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RESUMO

O lupus eritematoso sistémico (LES) é doenga autoimune e multissistémica de
apresentagao variavel. O envolvimento renal clinicamente aparente pelo lupus
eritematoso sistémico (LES) ocorre em 40 a 75% dos pacientes. Entretanto,
alteragdes histolégicas renais sdo observadas em até 90-100% dos pacientes. Define-
se como nefrite lupica subclinica o encontro de anormalidades histolégicas renais
em pacientes livres de comprometimento clinico-laboratorial. Nesses pacientes, a
descricdao dos achados anatomopatolégicos e a correlagido clinico-laboratorial sido
pobres e inconsistentes. A fim de caracterizar as lesdes renais nesse grupo de
pacientes, e avaliar o papel da biépsia renal e das técnicas histolégicas atualmente
disponiveis, foram avaliados 25 individuos portadores de LES sem evidéncias de
comprometimento renal clinico ou laboratorial, em acompanhamento no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana. Observou-se anormalidades histolégicas
a microscopia 6ptica em 68% dos casos, & microscopia de imunofluorescéncia em
88% dos casos e & microscopia eletrénica em 40% dos casos. A maior parte dos
pacientes apresentou lesGes categorizaveis nas classes Il e V da classificagdo da
OMS modificada, nas classes Ib, Il e V da classificagdo da OMS, 1995 e nas classes |,
I e V da classificagdo proposta pela Sociedade Internacional de Nefrologia e
Sociedade de Patologia Renal (ISN/RPS), 2003. A combinagdo das técnicas de
microscopia Optica, eletrénica e de imunofluorescéncia resultou em 100% de
sensibilidade e valor preditivo negativo. Contudo, os achados anatomopatolégicos
isoladamente nao sdo capazes de prever o curso da doenga, sendo a indicagao de
biépsia discutivel e devendo ser orientada por estudos funcionais, avaliagido
laboratorial e acompanhamento clinico cuidadoso.

Palavras-chave: Nefrite lupica, Patologia, Classificagao
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ABSTRACT

Systemic lupus erithematosus (SLE) is a multisystem autoimmune disease of variable
presentation. Overt renal disease occurs in 40 a 75% of the patients. However renal
histological abnormalities may be observed in up to 90-100% of the patients.
Subclinical lupus nephritis is defined as the finding of renal histological
abnormalities in patients free from clinical and laboratorial evidence of renal
involvement. In this group of patients the description of the pathological
abnormalities and their correlation with the clinical and laboratorial findings are
inconsistent and poor. Twenty five renal biopsies of patients with subclinical lupus
nephritis were analised in order to characterize the renal lesions and assess the role
of the renal biopsy and the available histological techniques. Light microscopy (LM)
revealed abnormalities in 68% of the cases; immunofluorescence microscopy (IF)
revealed immunocomplex deposits in 88% of the cases and ultrastructural
abnormalities were present in 40% of the cases. Most patients had lesions classifiable
as classes Il e V of WHO, modified classification scheme, classes Ib, Il e V of WHO,
1995 classification scheme and classes I, Il e V of the proposed ISN/RPS, 2003
classification scheme. The combination of the findings of LM,EM and IF yielded 100%
sensitiviy and negative predictive value. Nevertheless pathological findings cannot
isolatedly predict the course of the disease. Thus the indication of biopsy in this
group of patients remains questionable and must rely on laboratory and functional
studies and on careful follow up.

Key words: Lupus nephritis, Pathology, Classification
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1. INTRODUGCAO

O envolvimento renal clinicamente aparente pelo lupus eritematoso sistémico
(LES) ocorre em 40 a 75% dos pacientes. Entretanto, alteragcdes histopatoldgicas
renais sdo observadas em até 90-100% dos pacientes (FONT et al.,1987,
GONZALEZ-CRESPO, et al., 1996). Portanto, ainda que livres de manifestagbes
clinico-laboratoriais, alguns pacientes podem apresentar evidéncias de nefrite a
bidpsia renal. Tal situagdo denomina-se nefrite lupica subclinica. As alteracbes
histopatoldgicas nos portadores de nefrite lupica subclinica sdo usualmente leves,
porém, casos de glomerulonefrite proliferativa e de outras altera¢des, geralmente
relacionadas a um prognéstico mais reservado, ja foram registrados (MAHAJAN et
al., 1977; LEEHEY et al., 1982; GRISHMAN et al., 1973; FONT et al., 1987
GONZALEZ-CRESPO et al., 1996). Consequentemente, a extensdo e o significado
dos achados histopatoldégicos nesses pacientes sdo controversos e pdem em

questdo a relevancia da bidpsia renal e a necessidade de terapia nesse grupo.

