif; FLC: urinary free light
chain; IL-6: interleukin 6; IL-17: interleukin 17; IP-10: interferon inducible protein 10 also known as Chemokine CXCL10;
L-PGDS: prostaglandin D synthase type lipocalin; MCP-1: monocyte chemotatic protein-1 also known as CCL-2:
chemokine (C-C motif) ligand 2; NGAL: neutrophil gelatinase-associated lipocalin; PGDS: prostaglandin H(2)D-
isomerase; TGF-B1: transforming growth factor beta 1, TWEAK: apoptosis inducer similar to tumor necrosis factor;
VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1

(+) denotes a positive and statistically significant relationship found in the referenced articles; (-) denotes an absence of
statistical significance; NS: not studied - absence of studies with this particular biomarker based upon a MEDLINE search
at the time of this review.

Table 2. Results of the ROC analysis for diagnosis of active lupus nephritis

Biomarker Number of subjects AUC  Sensitivity  Specificity  Reference

ALN ANLN RNL NNL Controls

Adiponectin 33 16 30 - 24 0.88 0.77 0.92 4)
AGP 26 - 36 36 30 0.76 NA NA (6)
Anti-dsDNA 33 16 30 - 24 0.48 0.30 0.80 4)
C3 33 16 30 - 24 0.57 0.57 0.72 (@)
C4 26 - 36 36 30 0.60 0.48 0.71 (6)

Ceruloplasmin 26 - 36 36 30 0.68 NA NA (6)


https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation

100

Creatinine 33 16 30 - 24 0.76 0.58 0.96 4)
CXCL-16 16 - 41 37 0.90 0.88 0.84 (24)
IL-6 17 - 16 - 18 0.77 0.58 93.8 (25)
IL-17 50 - - - 20 0.71 0.66 0.72 (21)
IP-10 17 - 16 - 18 0.93 0.88 0.81 (25)
L-PGDS 26 36 - 36 30 0.71 NA NA (6)
MCP-1 33 16 30 - 24 0.81 0.75 0.84 4
NGAL 33 16 30 - 24 0.69 0.85 0.48 4)
PGDS 30 - 26 - 8 0.79 0.78 0.73 (35)
Proteinuria 17 - 16 - 18 0.99 0.88 1.00 (25)
TGF-p1 50 - - - 20 0.66 0.64 0.68 (21)
Transferrin 26 - 36 36 30 0.80 NA NA (6)
TWEAK 33 16 30 - 24 0.73 0.47 0.96 (4)
TBX21* 17 - 16 - 18 0.91 0.84 0.93 (25)
CD3G* 17 - 16 - 18 0.84 1.00 0.68 (25)
CD4* 17 - 16 - 18 0.84 0.64 0.93 (25)
VCAM-1 33 16 30 - 24 0.81 0.83 0.76 4

AGP:alfa-1 acid glycoprotein; ALN: active LN; ANLN: active SLE patients without LN; CD: cluster of differentiation;
CXCL: chemokine ligand CXC motif; IL-6: interleukin 6; IL-17: interleukin 17; IP-10: interferon inducible protein 10 also
known as Chemokine CXCL10; LN: lupus nephritis; L-PGDS: prostaglandin D synthase type lipocalin; MCP-1: monocyte
chemotatic protein-1 also known as CCL-2: chemokine (C-C motif) ligand 2; NA: not available; NGAL: neutrophil
gelatinase-associated lipocalin; NNL: never had LN; PGDS: prostaglandin H(2)D-isomerase; RNL: remission NL; TBX21:
T-box transcription factor; TGF-B1: transforming growth factor beta 1; TWEAK: apoptosis inducer similar to tumor
necrosis factor; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1.

* Type-1 T-cell-related gene markers.
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The vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)

The vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) is an adhesion receptor of the
endothelial cell member of the immunoglobulin (1g) superfamily, composed of several
immunoglobulin-like extracellular domains, a transmembrane region and a cytoplasmic
domain of 19 amino acids carboxy-terminus. In activated endothelial cells, VCAM-1 is
located on a lipid-raft-like platform with tetraspanins CD9 and CD151, in the so-called
tetraspanin enriched microdomains, which seem to allow the expression and function of
VCAM-1 on the endothelial surface (43). The intracellular terminal region of VCAM-1

is connected to the actin cytoskeleton via Ezrin and Moesin.

There are two binding variants in the human VCAM-1, resulting in a receptor with
seven (7d) immunoglobulin-like protein extracellular domains or six (6d) in which the
domain “4” is lacking. Both human variants of VCAM-1 bind to 041 integrin (VLA-4)
in domains 1 and 4, but may also bind to other integrins, such as a4B7 and adp2 (44).
These integrins are expressed by eosinophils, basophils, lymphocytes, mast cells and

monocytes (figure 1).



102

Figure 1. Human VCAM-1 variants
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The human VCAM-1 has two variants, one containing 6 immunoglobulin-like domains in which
domain 4 is lacking. and another containing 7 domains. The domains 1 and 4 contain the integrin
binding sites. Galectin 3 binds to the VCAM-1 N-glvcosylation sites VCAM-1 also
coimunoprecipitates with ezrin and moesin. The VCAM-1 expression on the cell surface requires
association with the CD151 or CD9 tetraspanins. VCAM can be deaved from the cell surface and
released in a soluble form by the action of ADAM 8§, 9 or 17. VCAM-1: vascular cell adhesion

molecule-1; ADAM: disintegrin and metalloproteinase.
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The binding to VCAM-1 is regulated by the activation state of the integrins: those
with low affinity promote the rolling, while those with high affinity mediate the firm
cellular adhesion to the endothelium, resistant even to the blood stream. The integrin
binding to the domain 1 or 4 of VCAM-1 is also modulated by the a4 1 integrin activation
degree. In addition to the integrins, VCAM-1 binds to galectin-3 on eosinophil (44,45).

The VCAM-1 works in conjunction with other adhesion molecules with the
purpose of regulating immune surveillance and inflammation. Its expression is induced
by cytokines produced in tissues, elevated rates of ROS, oxidized LDL, 25-
hydroxycholesterol, shear stress, high glucose level, and stimulation of TLR endothelial
cell by microbial agents. The activation of the VCAM-1 gene expression is regulated by
NF«B (nuclear factor transcription B), SP-1, AP-1 and interferon regulatory factor-1.

The VCAM-1 can also be released from the endothelial surface through cleavage
by a disintegrin and metalloproteinase 17 (ADAM 17) and, as some studies show, by
ADAM 8 or ADAM 9 as well. For this reason, VCAM-1 appears in a soluble form in the
plasma and urine and is used as a disease predictor biomarker (46). The plasma soluble
VCAM-1 levels increase with endothelial activation in multiple diseases. It is believed
that the soluble VCAM-1, through its binding to circulating leukocytes, limits the binding
of the leukocyte integrin to the endothelial VCAM-1. The adhesion molecules preserve
their functions in their soluble forms. As the quantitative measure of adhesion molecules
bound to the membranes is difficult, the measurement of soluble adhesion molecules can
be performed by the ELISA technique (Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay), a useful
substitute marker for its expression (47).

In addition to endothelial cells, VCAM-1 is also expressed in lymphoid dendritic
cells, in bone marrow stromal cells, in macrophages located in the spleen and thymus, in
synovium, focally in the renal tubular epithelium and in the hepatic Kupffer cells under

noninflammatory conditions. Due to its wide distribution in organs and tissues, the
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VCAM-1 takes part in several pathophysiological processes, such as autoimmune

diseases, cardiovascular diseases, infections and cancer.

VCAM-1 and Systemic Lupus Erythematosus

In SLE, the deposition of immunocomplexes leads to the complement cascade
activation, resulting in endothelial activation with the consequent chemoattraction of
immunocompetent cells. These events induce the overexpression of adhesion molecules
fostering the transmigration of inflammatory cells through the endothelial wall possibly

leading to organic damage.

In patients with SLE, there is a change in the expression of specific cell adhesion
molecules in certain tissues. The expression of E-selectin, VCAM-1 and intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1) is increased in skin and in skeletal muscle biopsies of
SLE patients when compared to controls, with more noticeable elevation during periods
of disease exacerbation. VCAM-1 and the ICAM-1 are poorly expressed in tubular
epithelial and glomerular endothelial cells in normal kidneys, but their expression
increases in the presence of proliferative lupus nephritis, correlating themselves with the

disease activity (48).

