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RESUMO

Introducdo: O LUpus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca inflamatoria cronica
autoimune caracterizada por producdo de autoanticorpos em resposta a presenca de
autoantigeno, o que resulta na formacao de imunocomplexos (IC). Uma das manifestacdes mais
grave do LES é a Nefrite Lupica (NL), uma glomerulonefrite resultante da deposicdo de IC
circulantes ou formados in situ nos glomeérulos. Morfologicamente o diagnostico da NL é
estabelecido por meio da bidpsia renal, pela classificacdo histopatolégica da Sociedade
Internacional de Nefrologia/Sociedade de Patologia Renal, onde a doenca € dividida em 6
classes histopatologicas e também ¢é avaliada sua atividade e cronicidade de maneira
semiquantitativa, sendo a pontuacéo total de 24 para o indice de atividade e 12 para o indice de
cronicidade. Clinicamente a NL pode cursar com sindrome nefrética ocasionada por alteracdo
da barreira de filtracdo glomerular (BFG) que é formada pelos poddcitos, que sdo células
epiteliais viscerais, a membrana basal glomerular e as células do endotélio fenestrado. A
patogénese da NL envolve complexas interacdes entre depdsitos de imunocomplexos, citocinas
inflamatorias e a resposta imunologica, afetando diretamente os podocitos. Portanto, pesquisas
relacionadas aos podocitos podem detalhar mecanismos envolvidos na patogénese da NL,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e especificas
Objetivos: Avaliar os poddcitos nas diferentes classes da NL em bidpsias renais realizadas pelo
Centro de Pesquisa em Rim (CePRim), da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.
Métodos: Foi realizada a quantificacdo dos poddcitos por imuno-histoquimica com WT1 para
analise da densidade de poddcitos e foi mensurado a largura dos pedicelos por meio de
microscopia eletrdnica de transmissdo para avaliacdo do apagamento dos pedicelos. Foram
selecionados 20 casos controles e 29 casos de biopsia renal com diagnostico de NL, divididos
de acordo com as classes histopatoldgicas da doenca e de acordo com os depdsitos encontrados
na imunofluorescéncia, sendo os grupos 1gG+IgM+C1lg+C3 e  Ful-House
(IgA+1gG+IgM+C1g+C3). Resultados: A densidade dos poddcitos foi menor no grupo NL em
relacdo ao grupo controle e essa reducéo foi observada em todas as classes analisadas quando
comparadas com o grupo controle. Observamos mais apagamento de pedicelos no grupo NL
em relacdo ao grupo controle e houve mais apagamento nos grupos classes I/11 e classe 1V em
comparagédo ao grupo controle. Comparando as classes, no grupo classe IV foi observado mais
apagamento dos pedicelos em relacdo ao grupo classe I11. Foi observado aumento nos niveis de
proteindria conforme a evolugdo das classes e o0 grupo classe IV apresentou maior nivel de

proteindria em relacdo ao grupo classes I/1l. Foi observada uma correlagdo forte, positiva e



significativa entre o indice de atividade e o0 apagamento de pedicelos no grupo classe IV. Foi
observado uma reducéo da densidade de poddcitos nos grupos IgG+lgM+C1qg+C3 e Ful-House,
e maior apagamento dos pedicelos nesses grupos em relacdo ao grupo controle. Conclusdo: A
evolucdo das classes da Nefrite LUpica tem relacdo com a reducdo de poddcitos e apagamento
dos pedicelos. Os podécitos tém papel importante no desenvolvimento da Nefrite Lupica,
especialmente na classe V. Essa classe apresenta mais apagamento dos pedicelos e essa lesdo
tem relacdo com a atividade da doenca.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico, Nefrite Lupica, Poddcitos.



ABSTRACT

Introduction: Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune inflammatory
disease characterized by the production of autoantibodies in response to the presence of
autoantigen, resulting in the formation of immune complexes (IC). One of the most severe
manifestations of SLE is Lupus Nephritis (LN), a glomerulonephritis resulting from the
deposition of circulating IC or those formed in situ in the glomeruli. Morphologically, the
diagnosis of LN is established through renal biopsy, by the histopathological classification of
the International Society of Nephrology/Renal Pathology Society, where the disease is divided
into 6 histopathological classes and its activity and chronicity are also evaluated semi-
quantitatively, with a total score of 24 for the activity index and 12 for the chronicity index.
Clinically, LN may present with nephrotic syndrome caused by alterations in the glomerular
filtration barrier (GFB) formed by podocytes, which are visceral epithelial cells, the glomerular
basement membrane, and fenestrated endothelial cells. The pathogenesis of LN involves
complex interactions between immune complex deposits, inflammatory cytokines, and the
immune response, directly affecting podocytes. Therefore, research related to podocytes can
elucidate mechanisms involved in the pathogenesis of LN, contributing to the development of
more effective and specific therapeutic strategies. Objectives: To evaluate podocytes in
different classes of LN in renal biopsies performed by the Kidney Research Center (CePRim)
at the Federal University of Triangulo Mineiro. Methods: Podocyte quantification was
performed by immunohistochemistry with WT1 for analysis of podocyte density, and the width
of the podocyte foot process was measured by transmission electron microscopy to assess foot
process effacement. Twenty control cases and 29 renal biopsy cases diagnosed with LN were
selected, divided according to the histopathological classes of the disease and according to the
deposits found in immunofluorescence, with the groups 1gG+IgM+C1g+C3 and Full-House
(IgA+1gG+1gM+C1qg+C3). Results: Podocyte density was lower in the LN group compared to
the control group, and this reduction was observed in all classes analyzed when compared to
the control group. We observed more foot process effacement in the LN group compared to the
control group, and there was more effacement in groups classes I/11 and class IV compared to
the control group. Comparing the classes, in the class IV group, more foot process effacement
was observed compared to the class 11l group. An increase in proteinuria levels was observed
as the classes progressed, and the class 1V group presented higher proteinuria levels compared
to the classes I/11 group. A strong, positive, and significant correlation was observed between

the activity index and foot process effacement in the class IV group. A reduction in podocyte



density was observed in the IgG+IgM+C1g+C3 and Full-House groups, and greater foot
process effacement was observed in these groups compared to the control group. Conclusion:
The progression of Lupus Nephritis classes is related to the reduction of podocytes and foot
process effacement. Podocytes play an important role in the development of Lupus Nephritis,
especially in class V. This class presents more pedicel effacement, and this lesion is related to

disease activity.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus, Lupus Nephritis, Podocytes.
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1 INTRODUCAO
1.1 RIM

Os rins sdo um dos 6rgdos que compdem o sistema urinario e desempenham como
fungdes manutencgdo do equilibrio hidrico; manutencéo do equilibrio eletrolitico; manutencéo
do equilibrio &cido-basico; excrecdo de catabdlitos e fungdo reguladora hormonal. Realizam a
maior parte da excrecdo, filtrando o sangue e eliminando deste, os residuos metabolicos do
corpo. O rim possui um sistema de tubos condutores do produto deste filtrado, que € a urina, o
qual chamamos de vias urinarias que sdo compostas por pelve renal, ureteres, bexiga urinaria e
uretra que completam o sistema urinario. Sdo componentes especificos do rim os néfrons, os
tubos coletores e uma microvasculatura exclusiva. Uma caracteristica do rim humano é ser
multi-papilar, contendo aproximadamente um milhdo de néfrons, embora esse nimero possa
variar. Durante a embiogénese, a quantidade de néfrons ¢ estabelecida ndo modificando apés o
nascimento, fazendo com que cada néfron perdido ndo possa ser substituido (KAYE;
GOLDBERG, 1982).

1.1.1 Néfron

O néfron representa a unidade funcional primordial do rim, desempenhando um papel
essencial na producéo de urina altamente concentrada por meio da criagdo de um ultrafiltrado
a partir do sangue. Compreende um corpusculo renal, conhecido como glomérulo, interligado
a um complexo e sinuoso sistema tubular que se encaminha para um tubo coletor. Vale ressaltar
a existéncia de trés distintas categorias de néfrons, identificadas com base na localizacdo dos
corpusculos renais ao longo do cortex renal, a saber: néfrons superficiais, subcorticais e
justamedulares. A porcao tubular do néfron abarca o tabulo proximal e distal, unidos pela alca
de Henle. Importante mencionar que existem dois subtipos de néfrons, aqueles dotados de uma
alca de Henle longa e aqueles com uma alca de Henle curta. As algas curtas regressam na
medula externa ou, até mesmo, no cortex, sendo referidas como alcas corticais, enquanto as
alcas longas se estendem em diregdo aos niveis consecutivos da medula interna (QUAGGIN;
KREIDBERG, 2008).

Cada néfron (Figura 1) é cercado por uma rede de capilares. Os ramos das artérias
interlobulares renais entram num néfron como arteriola aferente, formam um tufo capilar
(glomérulo) e depois saem do néfron na forma de arteriola eferente. A rede capilar, continua a
circundar o sistema tubular renal dos néfrons na forma de capilares peritubulares, formando

vasos retos (vasa recta) ao redor da alga de Henle. O corpusculo renal é o aparelho de filtragdo
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do néfron. Cada corpusculo é composto pelo glomérulo, capsula glomerular (de Bowman) e
espaco de Bowman (CHADE, 2013).

Figura 1 - Rim

M&ETon com MEMon com  Gomd&rno  Arbbna

ah;a:{\ ajl;al:ll:-nga / ranal

Tibuk Wala
coletor renal

Fonte: Richard J. Johnson, 2016

lustracdo de uma seccéo coronal de um rim unipapilar, exemplificando a localizacéo da artéria e veia renal, do
glomérulo, do néfron de al¢a longa, do néfron de alca curta, do tdbulo coletor, assim como as porcdes do cortex
renal, abaixo dessa por¢do se encontra a medula externa e a medula interna.

1.1.2 Glomérulo

O glomeérulo constitui uma trama de capilares, fixados no mesangio, derivados de ramos
da artéria renal (arteriolas aferente e eferente). As arteriolas aferente e eferente entram e saem,
respectivamente, no corpusculo renal no polo vascular, enquanto o local onde a capsula
glomerular se estreita e continua como segmento espesso proximal do néfron é chamado de
polo urinério. A capsula glomerular envolve integralmente o glomérulo, compreendendo duas
camadas distintas (parietal e visceral) que delineiam uma cavidade denominada espago capsular
glomerular, também conhecido como espaco de Bowman ou espaco urinario. A camada parietal
externa é formada por epitélio pavimentoso (escamoso) simples e é continua com os tdbulos
dos néfrons. A camada visceral interna é constituida por células especializadas, denominadas
poddcitos. Os poddcitos (células epiteliais viscerais) recobrem as paredes dos capilares
glomerulares, interdigitando-se entre si e formando fendas estreitas entre as suas projecoes
(POLLAK; QUAGGIN; HOENIG; DWORKIN, 2014).

A formac&o da urina se inicia no corpusculo renal. O sangue proveniente da circulagdo
sisttmica passa através dos capilares glomerulares resultando na producdo do ultrafiltrado
(urina primaria). Nesse processo atua uma barreira de filtracdo especializada (Figura 2), a qual
seletivamente retira da corrente sanguinea a agua e os solutos que passam pelos capilares

glomerulares. O ultrafiltrado glomerular €, entdo, coletado no espa¢o glomerular e direcionado
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para os tubulos renais. O aparato de filtragdo renal é composto por trés camadas de tecidos
distintas: o endotélio dos capilares glomerulares, a membrana basal glomerular (MBG) e 0s
podaocitos, que compdem a camada visceral da capsula renal. Os capilares glomerulares séo
constituidos por um endotélio fenestrado, no qual as fenestras desempenham o papel de poros.
A MBG é notavelmente mais complexa em comparagdo com outras membranas basais
epiteliais, consistindo em trés camadas: uma lamina densa central espessa e duas camadas mais
finas, a lamina rara interna e a lamina rara externa (SCOTT; QUAGGIN, 2015).

Os podacitos revestem as paredes dos capilares glomerulares, sendo que suas projeces
em forma de dedos, conhecidas como pedicelos, se entrelacam, formando estreitas fendas de
filtracdo, também chamadas de diafragmas de filtracdo. Essas trés camadas atuam em conjunto
como um filtro seletivo e é denominada barreira de filtracdo glomerular (BFG). Esta permite a
passagem apenas de moléculas com tamanho e carga especificos, enquanto retém componentes
como células sanguineas, plaquetas, algumas proteinas e alguns anions. A &gua e os solutos,
por outro lado, sdo liberados para entrar no sistema tubular renal. O sangue néo filtrado restante
é encaminhado para fora do glomérulo através da arteriola eferente, retornando assim ao sistema
venoso (CHENG; HARRIS, 2010).

1.1.3 Poddcitos

Os poddcitos sdo células epiteliais viscerais altamente especializadas, com uma
arquitetura Unica, que revestem a superficie exterior dos capilares glomerulares, onde se ligam
a membrana basal glomerular da parede do capilar, mantendo a BFG que é seletiva para
proteinas e células sanguineas em termos de carga e tamanho especifico (PAVENSTADT;
KRIZ; KRETZLER, 2003). Sua arquitetura tridimensional é sustentada por um citoesqueleto
de actina e apresentam um corpo celular que emite prolongamentos chamados pedicelos que se
interdigitam formando a fenda de filtragcdo glomerular (WELSH; SALEEM, 2012). A fenda de
filtracdo glomerular é uma estrutura celular unica formada por proteinas especificas dos
poddcitos. Os poddcitos e o diafragma em fenda possuem moléculas proteicas como a proteina
de tumor de Wilms (WT1), nefrina, synaptopodina, e podocalyxina, fundamentais para a
manutencdo da BFG, impedindo a migracdo de proteinas e solutos da circulacdo para urina
(PATRAKKA; TRYGGVASON, 2010).
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Figura 2 - Alca glomerular visualizada sob microscopia eletronica de transmisséo
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Fonte: Centro de Pesquisa em Rim — CePRim UFTM

Microscopia eletronica de transmissao evidenciando uma al¢a glomerular. A) Espago urinario. B) Luz do capilar.
C) Hemécia dentro do capilar. D) Podécito e pedicelos (cabeca de seta) voltados para o espago urinario. Entre um
poddcito e outro se encontra o diafragma em fenda (setas). E) Membrana basal glomerular. F) Endotélio fenestrado.
A barreira de filtragdo glomerular é formada pelo endotélio fenestrado, pela membrana basal glomerular e os
pedicelos.