Este estudo pretende analisar as caracteristicas histopatologicas da nefrite
lupica subclinica, utilizando-se as técnicas de microscopia ptica, microscopia de
imunofluorescéncia e microscopia eletrénica. Ainda, objetiva-se avaliar o papel de
cada uma das técnicas supracitadas na caracterizacdo das alteracées encontradas.
Realizamos uma revisdo do histérico das classificacdes das glomerulonefrites no
LES, classificando os achados histopatoldégicos conforme o0s esquemas
classificatérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) modificado e OMS, 1995
e 0 esquema proposto pela Sociedade Internacional de Nefrologia (ISN) e pela
Sociedade de Patologia Renal (RPS) em 2003. Finalmente, procuramos estabelecer
uma correlacdo entre os achados histopatolégicos e os dados clinico-laboratoriais
iniciais € ao longo do seguimento dos pacientes portadores de nefrite lupica

subclinica.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ASPECTOS HISTORICOS, DEMOGRAFICOS E FISIOPATOLOGICOS NO
LES

O termo “lupus’, empregado desde o século XII por autores como
ROGERIUS e PARACELSO, descrevia qualquer doenga cutanea que cursasse com
ulceragéo e perda tecidual. O termo “lupus erithémateux” surgiu apenas em 1833,
proposto por CAZENAVE, conforme sugestdo de BIETT. Moritz KAPOSI foi o
primeiro a observar que as alteracbes cutdneas poderiam denotar doenca
sistémica, por estarem por vezes associadas a pleuropercardite, alteracdes
neurolégicas, coma € morte. Na década de 1890, OSLER descreveu 0 envolvimento
visceral, inclusive renal, pelo lupus eritematoso. Importantes avangos na
caracterizacdo e compreenséo da doenca renal no LES ocorreram nas décadas de
20 a 40 do século XX. Os primeiros trabalhos descrevendo a doenga renal e
caracteristicas histopatoldgicas renais post mortem foram realizados por KEITH e
ROWNTREE em 1922 e por BAEHR ef al. em 1935. Em 1941, langou-se a definigdo
moderna da nefrite lupica, mais uma vez através de estudos post mortem,
realizados por KLEMPERER et al. Em 1957, MUEHRCKE et al. descreveram o
espectro completo dos aspectos a microscopia éptica da nefrite lUpica (citados por
CAMERON, 1997).

O LES é hoje reconhecido como uma doenga auto-imune multissistémica de
etiologia e patogénese ainda ndo totalmente elucidadas. Diferentes eventos
imunoldgicos podem culminar numa via final comum, que é a producdo de auto-
anticorpos dirigidos a antigenos nucleares, resultando em uma gama de
manifestagdes clinicas. O envolvimento de multiplos érgéos e sistemas, incluindo
0ssos e articulacbes, serosas (pleura e pericardio particularmente), pele, coragéo,
pulmdes, trato gastrointestinal, érgdos hemolinfopoiéticos, figado, rins e sistema
nervoso central, € o responsavel pelos multiplos aspectos assumidos pela doenca
(CAMERON, 1997; ADLER, COHEN e GLASSOCK, 1998).

A prevaléncia do LES varia de 12 a 51 pacientes a cada 100 000 individuos,

conforme a série estudada. A incidéncia da doenca também é variavel, oscilando de



1,8 a 7,6 novos casos a cada 100 000 individuos por ano. O sexo feminino é mais
comumente comprometido. A razdo de comprometimento mulher:homem ¢é de 2:1
na idade pré-puberal, elevando-se a 4,5:1 na adolescéncia e 8-12:1 na idade adulta.
Apds os 60 anos, registra-se queda dessa razdo novamente para 2:1. Tais dados
encontram apoio em modelos murinos de lupus, em que o fendtipo feminino e a
presenca de estrogénios s&o fatores precipitantes da doenca clinicamente aparente
(CAMERON, 1997; ADLER, COHEN e GLASSOCK, 1998, COOPER e STROEHLA,
2003).