The estrogen may be a factor involved in the augmented expression of cell
adhesion molecules. The presence of anti-dsDNA antibodies can also increase the
expression of the cell adhesion molecules. However, studies, which tried to demonstrate
that lymphocytes from patients with active SLE are more adherent to endothelial cells,
have shown conflicting results. While no fundamental change in the rolling process and
adherence was observed in SLE patients, post-adhesion leukocyte spreading, a critical
step in progression to transmigration, appears to be increased in these patients and is

associated with active nephritis.



105

It has been verified that VCAM-1 increases in the glomeruli mesangium and
endothelium of murine lupus nephrite models. VCAM-1 is also elevated in the urine of
mice with immune nephritis induced experimentally, showing good correlation with the
disease activity (13), and the strains that developed more severe renal disease also had

higher soluble VCAM-1 urinary levels.

Studies in humans also correlated the SLE activity with the elevation of the serum
VCAM-1. Some studies have shown that the serum VCAM-1 increases in parallel with
the disease activity during SLE exacerbation (49). Other studies found a positive
correlation between serum levels of VCAM-1 and ICAM-1 and anti-dsDNA antibody
concentration (50), disease activity index (SLEDAI) (51), and negative correlation with
serum concentrations of complement C3 and C4 in patients with SLE (50). Besides,
VCAM-1 serum levels were higher in patients with lupus nephritis than in patients with
SLE, but without nephritis (50). The VCAM-1 levels, but not ICAM-1 or E-selectin, also
correlate with disease severity in renal biopsies of patients with lupus nephritis (52). The
patients with nephritis class 111 and IV have significantly higher levels of VCAM-1 when

compared to patients with nephritis class 11 (50).

Lewis and colleagues, in a recent prospective study, found that absolute VCAM-
1 serum levels were less useful as a diagnostic tool to identify patients with active disease
in relation to conventional markers (anti-dsDNA and C3); however, the VCAM -1
variation compared to baseline level (AVCAM-1) was an upper marker of clinical
response, accessed by the ECLAM score reduction (53). Besides, the VCAM-1 serum
levels correlated significantly with the number of CD95 + CD27 + activated memory B
cells, of CD95 + plasmoblasts and of circulating plasma cells in SLE patients, suggesting
an important VCAM-1 role in the B-lymphocytes survival and maturation in bone marrow

and secondary lymphoid tissues (53).
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The VCAM-1 serum levels increases in patients with primary anti-phospholipid
antibody syndrome or associated with SLE, correlating with severe thrombotic events. In
a study of 133 patients with SLE and 40 controls, VCAM-1 correlated with
neuropsychiatric SLE and with deep venous thrombosis (54). Several groups agree that
serum soluble cell adhesion molecules may remain persistently elevated in patients with

SLE who are in clinical remission (55).

Previous studies have demonstrated that urinary soluble adhesion molecules are
reliable markers of renal allografts rejection (56), suggesting that the urinary level is a
reflection of renal endothelial activation. However, to date, we do not have prospective
data to assess the performance of urinary VCAM-1 in predicting disease activity as well
as monitoring response to treatment. A prospective study evaluating urinary levels of
VCAM-1 in patients with active lupus nephritis and in remission over time may determine
its clinical utility in addition and in comparison to conventional markers of disease
activity. Table 3 summarizes the main published articles relating urinary soluble VCAM-

1 and lupus nephritis.

Table 3. Summary of main published articles relating urinary soluble VCAM-1 and lupus nephritis

Study (ref) Patients Objetives Results
Molad et al, Case-control: 24 SLE  To determine urinary levels of VCAM-1  High urinary levels of VCAM-1 in SLE patients compared to
2002 (39) and 7 controls and ICAM-1 in patients with SLE and to the healthy controls, correlating significantly with C3
verify its relation with clinical and reduction, disease activity (SLEDAI) and damage
laboratory  characteristics, degree of (SLICC/ACR) as well as with creatinine clearance decrease.
activity and damage (SLICC/ACR) Absence of correlation with nephritis
Wu et al, Case-control: 38 SLE To assess serum and urinary levels of Positive correlation of urinary VCAM-1 with urine Pr/Cr and
2007 (13) with or without VCAM-1, P-selectin, TNFR-1 and SLEDAI. Significantly higher levels of urinary VCAM-1 in
active nephritis, 6 CXCL16 and correlate them with SLE and  patients with SLE and LN compared to SLE without LN with
RA and 15 controls active nephritis similar SLEDAI
Abd- Case-control: 30 LN, To assess whether changes in urinary  Significantly higher urinary VCAM-1 and ICAM-1 levels in
Elkareem et 20 SLE without VCAM-1 and ICAM-1 levels reflect tissue  the SLE group with nephritis and advanced histological
al, 2010 nephritis and 20 damage in LN changes (classes I, 1V and V) compared to the group without



107

(42)

Howe et
2012 (57)
Singh et
2012

(40)

Kiani et
2012 (41)
Wu et
2015 (58)

al,

al,

al,

al,

healthy controls

Case-control: 121
SLE (33 active LN
and 88 without active
LN) e 19 healthy
controls

Case-control: 74 LN
with renal BX, (24
with concomitante
urinary sample), 22
with other
glomerulopathies and
13 healthy controls

Cohort of 107
patients: LN proved
by renal BX or
proteinuria and
patients without these
conditions

Case-control: 92
LES-LN with BX
and 20 healthy
controls

To assess the relation between urinary
levels of VCAM-1 and ICAM-1 in patients
with SLE with and without nephritis and to
explore its correlation with renal disease
activity

To investigate whether the urinary levels of
CXCL16, MCP-1 and VCAM-1 in patients
with LN are predictors of particular
pathology characteristics in renal biopsy

To correlate the urinary VCAM-1 and
NGAL levels with proteinuria levels and
histopathological indexes of activity and
chronicity. Quarterly Visits

To determine the urinary levels of ICAM-
1 and VCAM-1 in patients with LN and to
explore their correlation with renal disease
activity

severe histological changes (class | and II). The first group
also presented a negative correlation with serum complement
levels

Higher levels of urinary VCAM-1 and ICAM-1 in SLE
compared to controls. Significantly higher levels of VCAM-
1 in patients with SLE and active LN, with correlation with
rSLAM-R

The VCAM-1 showed a stronger association with activity
index in renal BX and class IV-nephritis but negative
correlation with the chronicity index. The urinary VCAM-1
is also elevated in patients with ANCA-associated GN, FSGS
and membranous nephropathy, not being LN-specific

The urinary VCAM-1 was strongly associated with the
overall physician estimate about the disease activity, as well
as renal analogue-visual scale, urine Pr/Cr, and renal SLICC.
It was also associated with urine Pr/Cr >0.5. The NGAL
showed no significant association with any of these measures

The wurinary levels of VCAM-1 and ICAM-1 were
significantly higher in patients with active LN. A positive
strong correlation was found between intrarenal expression
and urinary levels of VCAM-1 and ICAM-1

ANCA: anti-neutrophil cytoplasmic antibody; BX: biopsy; FSGS: focal segmental and glomerulosclerosis; GN: glomerulonephritis; ICAM-1: intercellular
adhesion molecule 1; LN: lupus nephritis; MCP: monocyte chemotactic protein; NGAL: neutrophil gelatinase-associated lipocalin; RA: rheumatoid arthritis;
SLAM: Systemic Lupus Activity Measure; SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI: disease activity index; SLICC / ACR: disease chronicity index
according to the American College of Rheumatology; TNFR: tumor necrosis factor receptor; urine Pr/Cr: urine protein/creatinine ratio; VCAM-1: endothelial
cell adhesion molecule 1.

Conclusions and future perspectives

Experimental and clinical studies have demonstrated the potential use of urinary

biomarkers of LN activity, which have high accuracy to predict disease activity, renal
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flare, histological damage and may assist in monitoring the response to
immunosuppressive treatment, allowing drug adjustments for both controlling the disease

and reducing the exposure and toxicity.