1.2 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria cronica autoimune,
com consideravel morbidade e mortalidade, caracterizada pela producdo de autoanticorpos e
deposicao de complexos imunes, afetando diferentes 6rgdos. Embora sua patogénese nao esteja

totalmente definida ainda, sabe-se que ocorre a sintese de autoanticorpos combinados com
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fatores genéticos, hormonais e ambientais. Clinicamente, o LES é uma doenca altamente
heterogénea e multissistémica, resultado da producédo de autoanticorpos contra autoantigenos e
da resposta inflamatdria in situ causada pela deposi¢cdo de imunocomplexos (PAN; LU;
WANG; XU et al., 2020).

Dentre as manifestagdes do LES, a cutanea é a mais comum, atingindo cerca de 75% a
89% dos pacientes, com o rash malar sendo a sua principal caracteristica. Essa doenca pode
afetar também os sistemas hematoldgico, respiratério, neurologico, gastrointestinal,
oftalmoldgico e renal (KIRIAKIDOU; CHING, 2020). A manifestacdo hematolégica é
caracterizada por trombocitopenia, leucopenia, anemia, linfopenia no momento da alta
atividade da doenca (VILA; ALARCON; MCGWIN; BASTIAN et al., 2006).
Aproximadamente, 30% a 50% dos pacientes podem apresentar repercussées pulmonares
(MITTOO; FELL, 2014) como a pleurite lupica. As manifestacdes neuroldgicas sdo decorrentes
de vasculopatias, autoanticorpos e mediadores inflamatérios, o que pode levar o paciente
apresentar cefaleias, meningites assépticas, neuropatias periféricas, distdrbio do sistema
autbnomo, entre outras condicBes. No sistema gastrointestinal, observa-se vasculites
mesentéricas e doencas hepatobiliares (KIRIAKIDOU; CHING, 2020). As manifestacdes
oculares do LES incluem ceratoconjuntivite, ceratites, uveites, vasculite da retina, oclusdo de
artéria e veia da retina, e retinopatia (SILPA-ARCHA,; LEE; FOSTER, 2016).

Grande parte dos pacientes com LES apresentam envolvimento renal e no rim leva a
Nefrite Lupica (NL) cujo diagnostico precoce é fundamental, pois quando e dado de forma
tardia, pode levar a perda da fungdo renal. A NL é uma forma de glomerulonefrite que afeta
aproximadamente 56% dos pacientes com LES, porém em alguns casos a manifestacdo da NL
antecede o diagnostico de LES (ANDERS; SAXENA; ZHAO; PARODIS et al., 2020).

A incidéncia e a prevaléncia do LES e da NL podem variar de acordo com a populacao
a ser estudada, levando em consideracdo a especificidade da raca e do territério (ANDERS;
SAXENA; ZHAO; PARODIS et al., 2020). Uma pesquisa realizada no periodo de 2000 a 2004
com base em dados coletados de solicitagdes de atendimentos médicos, revelou que a incidéncia
e a prevaléncia de NL é maior em afro-americanos (10,65 por 100.000 pessoas ao ano e de
59,69 para 100.000 pessoas), hispanicos (6,88 para 100.000 pessoas ao ano, 29,84 -100.000
pessoas e asiaticos (5,46 por 100.000 pessoas ao ano e de 56,56 por 100.000 pessoas). Ja na
populacdo branca, a ocorréncia é menor, com incidéncia de 4,07 por 100.000 pessoas ao ano e
prevaléncia de 15,83 por 100.000 pessoas (FELDMAN; HIRAKI; LI1U; FISCHER et al., 2013).

Estudos mostraram que pacientes jovens com LES, do sexo masculino e de etnia

africana, asiatica ou hispanica sdo mais propicios ao desenvolvimento de NL (BASTIAN;
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ROSEMAN; MCGWIN; ALARCON et al., 2002; SELIGMAN; LUM; OLSON; LI et al.,
2002). No Brasil, dados numéricos a respeito do LES e NL séo escassos, possivelmente devido
a vasta extensao territorial do pais. A maioria dos dados coletados é da regido sul e sudeste ou
provém de estudos de coortes da américa latina (CONSIGLIO; JULIANA DA SILVEIRA,;
MONTICIELO; XAVIER et al., 2014). E importante ressaltar que o Brasil € um pais marcado
por uma grande miscigenacdo racial e pela presenca significativa de ascendéncia africana, o
que pode contribuir para a alta incidéncia e gravidade do LES no pais (GLESSE; VIANNA,;
PAIM; MATTE et al., 2017).

1.3 NEFRITE LUPICA

A NL normalmente desenvolve em pacientes jovens com LES e foi identificada como a
terceira causa mais comum de glomerulopatias em pacientes pediatricos em um centro de
diagndstico em Minas Gerais (ROCHA; CARMINATI; MACHADO; LATERZA et al., 2013).
Apesar dos avancgos dos conhecimentos e das melhores opgdes de tratamento, a NL continua
sendo uma causa significativa de morbidade e mortalidade entre pacientes com LES
(BERNATSKY; BOIVIN; JOSEPH; MANZI et al., 2006) e cerca de 10% a 30% dos pacientes
evoluem para insuficiéncia renal, necessitando de terapia de substituicdo renal (PARIKH;
ALMAANI; BRODSKY; ROVIN, 2020).

Morfologicamente, o diagndstico da NL é estabelecido por meio da bidpsia renal, que
possibilita a identificacdo da etiologia subjacente ao fendtipo clinico observado e a
caracterizacdo do subtipo da NL com base nos diferentes padrdes histologicos (ANDERS;
SAXENA; ZHAO; PARODIS et al., 2020) e é de extrema importancia o diagnostico de NL,
especialmente a silenciosa (FONT; TORRAS; CERVERA; DARNELL et al., 1987). Os
achados histologicos obtidos na biopsia renal indicam o grau da evolucdo da doenca e a
extensdo do dano tecidual causado, fornecendo informagGes fundamentais para o planejamento
do tratamento terapéutico do paciente (ANDERS; SAXENA; ZHAO; PARODIS et al., 2020).
A realizagdo da bidpsia renal é recomendada para pacientes com LES, que apresentam uma
proteindria acima de 500 mg/dia, ou cilindros hematicos na urina e diminui¢do da funcéo renal
(ROVIN; PARIKH; ALVARADO, 2014).

Para andlise histopatolégica da amostra, sdo imprescindiveis 0 manuseio adequado e o
uso de colorac@es especiais para avaliar o numero de glomérulos, a celularidade e as alteracdes
das paredes dos capilares (WEENING; D'AGATI; SCHWARTZ; SESHAN et al., 2004). E
recomendavel que a bidpsia contenha, no minimo, 10 glomérulos para possibilitar a avaliagdo

da presenca de lesdo focal ou difusa. A anélise completa da bidpsia renal, por meio da técnica
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de imunofluorescéncia direta € indispensavel e deve incluir pesquisa para as cadeias pesadas de
imunoglobulinas 1gG, IgA, IgM, e cadeias leves Kappa e Lambda, além dos componentes do
complemento C3 e C1g. A microscopia eletrénica devera ser levada em consideracgdo, pois é
indispensével para analise de alguns casos (AMANN; HAAS, 2006).

A classificacdo histopatoldgica atualmente aceita da NL é a Classificacdo da Sociedade
Internacional de Nefrologia/Sociedade de Patologia Renal, que se baseia na localizacdo dos
depdsitos de imunocomplexos nos glomérulos, na extensdo do envolvimento glomerular (leséo
proliferativa mesangial, endocapilar, extracapilar) e se o padrédo de leséo reflete inflamacéo
aguda (doenga ativa) ou esclerose (doencga cronica). Nessa classificacdo, a NL é diferenciada
em 6 classes histopatoldgicas (WEENING; D'AGATI; SCHWARTZ; SESHAN et al., 2004;
BAJEMA; WILHELMUS; ALPERS; BRUIJN et al., 2018) .

A classe | é definida como NL mesangial minima, sendo caracteristico o acimulo de
imunocomplexos no mesangio, observados somente na microscopia eletronica de transmisséo
e na imunofluorescéncia. Na microscopia de luz, ndo é visivel nenhuma alteracdo. A classe Il
apresenta como caracteristica um aumento de hipercelularidade no mesangio além dos
depdsitos de imunocomplexos, sendo denominada como NL proliferativa mesangial. Na classe
[11 como h& um comprometimento de menos de 50% dos glomérulos da amostra, é nomeada
como NL focal. Nessa classe, podem ser observadas lesdes proliferativas endocapilares com ou
sem necrose nas paredes dos capilares e crescentes. A classe IV, conhecida como
glomerulonefrite proliferativa difusa, é a classe com 50% ou mais dos glomérulos da amostra
comprometidos. Essa classe apresenta depdsitos de imunocomplexos subendoteliais,
mesangiais e hipercelularidade. Sao caracteristicas marcantes da classe IV: a presenca de lesGes
do tipo “Wire loop ”, trombo hialino, proliferacdo celular endocapilar, infiltrados de células
inflamatorias, necrose fibrinoide, crescente celular, crescente fibrocelular e inflamacéo
intersticial. A classe V, também conhecida como glomerulonefrite membranosa, é caracterizada
pela presenca de depdsitos de imunocomplexos subepiteliais e pode estar associada as classes
Il e IV. A classe VI, glomerulonefrite esclerosante, representa um estagio avangado da NL,
com 90% ou mais dos glomérulos esclerosados (BAJEMA; WILHELMUS; ALPERS; BRUIJN
et al., 2018; WEENING; D'AGATI; SCHWARTZ; SESHAN et al., 2004).

A classificacdo também propde o uso de um sistema de avaliacdo da atividade e de
cronicidade da doenca de maneira semiquantitativa, sendo a pontuagdo total de 24 para o indice
de atividade e 12 para o indice de cronicidade. Para avaliacdo do indice de atividade, os critérios
sdo hipercelularidade endocapilar, infiltrado neutrofilico e cariorrexe, necrose fibrinoide,

depdsitos hialinos, crescentes celulares ou fibricelulares e inflamacéo intersticial. Ja para
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avaliacdo do indice de cronicidade os critérios sdo glomeruloesclerose, crescente fibrosa, atrofia
tubular e fibrose intersticial (BAJEMA; WILHELMUS; ALPERS; BRUIJN et al., 2018; CHOI;
FOGO; LIM, 2023).

A patogénese da NL esta relacionada a deposi¢do de imunocomplexos circulantes nos
rins e a producdo dos imunocomplexos in situ. Esses imunocomplexos depositados no rim,
desencadeiam ativacdo do sistema complemento pela via classica, bem como ativacdo de
macrdfagos e neutréfilos, resultando na liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e na
producdo de citocinas pré-inflamatdrias, desencadeando inflamacdo tecidual. Mediadores
inflamatorios, pro-fibréticos, fatores de crescimentos como o fator de transformacgdo do
crescimento beta (TGF-B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-ao) e interferon-gama (IFN-y),
contribuem para a lesdo glomerular, lesio em poddcitos, hipercelularidade mesangial,
endotelial, e epitelial parietal, além do aumento da producéo e deposi¢do de matriz extracelular
resultando na alteragdo da funcéo renal (FLORES-MENDOZA; SANSON; RODRIGUEZ-
CASTRO; CRISPIN et al., 2018).

A lesdo glomerular leva ao mal funcionamento da BFG, da qual os poddcitos fazem
parte, juntamente com as células endoteliais e a membrana basal glomerular. Na presenca de
glomerulonefrite na NL € bem caracterizada a proteindria que € o sinal clinico decorrente de
lesdo aos poddcitos (YU; HAAS; GLASSOCK; ZHAO, 2017) e ja foi demonstrado aumento
de expressdo urinaria de poddcitos em casos de NL (BOLLAIN-Y-GOYTIA; GONZALEZ-
CASTANEDA; TORRES-DEL-MURO; DAZA-BENITEZ et al., 2011) o que destaca a

importancia das les6es podocitarias na NL.

1.4 NEFRITE LUPICA E ALTERAGOES PODOCITARIAS

Lesdo dos podocitos é uma etapa fundamental na progressdo da doenca glomerular e na
NL esté relacionada com a alteracGes estruturais e moleculares dos podécitos (DOS SANTOS;
POLETTI; MILHORANSA; MONTICIELO et al., 2017).

Os poddcitos sdo alvos tanto diretos quanto indiretos dos depositos de imunocomplexos
na NL (WANG; YU; SONG; WANG et al., 2014), contribuindo tanto com a imunidade
adaptativa atuando como celula apresentadora de antigenos (BRUSCHI; GALETTI; SINICO;
MORONI et al., 2015), quanto com a imunidade inata, expressando receptores toll-like
(MACHIDA; ITO; HIROSE; TAKESHITA et al., 2010). Os poddcitos também participam para
0 ambiente inflamatorio aumentando a producdo de TNF-a, IL-6, IL-8, VEGF, GM-CSF, M-
CSF, além da producdo de proteina 10 induzida por IFN-y (IP-10) e IL-10 o que leva a

diferenciacdo e maturacdo das células imunes e perpetuacdo da resposta inflamatoria. Os
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poddcitos também sdo alvos de autoanticorpos produzidos contra a-actina4 (MASON;
RAVIRAJAN; RAHMAN; PUTTERMAN et al., 2004) e respondem aos estimulos
inflamatorios com o apagamento de pedicelos (WRIGHT; BERESFORD, 2018).

A lesdo podocitaria é observada em vérias classes da doenca e 0 apagamento dos
pedicelos esta associado a proteinlria grave, tanto nas formas ndo proliferativas (DESAI,
CIMBALUK; LEWIS; WHITTIER, 2013) quanto nas proliferativas (WANG; YU; SONG;
WANG et al., 2014). Na NL proliferativa foi observada uma diminuicdo da expressdo de
marcadores de poddcitos tanto em nivel proteico quanto em nivel de RNAm (REZENDE;
VIANA; MALHEIROS; BORBA et al., 2014). Além disso, a NL proliferativa pode apresentar
formacdo de crescente, sendo chamada de glomerulonefrite crescéntica. Essa forma pode
manifestar em 35% dos pacientes com diagnostico de NL (CHEN; TANG; XIANG; LI et al.,
2016). A formacdo de crescentes resulta da proliferacdo de células glomerulares locais e
infiltracdo de células inflamatdrias no espago de Bowman, e os poddcitos contribuem para a
formacdo dessas crescentes. Durante a formacdo de crescente, ha alteracdo no fendtipo dos
poddcitos com a perda de marcadores especificos e os poddcitos desdiferenciados podem
migrar e entrar em ciclo celular (MOELLER; SOOFI; HARTMANN; LE HIR et al., 2004).
Existe também uma relacdo entre os poddcitos e células parietais epiteliais (PECs). Essas
altimas desempenham um papel importante na formagdo de crescentes (SHANKLAND;
SMEETS; PIPPIN; MOELLER, 2014). A regulacdo negativa de podocina e sinaptopodina esta
relacionada com ativacdo de PECs na formacdo de crescentes (OKAMOTO; SASAKI;
YAMAZAKI; SATO et al., 2013).