O desenvolvimento de auto-imunidade no LES pode ser atribuido a perda de
auto-tolerancia, devido a deleg¢do ou silenciamento inadequado de linfécitos auto-
reativos. Ainda, disturbios da apoptose e a remocao incompleta dos residuos de
células apoptoticas poderiam contribuir para o desenvolvimento de auto-imunidade,
por causar exposicdo prolongada do sistema imunoldgico a esses componentes
(ABRASS, 1997). Entre os principais auto-anticorpos detectaveis figuram anticorpos
antinucleares (ANAs), anticorpos anti-DNA de fita dupla nativo (anti-ds-DNA),
anticorpos anti-ribonucleoproteinas (anti-RNP), anticorpos anti-histonas e anticorpos
anti-antigeno Smith'. Anticorpos antinucleares sdo usualmente da classe IgG e s&o
detectados por técnicas de imunofluorescéncia indireta, cuja sensibilidade pode ser
aumentada escolhendo-se cuidadosamente o substrato e pelo uso de reagentes-
padrdo. Os anticorpos dirigidos contra ds-DNA e antigeno Smith sé&o
particularmente associados a presenca de nefrite; enquanto a presenga do primeiro
é condigcdo quase sine qua non para o diagndstico de LES, o segundo é prevalente
em apenas 15-50% dos pacientes com LES, principalmente quando de origem afro-
caribenha, porém, altamente especificos. (ADLER, COHEN e GLASSOCK, 1998).

' Anticorpos dirigidos a quatro principais antigenos ribonucleres (Sm, nRNP, Ro/SSA e
La/SSB) estio presentes em portadores de LES. Dois desses antigenos (Sm e nRNP) sdo derivados
de um antigeno nuclear extraivel (ENA), ribonuclease-sensivel, do timo de vitelo. O anti-Sm
precipita-se em cinco pequenas subunidades, com suas proteinas nucleares associadas, de funcéo
desconhecida, provavelmente envolvidas no “splicing” do RNA. Estudos sugerem a associacdo da
positividade dos anti-ENAs com maior risco de doenca renal e do sistema nervoso central. (ADLER,
COHEN e GLASSOCK, 1998).



Do ponto de vista conceitual e pratico, a imunopatogénese renal basica
compreende o acumulo e deposi¢cdo de imunocomplexos circulantes pré-formados
ou a ligacdo de auto-anticorpos a antigenos plantados nas paredes vasculares. A
presenca dos auto-anticorpos pode levar a injuria tissular e celular por ligacdo da
por¢do Fc ao complemento e agédo citotoxica direta. O sitio de deposigédo dos
imunocomplexos ou dos antigenos plantados depende primariamente do seu
tamanho, composicdo e carga elétrica e da fungdo fagocitaria. Depodsitos
mesangiais e subendoteliais geralmente compreendem grandes complexos intactos
ou antigenos anidnicos. Tais depdsitos tém acesso ao espacgo vascular e, portanto,
levam a ativacédo do complemento e a geracdo de C3a e C5a, resultando no influxo
de linfomononucleares e polimorfonucleares. Estudos experimentais sugerem que
tais depdsitos derivem de imunocomplexos formados na circulacdo. Depodsitos
subepiteliais se encontram distalmente a membrana basal glomerular, sendo
formados a partir de antigenos catidnicos capazes de cruzar a membrana basal ou
por meio de auto-anticorpos dirigidos a antigenos do epitélio visceral. Tais
complexos podem ativar complemento, porém sem causar influxo leucocitario.
Eventos vasculares inflamatérios e tromboticos podem se sobrepor a injuria tissular
quando os auto-anticorpos apresentam atividade anti-fosfolipide ou de crioglobulina
(KASHGARIAN, 1997; ROSE, APPEL e SCHUR, 2003).