At present time, however, the studies about biomarkers in LN still involve
relatively few cohorts with short follow-up, needing to be validated in studies that are
more robust. The urinary biomarkers are not superior to renal biopsy, which remains the
gold standard to determine LN activity and chronicity, as well as to establish prognosis
in patients in whom the disease is not controlled despite the optimization of
immunosuppressive regimens. It is postulated that no biomarker has sufficient sensitivity
and specificity as an isolated test, and it is necessary to adopt, as a future perspective, the
validation of biomarkers panel with more accuracy to detect disease activity, to anticipate
renal activity, and to establish prognosis, determining changes in the treatment as regards
its intensification or even suspension. In this context, VCAM-1 appears as a biomarker

that shows promising results based on several studies published in the last fifteen years.
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ABSTRACT

Introduction: Although renal pathology is highly predictive of clinical outcomes in lupus
nephritis (LN), it cannot be performed serially because of its invasive nature and
associated morbidity. Traditional biomarkers used in the clinical practice are not accurate

predictors of LN histological class and severity, nor are they reliable in assessing
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treatment response. Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) is involved in the
progression of glomerular and tubulointerstitial injury in LN and can be easily assessed
in urine.
Objective: The aim of this study was to assess urinary soluble VCAM-1 (UWCAM-1) as
a biomarker of disease activity and treatment response in LN.
Methods: This prospective study enrolled patients with class Ill, IV or V LN diagnosed
within the last three years and divided them in two groups: with and without active
nephritis at the inclusion. At each visit, a urine sample was collected for uWCAM-1
evaluation and the nephritis status was accessed.
Results: Median uVCAM-1 level was elevated in patients with active compared to
inactive LN (p<0.001). The ROC curve of uWCAM-1 demonstrated an AUC of 0.84 and
a cutoff of 47.2 ng/mgCr yielded a good sensitivity (74.2%) and specificity (74.2%) for
the diagnosis of active LN. A significant correlation was found between uVCAM-1 level
and renal activity scores and traditional biomarkers of LN. The level of uWVCAM-1
dropped in patients with active LN who went into remission (p<0.001), increased in
patients who went into activity (p=0.002) and did not change in patients who remained
inactive (p=0.797). The level of uWCAM-1 peaked during the flare of LN (p<0.05).
Conclusion: The uWCAM-1 is a reliable biomarker that reflects renal disease activity and
is useful for monitoring individual patients with lupus nephritis over time.

Keywords: lupus nephritis, VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1,

urinary biomarker.

Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a heterogeneous autoimmune disease of
unknown etiology characterized by the production of autoantibodies and the involvement
of multiple organ systems (1). Kidney involvement occurs in up to 60% of patients (2)
and is a major predictor of morbidity and mortality (3). There are different histological
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subtypes of lupus nephritis (LN) and the treatment changes according to its subtype (4).
Clinical presentation, qualitative urine analysis, renal function estimation and urine
protein-creatinine ratio (UPC) may suggest a specific subtype of LN and are currently
used to assess treatment response as well as to detect nephritic flares (5). However, they
lack sensitivity and specificity for distinguishing renal inflammation and damage, or
predicting flare-ups of nephritis (5). Renal damage occurs before the alteration of these
parameters, which leads to a delay in the diagnosis and treatment of LN, thus contributing
to morbidity and mortality (6).

Kidney biopsy remains the mainstay for diagnosis and correct classification of
LN. Nevertheless, it is an invasive procedure and its repetition is not indicated for the
follow-up of patients. Currently, anti-double stranded DNA (anti-dsSDNA) and serum
complements are other non-invasive biomarkers routinely used to monitoring renal
activity in patients with LN (7). However, they are not sensitive nor specific enough for
detecting ongoing disease activity and early relapse of nephritis (5) and they do not reflect
kidney damage nor have prognostic value.

Thus, it is of interest to discover biomarkers capable of anticipating disease
activity, predicting renal histology, enabling earlier treatment and reducing undesired
outcomes. Urinary biomarkers are directly excreted by the kidney and are easily obtained.
They can also differentiate the renal activity of the disease from other organic

manifestations more accurately than the serum biomarkers (8).

Recent proteomic studies have identified urinary vascular cell adhesion molecule
1 (VCAM-1) as a potential urinary biomarker of LN (9-11) VCAM-1 is an integrin and
immunoglobulin superfamily group member that is induced on endothelial cells in
response to numerous inflammatory cytokines, including tumor necrosis factor (TNF) and

interleukin (IL)-1, and bind integrin partners on leukocytes. It has been documented to be
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increased within the kidneys, sera and urine of SLE patients (12,13). Soluble versions of
VCAM-1 are shed from endothelial cell surfaces and are detectable in urine (UWCAM-1).

Several studies correlated the uWCAM-1 levels with UPC, with general disease
activity assessed through the Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
(SLEDAI) (12,13) and with active LN (14,15). Patients with more advanced histological
changes (class 111, IV and V nephritis with greater kidney biopsy activity) had the highest
values (16,17). In addition, a previous study showed that high levels of uWCAM-1 may
indicate patients at increased risk of long-term loss of renal function (11). However,
prospective studies are needed to determine whether the use of serial UWVCAM-1
measurements can assess LN activity and treatment response, which is the aim of this

study.

Methods
Study design and recruitment

This prospective study included consecutive patients with class Ill, IV or V
biopsy-proven active LN assessed according to The International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS) guidelines (18) diagnosed between
January 2016 and January 2019 and subjects with LN in remission at the moment of
inclusion but active within the last 3 years. Patients were recruited from the SLE
outpatient clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. The study was approved
by the institutional research ethics committee. All study subjects had diagnosis of SLE
with age greater than 18 years old and provided written consent form for study
participation. All individuals fulfilled 4 or more of the revised criteria for SLE defined by
the American College of Rheumatology (ACR) (19).
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To calculate the sample size, WIinPEPI version 11.65 software was used, with 80%
power, alpha error of 0.05 and considering a correlation of 0.5 (12,17), requiring 30
patients in each group (active or inactive nephritis) to verify correlation between urinary
soluble VCAM-1 levels and active nephritis.

The patients with active nephritis were included before they started a new
immunosuppressive treatment. Active LN was defined as proteinuria (UPC>0.5) plus
active urinary sediment (hematuria, leukocyturia or cellular hematic/granular casts) (20).
Remission was stratified in complete or partial renal response. Complete renal response
was defined as UPC<0.5 and normal or near normal [within 10% of normal estimated
glomerular filtration rate (eGFR) if previously abnormal] eGFR. Partial renal response
was defined as >50% reduction in proteinuria to subnephrotic levels and normal or near-

normal eGFR (21).

Exclusion criteria included patients with neoplasms within the last 12 months,
pregnancy and/or lactation within the last three months, diabetes mellitus, chronic or
acute infections, cardiovascular diseases (ischemic or thromboembolic events) within the
last six months, end-stage renal disease (eGFR<30 mL/min/1.73 m?) or on hemodialysis
as well as kidney transplant recipients. Patients with active neuropsychiatric lupus,
antiphospholipid syndrome and overlap with other autoimmune diseases except Sjogren's

syndrome were also excluded.

Data collection

At each visit, a urine sample was collected for soluble VCAM-1 assessment. To
access and quantify the renal activity of the disease, we used the following scores: 1) The
Systemic Lupus International Collaborating Clinics renal activity/response exercise

(renal SLICC) (22,23). This score can range from 0 to a maximal of 15, (active LN score
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>4) and it graded scores for proteinuria (range 0-11), hematuria (range 0-3) and
leukocyturia (range 0-1); 2) The Renal SLEDAI (the four kidney-related criteria of the
SLEDAI (24), i.e., hematuria, leukocyturia, proteinuria, and urinary casts). The renal
SLEDAI score can range from 0 (nonactive renal disease) to a maximal score of 16 (active
LN score >1); 3) A modification of The Systemic Lupus Activity Measure revised
(SLAM-R) (25), the renal SLAM-R (rSLAM-R). The rSLAM-R graded scores for the
urine sediment (range 0-3) as well as the serum creatinine or creatinine clearance (range
0-3), giving a range of 0 (no active renal disease) to a maximum score of 6 (active LN
score >1). An abnormal serum creatinine or creatinine clearance was included in the

rSLAM-R score only if the concomitant urinary sediment was active.

In addition, the Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000
(SLEDAI-2K) (24,26) and the Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology damage index (SLICC/ACR damage index)
(27) scores were performed for evaluation of global activity and chronicity of SLE,

respectively.

At each visit, all the participants were subjected to detailed history and clinical
evaluation and the treatment was recorded. Anti-dsDNA antibody, complement C3 and
C4, complete urine analysis, UPC, serum creatinine and glomerular filtration rate
estimated by Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) (28) were
assessed. Anti-dsDNA antibody levels were detected by Crithidia luciliae indirect
immunofluorescence test (CLIFT) and complement C3 and C4 levels were assayed by

turbidimetric immunoassay.