A NL, como uma das manifestacbes mais graves do LES, pode levar a danos renais
irreversiveis e comprometer seriamente a funcéo renal. A patogénese da NL envolve complexas
interacbes entre depositos de imunocomplexos, citocinas inflamatdrias e a resposta
imunoldgica, afetando diretamente os poddcitos, células fundamentais para integridade da
barreira de filtracdo glomerular. O apagamento de pedicelos e a sua alteracdo estrutural e
molecular tém sido associados a uma série de eventos que culminam em proteinuria e lesdes
renais. As classes da NL ndo sdo entidades estaticas e podem se transformar de uma classe em
outra, evoluindo de forma espontanea ou apoés terapia realizada (BOMBACK, 2018). Portanto,
pesquisas relacionadas aos poddcitos podem detalhar mecanismos envolvidos na patogénese da
NL, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e

especificas.
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2 HIPOTESE
A evolucdo da doenca resulta em diminuicdo no numero de poddcitos e maior

apagamento de pedicelos.
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3 JUSTIFICATIVA

O LES é uma doenca inflamatdria cronica, autoimune, com consideravel morbidade e
mortalidade. Caracterizada pela deposicdo de complexos imunes, afetando diferentes 6rgéos.
Embora sua patogénese ndo esteja completamente elucidada, sabe-se que ocorre a sintese de
autoanticorpos combinados com fatores genéticos, hormonais e ambientais. Clinicamente, o
LES é uma doenca altamente heterogénea e multissistémica, sendo que 50% dos pacientes
desenvolvem a NL, e desses de 10% a 30% evoluem para insuficiéncia renal.

A NL é uma glomerulonefrite resultante do deposito de imunocomplexos nos
glomérulos. O glomérulo é formado por poddcitos, endotélio e célula mesangial. Portanto, a
compreensdo dos mecanismos de lesdo nessas células, € de extrema importancia para
entendimento da patogénese da NL. Considerando as func¢des dos podocitos e sua importancia
para manutencdo da BFG torna-se extremamente relevante estudar suas alteragdes
morfoldgicas, que resultam no desenvolvimento da sindrome nefrética que é uma importante
caracteristica sindromica da NL. Dessa forma, pesquisas que relacionam as lesdes podocitarias
e gravidade da doenca, podem contribuir para melhor entendimento da patogénese com vistas

no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e especificas.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar os poddcitos nas diferentes classes da NL em bidpsias renais realizadas pelo
Centro de Pesquisa em Rim (CePRim), da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, no
periodo de 2004 a 2021.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Quantificar o numero de poddcitos nas biodpsias renais com diagnostico de Nefrite
Ldpica e no grupo controle por meio da imunomarcacdo de WT1,

I1. Comparar a densidade de podocitos nas diferentes classes da NL e no grupo controle;

III. Avaliar o apagamento de pedicelos por meio da microscopia eletrbnica de
transmissao;

IV. Comparar o apagamento de pedicelos nas diferentes classes da NL e no grupo
controle;

V. Relacionar a densidade dos poddcitos com o apagamento de pedicelos;

VI. Avaliar parametros clinicos relevantes em casos de NL;

VII. Avaliar a relacdo da densidade de poddcitos e o apagamento dos pedicelos com 0s
critérios de cronicidade e atividade da doenca;

VIII. Avaliar a relacdo da densidade de poddcitos e 0 apagamento dos pedicelos com os

depdsitos de imunocomplexos presentes na microscopia de fluorescéncia.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIAL

O grupo teste foi composto por 29 amostras de casos de biopsias renais com diagnostico
de Nefrite Lupica, realizadas por indicacéo clinica pelo Centro de Pesquisa em Rim (CePRim),
no periodo de 2004 a 2021. Todo material utilizado apresentava trés amostras completas
[microscopia de luz comum (ML), imunofluorescéncia (IF) direta e microscopia eletrénica de
transmissdo (MET)] para analise. O grupo controle foi composto de 20 amostras de fragmentos
de rim, provenientes de necropsias de individuos adultos cuja causa de morte ndo foi
relacionada com doenga renal ou doencas infecciosas.

Foram utilizados laudos e solicitacdes das bidpsias para estudo descritivo referentes aos
dados morfoldgicos e clinicos-epidemioldgicos, respectivamente.

O diagndstico foi realizado seguindo a ultima classificacdo da Nefrite Lipica da
Sociedade Internacional de Nefrologia/Sociedade de Patologia Renal (ISN/RPS) incluindo a
divisdo em classes e os indices de atividade e cronicidade nas classes Il e IV (BAJEMA;
WILHELMUS; ALPERS; BRUIN et al., 2018).

Os critérios de exclus@o foram: casos de pacientes cujas biopsias ndo haviam fragmentos
para ML ou para IF e ME; pacientes pediatricos; pacientes que ndo apresentavam no pedido da
biopsia, informacoes clinicas necessarias para o estudo; pacientes com diagnostico de NL classe
V por ser tratar de uma entidade independente; pacientes com diagndstico de NL classe V1 pois
possui apenas 2 casos com esse diagnostico em nosso setor. Iniciamos com 100 casos de NL e
apos aplicados os critérios de exclusdao, obtivemos um ndmero total de 29 casos, que foram
divididos em grupos de acordo com o diagnostico, sendo: grupo classes I/11 (n=9), grupo classe
I11 (n=6) e grupo classe IV (n=14).

Foi elaborada uma planilha eletronica (Microsoft Excel) com os seguintes dados:
Anélise do exame anatomopatolégico (NL e suas classes, indices de atividade e cronicidade e
depdsitos de imunocomplexos); epidemioldgicos (idade, género); dados clinicos (presenca ou
ndo de hipertensdo) e laboratoriais (proteinuria, creatinina, taxa de filtracdo glomerular

estimada, albumina e hematdria).
5.2 METODOS
5.2.1 Microscopia de fluorescéncia

Para realizacdo da técnica de imunofluorescéncia direta o fragmento a fresco foi lavado

em tampdo fosfato (PBS) pH 7,2 e congelado no nitrogénio liquido em solucéo para incluséo
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em criostato. Foram confeccionadas laminas para pesquisa das cadeias pesadas de
imunoglobulinas A, M e G (IgA, IgM e IgG), cadeias leves das imunoglobulinas (kappa e
lambda), proteinas do complemento (C3 e C1q) e fibrinogénio.

A anélise desta técnica foi utilizada para identificar os imunocomplexos presentes em

casos de NL.

5.2.2 Imuno-histoquimica para WT1

Para andlise da expressdo de WT1 foi realizada a técnica de imunoperoxidade nas
laminas selecionadas. Secg¢des histoldgicas sequenciais de 2 um de espessura de fragmentos
emblocados em parafina foram submetidas a imuno-histoquimica, que foi realizada
manualmente usando o sistema de polimero ndo biotinilado Novolink (Novolink Polymer
Detection System Kit, BL, UK). As laminas foram desparafinizadas em xilol por 30 minutos e
hidratadas em alcoois decrescentes (absoluto, 90%, 80% e 70%) até a agua destilada.
Posteriormente, foi realizada a recuperacdo dos antigenos a 121°C e 23 psi na panela Pascal
(DAKO) com tampao citrato pH 6,0. Apds essa etapa, as laminas foram novamente lavadas
com tampdo PBS e incubadas em camara umida e escura com uma gota de bloqueador de
peroxidase (Peroxidase block, Kit Novolink, BL, UK) por 30 minutos. Posteriormente, as
laminas foram incubadas com o blogueador de proteinas (Protein block Kit Novolink, BL, UK)
por 15 minutos. Em seguida as laminas foram incubadas com anticorpo primario anti-WT1
(Dako) na diluigdo 1:500 por 2 horas, em camara Umida e escura a temperatura ambiente. As
laminas foram lavadas com PBS e incubadas com o reagente pés-primario (Post primary Kit
Novolink, BL, UK) por 30 minutos a temperatura ambiente, depois lavadas com PBS e
incubadas com o reagente polimero (Polymer Kit Novolink, BL, UK) por 30 minutos. Ap0ds,
foram lavadas com PBS e incubadas com o cromégeno (Liquid DAB, Dako) por 2 minutos.
Posteriormente, foram lavadas com agua corrente e contra coradas com Hematoxilina de Harris
por 1 minuto. Apos, as laminas foram desidratadas em uma sequéncia de alcoois (70%, 80%,
90%, 95%), diafanizadas em xilol (I, 11 e 11l) e montadas com meio de montagem permanente

e laminula.

5.2.2.1 Morfometria da Imunomarcacgao

Foi realizada a quantificacdo dos numeros de poddcitos nas laminas imunomarcadas
com WT1. As imagens dos glomérulos foram capturadas e digitalizadas por meio de uma
camera digital AxionCam 1Cc55 (Zeiss, Alemanha) acoplada ao microscépio de luz com lente

de aumento de 40X. Todos os poddcitos imunomarcados de cor acastanhada foram contados
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manualmente (Figura 3A) em cada glomérulo e a area de cada tufo glomerular foi medida
(Figura 3B). Os resultados foram expressos em densidade de poddcitos conforme
(VENKATAREDDY; WANG; YANG; PATEL et al., 2014).

Figura 3 - Microscopia de luz de um glomérulo imunomarcado por WT1
A) B)
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Fonte: da autora, 2023
Estudo morfométrico da imunomarcacédo de WT1, composto por (A) contagem dos poddcitos imunomarcados (cor
marrom) evidenciados pelos asteriscos vermelhos e (B) mensuracdo da area glomerular.
5.2.3 Microscopia eletrdnica de transmissao

Fragmentos de bidpsias renais fixados em Karnovsk+Vermelho de Ruténio foram
processados para incluséo em resina e submetidos a cortes semi-finos de 250 nm de espessura
e corados pelo azul de toluidina, a fim de identificar os melhores glomérulos para avaliacdo no
microscépio eletrénico de transmissdo. Uma vez escolhidos os glomérulos, o bloco foi aparado
para realizacdo dos cortes ultrafinos com espessura de 50 a 70 nm. A grade contendo o corte

ultrafino foi examinada no microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM-900.

5.2.3.1 Morfometria do apagamento dos pedicelos

Imagens de todas as alcas glomerulares disponiveis foram capturadas em uma
amplificacdo de 7000x. A andlise das imagens foi realizada com o programa semiautomatico
ImageJ 1.53t e o sistema foi calibrado usando a barra de escala nas micrografias eletronicas.

Os pedicelos identificados foram contados e marcados manualmente (Figura 4A).
Posteriormente, foi realizada a medicdo do comprimento da al¢a glomerular a ser estudada
(Figura 4B). A estimativa da largura do pedicelo foi realizada por meio da formula FPW = (/4)
X (£ comprimento de alga glomerular/ £ do numero de pedicelos) (MARTINS; BERNARDES;
FERREIRA; WANDERLEY et al., 2023; VAN DEN BERG; VAN DEN BERGH
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WEERMAN; ASSMANN; WEENING et al., 2004), sendo (n/4) um fator de corregdo para
corrigir uma variacdo randomizada presumida no angulo da secéo relativa do eixo axial do
pedicelo (GUNDERSEN; SEEFELDT; OSTERBY, 1980). A medida da largura dos pedicelos

foi utilizada para avaliar o apagamento de pedicelos.

Figura 4 - Microscopia eletronica de transmissdo de uma alca glomerular
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Fonte: elaboraaa pela autora, 2023
Estudo morfométrico da microscopia eletrénica de transmisséo evidenciando a (A) contagem dos pedicelos na
alca glomerular e a (B) medida do comprimento da alga glomerular

5.2.4 Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi elaborada uma planilha eletronica (Microsoft Excel) e a
analise dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism (versdo 7.0). As varidveis foram
testadas e verificadas se apresentaram distribuigdo normal ou ndo normal, por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov, e foi feita a andlise de variancia. Foram aplicados os testes néo
parametricos, na comparacao entre dois grupos, o teste de Mann-Whithney e o teste Kruskal-
Wallis seguido do pos teste de Dunn’s na comparagdo entre 3 ou mais grupos. Para correlagdes
foi utilizado o teste Spearman. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes

quando o p foi menor de 5% (p<0,05).

5.2.5 Normas para confeccdo da dissertacao cientifica

A redacdo do trabalho cientifico foi realizada com base no Manual para apresentacao
de trabalhos académicos baseados nas normas de documentacdo de Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), elaborado pela biblioteca central da UFTM.
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5.2.6 Aspectos éticos
O projeto foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

Triangulo Mineiro, parecer 5.609.537 (Anexo I).
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6 RESULTADOS

6.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS CASOS DE NEFRITE LUPICA

Esse estudo analisou 29 casos de bidpsias renais com diagnostico de NL realizadas pelas
trés técnicas de analises, microscopia de luz, imunofluorescéncia direta e microscopia
eletrénica de transmissdo, entre 2004 e 2021. Os casos estudados foram distribuidos em relacdo
as classes da NL da seguinte maneira: 09 casos classes | e 11, 06 casos classe 111, 14 casos classe
IV, sendo esta Gltima a mais prevalente (Figura 5).

Figura 5 - Distribuicdo dos casos estudados de acordo com a classificagdo da Nefrite Lupica

mClasseslell mClasse Il  mClasse IV

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023
n: nimero de casos

A predominancia de casos no grupo NL corresponde a pacientes do sexo feminino,
totalizando 27 pacientes, o que equivale a 93,10% do grupo. A minoria é composta por apenas
2 pacientes do sexo masculino, representando 6,90% do estudo. No que diz respeito a idade dos
pacientes, a mediana foi de 31 anos, com uma variacao de 18 a 54 anos e uma media de 32+9,55
anos (Tabela 1).