O acometimento renal em portadores de LES é importante causa de
agravamento de morbidade e mortalidade, pois sobrepde hipertensédo arterial,
sindrome nefrética e insuficiéncia renal ao quadro clinico. A prevaléncia real do
envolvimento renal no LES é desconhecida, variando consideravelmente conforme
critérios clinicos de diagnéstico, indicacdes de bidpsia e seguimento dos pacientes
(WOOLF et al. 1979). Estima-se que a nefrite lupica comprometa até 75% dos
pacientes portadores de LES. A maioria das anormalidades renais emerge 6 a 36
meses apos o diagndstico de LES, porém, até 50% dos pacientes com nefrite lupica
podem apresentar urinalise anormal, acompanhada ou n&o de elevagdo dos niveis
de creatinina ao diagndstico inicial do LES (ROSE, APPEL e SCHUR, 2003). Tais
numeros se encontram baseados no achado de urinalise anormal, critério
considerado como o mais fidedigno para rastreamento de pacientes portadores de

LES candidatos a bidpsia renal. Proteindria € a anormalidade a urinalise mais



freqlentemente observada nos pacientes com evidéncia clinico-laboratorial de
comprometimento renal (80% dos casos), principalmente em pacientes idosos ou
criangas. Hematuria e leucocituria poderdo incidir em até 40% dos pacientes com
sinais clinico-laboratoriais de comprometimento renal (RIVERA, LOPEZ-GOMEZ e
PEREZ-GARCIA, 2004). No entanto, segundo RASOULPOUR et al. (1996), o
rastreamento de pacientes com acometimento renal pelo LES através da urindlise
subestima a real freqUéncia de doenca renal, pois sdo comuns as alteragdes
histopatoldgicas renais em pacientes com urinalise normal (falso negativa) e com
niveis séricos de creatinina dentro dos limites da normalidade. Portanto, a
incidéncia de doenca renal no LES pode ser maior que 90%, uma vez que, bidpsias
renais de pacientes sem evidéncias clinico-laboratoriais de doencga renal
frequentemente revelam glomerulonefrite mesangial ou glomerulonefrite proliferativa
focal ou difusa. Tal fato poderia estimular o emprego precoce da bidpsia renal em
pacientes portadores de LES, principalmente adultos, com manifestac¢des iniciais de

comprometimento renal.

2.2. A BIOPSIA RENAL NA AVALIACAO DA NEFRITE LUPICA

A avaliagdo e conduc¢éo clinica dos pacientes com suspeita de nefrite [Upica
sd0 grandemente facilitadas através das informagdes fornecidas pela bidpsia renal.
Ainda que alguns clinicos defendam a posi¢cdo que as informagdes clinicas € os
dados laboratoriais sejam suficientes para determinar a presenca de envolvimento
renal significativo, o favoravel risco/beneficio de se realizar a bidpsia renal em
pacientes lupicos € fator de aceitacdo desse procedimento nesse grupo de
pacientes. A bidpsia renal pode ser utilizada para confirmar a presenca de
comprometimento renal, avaliar o grau de atividade e o estadio de cronicidade da
doenca, determinar seu progndstico e orientar a terapéutica mais adequada. Em
nefrite lUpica, o objetivo primario da bidpsia € identificar os pacientes com maior
risco de desenvolver doenga renal progressiva, requerendo intervencéo terapéutica
agressiva (GRANDE e BALOW, 1998; AUSTIN et al., 1994; YOO, KIM e LEE, 2000;
NAJAFI e KORBET, 2001; ROSE, 2003; ROSE, APPEL e SCHUR, 2003; ISEKI



etal, 2004). O quadro renal apresenta grande heterogeneidade morfoldgica e
clinica, com a possibilidade de evolugdo de um padréo de lesdo a outro. Em adicéo,
a correlagdo dos achados clinicos e laboratoriais € pobre e variavel. Ha evidéncias
que a extensdo e 0 padrdo de distribuicdo de depdsitos eletrondensos, de
imunoglobulinas e complemento tém melhor correlacdo com achados clinicos e
sorolégicos (ADLER, COHEN e GLASSOCK, 1998).