Biomarker assay
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Urine samples were collected at each visit. Urine “clean-catch midstream”
samples of 20-50 ml were centrifuged to 200 G for 5 min, within 1 hour of its collection
to remove suspended matter, aliquoted and frozen at — 80°C. Repeated freeze-thaw was
avoided until the time of analysis. No special additive or preservative was required.
VCAM-1 was measured by solidphase sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), and the Kits were used as indicated
by the manufacturer (human VCAML1 Duo Set, catalog number DY809).

All urine samples were diluted 1:100 or more with the provided sample diluent,
for the ELISA, and the concentrations of the molecule were ascertained from standard
curves constructed using manufacturer-supplied standards. All assays were performed in
duplicate. The urine levels of VCAM-1 were standardized to urine creatinine (Cr)
measured in the same spot urine to adjust for the variable urine concentration and

expressed as ng/mgCr. Coefficients of variation were below 20%.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 21.0, Armonk, NY, USA. Variables with a normal distribution
were presented as mean and standard deviation (SD), and non-normal quantitative
variables were presented as the median (25"-75" percentiles). Correlation analysis
between two variables was performed using Spearman’s rank correlation. Shapiro-Wilk
test was used to test for data normality. The Mann-Whitney U test was used to compare
between two groups and the Kruskal-Wallis test was utilized for comparing three or more
groups. The Kruskal-Wallis test was followed by Dunn's post-hoc testing. Association
among categorical variables was measured by Pearson's chi-squared test. The diagnostic
accuracy of urinary soluble VCAM-1 as well as traditional markers of LN were assessed

using receiver operating characteristic curve (ROC) analysis, and the corresponding area
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under the curve (AUC) was calculated. ROC analyses was also used to compute the
sensitivity, specificity and optimal cutoff point for urinary soluble VCAM-1, as well
conventional laboratory measure. A generalized estimating equation model was
constructed to examine the relationship between urinary VCAM-1(log-transformed)
levels and patients' disease activity over time. Poisson regression was performed on the
cross-sectional data, and the prevalence ratio was derived. Statistical significance was
defined as a two-tailed p value less than 0.05.

Results

Patient characteristics

Sixty-two patients were included in the study (88.7% female). The mean age (SD)
was 36.8 + 11.9 years and mean SLE duration was 7.1 (3.8-12.7) years. At the baseline,
31 patients presented active LN. Fifteen patients had new-onset LN and presented a
kidney biopsy performed within 3 months before the study enroll. Baseline demographics,
clinical characteristics, laboratory findings, disease scores and current treatment are
summarized in table 1. The level of uWCAM-1 was measured at 1 to 4 visits per patient
over a mean course of 12.9 months period (range 6.5-21.5) with an average time (SD)
between the visits of 4.3 £ 1.0 months, for a total of 233 visits. There were 15 missed
visits: two patients contributed only one visit due to 1 pregnancy and 1 death from
infection; the other losses occurred because the patients did not return for evaluation
within the expected period. Anti-La antibody and pure membranous nephritis were more
prevalent in patients with active LN, while class IV LN in the past was more prevalent in
patients with inactive LN. Mycophenolate mofetil was more frequently used in remission

LN patients.

Table 1. Baseline demographics, clinical characteristics, laboratory findings, disease scores and medications

Patient’s Features” Total Active LN Inactive LN p
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(n=62) (n=31) (n=31)

Age (years) 36.8+11.9 36.7 £13.2 36.9+10.5 0.926
Female 55 (88.7) 26 (83.9) 29 (93.5) 0.425
Caucasian 52 (83.9) 25 (80.6) 27 (87.1) 0.730
Disease duration (years) 7.1(3.8-12.7) 6.5 (1.0-11.3) 8.4(4.3-14.2) 0.149
SLE Clinical characteristics

Mucocutaneous 58 (93.5) 29 (93.5) 29 (93.5) 1.000

Musculoskeletal 29 (46.8) 12 (38.7) 17 (54.8) 0.309

Serositis 18 (29.0) 7 (22.6) 11 (35.5) 0.401

Neuropsychiatric 3(4.8) 1(3.2) 2 (6.5) 1.000

Hematological 40 (64.5) 22 (71.0) 18 (58.1) 0.426
Autoantibodies

Anti-dsDNA 50 (80.6) 26 (83.9) 24 (77.4) 0.748

Anti-Sm 17 (28.8) 9 (31.0) 8 (26.7) 0.934

Anti-Ro 19 (32.2) 11 (3.9) 8 (26.7) 0.518

Anti-La 9(15.3) 8 (27.6) 1(3.3) 0.012

Anti-nRNP 17 (28.8) 8 (27.6) 9 (30.0) 1.000

aPL 4 (6.6) 3(10.0) 1(3.2) 0.354
Sjogren’s syndrome 4(6.5) 3(9.7) 1(3.2) 0.612
Renal pathology (ISN/RPS) 0.039

i 34 (55.7) 17 (54.8) 17 (56.7)

v 13 (21.3) 3(9.7) 10 (33.3)*

I+VorlVv+V 4 (6.6) 3(9.7) 1(3.3)

\ 10 (16.4) 8 (25.8)* 2 (6.7)
Disease activity and damage scores

SLEDAI-2K 8(2-16) 16 (10— 18) 2(0-4) <0.001

Renal SLEDAI 6(0-12) 12 (8 -12) 0(0-4) <0.001

Renal SLAM-R 2(0-2) 2(2-3) 00-2) <0.001

Renal SLICC 4(0-8) 8 (6-11) 0(0-1) <0.001

SDI 0(0-1) 00-1) 0(0-1) 0.229
Laboratory parameters

C3 (mg/dl) 92 (65-121) 70 (54 —94) 111 (89 - 135) <0.001

C4 (mg/dl) 15 (8.8 — 22.3) 10 (5-15) 22 (15-29) <0.001

UPC 0.68 (0.28—-1.95) 1.84 (0.95-3.36) 0.29 (0.09 — <0.001

0.46)

eGFR 103.5 (87 — 121) 93 (72 - 126) 107 (91 - 121) 0.379
Current medication

Hydroxychloroquine 51 (82.3) 24 (77.4) 27 (87.1) 0.506

Azathioprine 8 (12.9) 1(3.2) 7 (22.6) 0.053

Mycophenolate mofetil 29 (46.8) 9 (29.0) 20 (64.5) 0.011

Prednisone 19 (30.6) 11 (35.4) 8 (25.8) 0.582

Calcineurin inhibitors 1(1.6) 13.2) 0(0.0) 1.000

aPL: antiphospholipid, either IgG anti-cardiolipin or the lupus anticoagulant; C: complement; eGFR: estimated glomerular
filtration rate; ISN/RPS: The International Society of Nephrology/Renal Pathology Society; LN: lupus nephritis; SDI:
American College of Rheumatology/Systemic Lupus International Collaborative Clinics SLE damage index; SLAM-R:
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Systemic Lupus Activity Measure — Revised; SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI: SLE disease activity index;
SLICC: Systemic Lupus International Collaborating Clinics Renal Activity/Response Exercise; UPC: urine protein creatinine
ratio.

#Variables described as mean + standard deviation, median (25%-75" percentiles) or n (%)

* Statistically significant association by residual test adjusted to 5% significance

Urinary soluble VCAM-1 differentiates between active and inactive lupus

nephritis

The uVCAM-1 levels were elevated in patients with active LN at the inclusion
compared to inactive patients (Median=125.3 ng/mgCr; 25"-75'" percentiles: 46.9-249.6
vs. 28.7 ng/mgCr; 25M-75" percentiles: 8.8 — 47.8, p<0.001).

During follow-up, uVCAM-1 levels were higher in patients with active LN
compared to those with partial or complete renal response (p<0.001). Regarding the
partial and complete renal response, there was no significant difference (p=0.132), but

there was a tendency to lower levels in the complete response, as shown in figure 1.
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Figure 1. Analysis of uWVCAM-1 according to nephritis status during follow-up. Active LN was
defined as proteinuria (UPC>0.5) plus active urinary sediment. Complete renal response was
defined as UPC<0.5 and normal or near normal [within 10% of normal estimated glomerular
filtration rate (eGFR) if previously abnormal] eGFR. Partial renal response was defined as >50%

reduction in proteinuria to subnephrotic levels and normal or near-normal eGFR.