6.2 PERFIL CLINICO-LABORATORIAL DOS CASOS COM NEFRITE LUPICA
Os niveis séricos de creatinina variaram de 0,34 mg/dL a 11,40 mg/dL nas bidpsias
analisadas, apresentando uma média de 1,83+2,45 mg/dL. A Taxa de filtracdo glomerular

estimada variou de 4,00 mL/min/1,73 m2 a 149,00 mL/min/1,73 m2, registrando uma média de
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77,78+41,98 mL/min/1,73 m2. Em relacdo & proteindria, seus niveis oscilaram de 0,0 g/24h a

8,60 g/24h, apresentando uma média de 2,57+2,49 g/24h. Dos casos estudados, os niveis de

albumina variaram de 1,70 mg/dL a 4,0 mg/dL. A presenca de hematuria foi constatada em

55,17% dos casos, enquanto 31,03% néo apresentaram essa ocorréncia. Doze pacientes foram

diagnosticados com hipertensdo arterial sistémica, representando 41,37% dos casos, enquanto

12 pacientes (41,37%) nao apresentaram esse achado clinico (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados clinico-epidemiolégicos e laboratoriais

Nefrite LUpica Classes I/11 Classe 111 Classe 1V
Idade (Anos)
Média + DP 32+9,55 37,0049,40 27,83+6,55 30,5749,89
Mediana (Min-Méax) 31 (18-54) 35 (25-54) 28,50 (19-35) 29 (18-53)
Género n (%)
Masculino 2 (6,90) 1(11,11) 0 (0,00) 1(7,14)
Feminino 27 (93,10) 8 (88,89) 6 (100,00) 13 (92,86)
Creatinina (mg\dL)
Média +DP 1,83+2,45 1,70+2,40 0,95+0,56 2,28+2,95
Mediana (Min-Max) 1,00 (0,34-11,40) 0,80 (0,55-7,62) 0,88 (0,36-1,98) 1,00 (0,34-11,4)
NI (n) 1 1 0 0
TFGe (mL/min/1,73m2)
Média +DP 77,78+41,98 85,38+39,47 96,00+41,65 65,64+42,53
Mediana (Min-Méax) 81 (4,00-149,00) 98,50(5,00-125,00) 93,50 (33,00-149,00) 64 (4-141)
NI (n) 1 1 0 0
Proteindria (g/24h)
Média +DP 2,57+2,49 1,36+1,11 2,23+2,90 3,55+2,71
Mediana (Min-Méax) 1,54 (0,00-8,60) 1,30 (0,00-3,59) 1,11 (0,57-8,08) 3,0 (0,67-8,60)
NI (n) 3 1 0 2
Albumina(mg/dL)
Média tDP 2,90+0,66 3,11+0,77 3,17+0,76 2,60+0,50
Mediana (Min-Max) 2,9 (1,70-4,00) 3,16 (2,10-4,00) 3,60 (2,30-3,87) 3,0 (1,7-3,2)
NI (n) 11 5 1 5
Hematuria n (%)
Sim 16 (55,17) 4 (44,44) 3(50,00) 9 (64,28)
Nao 9 (31,03) 4 (44,44) 0 (0,00) 5(35,71)
NI 4 (13,79) 1(11,11) 3(50,00) 0
HAS n (%)
Sim 12 (41,37) 4 (44,44) 0 (0,00) 8 (57,14)
Nao 12 (41,37) 3(33,33) 4 (66,67) 5(35,71)
NI 5 (17,24) 2(22,22) 2(33,33) 1(7,14)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

DP: Desvio padréo
Max.: Maximo
Min: Minimo

n: Ndmero de casos

HAS: Hipertensdo arterial sistémica
TFGe: Taxa de filtracdo glomerular estimada

NI: ndo informado

6.3 AVALIACAO MORFOMETRICA DOS PODOCITOS

Em relagdo a densidade de poddcitos, foi observada uma reducdo significativa da

densidade de poddcitos do grupo NL em comparagéo ao grupo controle (Figura 6, p<0,0001).
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Figura 6 - Analise da densidade de poddcitos em casos de Nefrite Lapica e grupo controle
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

Anélise da densidade de poddcitos entre o grupo controle e o grupo Nefrite Lipica, pela técnica de imuno-
histoquimica para WT1. Teste de comparagdo Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as
barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. p<0,0001.

Além dessa analise, foi realizada a comparacao entre o grupo controle com as classes
de NL. Essa segunda avaliacdo confirmou a reducdo significativa do nimero de poddécitos
conforme a evolucdo da doenca. Demonstrou, portanto, uma reducédo da densidade de poddcitos
de forma progressiva em todas as classes avaliadas em relacdo ao grupo controle (Figura 7,
p<0,0001, Prancha 1).
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Figura 7 - Andlise da densidade de poddcitos nas diferentes classes da Nefrite Lupica e no grupo
controle
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

Analise da densidade de poddcitos entre o grupo controle e os grupos classes I/11, classe I11 e classe 1V pela técnica
de imuno-histoquimica para WT1. Teste de Kruskal-Wallis seguido da comparagdo multipla de Dunn’s. As linhas
horizontais representam as medianas, as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam
0s percentis 10-90%. p<0,0001.
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Prancha 1- Imunomarcacao glomerular de WT1 no grupo controle e nas classes estudadas da
Nefrite Lupica

-

Fonte: Centro de Pesquisa em Rim — CePRim UFTM

Imagens de glomérulos imunomarcados por imuno-histoquimica para WT1, destacando os poddcitos com
coloragdo marrom (ML, 40X). A) Caso controle. B) Nefrite Lapica classe Il; C) Nefrite Lupica classe Il1; D)
Nefrite LUpica classe V.

6.4 AVALIACAO ULTRAESTRUTURAL DOS PEDICELOS

Apos a analise da densidade de poddcitos, foi realizado o estudo da ultraestrutura dos
poddcitos a fim de analisar o comportamento dos pedicelos. Visualizamos um maior
apagamento de pedicelos no grupo Nefrite LUpica em comparacdo ao grupo controle, um

resultado significante p=0,0011 (Figura 8).
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Figura 8 - Avaliacdo do apagamento dos pedicelos em casos de Nefrite Lupica
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Analise de comparacdo do apagamento de pedicelos entre o grupo controle e grupo Nefrite Lipica, pela técnica
de microscopia eletrénica de transmisséo. Teste de comparacdo Mann-Whitney. As linhas horizontais representam
as medianas, as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.
p=0,0011. FPW: foot process widht. nm: nandmetros

A seguir, comparou-se 0 apagamento dos pedicelos das classes I/11, classe 111 e classe
IV com o grupo controle. Foi visualizado mais apagamento nos grupos classes I/11 e classe 1V
em relacdo ao grupo controle e entre as classes houve mais apagamento de pedicelos no grupo

classe IV comparado com o grupo classe 111 (Figura 9, p=0,0008, prancha 2).



38

Figura 9 - Avaliacdo do apagamento dos pedicelos nas diferentes classes de Nefrite LUpica
p=0,0008
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Anélise de comparacdo do apagamento de pedicelos entre o0 grupo controle e os grupos Classe I/11, 111 e 1V pela
técnica de microscopia eletr6nica de transmissdo. Teste de Kruskal-Wallis seguido da comparacdo multipla de
Dunn’s. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam os percentis 25-75% e as linhas
verticais representam os percentis 10-90%. p=0,0008. FPW: foot process widht. nm: nandémetros.

N&o foi encontrado correlacdo entre o apagamento dos pedicelos e a densidade de

poddcitos no grupo Nefrite Lupica (Figura 10, p=0,9662).
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Figura 10 — Analise da correlacdo entre a densidade de poddcitos e 0 apagamento dos pedicelos
no grupo Nefrite Lupica
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Correlagdo entre a densidade de poddcitos e o apagamento de pedicelos no grupo Nefrite Lipica. Teste Spearman,
p=0,9662.
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Prancha 2— Apagamento de pedicelos na microscopia eletronica de transmissdo no grupo
controle e nos casos de Nefrite LUpica
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Fonte: Centro de Pesquisa em Rim — CePRim UFTM

Imagens de microscopia eletronica de transmisséo de alcas glomerulares no aumento de 7000x.
A) Alga glomerular de uma amostra do grupo controle. B) Alca glomerular de uma amostra de
Nefrite Lapica classe Il. C) Alga glomerular de uma amostra de Nefrite Lupica classe 1l1. D)
Alca glomerular de uma amostra de Nefrite Lapica classe IV.

6.5 ANALISE DO GRAU DE PROTEINURIA NAS CLASSES DE NEFRITE LUPICA

Quando comparada a proteindria entre as classes estudadas, foi observado aumento dos
niveis de proteinuria conforme a evolucdo das classes. O grupo classe 1V em compara¢do ao
grupo classes I/11 apresentou maiores niveis de proteindria (Figura 11, p=0,0491).
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Figura 11 - Niveis de proteinaria nos pacientes com Nefrite Lupica
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Anédlise da proteindria entre as classes estudadas. Teste de Kruskal-Wallis seguido da comparacdo maltipla de
Dunn’s. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam os percentis 25-75% e as linhas
verticais representam os percentis 10-90%. p=0,0491.

6.6 CORRELAQAO ENTRE O INDICE DE ATIVIDADE E DE CRONICIDADE COM O
APAGAMENTO DOS PEDICELOS NAS CLASSES Il E IV DA NEFRITE LUPICA

Ao avaliar as classes proliferativas (classe I11 e classe 1V) foi elaborada uma anélise de
correlacdo entre os indices de atividade e cronicidade, respectivamente, com o apagamento dos
pedicelos. Em relacdo ao indice de atividade e o apagamento dos pedicelos, houve uma
correlagédo positiva, forte e significativa com p=0,0008, demonstrando que quanto maior o
indice de atividade, maior o apagamento de pedicelos (Figura 12A). Houve uma correlacao
positiva e significativa entre a presenca de depdsitos subendoteliais e o apagamento dos
pedicelos (p=0,0548, Figura 12B). Quanto maior a presenca de deposito subendotelial maior o
apagamento. Outro parametro analisado foi a presenga de hipercelularidade endocapilar. A
correlacdo entre esse dado e o apagamento dos pedicelos demonstrou ser estatisticamente
positiva e significativa sendo p=0,0004 (Figural2C). A analise de correlacao realizada entre o

apagamento de pedicelos e o infiltrado leucocitario foi estatisticamente positiva e significativa



42

sendo p=0,0027, portanto a presenca de infiltrado leucocitario influéncia diretamente no

apagamento de pedicelos (figura 12D).

Figura 12 - Andlise da relacdo entre o indice de atividade e o apagamento dos pedicelos nas
classes Il e IV
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023
Correlagao entre (A) o indice de atividade, (B) depdsitos subendoteliais, (C) hipercelularidade endocapilar e (D)
infiltrado leucocitario e o apagamento de pedicelos no grupo classe Il e V.

Ao analisar a classe Ill individualmente, ndo houve correlacdo estatisticamente
significativa quando se correlacionou o indice da atividade com o apagamento dos pedicelos
(p=0,5167, Figura 13A), assim como ndo houve correlacdo estatisticamente significativa entre
os depdsitos subendoteliais (p=0,7833, Figura 13B), a hipercelularidade endotelial (p=0,4500,
Figura 13C) e o infiltrado leucocitario (p=0,9500, Figura 13D).
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Figura 13 - Andlise da relagdo entre o indice de atividade e o apagamento dos pedicelos na
classe 111
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023
Correlagdo entre (A) indice de atividade, (B) depositos subendoteliais, (C) hipercelularidade endocapilar e (D)
infiltrado leucocitéario e o apagamento de pedicelos no grupo Nefrite Lapica classe 111.

Em contrapartida, ao correlacionar o indice de atividade e o apagamento de pedicelos
no grupo classe 1V, o resultado dessa analise foi estatisticamente positivo e significativo
(p=0,0189, Figura 14A). Posteriormente, foram realizadas as correlagcdes dos fatores que
compdem o indice de atividade como os depositos subendoteliais, a hipercelularidade endotelial
e o infiltrado leucocitario com o apagamento dos pedicelos no grupo classe 1V. Ja a correlacédo
dos depdsitos subendoteliais com apagamento dos pedicelos ndo foi estatisticamente
significante (p=0,6134, Figura 14B), ao contrario da correlacdo da hipercelularidade endotelial
a qual resultou em uma correlacéo estatistica positiva e significante (p=0,0311, Figura 14C). E
o Ultimo fator do indice de atividade analisado, o infiltrado leucocitario quando correlacionado
com apagamento dos pedicelos apresentou uma correlacdo positiva e significativa (p=0,0369,
Figura 14D).
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Figura 14 - Andlise da relagdo entre o indice de atividade e o apagamento dos pedicelos na

classe IV
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Correlagdo entre (A) indice de atividade, (B) depositos subendoteliais (C) hipercelularidade endocapilar e (D)
infiltrado leucocitéario e o apagamento de pedicelos no grupo classe 1V.

N&o foi observada correlagdo entre o indice de cronicidade e o apagamento de pedicelos

(p=0,8243).

6.7 AVALIACAO DOS DEPOSITOS DE IMUNOGLOBULINAS E COMPLEMENTO NA

NEFRITE LUPICA

Foram analisados os depositos presentes nas amostras estudadas do grupo NL e os tipos

destes (IgG e complemento). A maioria dos casos apresentou depdsitos de todos o0s

imunoreagentes analisados IgA+1gG+IgM+C1g+C3 (Tabela 2).
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Tabela 2 — Dep6sitos de imunocomplexos, apagamento de pedicelos e densidade de poddcitos
do grupo NL

n (%) FPW (nm)  Cell density (pods/x10° um?)
IgG+IgM+C1q+C3 6 (20,70%) 1749 494
Full House 20 (68,96%) 2906 395

Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Apdbs o levantamento dos tipos de depdsitos presentes nas bidpsias realizou-se a
comparacao entre a densidade de podacitos do grupo controle e os dois grupos de NL, separados
de acordo com os tipos de depositos encontrados, sendo o grupo 1gG+IgM+C1g+C3 e 0 grupo
Full-House (IgG+IgM+IgA+C1g+C3). Ha uma maior densidade de poddcitos no grupo

controle quando comparado com os grupos 1gG+IgM+C1g+C3 e Full-House (Figura 15).

Figura 15 - Analise da densidade de poddcitos de acordo com os depdsitos encontrados na
imunofluorescéncia direta
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Anélise de comparacdo entre a densidade de poddcitos do grupo controle e dos grupos separados de acordo com a
presenca de depdsitos. Teste de Kruskal-Wallis seguido da comparagdo multipla de Dunn’s. As linhas horizontais
representam as medianas, as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis
10-90%, p <0,0001. Full house: IgG+IgM+IgA+C1g+C3.

Ap0s a avaliacdo da densidade de poddcitos e o tipo de depositos realizou-se a tltima

comparacao afim de compreender a repercussdo dos tipos de depositos no apagamento dos
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pedicelos. O resultado foi significativo p=0,0089, portanto confirmou o quanto os depdsitos

influenciam na estrutura dos poddcitos causando o apagamento (Figura 16).