Com relacédo aos portadores de nefrite IUpica subclinica, a maioria dos
estudos realizados concentrou-se na determinacdo de marcadores laboratoriais
funcionais e inflamatérios de diminuicdo da funcdo renal. Microalbuminuria e
hiperfiltracdo glomerular constituem um sinal precoce de comprometimento renal
(ALMEIDA, 1998; KIM e JEONG, 2003). Os escassos trabalhos realizados
enfocando os achados histopatolégicos revelam notavel inconsisténcia dos achados
morfoldégicos. MUEHRCKE (1957) demonstrou casos de glomerulonefrite sem
instalacdo de proteinuria. Seu estudo sugeriu que, em adultos, a correlagéo entre
achados clinico-laboratoriais e achados anatomopatologicos € pobre em uma
avaliagédo inicial. HOLLCRAFT, DU BOIS e LUNDBERG (1976), estudaram 12
pacientes com clearance de creatinina e excregcdo proteica urinaria normais.
Anormalidades leves a moderadas foram registradas em todos os pacientes. Onze
(11) dos pacientes apresentaram anormalidades a microscopia Optica, ainda que de
carater inativo. A microscopia de imunofluorescéncia foi positiva em 8 dos 12 casos,
com distribuicdo focal ou difusa de IgG, IgM e/ou C3. Alteragcdes a microscopia
eletrbnica foram observadas em todos os casos e incluiram hipercelularidade
glomerular, espessamento de membrana basal, fusdo de processos podalicos e
depdsitos eletrondensos intramembranosos. Nao foram observados depdsitos
subepiteliais ou subendoteliais. Em suma, bidpsia renal livre de alteracbes em
portadores de LES foi considerada a excecdo, nesse estudo. O estudo de
MAHAJAN et al., (1977), identificou portadores de nefrite lupica incipiente com
lesGes proliferativas focais e difusas, numa série de 27 pacientes. O seguimento
clinico evidenciou evolugao para leses difusas em 3 dos 12 portadores de lesbes
focais. Tais resultados indicariam que lesGes proliferativas difusas poderiam estar
presentes antes da evidéncia clinica de doenca renal € que nenhum parametro

clinico ou laboratorial seria um marcador fidedigno da presenca de



comprometimento renal. Mais tarde, BENNETT et al. (1982) demonstraram trés
pacientes com glomerulonefrite proliferativa difusa e cinco pacientes portadores de
depdsitos subendoteliais em série de 20 pacientes livres de manifestagdes clinico-
laboratoriais de doenca renal. Porém, o seguimento clinico revelou uma sobrevida
livre de doenca renal clinicamente aparente superior a 60% em 10 anos. Tais
observagdes foram reproduzidas por e O'DELL et al, (1985), que descreveram
alteracdes mesangiais a microscopia optica e de imunofluorescéncia, em uma série
de 11 pacientes com doenca subclinica, os quais permaneceram livres de sinais de
progresséo para doenca ativa nos 6,3 anos em que foram seguidos. Tais estudos
categorizaram o carater das lesdes renais em pacientes portadores de nefrite lUpica
subclinica como silenciosas e estacionarias, colocando em questio a necessidade
e a validade da bidpsia renal, nesses pacientes. Para esclarecimento da
controvérsia gerada, BLANCO et al. (1994) revisaram 85 bidpsias renais de
pacientes com ou sem nefrite [Upica clinicamente evidente, cotejando os achados
com dados clinicos, laboratoriais e de sobrevida dos pacientes. Segundo o estudo,
lesdes minimas e depdsitos mesangiais estariam correlacionados com melhor
prognostico das lesdes; hialinose, atrofia tubular, esclerose glomerular e depédsitos

subepiteliais estariam correlacionados com progndéstico mais reservado.

A variabilidade dos tipos morfolégicos, a escassez de dados bibliograficos e a
questionavel necessidade de diagndstico histopatoldégico e medidas terapéuticas

padréo, foram fatores identificados na literatura e que suscitaram esse estudo.

2.3. TECNICAS HISTOLOGICAS EMPREGADAS NA AVALIACAO DA DOENCA
RENAL

A avaliacdo ideal de uma bidpsia renal envolve o exame do fragmento

tissular sob microscopia Optica, eletrénica e de imunofluorescéncia.