ROC analyses were performed to derive the best cutoff values of uWCAM-1 and
traditional biomarkers to differentiate between active and inactive LN. The AUCs and

best cutoff values are shown in table 2, as well as the combinations of these biomarkers.

Table 2. Combination of conventional biomarkers and urinary soluble VCAM-1 for the diagnosis of active LN

Analyte AUC (C195%)  Cutoff  Sensitivity  Specificity Accuracy

VCAM-1 0.84 (0.75-0.94) >47.2 74.2% 74.2% 74.2%
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C3 0.79 (0.68-0.91) <93 74.2% 67.7% 71.0%
C4 0.84 (0.74-0.94) <16 87.1% 74.2% 77.4%
Anti-dsDNA 0.65 (0.51-0.79) >1/10 51.6% 74.2% 64.5%
C3+C4 - - 87.1% 67.7% 77.4%
C3 + C4 + Anti-dsDNA - - 90.3% 61.3% 75.8%
VCAM-1 + C3 - - 93.5% 51.6% 72.6%
VCAM-1 + C4 - - 96.8% 58.1% 77.4%
VCAM-1 + Anti-dsDNA - - 83.9% 54.8% 69.4%
VCAM-1+ C3 +C4 - - 96.8% 51.6% 74.2%
VCAM-1 + C3 + C4 + Anti-dsDNA - - 96.8% 45.2% 71.0%

AUC: area under the curve; C: complement; CI: confidence interval; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1

A significant correlation was found between uVCAM-1 levels and SLEDAI-2k,
renal SLEDAI, renal SLAM-R, renal SLICC, C3, C4, anti-dsDNA, UPC and hematuria,

as shown in table 3.

Table 3. Correlations between urinary soluble VCAM-1 and other LN biomarkers/disease scores

VCAM-1
SLEDAI-2k 0.597***
SDI 0.118
Renal SLEDAI 0.569***
Renal SLAM-R 0.470***
Renal SLICC 0.620***
Anti-dsDNA 0.342**
C3 -0.344**
C4 -0.382**
Serum creatinine 0.108
eGFR -0.072
UPC 0.654***
Leukocyturia 0.187
Hematuria 0.388**

Spearman’s correlation coefticients

*p value <0.05; **p value <0.01; ***p value <0.001

C: complement; LN: lupus nephritis; SDI: American College of Rheumatology/Systemic Lupus International
Collaborative Clinics SLE Damage Index; SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; renal
SLAM-R: The renal Systemic Lupus Activity Measure revised; renal SLICC: The Systemic Lupus International
Collaborating Clinics renal activity/response exercise; eGFR: estimated glomerular filtration rate; UPC: urine protein-
creatinine ratio.

A Poisson regression model adjusting for age, sex, ethnicity, C3 and C4 levels and
anti-dsDNA showed a prevalence ratio of 1.97 (95% confidence interval =1.08 to 3.61,
p=0.028) for high uVCAM-1 levels, correlating with the presence of active LN.
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In patients with active LN at baseline, there was no significant difference in
uVCAM-1 levels according to the class of nephritis IlI, IV, V and Il + Vor IV + V
(p=0.207). Similarly, we found no difference between proliferative forms with or without
associated class V versus pure membranous (median=100.4 ng/mgCr; 25"-75%
percentiles: 40.5-224.1 vs 191.5 ng/mgCr; 25"-75" percentiles: 66.5-288.4; p=0.295).

Urinary soluble VCAM-1 is a marker of disease activity and treatment

response

We analyzed the levels of uWVCAM-1 when the patient changed his LN status
(inactive-active or active-inactive) and when it remained the same (inactive-inactive)
regarding the last study visit (mean four months ago). During the observation period, only
one patient remained with active nephritis at all visits in spite of the treatment (data not
showed) and two patients contributed only with one visit. The levels of uWVCAM-1
dropped significantly in patients with active LN who went into remission (inactive) and
significantly increased in patients who went into activity. In patients who remained
inactive, there was no significant change, as observed in figure 2.
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Figure 2. Urinary soluble VCAM-1 levels according to lupus nephritis status. Active LN was defined
as proteinuria (UPC>0.5) plus active urinary sediment (hematuria, leukocyturia or cellular

hematic/granular casts).

During the follow-up, seven patients who entered the study with inactive LN
presented reactivation of nephritis. Urine samples from before, during and after the flare
were prospectively collected. As shown in figure 3, uWCAM-1 levels peaked during the
flare and decreased afterwards. Statistically significant difference was found between
UVCAM-1 levels at the flare as compared to 8 months before the flare time point
(p=0.003). Although the differences between uVCAM-1 levels at the flare and 4 and 8
months after that did not reach statistical significance, a downward trend was observed.
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Figure 3. Urinary soluble VCAM-1 levels at different time points relative to a lupus
nephritis flare. The levels of uWCAM-1 of seven lupus nephritis patients were
evaluated 8 and 4 months before and after a flare, including at the time of the flare
itself (time point 0). The number of patients who contributed at each moment was
informed. Graph represents median and interquartile range.*p<0.05 compared
with level at flare.

Discussion

This prospective study demonstrated the usefulness of uWCAM-1 as a biomarker
of disease activity and treatment response in LN. We assessed the uVCAM-1 levels at
baseline and after 4, 8 and 12 months in 31 active and 31 inactive LN patients, without
other significant SLE activity (SLEDAI-2K median 2; 25"-75" percentiles 0-4). The
uVCAM-1 levels were elevated in patients with active compared to inactive LN at the
baseline. A significant correlation was found between uVCAM-1 levels and renal activity

scores, C3 and C4 levels, anti-dsDNA, UPC and hematuria. The levels of uVCAM-1
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dropped significantly in patients with active LN who went into remission and

significantly increased in patients who went into activity.

In LN, urinary biomarkers may be more specific for renal damage than serum
biomarkers, particularly in SLE patients with active systemic disease (8). Besides that,
obtaining urine for laboratory testing is much easier and less invasive, making it an ideal
biological sample for a disease that requires repetitive screening. Nevertheless, it is
unlikely that uWCAM-1 will entirely replace kidney biopsy in the diagnostic process,
since it cannot help in differentiating LN classes neither provides information about the

presence of nephropathy secondary to antiphospholipid syndrome or other etiologies.

The uVCAM-1 levels were significantly higher in patients with active LN. We
have also demonstrated during the follow-up, a tendency to higher levels of uWCAM-1
in patients with partial renal response compared to complete renal response, which further
reinforces this relationship. These results are in agreement with previous studies
demonstrating elevated uWCAM-1 levels in patients with active LN (13,17,29,30).

Moreover, the uWCAM-1 levels consistently correlated with several renal activity
scores, like renal SLEDAI, renal SLAM-R and renal SLICC. Serum levels of
complements and anti-dsDNA as well as UPC levels also showed a significant correlation
with uWVCAM-1.

The VCAM-1 is an adhesion molecule involved in trafficking of inflammatory
cells and lymphocytes. The increase of VCAM-1 was verified not only in the
endothelium, but also in cortical tubules and glomeruli of murine lupus nephritis models
(31). VCAM-1 was also elevated in the urine of mice with experimentally induced
immune nephritis, showing a good correlation with disease activity (12) and the strains
that developed more severe kidney disease also had higher urinary VCAM-1 levels (32).
VCAM-1 expression increased significantly in the kidney of patients with LN, as detected
by immunohistochemical and computer-imaging analysis techniques (33,34). These
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findings suggest that elevated levels of uWCAM-1 in LN reflect increased of it production

within the kidney as a consequence of active inflammation.

The ROC curve of uVCAM-1 demonstrated an AUC of 0.84 for all the
participants and a cutoff of 47.2 ng/mgCr yielded a good sensitivity (74.2%) and
specificity (74.2%) for the diagnosis of active LN. In our study, high uWVCAM-1 levels
reflected the presence of LN in SLE patients at least in the same way or even better than
clinical markers in widespread use, such as anti-dsDNA antibodies and complement
component levels. When combined with traditional LN biomarkers (C3, C4 and anti-
dsDNA), uWVCAM-1 increased sensitivity from 90.3% to 96.8%.