Figura 16 - Analise do apagamento dos pedicelos de acordo com o0s depdsitos na
imunofluorescéncia
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Anaélise de comparagdo entre 0 apagamento de pedicelos do grupo controle e dos grupos separados de acordo com
a presenca de depdsito. Teste Kruskal-Wallis seguido da comparacdo multipla de Dunn’s. As linhas horizontais
representam as medianas, as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis
10-90%, p=0,0089. Full house: IgG+IlgM+IgA+C1qg+C3.
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7 DISCUSSAO

Em nossos resultados, observamos uma maior prevaléncia de NL classe V. A maior
prevaléncia de NL classe IV foi observada por estudos anteriores que trazem dados relacionados
com as manifestacdes da NL no Brasil (KLUMB; SCHEINBERG; SOUZA; XAVIER et al.,
2021). Um estudo que correlacionou dados clinico-patolégicos, também apresentou, como
nosso estudo, uma maior prevaléncia de NL classe IV (PAN; FENG; LI; HE et al., 2021). A
classe 1V, denominada Nefrite Lapica difusa é caracterizada por glomerulonefrite endo ou
extracapilar difusa, segmentar ou global, ativa ou inativa, envolvendo >50% de todos os
glomérulos, tipicamente com depdsitos imunes subendoteliais difusos, com ou sem alteragoes
mesangiais. Apresenta o0 progndstico mais grave e esta associada ao maior risco de progressao
para doenca renal terminal (WANG; REN; CHANG; GU et al., 2018). Preditores de piores
progndsticos foram mais encontrados na NL classe 1V, como dano intersticial crénico na
biopsia renal inicial, sem resposta ap6s um ano de terapia e com recidiva (PARIKH;
ALMAANI; BRODSKY; ROVIN, 2020). Dessa forma é indicada a biopsia renal, o que pode
justificar o aumento da prevaléncia dessa classe nos trabalhos que utilizam a classificacao
morfoldgica da NL.

A maior parte do grupo NL é formado por pacientes do sexo feminino, como j& afirmado
anteriormente em estudos que mostraram que a prevaléncia do LES é maior em pacientes do
sexo feminino, jovens em idade fértil (ANDERS; SAXENA; ZHAO; PARODIS et al., 2020).
Estudos correlacionam a maior prevaléncia do LES em pacientes do sexo feminino com a
influéncia dos efeitos do hormdnio estrogénio, bem como outros horménios sexuais (PETRI,
2008) e a presenca do cromossomo X duplo que aumenta a chance do TLR 7 no cromossomo
X levar ao escape da inativacdo da resposta imune inata, ligando-se ao RNA de fita simples e
ativando a sinalizacdo do interferon tipo 1 (SOUYRIS; CENAC; AZAR; DAVIAUD et al.,
2018).

No presente estudo observamos uma reducdo na densidade de poddcitos no grupo NL
em relacdo ao grupo controle. Nosso grupo também ja demonstrou diminuigdo de poddcitos e
consequente apagamento de pedicelos em outras doencas glomerulares que culminam com
envolvimento podocitario, como Glomeruloesclerose Segmentar e Focal, Doengas de Lesdes
Minimas e Nefropatia Diabética (DA SILVA; MONTEIRO; ARAUJO; URZEDO et al., 2020;
MARTINS; BERNARDES; FERREIRA; WANDERLEY et al., 2023). Acreditamos que essa
diminuigdo seja resultante da lesdo no poddcito devido a inflamacdo com deposicdo de

imunocomplexos.
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O poddcitos possuem sistema intrinseco que suportam injurias, mas podem sofrer danos
quando as tensGes excedem essa capacidade, como morte celular. Por ser uma célula
terminalmente diferenciada, resulta em reducdo do numero, como observado no presente estudo
e comumente estas células podem aparecer na urina, 0 que denominamos de podocitiria. Por
iSO, nos ultimos anos a avaliagdo da podocitdria surgiu como ferramenta indireta na anélise da
injuria podocitaria em alguns casos de doencas glomerulares (PETERMANN; FLOEGE, 2007)
incluindo casos de NL (MANSUR; SABINO; NISHIDA; KIRSZTAJN, 2016). Essa perda de
poddcitos parece ocorrer por apoptose o que resulta podocitopenia in situ (CUI; QIAO; GUO;
ZHANG et al., 2012; JERUC; VIZJAK; ROZMAN; FERLUGA, 2006). Na NL a apoptose do
poddcito esta relacionada com a ativacdo do perfil Th17 e a producdo de IL-17 que culmina em
alteracdes do seu citoesqueleto com perda dos pedicelos, aumento da motilidade, diminui¢do
da expressdo de proteinas que mantém a homeostase celular, aumento do estresse oxidativo e
ativacéo de inflamassoma e de caspases (PAQUISSI; ABENSUR, 2021; ZHOU; CHEN; WEI,
ZHAO et al., 2020; ZHOU; CHEN; WEI; ZHAO et al., 2019).

Em um estudo que demonstrou a densidade de poddcitos nas diferentes classes da NL
em amostras de biopsia renal de pacientes adultos diagnosticados com NL, menos de 10% dos
pacientes classificados com classe IV apresentam expressdo preservada de marcadores
podocitarios, sugerindo a presenca do dano estrutural sofrido pelos poddcitos nessa classe (YU;
HAAS; GLASSOCK; ZHAO, 2017). Observamos mais apagamento de pedicelos no grupo
classe IV. Os poddcitos na NL podem sofrer agdo de autoanticorpos que reagem diretamente
com proteinas podocitarias, como a-actinina-4 (MASON; RAVIRAJAN; RAHMAN;
PUTTERMAN et al., 2004) e também acredita-se que a imunidade mediada por células pode
desempenhar um papel importante na lesdo podocitaria, especialmente na classe 1V da NL,
onde observa-se um grande numero de macrofagos, células Thl e células CD40+
(MASUTANI; AKAHOSHI; TSURUYA; TOKUMOTO et al., 2001). Com isso, 0s poddcitos
respondem com a reorganizacdo do citoesqueleto podocitario que culmina morfologicamente
com apagamento dos pedicelos.

Entre as classes, foi observado maior proteindria na classe IV que foi a classe que
apresentou maior apagamento de pedicelos, no entanto ndo encontramos correlacao entre a
proteindria e o0 apagamento dos pedicelos como foi encontrado em estudos de NL (ICHINOSE;
KITAMURA,; SATO; FUJIIKAWA et al., 2018; WANG; YU; SONG; WANG et al., 2014) e
em outras doencas glomerulares como a GESF (DA SILVA; MONTEIRO; ARAUJO;
URZEDO et al., 2020) e nefropatia por IgA (TEWARI; NADA; RAYAT; BORUAH et al.,
2015). Em modelo consagrado de proteinuria o apagamento dos pedicelos precede a proteindria
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(INOKUCHI; SHIRATO; KOBAYASHI; KOIDE et al., 1996). Alguns trabalhos que também
ndo encontraram relacdo entre o apagamento dos pedicelos e a proteindria sugeriram que a
proteindria depende principalmente da natureza da doenca subjacente e ndo necessariamente do
apagamento dos pedicelos (DEEGENS; DIJKMAN; BORM; STEENBERGEN et al., 2008;
VAN DEN BERG; VAN DEN BERGH WEERMAN; ASSMANN; WEENING et al., 2004).

Observamos uma correlacao positiva e significativa entre o apagamento dos pedicelos
e o indice de atividade, bem como com a hipercelularidade endocapilar e leucocitaria na classe
IV. Acreditamos que a relagdo “cross-talk” pododcito e endotélio seja a responsavel por essas
correlagcbes (YUAN; TAN; WANG; WANG et al.,, 2019). Sendo assim, o depoésito de
imunocomplexos leva a producdo de mediadores e fatores de crescimentos que ira alterar o
citoesqueleto do poddcito e resultara no apagamento dos pedicelos (LIU; WEN; PENG; ZHAO
et al., 2023). Os poddcitos produzem citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias que estdo
envolvidas no recrutamento, maturacdo e ativacdo de células imunes no contexto da Nefrite
LUpica. Foi demonstrado que em resposta a estimulo inflamatério, ha um aumento significativo
nos niveis de IL-6, IL-8, VEGF e M-CSF que os poddcitos expressam em niveis basais para
manutencdo da homeostase, bem como nova producédo de IP-10 e IL-10. Além disso, em
resposta ao ambiente inflamatdrio, h4 aumento do nivel de célcio intracelular nos poddcitos,
levando a desregulagdo do citoesqueleto de actina que resulta em apagamento (WRIGHT;
BERESFORD, 2018).

Ainda é incerto as vias de sinaliza¢do podocitaria induzidas especificamente em lesdes
proliferativas. Tem-se observado que a via da proteina indutora de C-maf (CMIP) que foi
relatada em varias glomerulopatias (SENDEYO; AUDARD; ZHANG; FAN et al., 2013;
ZHANG; KAMAL; DAHAN; PAWLAK et al., 2010) é superexpressa na NL nao proliferativa
(classes Il e V), mas quase indetectavel em pacientes com NL classe 111/IV (BOUACHI,
MOKTEFI; ZHANG; ONISZCZUK et al., 2018). A ativacdo de NF«xB pode levar a diminuicdo
da expressdo de CMIP (IZZEDINE; MANGIER; ORY; ZHANG et al.,, 2014) e ja foi
demonstrado em modelo murino de NL a ativacdo de NFkB com consequente regulacio
positiva da hidrolase-L1 C-terminal da ubiquitina (UCH-L1) associada a lesdo podocitaria
(ZHANG; SUN; HU; LUO et al., 2013) e ao FPW (SUN; ZOU; HAN; WU et al., 2019)
demonstrando uma possivel ligacdo entre os depdsitos de imunocomplexos e a sinalizagdo
podocitaria de UCH-L1 na NL (SAKHI; MOKTEFI; BOUACHI; AUDARD et al., 2019).

Foi observado uma reducédo da densidade de poddcitos e maior apagamento de pedicelos
nos grupos 1gG+IGM+C1q+C3 e Ful-House. Os imunocomplexos depositados no glomérulo

promovem ativacdo da via classica do complemento e de macrofagos e neutrdfilos, a partir da
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ligacdo entre os receptores Fc superficiais das células fagocitarias e as imunoglobulinas
complexadas. Como consequéncia da ativacdo e recrutamento local dos neutrofilos, ocorre
liberacdo de espeécies reativas de oxigénio (EROS), producéo de citocinas pro-inflamatorias e
amplificacdo da resposta imunoinflamatoria no tecido renal (FLORES-MENDOZA; SANSON;
RODRIGUEZ-CASTRO; CRISPIN et al., 2018). Ja foi demonstrado que a formagdo do
complexo de ataque a membrana (MAC) pode causar lesdo citotoxica aos poddcitos na NL
classe V sugerindo que a formacdo do MAC é indispensavel na lesdo podocitaria (AUSTIN;
ILLEI, 2005). Além disso, produgdo de EROS pode danificar ainda mais os poddcitos na NL e
o uso de o inibidor da sintese do dxido nitrico mostrou ter um efeito protetor contra a proteinaria
(SEMENIKHINA; STEFANENKO; SPIRES; ILATOVSKAYA et al., 2022).

Acreditamos que durante o desenvolvimento da NL, os poddcitos sdo alvo da imunidade
adaptativa, pois podem expressar varios antigenos alvo (BRUSCHI; GALETTI; SINICO;
MORONI et al., 2015; BRUSCHI; SINICO; MORONI; PRATESI et al., 2014; MASON,;
RAVIRAJAN; RAHMAN; PUTTERMAN et al., 2004) e da imunidade inata ja que expressam
o receptor do tipo toll durante o desenvolvimento da doenca (MACHIDA,; ITO; HIROSE;
TAKESHITA et al., 2010). Porém, acredita-se que os poddcitos também tenham envolvimento
direto como um ator imunoldgico no processo da NL, uma vez que eles podem se comunicar
com outras células do sistema imunoldgico. Os poddcitos podem agir como células
apresentadoras de antigeno (GOLDWICH; BURKARD; OLKE; DANIEL et al., 2013) e foi
demonstrado que a molécula B7-1 (CD80), que induz a co-estimulacdo de células T, € expressa
em poddcitos em varios modelos de doengas renais proteindricas, incluindo a NL (REISER,;
VON GERSDORFF; LOOS; OH et al., 2004) contribuindo com a imunidade adaptativa.

Em sintese, nosso estudo sugere que a investigacdo mais detalhada dos poddcitos,
associada aos achados morfologicos da biopsia renal, pode ser Gtil para relacionar a uma maior
atividade da NL. Uma vez que, 0s pacientes com mais apagamento dos pedicelos e consequente
maiores niveis de proteindria apresentam NL classe IV, possivelmente a extensdo do
apagamento dos pedicelos esta mais relacionada com a proliferacdo inflamatéria/celular de

forma difusa e ndo focal como acontece na NL classe IIlI.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

l. Ha uma reducdo de poddcitos em casos de Nefrite Lupica.

I. A reducéo de poddcitos na Nefrite LUpica € progressiva de acordo com a evolugdo da
gravidade da doenga.

1. Ha& maior apagamento de pedicelos no grupo Nefrite Lupica.

IV. A extensdo do apagamento dos pedicelos foi maior na classe proliferativa difusa.
V. N&o houve relacdo entre a densidade de poddcitos e o apagamento de pedicelos nos
casos de Nefrite LUpica.

VI.  Casos com Nefrite Lupica classe 1V apresentaram maiores niveis de proteinuria.
VIl. O grau de atividade da Nefrite LUpica esta relacionado com o apagamento dos
pedicelos na classe 1V.