2.3.1. Microscopia 6ptica



A microscopia Optica € capaz de identificar lesGes proliferativas mesangiais,
endoteliais e epiteliais; esclerose mesangial, areas de hialinizagdo glomerular,
lesdes trombéticas, necrose e infiltracdo leucocitaria. E através da microscopia
optica que as lesbes elementares renais sdo caracterizadas. A terminologia é téo
importante quanto a descricdo das lesGes. O termo focal implica em doenca
afetando menos de 50% da populagdo glomerular total. Difuso, em contraste,
significa doenca afetando 50% ou mais da populagcdo glomerular em questao.
Segmentar refere-se a lesdo que afeta apenas uma por¢cdo de um glomérulo e
global descreve lesbes que comprometem o glomérulo todo (PIRANI, SALINAS-
MADRIGAL e KOSS, citados por STRIKER, STRIKER e D’AGATI, 1997) 2

FIGURA 1 - ESQUEMA EXPLICATIVO: FOCAL X DIFUSO E SEGMENTAR X GLOBAL

0 OO0 O

Focal Segmentar
Difuso Global

FONTE: STRIKER, STRIKER E D’AGATI, 1997

Com afinalidade de adequadamente avaliar a presencga de lesdes e excluir a
possibilidade de focalidade das mesmas, preconiza-se o preparo de 4 a 6 se¢des a
cada 8 a 10 laminas, as quais sdo coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina
(HE), acido periddico de Schiff (PAS), tricrobmico de Masson e impregnagao pela
prata (Jones ou PAMS). A HE fornece uma boa visdo geral da arquitetura
glomerular e intersticial e € a melhor coloracdo para a identificacdo das células

inflamatorias nos compartimentos renais. O PAS marca as glicoproteinas das

2PIRANI, C.L.; SALINAS-MADRIGAL, L.; KOSS, M. Evaluation of percutaneous renal biopsy. In
SOMMER, S.C. (ed.): Kidney pathology decennial. New York, Appleton-Century-Crofts, 1975, p.
109-163.



membranas basais. E particularmente Util para avaliar espessamentos das
membranas basais e a deposicdo de matriz extracelular associada a lesdes
proliferativas ou esclerosantes. O tricrbmico delineia a extensdo da fibrose,
glomeruloesclerose, lesdes hialinizantes e depdsitos imunes delicados ao longo das
alcas capilares glomerulares. As técnicas de impregnacgao pela prata reforcam as
membranas basais € sdo de grande utilidade na identificacdo de rupturas,
duplicacbes, espessamentos ou formacdo de espiculas nessas estruturas
(STRIKER, STRIKER e D’AGATI, 1997; GRANDE e BALOW, 1998; FOGO, 2003).

2.3.2. Microscopia de imunofluorescéncia

O envolvimento dos mecanismos imunoldgicos na patogénese das lesbes
renais foi sugerido em 1911 por VON PIRQUET e confirmado pelos primeiros
estudos com microscopia de imunofluorescéncia em tecido renal. A
imunofluorescéncia € uma técnica de imunohistoquimica bem estabelecida, utilizada
desde a década de 1940 para detectar uma grande variedade de antigenos em
tecidos ou células em suspenséo, tendo sido integrada a rotina diagnostica de
doencas imunomediadas (COLLINS, 1997).

A microscopia de imunofluorescéncia baseia-se na capacidade de moléculas
como a fluoresceina de apresentarem elétrons prontamente excitaveis a estados
instaveis de maior energia, através da absorcéo de fotons de luz. Ao retornar a seus
estados de energia mais estaveis, os elétrons emitem a energia estocada na forma
de luz, porém, com maior comprimento de onda do que a luz previamente

absorvida, sendo emitida como luz fluorescente (COLLINS, 1997).