In agreement with the work from MoK CC et al (30), we observed no difference
between uVCAM-1 levels and nephritis class (proliferative with or without membranous
vs pure membranous). We chose not to include patients with class I and 11 nephritis, which
were not associated with VCAM-1 elevation in previous studies (16,30). Some studies
showed that elevated uWCAM-1 is not specific for SLE. It appears to be a marker of renal
injury since other types of inflammatory nephritis (anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies-associated glomerulonephritis, for instance) also showed elevated levels of
uVCAM-1 (17,35). Therefore, patients with class V LN who had a sufficient degree of
inflammation to fulfill the activity criteria would also be expected to have a significant
increase in UWCAM-1 levels. A previous study that found higher levels of uWCAM-1 in
proliferative classes did not compare them against pure class V, but with a group formed
together with class 11 (36). This finding remains to be confirmed in larger numbers of
patients displaying each of these histological subtypes.

Fluctuations of uWCAM-1 levels were found to reflect renal disease activity in LN
patients. Besides that, effective LN therapy reduced uVCAM-1 levels over the time,
emphasizing the role of uWVCAM-1 as a valuable biomarker in LN follow-up. Among

patients who reactivated nephritis during follow-up, uWCAM-1 levels were not found to
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be predictive of flare. However, the peak was at the time of the flare, thus uWVCAM-1
levels may provide supporting evidence in cases where the diagnosis of a renal flare is
suspected. This may be especially important in cases whose traditional biomarkers are
not helpful to identify LN activity, for instance, in patients with residual hematuria, anti-

dsDNA permanently positive or who have deficiencies of complement components.

This study has some potential limitations. The first is not having uWVCAM-1
assessments at shorter time intervals. Therefore, we cannot rule out elevation of uWCAM-
1 levels closer to the nephritis flare. However, it is unlikely that a patient with inactive
disease will be reevaluated in a period shorter than four months in clinical practice. Other
limitation is that some measurements were based on a relatively small group of patients
(only seven reactivated LN) and our study may not have enough power to be conclusive
at this point. In this study we were also unable to compare the performance of uVCAM-
1 with proteinuria regarding the diagnosis of LN. As proteinuria was one of the
parameters taken into account in our definition of active LN, we could not examine it as

an independent marker in comparison with uVCAM-1 in the diagnosis of active LN.

Conclusion

The uVCAM-1 is a reliable biomarker that reflects renal disease activity. It is
useful in the assessment of patients with LN as a one-time measurement tool but also in
the follow-up of patients undergoing therapy. Moreover, uVCAM-1 performed
significantly better than some traditional biomarkers in widespread use in distinguishing

between lupus patients with active or inactive nephritis.

With the emergence of new biomarkers, other longitudinal studies with larger
number of patients and different populations are needed to define which combination of

biomarkers best reflects changes in LN activity and response to therapy. Defining an
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optimal panel of biomarkers for LN monitoring is still an unmet need. In this scenario,

uVCAM-1 proved to be an excellent candidate to compose this panel.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que os niveis de UVCAM-1 diminuiram nos
pacientes com NL ativa que entraram em remissao e aumentaram nos que entraram em

atividade, confirmando que suas flutuacdes refletem o comportamento da doenga renal.

Os pacientes que reativaram a nefrite durante o seguimento apresentaram pico dos
niveis de uWCAM-1 no momento da ativacdo, o que pode auxiliar em casos de davida
diagndstica, como por exemplo, em pacientes com proteindria residual, sedimento
urinério persistentemente ativo ou deficiéncia de producdo de componentes do

complemento.

Os niveis de uVCAM-1 foram mais elevados em pacientes com NL ativa na
entrada do estudo. Durante o acompanhamento, observamos também uma tendéncia a
niveis mais altos em pacientes com resposta renal parcial em comparacéo a resposta renal
completa. Além disso, houve correlacdo significativa entre os niveis de uWCAM-1 e 0s
escores de doenca renal e os biomarcadores tradicionais de NL. Niveis de uWVCAM-1
acima do ponto de corte (>47,2 ng/mgCr) apresentaram performance semelhante ou até

mesmo superior aos biomarcadores atualmente usados na identificacdo de NL.

Nossos resultados permitem concluir, portanto, que o uVCAM-1 é um
biomarcador util na avaliagdo da atividade da NL e no acompanhamento do seu

tratamento.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Recentes estudos experimentais e clinicos investigaram o papel de diversos
biomarcadores urinarios na monitorizacdo da NL. Esses novos biomarcadores apresentam
como vantagens a facil obtencdo e a viabilidade de repeticGes seriadas. Além disso,
possuem intima relacdo com o parénquima renal, refletindo com maior acuracia a
atividade inflamatoria local. Algumas dessas moléculas apresentaram, inclusive,
performance superior a dos biomarcadores séricos tanto novos quanto tradicionais, na
deteccdo de NL.

Contudo, ainda existem poucos estudos longitudinais publicados e com curto
periodo de seguimento, necessitando de posterior validagdo por trabalhos mais robustos.
Outro ponto importante é que nenhum biomarcador alcancou individualmente um valor
preditivo considerado excelente, até 0 momento.

Como perspectiva futura, aguarda-se a definicdo e a validagdo de um conjunto de
biomarcadores que apresente maior precisdo na detecgdo da NL, boa correlagdo com a
classe histoldgica e capacidade de predizer progndstico a longo prazo. Este painel podera
ainda ser usado na avaliacdo da resposta ao tratamento, otimizando seus potenciais
beneficios e minimizando seus riscos.

Nesse contexto, a monitorizacdo dos niveis urinarios de VCAM-1 soluvel
mostrou resultados promissores no presente estudo, de modo que essa molécula parece

ser uma forte candidata para compor este painel.
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10 ANEXOS

ANEXO I. Critérios de classificacdo do ACR para LES revisados em 1997

1. Eritema malar: lesio eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo.

2. Lesdo discdide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas
aderidas e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atrdfica e discromia.

3. Fotossensibilidade: exantema cutaneo como reagdo ndo-usual 3 expo-
sicdo 3 luz solar, de acordo com a histdria do paciente ou observado pelo
médico.

4, Ulceras orais/nasais: ilceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolo-
res, observadas pelo médico.

5. Artrite: nao-erosiva envolvendo duas ou mais articulagdes periféricas,
caracterizadas por dor e edema ou derrame articular.

6. Serosite: pleuris (caracterizada por histdria convincente de dor pleuriti-

ta, atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou peri-

cardite (documentado por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame
pericardico).

7. Comprometimento renal: proteiniria persistente (= 0,5 g/dia ou 3+) ou
cilindriria anormal.

8. Alteragdes neuroldgicas: convulsao (na auséncia de outra causa) ou
psicose (na auséncia de outra causa).

9. Alteracoes hematoldgicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor gue
4.000/mm? em duas ou mais ocasides) ou linfopenia (menor que 1.500/mm?
em duas ou mais ocasides) ou plaguetopenia (menor que 100.000,/mm* na
auséncia de outra causa).

10. Alteragdes imunolégicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou
presenca de anficorpo antifosfolipide com base em:

a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina;

b) teste positivo para anticoagulante Lipico; ou

c} teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis meses.

11. Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia indireta ou método equivalente, em qualquer &poca, & na
auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas 3 sindrome do ldpus
induzido por drogas.

Adaptado de Hochberg MC. Updating the American College of Rheumatology revised criteria for
the classification of systemic lupus erythematosus (29).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hochberg%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9324032

ANEXO I1. Critérios de classificacdo de 2012 do SLICC para LES

Critérios clinicos

1.

2
3
4
5.
6
7
8
9

Ldpus cutaneo agudo
LUpus cutaneo cronico
Ulceras orais ou nasais
Alopecia ndo-cicatrizante
Acrtrite

Serosite

Renal

Neurolégico

Anemia hemolitica

10. Leucopenia
11. Trombocitopenia (<100.000/mm?3)

Critérios imunoldgicos

1.