VIII. A reducdo de poddcitos e o apagamento dos pedicelos depende dos depdsitos

imunocomplexos.
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9 CONCLUSAO

A evolucdo das classes da Nefrite Lupica tem relagdo com a reducdo de poddcitos e
apagamento dos pedicelos. Os podocitos tém papel importante no desenvolvimento da Nefrite
Lapica, especialmente na classe V. Essa classe apresenta mais apagamento dos pedicelos e

essa leséo tem relacdo com a atividade da doenga.
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Segundo os pesquisadores:

"INTRODUCAO: Os néfrons sdo as unidades funcionais do rim e o ser humano saudavel possui
aproximadamente 1 milhdo de néfrons. Cada néfron é composto por um glomérulo e um sistema tubular que é
dividido em tubulo contorcido proximal, alca de Henle, tabulo contorcido distal e ducto coletor. Esse
sistema € responsavel por secretar residuos e reabsorver 4gua, ions, aminoéacidos e glicose (KAYE;
GOLDBERG, 1982). O glomérulo é formado por um tufo de capilares, como se fosse um novelo de 13, e
possui na sua composicao quatro células: as células endoteliais glomerulares (CEGs), as células epiteliais
viscerais - 0s podécitos-, as células mesangiais (CMs) e células epiteliais parietais (CEPs). As CMs e sua
matriz mesangial formam o mesangio, o qual é responsavel por manter a estrutura da vasculatura do
glomérulo. As CEPs formam um envoltério chamado de capsula de Bowman, onde o filtrado urinario é
coletado e posteriormente eliminado por meio dos tibulos. Os poddcitos e as CEGs possuem uma matriz
extracelular em comum, sendo denominada de membrana basal glomerular (MBG). A principal funcdo do
glomérulo é filtrar
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seletivamente o sangue, que entra pela arteriola aferente e sai pela arteriola eferente, e isso ocorre por
meio da Barreira de Filtracdo Glomerular (BFG), composta por trés camadas distintas: o endotélio capilar
fenestrado, a MBG e os podécitos (SCOTT; QUAGGIN, 2015). Caso a BFG néo esteja funcionando
adequadamente, ocorre a perda de proteinas na urina, que é conhecida como proteindria (KODNER, 2016).
As glomerulopatias, doencas que acometem os glomérulos, sdo responséveis por 20% das doencas renais
cronicas, que sdo consideradas grande problema de saude publica e possui uma prevaléncia global de
9,1%, o que representa aproximadamente 700 milhGes de casos (COCKWELL; FISHER, 2020). Além disso,
€ a causa mais frequente de doenca renal crénica em estdgio terminal, que cursa com necessidade de
terapia de substituicdo renal, seja por meio de diélise ou por transplante renal (COCKWELL; FISHER, 2020).
Em relacdo a apresentacao clinica as doencas renais podem ser divididas em: proteindria isola; sindrome
nefrdtica; hematuria isolada; sindrome nefritica; insuficiéncia renal.

A proteindria, definida como perda de proteina na urina, geralmente é um sinal de permeabilidade
aumentada do glomérulo. Pode ser assintomatica ou sintoméatica, sendo considerada assintomatica quando
a perda varia de 1 a 3g/24h. Niveis mais elevados levam a edema e sindrome nefrotica. A sindrome
nefrética é caracteriza por proteindria > 3,5 g/25h, seguida de hipoalbuminemia, edema, hiperlipidemia,
lipiduria (POLITANO; COLBERT; HAMIDUZZAMAN, 2020). A hematuria é presenga de hemécias na urina e
significa inflamac&o glomerular. Pode se apresentar de forma microscopica ou macroscopica, sendo
considerada sintomatica quando macroscopica. Pode ocorrer de forma isolada ou combinada com
insuficiéncia renal aguda, causando a sindrome nefritica. Dessa forma, a sindrome nefritica € caracterizada
por hematuria, proteindria, creatinina elevada, hipertensdo e edema (LAMBA; NAM; CONTRACTOR; KIM,
2020).

A insuficiéncia renal pode ser de forma aguda ou crdnica. A insuficiéncia renal aguda é definida como um
aumento na creatinina sérica ou uma diminui¢cdo na producao de urina ao longo de horas a dias tendo como
base os valores de creatinina nos 6 meses anteriores. Pode se dar por causa subjacente como pré-renal,
renal intrinseca - causada por alguma doenca renal - ou pds-renal (JACOB; DANNENHOFFER; RUTTER,
2020). A insuficiéncia renal cronica é caracterizada como anormalidades funcéo renal presentes por mais de
3 meses com repercussdes para a saude. E definida por taxa de filtragcdo glomerular estimada menor que 60
mL/min/1,73m2 ou alteragdo em um ou mais marcadores de disfun¢éo renal, incluindo albumindria. Pode
ocorrer como consequéncia de 2 mecanismos, sendo um gatilho inicial e um mecanismo de perpetuagéo. O
estimulo inicial pode ser um problema renal inicial, um problema inflamatério ou imunolégico e esse dano
renal é entdo perpetuado pelo processo de hiperfiltracdo e hipertrofia dos néfrons
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remanescentes (CHARLES; FERRIS, 2020).

Em relacdo a etiopatogénese das doencas renais, elas podem ser divididas de acordo com o principal
mecanismo de lesdo, sendo: alteracao primaria no poddcito; alteragdo na membrana basal; doencas
imunomediadas; relacionadas com doencas metabdlicas e glomerulopatias rapidamente progressivas que
levam a insuficiéncia renal aguda.

As podocitopatias sdo o grupo de doencgas glomerulares que levam a sindrome nefrética devido a lesdo ou
disfuncdo dos podécitos (SINGH; SINGH; DINDA, 2015). As podocitopatias priméarias sédo a
glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) e a doenca de lesbes minimas (DLM), que morfologicamente
apresentam em comum, o apagamento dos pedicelos observado na microscopia eletrénica (BARISONI;
SCHNAPER; KOPP, 2007). As podocitopatias hereditarias constituem em um grupo de doencas raras cuja
etiologia envolve a mutagcdo em alguma proteina que faz parte da composi¢cdo dos poddcitos ou do
diafragma slit (BIERZYNSKA; SODERQUEST; KOZIELL, 2014). As alteracbes morfolégicas encontradas em
bidpsias renais podem variar, pois dependera da proteina mutada, mas de maneira geral pode cursar com
alteracdes morfologicas compativeis com doencga de lesdo minima, esclerose mesangial difusa e GESF
(BUSCHER; KRANZ; BUSCHER; HILDEBRANDT et al., 2010).

As glomerulopatias cuja alteragdo € na membrana basal glomerular, incluem a sindrome de Alport e a
doenca da membrana fina. A sindrome de Alport é uma doenca renal hereditaria caracterizada por
anormalidades estruturais e disfungdo na MBG, bem como nas membranas basais de outros tecidos como
olho e ouvido, o que faz como que os pacientes com sindrome de Alport frequentemente apresentam perda
progressiva da funcao renal, perda auditiva neurossensorial e anormalidades oculares variaveis (SAVIGE,
2014). Na sindrome de Alport, muta¢cdes nos genes COL4A3, COL4A4 ou COL4AS5, que resultam em
lamelacao e irregularidades da espessura da MBG observadas na MET, culminando clinicamente em
hematdria e proteindria. A doenca da membrana basal fina é uma doenca autossémica dominante e causa
mais comum de hematdria persistente em criancas, definida como hemataria familiar benigna. Nessa
doenca ocorre mutacdes nos genes COL4A3 e COL4A4 das cadeias de colageno tipo IV, o que resulta em
uma diminui¢do da espessura da MBG (<200 um). Na MET é observada uma MBG fina de forma difusa,
sem o aparecimento de lamela¢cdes que sdo encontradas na sindrome de Alport (TRYGGVASON;
PATRAKKA, 2006).

As principais glomerulopatias imunomediadas sao a nefropatia por IgA, a glomerulopatia membranosa, a
nefrite lUpica e as glomerulopatias com C3 dominante.

A nefropatia por IgA é uma doenca renal primaria mais comum do mundo caracterizada pela deposigao de
IgA no mesangio glomerular. A doenca pode ocorrer em qualquer idade, mas atinge
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mais adultos jovens na faixa etéria dos 20 e 40 anos. Ela é caracterizada por ter progressao clinica lenta, no
entanto 20-40% dos casos evoluem para doenca renal terminal (GHARAVI; YAN; SCOLARI; SCHENA et al.,
2000). Sua manifestacédo clinica frequente é a hematudria macroscépica, no entanto, ela pode variar desde
de anormalidades urinarias assintomaticas como hematdria microscépica com ou sem proteinuria, até
anormalidades bem evidentes como sindrome nefrética ou insuficiéncia renal progressiva
(PATTRAPORNPISUT; AVILA-CASADO; REICH, 2021).

A glomerulopatia membranosa (GM) é caracterizada morfologicamente pela presenca de imunoglobulina G
(lIgG) e fator do complemento C3, sob a forma de depdsitos granulares acima da membrana basal
glomerular (MBG), na regido subepitelial (BECK; SALANT, 2010). Na MET s&o visualizados depositos
amorfos, elétron-densos, nas regifes subepiteliais e intramembranosa (HOGAN; MOHAN; APPEL, 2014).
Classicamente € uma doenga que cursa com proteindria, sendo que em 80% dos casos encontra-se na faixa
nefrética. Hipertensao arterial (10-20% a 30-50%) e insuficiéncia renal (10-20%) ao diagndstico estao
presentes em graus variados, porém sdo menos frequentes e hematuria pode ocorrer em 30-50% dos
pacientes (PONTICELLI; GLASSOCK, 2014). Cerca de 80% dos casos de GM s&o do tipo primario (GMP),
ou seja, que ndo tem associacdo com nenhuma doenca identificavel, enquanto que os demais casos
apresentam etiologia definida tais como infec¢des, medicamentos, neoplasias (10% dos casos) ou doencas
autoimunes, sendo definidos como GM secundaria (GMS) (LARSEN; MESSIAS; SILVA; MESSIAS et al.,
2013).

A nefrite lupica (NL), que é uma das manifestagBes organica mais graves do lGpus eritematoso sistémico
(LES), acomete cerca de 50% dos pacientes com LES, em média dentro de 5 anos do diagndstico
(ANDERS; SAXENA; ZHAO; PARODIS et al., 2020), normalmente desenvolve em pacientes com LES com
idade mais jovem e foi a 3% causa mais comum de glomerulopatias na faixa etaria pediatrica em um centro
de diagnostico em Minas Gerais (ROCHA; CARMINATI; MACHADO; LATERZA et al., 2013). Apesar da
evolucdo do conhecimento e melhores opcdes de tratamento, a NL continua sendo uma causa substancial
de morbidade e morte entre pacientes com LES (BERNATSKY; BOIVIN; JOSEPH; MANZI et al., 2006) e de
10% a 30% dos pacientes evoluem para insuficiéncia renal, necessitando de terapia de substituicdo renal
(PARIKH; ALMAANI; BRODSKY; ROVIN, 2020). A apresentacao clinica e os achados laboratoriais para NL
podem diferir, variando de NL “silenciosa” (resultados normais de urinalise, funcdo renal normal e auséncia
de proteindria em pacientes assintométicos) a proteinUria grave e sindrome nefrética (mais de 3,5 g de
proteina por dia) ou sindrome nefritica, que pode resultar em insuficiéncia renal aguda. No entanto, os
pacientes mais comumente apresentam proteinlria leve e/ou hematiria e, em alguns casos, leucocitiria
(ANDERS; SAXENA; ZHAO; PARODIS et al., 2020).
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As glomerulopatias com C3 dominante sédo um conjunto de doencgas renais raras caracterizadas pela por
marcacédo na IF de C3 isoladamente ou predominante (predominéancia superior a pelo menos duas ordens
de grandeza em relagdo a qualquer outro marcador). Sdo subdivididas em glomerulonefrite difusa aguda,
glomerulopatia por C3 e doenca do depdsito denso. Sua etiopatogénese ainda ndo completamente
compreendida. Acredita-se decorrer de uma disfuncdo em diversos pontos da via alternativa do
complemento. Pode estar associada a presenca de mutacgdes e variantes nos genes do complemento e
fatores (H, | e B) e a presenca de fator nefritico C3 ou outros autoanticorpos. A apresentacao clinica é
extremamente heterogénea, podendo associar-se a histéria de infeccdo prévia, a presenca de gamopatias
monoclonais e a doengas autoimunes. Os principais achados sdo hematuria (87,7%), proteinuria de faixa
nefrética (42,1%) ou Sindrome Nefrética (17,5%), acometimento da funcédo renal e queda da dosagem de
C3 (44,6%) de C4 (12%). Na biopsia renal, sdo observados padrées membranoproliferativo e
mesangioproliferativo na ML. Na IF, ha deposicéo glomerular isolada de C3 com forte marcacéo (2+/3+) ou
predominante de C3 (2+/3+), com marcacao de 1+ para imunoglobulinas (45,1%) e cadeias leves. J4 na ME,
sdo observados depdsitos elétron-densos em “fita” ou amorfos, podendo ser subepiteliais, subendoteliais,
transmembranosos e/ou mesangiais (SMITH; APPEL; BLOM; COOK et al., 2019).

Dentro das alteragdes metabdlicas que causam repercussdes renais estdo a nefropatia diabética e as
doencas relacionadas com o metabolismo lipidico como a deficiéncia de lecitina-colesterol aciltransferase e
doenca de Fabry.

A nefropatia diabética (ND) é definida como uma sindrome caracterizada por lesdes glomerulares e
alteracGes laboratoriais como excesso de albumina na urina e diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular
(MCFARLANE; CHERNEY; GILBERT; SENIOR et al., 2018). E a causa mais frequente de doenca renal
terminal na maioria dos paises, sendo que 0os mecanismos ainda permanecem obscuros. Morfologicamente,
na microscopia de luz sdo frequentemente visualizados: o espessamento da membrana basal glomerular, a
expansdo mesangial, expansdo da matriz mesangial de forma gradual e difusa que evolui para lesdes
nodulares a hialinose das arteriolas e capilares glomerulares e a expansao fibrotica do intersticio. Na IF,
pode ser observado marcacéo linear difusa (ou pseudolinear) de IgG na membrana basal do capilar
glomerular, como também na membrana basal dos tlubulos e depésitos inespecificos de IgM e C3 nas
lesdes de esclerose segmentar (glomérulo) e hialinose arteriolar. Na MET é observado espessamento
ultraestrutural difuso da MBG, mais evidente na lamina densa, sendo essa alteracdo a Unica observada nas
fases iniciais da doenca, perda de poddcitos e apagamento de pedicelos (FIORETTO; MAUER, 2007).
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A deficiéncia de lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) é uma doenca renal autossémica recessiva muita
rara causada por deficiéncia completa ou parcial de LCAT que causa defeito na formacdo de éster de
colesterol mediado por LCAT levando a falha em secretar LCAT ativo no plasma e depdsitos de colesterol
nao esterificado nos rins, figado e cérnea. Clinicamente cursa com opacidades da cérnea e catarata, anemia
hemolitica, proteinidria que pode comecar na infancia e insuficiéncia renal na 4 década. Morfologicamente,
na ML ha expansdo mesangial acompanhada hipercelularidade e células espumosas, espessamento da
alca capilar com espiculas, vacuolos e duplicacéo e atrofia tubular, fibrose intersticial e células espumosas.
A IF é negativa e na MET ha depdsitos de lipideos como residuo granular arredondado e material denso
lamelar em na MBG e no meséangio (PAVANELLO; CALABRESI, 2020).