O tecido para imunofluorescéncia deve ser obtido fresco e mantido umido até
ser rapidamente congelado. Solugdes conservantes, como o meio de Michel®,
podem ser empregadas caso seja necessario o transporte do espécime. Ha duas
técnicas basicas para a realizacdo da imunofluorescéncia: direta e indireta. O

método direto € um procedimento de um passo em que um marcador fluorocromo é

* Solugdo de uso para transporte de amostras a serem submetidas a investigacdo imunopatoldgica,
que contém em sua formulagéo solucdo tamponada de citrato de potassio pH7,0, sulfato de magnésio
e N-metilmaleimida a qual se adiciona sulfato de amoénia (RUIZ, FAJARDO e HERNANDEZ, 2002).
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conjugado covalentemente diretamente ao anticorpo primario, o qual devera reagir
com o anticorpo de interesse. O método indireto requer duas incubagdes: a primeira
do anti-soro nao marcado ou anticorpo com o substrato que se deseja testar e a
segunda compreende a reacdo do complexo obtido com um anticorpo marcado com
um fluorocromo. Os principais fluorocromos utilizados s&o o FITC (isotiocianato de
fluoresceina), TRITC (isotiocianato de tetrametilrodamina) e PE (ficoeritrina)
(COLLINS, 1997).

Por volta de 1968, foram reconhecidos dois principais padrdes de
imunofluorescéncia em amostras renais e sugeridos 0s provaveis mecanismos de
injuria envolvidos. O primeiro padrédo correspondia a deposigdo linear das
imunoglobulinas, possivelmente resultando da ligacdo de anticorpos a antigenos
estruturais da membrana basal glomerular (Figura 2). Um segundo padr&o tinha
aspecto granular, atribuido a complexos de anticorpos ligados a antigenos né&o
relacionados ao rim (Figura 3). Os principais padrbées de deposicdo de
imunoglobulinas séo os lineares em membranas basais tubulares ou glomerulares;
granulares em alcas capilares glomerulares periféricas, mesangio, tubulos,

intersticio e vasos.

A intensidade da deposicdo é graduada semiquantitativamente, numa escala
que vai de zero (ausente) a 3+ (intensidade maxima). Recomenda-se a utilizac&o
de anticorpos anti I1gG, IgM, IgA, fracdes do complemento, fibrinogénio, albumina e
cadeias leves kappa e lambda. Em situagdes especificas, outros antigenos podem
ser investigados, como IgE, properdina e antigenos virais e tumorais. (COLLINS,
1997, GRANDE e BALOW, 1998; FOGO, 2003).

A evanescéncia da fluorescéncia apos a excitagdo do fluorocromo € uma das
sérias desvantagens da técnica, pois limita a reexaminagdo das laminas. Isto se
deve principalmente a combinacdo de reagdes fotoquimicas, oxidacdo do

fluorocromo e propriedades do conjugado (COLLINS, 1997).



11

FIGURA 2 - FOTOMICROGRAFIA POR MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCENCIA.
DEPOSITOS LINEARES DE IGA, EM ALCAS CAPILARES, DE MODERADA INTENSIDADE.
FITC, 400 X

FONTE: A autora. Casuistica deste estudo.

FIGURA 3 - FOTOMICROGRAFIA POR MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCENCIA.
DEPOSITOS GRANULARES MESANGIAIS DE IGM, DE MODERADA INTENSIDADE. FITC,
400 X

FONTE: A autora. Casuistica deste estudo.
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2.3.3. Microscopia eletronica

O microscdpio eletrbnico tem uma faixa de magnificacdo de
aproximadamente 1000 a 500 000 diametros, com resolugao util de toda a faixa. A
microscopia eletronica de transmissdo € muito util no diagndstico de doencas
renais, pois pode claramente documentar a presengca, a frequéncia e as
caracteristicas de depédsitos imunes. A justificativa ao uso da microscopia eletrénica
de rotina em patologia renal advém de estudos das décadas de 1960 e 1970, que
demonstraram informa¢des diagnodsticas substanciais e importantes além das
obtidas pela microscopia Optica em aproximadamente 50% dos casos. No entanto,
tais estudos foram realizados quando a microscopia de imunofluorescéncia ainda
nao era uma técnica de uso amplo. HAAS (1997) reavaliou a necessidade da
microscopia eletrébnica no contexto atual, concluindo que em uma série de 288
bidpsias de rins nativos 0 exame ultraestrutural forneceu informacdes diagnosticas
relevantes e imprescindiveis em 21% dos casos e dados confirmatorios importantes
em outros 21%. Segundo HERRERA (1999), a avaliagdo ultraestrutural adiciona
uma importante dimensdo a avaliagdo patoldgica e fornece informagdes com
impacto direto no manejo dos pacientes. Em se tratando de lupus eritematoso
sistétmico, a microscopia eletrobnica é capaz de identificar alteracbées né&o
visualizaveis a microscopia Optica ou de imunofluorescéncia sugestivas de
transformacgé@o iminente de uma forma de nefrite para uma outra potencialmente
mais agressiva. Tais dados confirmam, pois, os estudos anteriores e dao suporte ao

uso continuado da microscopia eletrénica no estudo das doengas renais.