2
3
4.
5
6

FAN

Anti-dsDNA

Anti-Sm

Anticorpos antifosfolipides
Complementos baixos (C3, C4, CH50)

Coombs direto positivo (ndo contado na presenca de anemia hemolitica)
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Adaptado de Petri M, Orbai AM, Alarcon GS, Gordon C, Merrill JT, Fortin PR, Bruce IN, et al. Derivation and validation of the
Systemic Lupus International Collaborating Clinics classification criteria for systemic lupus erythematosus (30).
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ANEXO I11. Classificacdo 2003 da ISN/RPS para nefrite lUpica

[ GN mesangial minima: aspecto normal a MO; dep6sitos mesangiais a IF
1 GN proliferativa mesangial: expansdo de matriz ou celularidade mesangial de qualquer grau 8 MO; depdsitos
imunes mesangiais; esparsos depdsitos subepiteliais ou subendoteliais a IF/ME

11 A GN proliferativa focal com lesdes ativas
AIC GN proliferativa focal com lesGes ativas e cronicas
C GN proliferativa focal com lesbes crdnicas

v S-A GN proliferativa segmentar difusa, lesdes ativas e necrotizantes
G-A GN proliferativa global difusa, lesdes ativas e necrotizantes

S-AlIC GN proliferativa segmentar difusa, lesdes ativas e crénicas
G-A/lC GN proliferativa global difusa, lesdes ativas e cronicas

S-C GN proliferativa segmentar difusa, lesdes cronicas com cicatrizes
C-C GN proliferativa global difusa, lesdes crdnicas com cicatrizes
\Y GN membranosa: depdésitos subepiteliais globais ou segmentares ou suas sequelas
a MO, IF ou ME, combinada ou ndo &s classes Il e IV
VI Nefrite lUpica esclerosante avangada: mais de 90% de glomérulos escleréticos sem

lesBes ativas residuais
GN: glomerulonefrite; MO: microscopia 6ptica; IF: imunofluorescéncia; ME: microscopia eletronica.
Adaptado de Weening JJ, D’Agati VD, Schwartz MM, Seshan S V., Alpers CE, Appel GB, et al. The classification of
glomerulonephritis in systemic lupus erythematosus revisited (297).

ANEXO 1V. Classificacdo de 1982 da OMS/ISKDC para nefrite lUpica

la Normal sob todas as técnicas
Ib Normal a MO, depésitos a IF e/ou ME
lla GN mesangial, com hipercelularidade/expansdes mesangiais discretas
1b GN mesangial, com hipercelularidade/expansfes mesangiais moderadas
Illa GN segmentar e focal, com lesBes necrotizantes ativas
IlIb  GN segmentar e focal, com leses ativas e esclerosantes
Illc  GN segmentar e focal, com lesdes esclerosantes
IVa GN difusa, sem lesbes segmentares
Vb GN difusa, com lesdes necrotizantes ativas
IVc  GN difusa, com lesGes ativas e esclerosantes
Va GN membranosa difusa pura
Vb GN membranosa associada a classe Il
Ve GN membranosa associada a classe 111
Vvd GN membranosa associada a classe IV

Vi GN esclerosante avangada

GN: glomerulonefrite; MO: microscopia dptica; IF: imunofluorescéncia; ME: microscopia eletronica. Adaptado de
Churg J, Sobin L. Renal disease: classification and atlas of glomerular disease. Renal disease. New York/Tokyo; 1982
(298).
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ANEXO V. Termo de consentimento livre e esclarecido

N° do projeto GPPG: 16-0616 CAAE: 62491416.5.0000.5327

AVALIAGCAO PROSPECTIVA DO VCAM-1 SOLUVEL URINARIO COMO BIOMARCADOR DE
NEFRITE EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar os niveis urinarios
de uma molécula (VCAM-1) que esta associada a lesdo renal (nefrite) em pacientes portadores de lpus
eritematoso sistémico. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Servigo de Reumatologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em sua participagdo sdo 0s
seguintes: coleta de cerca de 20 mL de urina (equivalente a um frasco de coleta) para analise da molécula
VCAM-1, além da amostra de urina para realizagdo dos exames de rotina; responder um questionario a
respeito de seu estado de salide, doengas que voceé saiba ter, medicagGes em uso e perfil psicossocial. Vocé
levara cerca de 5 minutos para responder a este questionario. A coleta de urina e a aplicagdo do questionario
serdo repetidos a cada consulta de rotina ambulatorial, no periodo de 18 meses, ndo sendo necessario
comparecer ao hospital apenas para a participagdo na pesquisa. Além disso, sera feita consulta ao seu
prontudrio para verificacéo de resultados dos exames laboratoriais de rotina. N&o serd necessaria coleta de
sangue em maior volume para a realizacdo da pesquisa.

O ntmero de amostras coletadas variara de acordo com o nimero de visitas ambulatoriais de cada
paciente, sendo que o intervalo entre as visitas seguird a indicagcdo médica. Sdo previstas um minimo de 3
e um maximo de 6 andlises por paciente ao longo do estudo.

N&o sdo conhecidos riscos pela participacdo nesta pesquisa. Porém, vocé podera ter algum
desconforto referente ao tempo de resposta ao questionario (cerca de 5 minutos) e a coleta de amostra de
urina.

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto participando deste estudo, mas o conhecimento obtido
através deste trabalho podera beneficiar no futuro outras pessoas que apresentem esta doenca.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntéria, ou seja, ndo é obrigatdria. Caso vocé decida

ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao
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atendimento que voceé recebe ou possa vir a receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé nao tera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na pesquisa, vocé
recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados
serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome néo
aparecera na publicacdo dos resultados. Apds o término da pesquisa e realizagdo das analises, 0 material
armazenado sera desprezado.

Caso vocé tenha davidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel, Odirlei André
Monticielo, pelo telefone (51) 33598340, com a pesquisadora Andrese Aline Gasparin, pelo telefone (51)
33597662 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo ¢ assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do responsavel legal (quando indicado)

Assinatura

Nome do pesquisador

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO VI. The systemic lupus erythematosus disease activity index 2000

Nome:

(SLEDAI-2K)

Registro:

NUmero da visita:

Data:

(Pontuar se o descritor estiver presente no momento da visita ou dentro dos tltimos 30 dias)

PESO SLEDAI DESCRITOR DEFINICAO

8 Convulsao Excluidas causas infecciosas, metabdlicas ou drogas

8 Psicose Alteracéo na funcéo em atividades normais causada por distlrbio
grave na percepcao da realidade. Alucinacdes, incoeréncia,
dissociagdo, contetdo do pensamento empobrecido, pensamento
ilégico, bizarro, desorganizado ou comportamento catatonico.
Excluido uremia e drogas

8 Sindrome cerebral Fungdo mental alterada com prejuizo na orientagdo, memdria ou

orgéanica outras funcdes intelectuais, com rapido inicio de caracteristicas

clinicas flutuantes, inabilidade de manter a atengdo ao ambiente,
mais pelo menos 2 dos seguintes: distlrbio de percepcéo, discurso
incoerente, insonia

8 Disturbio visual Alteracdes retinianas de LES, incluindo: corpos cytoides,
hemorragias retinianas, exsudatos serosos ou hemorragias na
coroide ou neurite optica. Excluir hipertenséo, infeccdo ou drogas

8 Alteracéo em nervo Novo inicio de neuropatia sensitiva ou motora envolvendo nervos

craniano cranianos

8 Cefaleia lUpica Cefaleia grave e persistente, ode ser migranea, mas ndo deve ser
responsiva a analgésicos narcéticos

8 AVE Novo inicio de acidente(s) cerebrovascular(es). Excluir
arterioesclerose

8 Vasculite Ulceracéo, gangrena, infartos periungueais, bipsia ou angiografia
confirmando vasculite

4 Artrite > 2 articulagdes com dor e sinais de inflamag@o (sensibilidade,
derrame, edema)

4 Miosite Fraqueza muscular proximal, associada com elevacdo de
CK/aldolase.ou alteractes.na ENMG ou Bx mostrando miosite

4 Cilindros urinarios Cilindros urinarios granulares ou hematicos

4 Hematuaria >5 hemacias/campo de grande aumento. Excluir nefrolitiase,
infec¢do ou outras causas (> 34,4 hc no nosso EQU)

4 Proteindria >0,59/24 horas ou IPC>0,5

4 Leucocitaria >5 leucdcitos/campo de grande aumento. Excluir infecgdes (>38,4
letic no nassg EQLI

2 Eritema Eritema inflamat6rio

2 Alopecia Perda de cabelo anormal difusa ou em areas localizadas

2 Ulceras mucosas Ulceragdes orais ou nasais

2 Pleurite Dor torécica pleuritica com atrito pericérdico, derrame ou
espessamento pleural

2 Pericardite Dor pericardica com pelo menos 1 dos seguintes: atrito, derrame ou
confirmagéo por ECG ou ecocardio

2 Complementos baixos  CH50, C3 ou C4 abaixo do valor de referéncia

2 Anti-dsDNA positivo Presenca de anti-dsDNA

1 Febre >38°C, excluindo infeccéo

1 Trombocitopenia <100 mil plaquetas, excluindo drogas

1 Leucopenia <3.000 leucacitos, excluindo drogas

SLEDAI-2K TOTAL:

SLEDAI RENAL:
The Journal of Rheumatology. 2002;29: 288-91
Lupus. 2010;19(1):49-51
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ANEXO VII. The renal systemic lupus activity measure revised renal (rSLAM-R)

Nome:

Registro:

NUmero da visita:

Creatinina sérica
ou
clearance

(incluir no rSLAM-
R apenas se houver
alteracéo
concomitante de
sedimento urinario)

Sedimento urinario

Data:

0,5-1,3mg/dL

80-100% CrCl

Medidas de atividade do LES (Sobre o tltimo més)

1 2 3
1,4-2 mg/DI 2,1-4 mg/dL >4 mg/dL
ou ou Ou
79-60%CrCl 30-59%CrCl <30%CrCl
1 2 3
>5 hemdc e/ou leuc/hpf ~ >10 heméc e/ou leuc /hpf >25 heméc e/ou
(34,8 he/pL ou 38,4 (61,4 he/pL ou 65,7 leuc/hpf (142,4
leuc/uL) e/ou 0 a 1-3 leuc/pL e/ou >3 cilindros hemac/pL ou 147,7
cilindros celulares ou celulares ou granulares leuc/pL)e/ou cilindros
granulares e/ou 1-2+ e/ou 3-4+ proteindria e/ou heméticos ou e/ou
proteindria e/ou <500 500mg/L-3,5 g/L >4+ proteindria e/ou
mg/L proteindria de 24h proteinuria de 24h >3,5 g/L proteindria
de 24h
rSLAM-R:

Fellows of Harvard College. SLE Activity Measure-Revised (SLAM-R), 1998, Revised July 1991

ANEXO VIII. Systemic lupus international collaborating clinics renal activity/response

Proteindria

Hematuria

Leucocituria

0,5 -1 gm/dia >1-3 gm/dia >3 gm/dia

exercise (SLICC renal)

I 3 pontos I | 5 pontos |

>5 hc/campo ou > 34,4/ul

>5 leuc/campo ou >38,4/ulL

SLICCRENAL: 0>4 o<4

Arthris & Rheum.2008;58(6):1784-1788
Erratun in Arthritis & Rheum.2008;58:2823
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ANEXO IX. The systemic lupus international collaborating clinics/American

College of Rheumatology damage index (SLICC/ACR damage index)

Nome:
Registro: Namero da visita: Data:

(Dano ocorrido desde o diagnéstico de LES determinado pela avaliacédo clinica e presente por pelo menos 6 meses. Episddios repetidos necessitam pelo menos
de 6 meses de intervalo entre eles e devem ser pontuados como 2. A mesma lesdo ndo pode ser pontuada 2 vezes)

ITEM ESCORE
circular

OCULAR (qualquer olho, por avaliacéo clinica)
Catarata 0 1
Retinopatia ou atrofia éptica 0 1
NEUROPSIQUIATRICO
Déficit cognitivo (déficit de memoria, dificuldades com célculos, pouca concentracéo, dificuldade de falar ou de escrever) 0 1
OU psicose maior
Convulsdes (necessitando tratamento por 6 meses) 0 1
AVC em qualquer época (se > 1 escore 2) 0 1 2
Neuropatia craniana ou periférica (exclui éptica) 0 1
Mielite transversa 0 1
RENAL
DCE estimada ou medida < 50% 0 1
Proteindria >3,5g/ 24h OU 0 1
Doenga renal em estagio final (independente se diélise ou transplante) 3
PULMONAR

Hipertenséo pulmonar (ventriculo direito proeminente ou B2 hiperfonética)

Fibrose pulmonar (clinico e radiogréafico)

Pulmé&o encolhido (Rx)

Fibrose pleural (RX)

Infarto pulmonar (Rx) ou ressecgdo exceto por malignidade

CARDIOVASCULAR

Angina OU bypass arterial coronariano

I1AM em qualquer época (se > 1 escore 2)

Cardiomiopatia (disfuncéo ventricular)

Doenga valvular (sopros >3+/6+)

Pericardite por 6 meses ou pericardiectomia

DOENCA VASCULAR PERIFERICA

Claudicagdo por 6 meses

Perda menor de tecido (polpas digitais)

Perda significante de tecido (dedo ou membro) (se > 1 escore 2)

Trombose venosa com ulceragdo, edema OU estase venosa

GASTROINTESTINAL

Infarto ou ressecgéo do intestino (abaixo do duodeno), figado, bago ou VB em qualquer ocasiéo (se > 1sitio, escore 2)
Insuficiéncia mesentérica

Peritonite cronica

Constrigdo OU cirurgia TGI superior em gualquer ocasido

Insuficiéncia pancreética exigindo reposicdo enzimatica ou com pseudocisto
MUSCULOESQUELETICO

Atrofia ou fraqueza muscular

Artrite deformante ou erosiva (incluindo deformidades redutiveis e excluindo necrose avascular)
Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo necrose avascular)

Necrose avascular (se > 1 escore 2)

Osteomielite

Ruptura de tendao

PELE

Alopecia cronica cicatricial

Extensa cicatrizagdo ou paniculo (exceto em couro cabeludo ou polpa digital)

Ulceragdo cutanea (excluindo trombose) por periodo maior que 6 meses

INSUFICENCIA GONADAL PREMATURA

DIABETES (independente do tratamento)

MALIGNIDADE (exceto displasia) (se > 1 sitio, escore 2) 0
TOTAL: Arthritis & Rheumatism. 1997;40(5): 809-13

olo|o|o|o
PR |RP(k(-

o|lo|o|o|o
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ANEXO X. Declaracdo STROBE (Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology) - checklist of items that should be included in reports of

observational studies

Ttem
No Recommendation

Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term 1n the title or the abstract
(b) Provide in the abstract an mformative and balanced summary of what was done
and what was found — Pdg. 113 e 114

¥ Introduction

Background/rationale 2 Explaimn the scientific background and rationale for the investigation bemng reported —
Pag. 114-116

Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses — Pag. 64; Pag. 116

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the paper — Pag. 116-117

Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods ofrecruitment |
exposure, follow-up, and data collection — Pdg. 116-118

Participants ] (2) Cohort studv—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
selection of participants. Describe methods of follow-up — Pag 117
Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
selection of participants
(b) Cohort studv—For matched studies, give matching criteria and number of
exposed and unexposed

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and effect
modifiers. Give diagnostic critenia. if applicable — Pde.116

Data sources/ g* For each variable of mterest, give sources of data and details of methods of

measuremert assessment (measurement). Describe comparability of assessment methods if there
is more than one group — Pag. 117 -119

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias — Pag.117

Study size 10 Explain how the study size was arrived at — Pag. 116

Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. Ifapplicable,
describe which groupings were chosen and why — Pag.119

Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for confounding
{b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions

Pig. 119 (c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort studv—If applicable, explain how loss to follow-up was addressed
Cross-sectional study—If applicable, describe analytical methods taking account of

sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses
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Results

Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially eligible,
examined for eligibility, confirmed eligible, included in the study, completing follow-up, and

Pig. 120 analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage
(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive 14* (a) Give charactenistics of study participants (eg demographic, climcal, social) and information

data on exposures and potential confounders

Pig. 120-121 (b) Indicate number of participanis with missing data for each vanable of interest
(c) Cohort stuch—Summarizse follow-up time (eg, average and total amount)

Qutcome data 15*  Cohort study—Report numbers of outcome events or summary measures over time
Cross-sectional study—FReport numbers of outcome events or summary measures

Pag 121-124

Main results 16 (a) Give unadjusted estimates and, 1f applicable, confounder-adjusted estimates and their

Pag. 124-126 precision (eg, 95% confidence mterval). Make clear which confounders were adjusted for and
why they were mcluded
(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized
(c) If relevant, consider translating estimates of relative nisk into absolute risk for a meamngful
time period

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and sensitivity
analyses

Discussion

Key results 18  Summanse key results with reference to study objectives — Pag. 126

Limitations 19  Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias orimprecision.
Discuss both direction and magnitude of any potential bias — Pig. 129

Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, limitations, multiplicity
of analyses, results from similar studies, and other relevant evidence — Pdg. 127-120

Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results

Other information

Funding 22 Guve the source of funding and the role of the funders for the present study and, 1f applicable,

for the original study on which the present article is based — Pag.130