A doenca de Fabry é uma doenca de depdsito lisossomal causada por deficiéncia genética na enzima -
galactosidase A (Gal), levando ao acumulo de globotriaosilceramida (Gb3) em muitos tipos de células, que
afeta rim, coracao, glandula sudoripara e nervos. E uma doenca recessiva ligada ao X. Os sintomas e sinais
variam com a mutacéo e consequente nivel funcional de Gal (mais grave com delecdo) e Gb3 se acumula
nas células endoteliais e musculares lisas,poddcitos, tubulos distais e muitas outras células. Cursa com
perda da funcéo renal, sendo que 0,3% dos pacientes evoluem para dialise e mulheres variam de
assintomaticas a insuficiéncia renal. Na ML pode se observar leses semelhante a GESF e o citoplasma
poddécitos expandido com aspecto palido e rendilhado devido aos depésitos de lipidios perdidos no
processamento histolédgico além de atrofia tubular e fibrose intersticial com fibroblastos xantomizados. A IF
geralmente é negativa mas pode cursar com depdsitos inespecificos de IgM e C3. Na MET, onde é
observada a caracteristica diagnostica dessa doenca, ha depésitos lipidicos elétron-densos laminados em
poddcitos, células endoteliais, células mesangiais, células musculares lisas, tlbulos distais e fibroblastos
intersticiais (BERNARDES; FORESTO; KIRSZTAJN, 2020).

A Glomerulonefrite (GN) crescéntica ou Glomerulonefrite rapidamente progressiva é caracterizada pela
formacdo de uma leséo grave e tipica denominada crescente, que ocorre em mais de 50% dos glomérulos.
Esta lesdo se forma a partir da proliferac@o e diferenciacédo de células parietais e viscerais que se acumulam
no espaco de Bowman circundando e comprimindo o tufo glomerular. Como consequéncia clinica, ha perda
de funcdo renal rapida em um curto periodo (dias ou semanas), cilindros hematicos, eritrécitos dismérficos,
hematuria e proteindria (SMEETS; UHLIG; FUSS; MOOREN et al., 2009). A GN crescéntica € classificada
em 3 categorias: A tipo | € denominada GN anti membrana basal glomerular, corresponde a 10% dos casos
e na analise pela imunofluorescéncia é caracterizada por depésitos imunes com aspecto linear (JENNETTE,
2003). A
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tipo Il varia entre 15 a 20% dos casos e na analise pela imunofluorescéncia é caracterizada por depdsitos
imunes com aspecto granular devido a depdésitos de imunocomplexos circulantes na membrana basal
glomerular. Este tipo de GN crescéntica € secundario a diferentes doencas associadas a formacao de
imunocomplexos como GN aguda pos-infecciosa (MORONI; POZZI; QUAGLINI; SEGAGNI et al., 2002),
Nefropatia IgA (YU; CHIANG, 2014), Nefrite Lapica (BORCHERS; LEIBUSHOR; NAGUWA; CHEEMA et al.,
2012), Pdarpura de Henoch-Schonlein (KAWASAKI; SUZUKI; MURAI; TAKAHASHI et al., 2004),
Cryoglobulinemia (TSUBOI; ICHINOSE; KAWAMURA; JOH et al., 2010), Nefropatia Diabética (NASR;
D'AGATI; SAID; STOKES et al., 2008), GN membranoproliferativa mediada por imuno-complexo
(KORZETS; BERNHEIM, 1987) e amiloidose (MORONI; BANFI; MACCARIO; MEREGHETTI et al., 1996). A
tipo 11l corresponde a 60-80% dos casos e é caracterizada na imunofluorescéncia por auséncia de depdsitos
imunes nos glomérulos, sendo denominada GN Pauci-immune. A maioria dos pacientes apresentam
vasculite sistémica e anticorpos citoplasméticos antineutréfilos (ANCA) aumentados. Esta vasculite
associada a ANCA pode ser subdividida em: poliangiite microscopica, granulomatose com poliangiite
(Wegener) e granulomatose eosinofilica com poliangiite (Churg-Strauss) (JENNETTE; FALK; BACON; BASU
et al., 2013).

Qualquer doencga renal pode evoluir para doenca renal terminal que cursa com necessidade de terapia de
substituicdo, sendo o transplante renal uma das alternativas. No entanto, pode ocorrer doengas no enxerto
renal que incluem: necrose tubular aguda devido a isquemia que o enxerto sofre; doenca proveniente do
doador; qualquer doenca renal que possa acometer o rim; doenca renal recorrente que retorna no rim
transplantado; doenca “de novo” que é diferente da doenca que levou a perda da funcao renal do rim nativo;
e doencas especificas do transplante que sao as rejeicdes que podem se dar por mecanismo celular ou
mecanismo humoral (LIM; SHINGDE; WONG, 2019; SHRESTHA, 2017)."

"CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS PARTICIPANTES

CRITERIOS DE INCLUSAO:

* Biopsias de pacientes que apresentarem as trés amostras (Microscopia de luz, Imunofluorescéncia e
Microscopia Eletrénica de Transmissdo) completas para anélise;

* Registro completo das informacdes clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas.

CRITERIOS DE EXCLUSAO:
* Bidpsias de pacientes que ndo apresentarem as trés amostras (Microscopia de luz,
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Imunofluorescéncia e Microscopia Eletronica de Transmissao) completas para analise;
* Registro incompleto das informac@es clinicas, laboratoriais e epidemiolégicas.”

Objetivo da Pesquisa:
Segundo os pesquisadores:

"Objetivo Geral: Estudar o perfil clinico, epidemiologico, morfolégico e molecular das doengas renais afim de
elucidar caracteristicas que possam auxiliar no melhor entendimento da patogénese, assertividade no
diagnéstico e progndéstico com vista a uma terapéutica mais racional."

"Obijetivos Especificos:

1. Avaliar o perfil clinico e epidemioldgico das doencas renais diagnosticadas no Centro de Pesquisa em
Rim — CePRim da UFTM;

2. Avaliar o perfil morfologico das doencgas renais por meio da morfometria digital;

3. Avaliar o perfil molecular das doencgas renais por diferentes técnicas utilizadas em Patologia molecular."

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:

"O material no qual sera realizada a pesquisa é proveniente de biopsias renais solicitadas e realizadas pelo
médico e encaminhas ao servico do CePRim para analise e diagnéstico. Dessa forma, para o paciente ndo
haverd riscos adicionais, a ndo ser aos que ja estaria exposto no momento da coleta de material para o
diagnéstico. Essa pesquisa nédo traz desconfortos e o Gnico risco potencial € de perda da confidencialidade,
porém o risco de perda da confidencialidade sera minimizado com a identificacdo dos pacientes e de suas
respectivas bidpsias apenas por letras e niimeros, sem divulgacdo de nomes e registros dos pacientes,
mantendo assim, o sigilo e a privacidade.

Em relacdo aos beneficios da pesquisa espera-se que o maior conhecimento cientifico sobre a elucidagéo
dos mecanismos envolvidos na patogénese das doencas renais auxilie em uma terapéutica mais adequada
gue contribua para uma evolucdo mais lenta da doenca e melhor
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prognostico para o paciente."

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores propdem realizar um estudo "no Centro de Pesquisa em Rim - CePRim, situado no setor
de Patologia Geral, da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), Uberaba, Minas Gerais. Serdo
utilizadas bidpsias renais diagnosticadas no Centro de Pesquisa em Rim - CePRim da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro (UFTM) no periodo 2012 a 2022.

O grupo controle sera composto por fragmentos de necropsia de rim de pacientes cuja causa de morte nao
foi relacionada a doenca renal ou doenca infecciosa."

Equipe de pesquisadores vinculada na Plataforma Brasil: Profa Dra Juliana Reis Machado (Responséavel
Principal) e pesquisadores assistentes descritos no projeto original.

Consideracfes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Termos de apresentacao obrigatéria adequados.

Recomendacdes:
Nao ha.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolucdo CNS 466/12 e Norma Operacional 001/2013, o
Colegiado do CEP-UFTM manifesta-se pela aprovacdo do protocolo de pesquisa proposto.

O CEP-UFTM informa que de acordo com as orientacBes da CONEP, o pesquisador deve notificar na
pagina da Plataforma Brasil, o inicio do projeto. A partir desta data de aprovacgéo, € necesséario o envio de

relatorios parciais (semestrais), assim como também ¢é obrigatdria, a apresentacéo do relatério final, quando
do término do estudo.

Considera¢es Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo

nformacgbes PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 11/08/2022 Aceito
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Abstract

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune inflammatory disease,
characterized by the production of autoantibodies and immune complex deposition, affecting
various organs. In the kidneys, SLE leads to Lupus Nephritis (LN), a form of glomerulonephritis
in which podocytes appear to play a role in the pathogenesis and progression of the disease.
Therefore, evaluating the in situ morphological characteristics of podocytes becomes relevant
for a better understanding of the processes involved in their pathogenesis. This study
investigated podocytes in different classes of LN in renal biopsies performed by the Kidney
Research Center at the Federal University of Triangulo Mineiro. Twenty control cases and 29
biopsy cases diagnosed with LN were selected, divided according to the histopathological
classes of the disease. Podocyte density was assessed through immunohistochemistry for WT1,
and the evaluation of foot process effacement was performed by transmission electron
microscopy. Podocyte density was lower in the LN group compared to the control group, and
this reduction was observed in all analyzed classes when compared to the control group. More
foot process effacement was observed in the LN group compared to the control group, with
more effacement in classes I/II and class IV compared to the control group. Comparing classes,
the class IV group showed more foot process effacement than the class III group. An increase
in proteinuria levels was observed with the progression of classes, and the class IV group
presented higher proteinuria levels compared to the classes I/II group. A strong, positive, and
significant correlation was observed between the activity index and foot process effacement in
the class IV group. So, podocytes play an important role in the development of LN, and
possibly, injuries to these cells are more closely related to the inflammatory/diffuse proliferative
cellular process developed in class IV LN.

Keywords: Lupus Nephritis, podocyte density, foot processes effacement, renal biopsy.
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Introduction

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a highly heterogeneous and multisystemic
chronic autoimmune inflammatory disease resulting from the production of autoantibodies
against autoantigens and the in situ inflammatory response caused by the deposition of immune
complexes [1]. In the kidneys, SLE leads to Lupus Nephritis (LN), a form of glomerulonephritis
that constitutes one of the most severe manifestations of SLE, affecting approximately 60% of
patients [2]. Despite advances in knowledge and improved treatment options, LN remains a
significant cause of morbidity and mortality among SLE patients, with 10% to 30% of patients
progressing to chronic kidney disease, requiring renal replacement therapy [3].

The clinical presentation of Lupus Nephritis (LN) is highly heterogeneous, with the
possibility of presenting silent urinary abnormalities or features such as hematuria,
leukocyturia, cellular casts, and mild proteinuria. Moreover, more severe cases may manifest
as nephrotic syndrome and/or acute nephritic syndrome or rapidly progressive renal failure [4,
5].

Through renal biopsy, the diagnosis of LN is established utilizing the classification of
LN from the International Society of Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS). This
classification is based on the location of immune complex deposits in the glomeruli, the extent
of glomerular involvement (mesangial, endocapillary, and extracapillary proliferative lesions),
and whether the pattern of injury reflects acute inflammation (active disease) or sclerosis
(chronic disease). The classification also proposes a semiquantitative assessment of activity and
chronicity for classes III and IV, with a total score of 24 for the activity index and 12 for the
chronicity index [6-8].

The pathogenesis of NL is related to the deposition of circulating immune complexes
and the in situ production of immune complexes in the kidneys, triggering the activation of the

complement system through the classical pathway, as well as the activation of macrophages and
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neutrophils. This results in the release of reactive oxygen species and the production of pro-
inflammatory cytokines, leading to tissue inflammation that causes malfunctioning of the
glomerular filtration barrier, of which podocytes are a part [9].

Podocytes are terminally differentiated cells that, in response to injury, undergo cell
death due to an imbalance between adaptive responses that maintain homeostasis and cellular
dysfunction [10]. Morphologically, they respond to injuries with foot process effacement,
resulting in proteinuria and/or nephrotic syndrome [11]. Our previous studies have already
demonstrated a reduction in podocyte density and foot process effacement in renal biopsies of
other glomerular diseases such as Focal Segmental Glomerulosclerosis (FSGS), Minimal
Change Disease (MCD), and Diabetic Nephropathy (DN) [12, 13].

Taking into consideration that one of the greatest challenges in monitoring SLE and NL
is that their course is marked by episodes of reactivation and that there is a role of podocyte
injury in the pathogenesis and progression of NL, the evaluation of in situ morphological
characteristics of podocytes becomes relevant for a better understanding of the processes

involved in its physiopathology.

Materials and Methods

Study subjects

This study was approved by the Ethics and Research Committee of the Federal
University of Tridngulo Mineiro with the number CAAE 61450322.8.0000.5154. All samples
were archived and cases were identified by codes with letters and numbers to ensure that
individuals were anonymized. The data was accessed for research purposes from March 1,
2022. Because it is a retrospective study, ethics committee waived the requirement for informed

consent.
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Renal biopsies diagnosed with Lupus Nephritis (LN) were utilized, diagnosed at the
Kidney Research Center of the Federal University of Triangulo Mineiro. The diagnosis was
conducted according to the latest classification of LN from the International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS), including the division into classes and the
activity and chronicity indices in classes III and IV [6].

In the present study, classes I, II, III, and IV were included. Classes V and VI were
excluded since Class V corresponds to Membranous Nephropathy associated with LN, and
Class VI had only two cases in our service. Cases with insufficient material for the three
analyses (common light microscopy, fluorescence, and electron microscopy) or lacking relevant
clinical data for correlations with morphology were also excluded.

Epidemiological, clinical, and laboratory data were obtained from the biopsy request form.

We started with 100 cases of LN, and after applying the exclusion criteria, we obtained
a total of 29 cases, which were divided into groups according to the diagnosis: Class I/II group
(n=9), Class III group (n=6), and Class IV group (n=14). The control group consisted of 20
samples of kidney fragments from autopsy of adult individuals, whose cause of death was not
related to renal disease or infectious diseases, and who did not present alterations in any of the

renal compartments: glomeruli, vessels, tubules, and interstitium.

Evaluation of Podocytes

Paraffin-embedded renal biopsy fragments with a thickness of 2 um underwent
immunohistochemical techniques. For podocyte labeling, the primary antibody anti-WT]1
(Dako) was used at a dilution of 1:500. The antibody was incubated in a dark, humid chamber
at room temperature for 2 hours. The technique was performed manually using the non-

biotinylated Novolink polymer system (Novolink Polymer Detection System Kit, BL, UK),
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following the manufacturer's instructions. Subsequently, the slides were counterstained with
Hematoxylin and subjected to morphometric analysis.

Digital images of glomeruli were captured using the AxionCam ICc55 digital camera
(Zeiss, Germany) attached to a light microscope with a 40X objective lens. All immunolabeled
podocytes were counted in each glomerulus, and the area of each glomerular tuft was measured

[12, 13]. The results were expressed in podocyte density [14].

Evaluation of Foot Processes

Renal biopsy fragments fixed in Karnovsky + Ruthenium Red were processed for resin
embedding and subjected to semi-thin sections of 250 nm thickness, stained with toluidine blue,
to identify the best glomeruli for evaluation under the transmission electron microscope. Once
the glomeruli were selected, the block was trimmed for the preparation of ultra-thin sections
with a thickness of 50 to 70 nm. The grid containing the ultra-thin section was examined under
the Zeiss EM-900 transmission electron microscope.

Images of all available glomerular capillaries were evaluated at a magnification of
7000x, with at least two capillaries per glomerulus. Subsequently, the images were analyzed
using the semi-automatic ImageJ 1.53t program. To do this, the system was calibrated using the
scale bar in the electron micrographs. Identified foot processes were manually counted and
marked. Subsequently, the length of the glomerular capillary to be studied was measured. The
estimation of the width of the foot process was performed using the formula FPW = (X length
of glomerular capillary / £ number of foot processes) x w/4 [13, 15], where n/4 is a correction
factor to adjust for a presumed random variation in the angle of the relative section of the axial

axis of the foot process [16]. The results were expressed in nanometers.
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Statistical Analysis

For statistical analysis, a spreadsheet was created using Microsoft Excel, and data
analysis was conducted using the GraphPad Prism program (version 7.0). The variables were
tested to determine whether they exhibited a normal or non-normal distribution through the
Kolmogorov-Smirnov test, and analysis of variance was performed. Non-parametric tests were
applied, with the Mann-Whitney test and Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post-test for
the comparison between two groups and three or more groups, respectively. The Spearman test
was employed for correlation analysis. Differences were considered statistically significant

when the "p" value was less than 5% (p < 0.05).

Results

Clinical-epidemiological profile

Given that LN accounts for 10% of the cases evaluated in our service, we initiated our
study with 100 cases. After applying the exclusion criteria, we were left with 29 cases for
analysis. Among these, the majority were female (93.10%), with a mean age of 32 + 9.55 years.

The clinical-laboratory profile is detailed in Table 1.
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Table 1 - Clinical and laborarory characteristics of pacientes with Lupus Nephritis
Lupus Nephritis Classes I/ 11 Class 111 Class IV
Age (Years)
Mean=SD 3249.55 37+9.40 27.83+6.55 30.57+9,89
Median (min-max) 31 (18-54) 35 (25-54) 28.50 (19-35) 29 (18-53)
Gender n (%)
Male 2 (6.90) 1(11.11) 0 (0.00) 1(7.14)
Female 27 (93.10) 8 (88.89) 6 (100.00) 13 (92.86)
Creatinine (mg\dL)
Mean + SD 1.83+2.45 1.70+2.40 0.95+0.56 2.28+2.95

Median (min-max)

1.00 (0.34-11.40)

0.80 (0.55-7.62)

0.88 (0.36-1.98)

1.00 (0.34-11.4)

¢GFR (mL/min/1.73m?)

Mean + SD

77.78+41.98

85.38+39.47

96.00+41.65

65.64+42.53

Median (min-max)

81 (4.00-149.00)

98.50(5.00-125.00)

93.50 (33.00-149.00)

64.00 (4.00-141.00)

Proteinuria (g/24h)

Mean = SD

2.57+2.49

1.36£1.11

2.234£2.90

3.55+£2.71

Median (min-max)

1.54 (0.00-8.60)

1.30 (0.00-3.59)

1.11 (0.57-8.08)

3.0 (0.67-8.60)

SD: Standard deviation
Max: Maximum

Min: Minimum

n: Number of cases

eGFR: Glomerular filtration rate estimated

Podocyte alterations in Lupus Nephritis

Whereas the crucial role of podocytes in glomerular diseases, we assessed the number

of podocytes through the expression of WT1 in LN cases, observing a significant reduction in

podocyte density compared to the control group (Fig 1A, p <0.0001). When separated by class,

this reduction was also observed in all LN classes compared to the control group (Figs 1B-F, p

<0.0001); however, there was no statistical difference between the classes.

Fig 1. Analysis of podocyte density using immunohistochemical technique for WT1. (A)

Comparison between the control group and the Lupus Nephritis group. Mann-Whitney

comparison test, p<0.0001. Comparison between (B) control group and the classes of Lupus

Nephritis. Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparison, p<0.0001. Horizontal

lines represent the medians, bars represent the 25-75 percentiles, and vertical lines represent the
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10-90 percentiles. WT1 immunostaining in (C) control sample, (D) in classes II of lupus

nephritis, (E) in classes III of lupus nephritis, and (F) in classes IV of lupus nephritis.

After we observed a reduction in podocyte density in LN cases, we sought to analyze
possible ultrastructural alterations such as foot process effacement, which was assessed by
measuring the width of the foot processes (FPW). We observed a higher FPW in the LN group
compared to the control group (Fig 2A, p = 0.0011), indicating a greater degree of foot process
effacement in this group. Concerning LN classes, we observed a higher FPW in the classes I/I1
group and the class IV group compared to the control group, and among the classes, there was
more foot process effacement in the class IV group compared to the class III group (Figs 2B-F,

p = 0.0008).

Fig 2. Analysis of podocyte foot process effacement by transmission electron microscopy.
(A) Comparison between the control group and the Lupus Nephritis group. Mann-Whitney
comparison test, p=0.0011. Comparison between (B) control group and the classes of Lupus
Nephritis. Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparison, p=0.0008. Horizontal
lines represent the medians, bars represent the 25-75 percentiles, and vertical lines represent the
10-90 percentiles. (C) Image of the glomerular loop from a case-control study showing
preserved podocyte processes (arrow). Foot process effacement evidenced by arrows in a case

of (D) LN class II, (E) LN class III, and (F) LN class IV.

Proteinuria is associated with podocyte alterations in lupus
nephritis

Becasuse that podocyte alterations clinically manifest with proteinuria, we sought to

assess proteinuria in LN cases divided according to histopathological classification. We
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observed an increase in proteinuria levels as the classes progressed, and the class IV group
presented significantly higher proteinuria levels compared to the classes I/II group (Fig 3, p =
0.0491), suggesting a clinical worsening in classes with more inflammation/cellular

proliferation.

Fig 3. Analysis of proteinuria among the classes of Lupus Nephritis. Kruskal-Wallis test
followed by Dunn's multiple comparison. Horizontal lines represent the medians, bars represent

the 25-75 percentiles, and vertical lines represent the 10-90 percentiles. p=0.0491.

Podocyte alterations are more prevalent in proliferative classes with greater inflammation

Considering that more inflammatory classes of the disease are associated with more
morphological alterations and worse levels of proteinuria, we sought to relate the activity and
chronicity indices to podocyte alterations in cases diagnosed with LN class IV.

No correlations were observed between podocyte density and foot process effacement,
respectively, with the chronicity index of the disease. Regarding the activity index, when
analyzing class I1I patients individually, there was no statistically significant correlation when
correlating the activity index and its criteria with foot process effacement (p = 0.5167).
Conversely, when analyzing class IV patients individually, a strong, positive, and significant
correlation was observed between the activity index and foot process effacement (Fig 4A, p =
0.0189), as well as between the criteria that make up the activity index: endocapillary
hypercellularity (p = 0.0311, Fig 4C) and leukocyte infiltration (p = 0.0369, Fig 4D) with foot
process effacement. This demonstrates that the positive correlation between the disease's
activity index and foot process effacement in the inflammatory classes is due to class V. There
was no significant correlation between foot process effacement and subendothelial deposits in

class IV (Fig 4B, p = 0.6134).
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Fig 4. Assessment of foot process effacement and LN class IV activity .Correlation between
(A) activity index, (B) subendothelial deposits, (C) endocapillary hypercellularity, (D)
leukocyte infiltration and foot process effacement in NL class IV. Spearman’s correlation

coefficient.

Discussion

Lupus Nephritis is a clinical manifestation of Systemic Lupus Erythematosus
considered the most severe condition of the disease, affecting about 60% of diagnosed patients.
Its pathogenesis is related to glomerulonephritis, resulting from the deposition of immune
complexes and complement system activation [9]. The deposition of immune complexes in the
glomerulus triggers changes in all cells in this compartment: endothelial cells, mesangial cells,
and podocytes. Podocyte injury clinically results in proteinuria and/or nephrotic syndrome [17].

In the present study, we observed a reduction in podocyte density in the LN group
compared to the control group. Our group has also demonstrated a decrease in podocytes and
consequent foot process effacement in FSGS, MCD and ND [12, 13]. We believe that this
reduction is a result of podocyte injury due to inflammation caused by the deposition of immune
complexes.

Podocytes have an intrinsic system that supports injuries, but they can be damaged when
stresses exceed this capacity, leading to cell death. As a terminally differentiated cell, this results
in a reduction in numbers, as observed in the present study. These cells can commonly appear
in the urine, a phenomenon referred to as podocyturia. In recent years, the evaluation of
podocyturia has emerged as an indirect tool in the analysis of podocyte injury in some cases of
glomerular diseases [18], including cases of LN [19]. This loss of podocytes appears to occur

through apoptosis, resulting in in situ podocytopenia [20]. In LN, podocyte apoptosis is related
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to the activation of the Th17 profile and the production of IL-17, leading to changes in their
cytoskeleton with loss of foot processes, increased motility, decreased expression of proteins
maintaining cellular homeostasis, increased oxidative stress, and activation of inflammasomes
and caspases [21-23].

We observed a higher prevalence of class IV cases, which is consistent with previous
studies that have shown a higher prevalence of class IV LN [24, 25]. Class IV, known as diffuse
LN, is characterized by diffuse, segmental, or global endo- or extracapillary glomerulonephritis,
active or inactive, involving >50% of all glomeruli, typically with diffuse subendothelial
immune deposits, with or without mesangial changes [8]. It has the most severe prognosis and
is associated with a higher risk of progression to end-stage renal disease [26]. Thus, renal biopsy
is indicated, which may justify the increased prevalence of this class in studies using the
morphological classification of LN.

When evaluating the number of podocytes and foot process effacement in LN classes,
we did not observe a difference in the number of podocytes between classes. However, class [V
showed greater foot process effacement. Podocytes in LN can be targeted by autoantibodies
that react directly with podocyte proteins, such as a-actinin-4 [27], and it is also believed that
cell-mediated immunity may play a significant role in podocyte injury, especially in class IV
LN, where a large number of macrophages, Thl cells, and CD40+ cells are observed [28]. As a
result, podocytes respond with reorganization of the podocyte cytoskeleton, morphologically
culminating in foot process effacement.

Among the classes, higher proteinuria was observed in class IV, which was the class that
showed greater foot process effacement. However, we did not find a correlation between
proteinuria and foot process effacement, as found in studies of LN [29, 30] and in other
glomerular diseases such as FSGS [12] and IgA nephropathy [31]. In a well-established model

of proteinuria, foot process effacement preceded proteinuria [32]. Some studies that also did
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not find a relationship between foot process effacement and proteinuria suggested that
proteinuria depends mainly on the nature of the underlying disease and not necessarily on foot
process effacement [15, 33].

Considering that class IV presented more podocyte alterations, we made correlations
between foot process effacement and the activity index and its criteria (subendothelial deposits,
endocapillary hypercellularity, and leukocyturia). We observed a strong, positive, and
significant correlation between foot process effacement and the activity index, as well as
endocapillary hypercellularity and leukocyturia. We believe that the "cross-talk" between
podocytes and endothelium is responsible for these correlations [34]. Thus, immune complex
deposition leads to the production of mediators and growth factors that will alter the podocyte
cytoskeleton, resulting in foot process effacement [35].

Podocytes produce pro-inflammatory cytokines and chemokines that are involved in the
recruitment, maturation, and activation of immune cells in the context of LN, justifying the
correlation with inflammatory infiltrate. It has been demonstrated that in response to
inflammatory stimuli, there is a significant increase in levels of IL-6, IL-8, VEGF, and M-CSF
that podocytes express at basal levels for homeostasis maintenance, as well as new production
of IP-10 and IL-10. In response to the inflammatory environment, there is an increase in
intracellular calcium levels in podocytes, leading to actin cytoskeleton dysregulation resulting
in effacement [36].

The signaling pathways specifically induced in proliferative lesions in podocytes are
still uncertain. It has been observed that the C-maf-inducing protein (CMIP) pathway, reported
in various glomerulopathies [37, 38], is overexpressed in non-proliferative LN (classes II and
V) but is almost undetectable in patients with class III/IV LN [39]. NFxB activation may lead
to decreased CMIP expression [40], and NF«B activation with subsequent positive regulation

of ubiquitin C-terminal hydrolase-L1 (UCH-L1) associated with podocyte injury has been
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demonstrated in a murine model of LN [41] and FPW [42], showing a possible connection
between immune complex deposition and UCH-L1 podocyte signaling in LN [43].

We believe that during the development of LN, podocytes are targets of adaptive
immunity as they can express various target antigens [27, 44] and innate immunity since they
express toll-like receptor during the disease development [45]. However, it is believed that
podocytes also have a direct involvement as an immunological actor in the process of LN, as
they can communicate with other cells of the immune system. Podocytes can act as antigen-
presenting cells [46], and it has been demonstrated that the molecule B7-1 (CD80), which
induces T cell co-stimulation, is expressed in podocytes in various models of proteinuric renal
diseases, including LN [47], contributing to adaptive immunity.

In summary, our study suggests that a more detailed investigation of podocytes,
associated with morphological findings from renal biopsy, may be useful in relating to higher
LN activity. Since patients with more foot process effacement and consequently higher levels
of proteinuria present with LN class I'V, the extent of foot process effacement is possibly more

related to diffuse inflammatory/cellular proliferation rather than focal, as in LN class III.

Conclusion

Podocytes play an important role in the development and progression of LN, especially in class
IV. This class showed more foot process effacement, and this injury is related to the activity of

the disease.

Data availability

The datasets used and/or analyzed during the current study are available from the

corresponding author on reasonable request.
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