2.4. METANALISE DAS CLASSIFICACOES DAS GLOMERULONEFRITES NO LES

A interpretacdo de biopsias renais de pacientes portadores de lupus
eritematoso sistémico € complicada pela marcante variabilidade patolégica das
lesbes. O envolvimento renal pelo LES pode simular o padrdo de qualquer
glomerulonefrite primaria. Pode-se observar lesfes variaveis em termos de
caracteristicas morfoldgicas e distribuicdo entre pacientes, entre glomérulos dentro

de uma amostra ou mesmo dentro de um determinado glomérulo. As lesdes
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glomerulares podem, ainda, estar acompanhadas de lesbes tubulo-intersticiais e
vasculares (SILVA, 1983; ANTONOVICH, 1995; APPEL e D'AGATI, 1995, D’AGATI,
1998; FERLUGA et al., 2000; GLASSOCK, 2004).

Com a introdugdo da bidpsia renal como ferramenta de avaliagdo da
extensdo e severidade das doencgas renais, na década de 1950, e o inicio da
aplicacdo das técnicas de microscopia de imunofluorescéncia e eletrénica na
década de 1970, houve notavel avango na caracterizacdo dos padrées basicos de
comprometimento renal no LES.

A nomenclatura da glomerulonefrite lUupica teve origem nos anos 60, pelas
observagdes de KARK et al. (1955), MUEHRCKE et al. (1957) e POLLAK e PIRANI
(1969), entre outros, culminando, em 1970, com a publicacdo de BALDWIN et al.,
em que as lesbes glomerulares foram divididas em Proliferativas Focais,
Proliferativas Difusas e Membranosas. Em 1973, GRISHMAN descreveu o padréo
membranoproliferativo. Tais estudos demonstraram que a evolugcdo da doenca
estava diretamente relacionada ao grau e extensdao de inflamacdo do
compartimento glomerular. Logo se tornou premente a elaboragdo de um esquema
que permitisse o reconhecimento de padrées histomorfolégicos de lesdo renal, a
estratificacdo dos pacientes conforme tais achados e a comunicacdo de dados
relevantes que permitissem o manejo apropriado dos pacientes.

Em 1974, a base para a classificacédo patrocinada pela OMS foi constituida
na reunido de Buffalo (NY) a partir da publicagdo original de BALDWIN. As
primeiras revisdes foram feitas em 1976 por SINNIAH e FENG e em 1978 por
APPEL et al. E nesta Ultima publicacdo que aparecem, pela primeira vez, os

algarismos romanos para categorizar as classes (Quadro 1 e Figuras 4 a 9).
QUADRO 1 - CLASSIFICACAO DAS GLOMERULONEFRITES NO LES, OMS, 1974

| — Normal sob todas as técnicas

Il a — Aspecto normal a microscopia 6ptica; depdsitos de imunocomplexos a IF e/ou EM
Il b — Glomerulonefrite mesangial; depositos de imunocomplexos a IF e/ou EM

Il — Glomerulonefrite proliferativa focal

IV — Glomerulonefrite proliferativa difusa

V — Glomerulonefrite membranosa
FONTE: ANTONOVICH, 1995




FIGURA 4 - GLOMERULO NORMAL A MO. PAS COM DIASTASE, 200 X
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FIGURA 7 - GLOMERULONEFRITE PROLIFERATIVA. LESAO SEGMENTAR. HE, 200 X

o : i

FIGURA 9 - GLOMERULONEFRITE MEMBRANOSA. DEPOSITOS FUCSINOFILICOS.
TRICROMICO DE MASSON, 1000 X

e

FONTE: A autora — casuistica deste estudo
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POLLAK, et al. (1973) apontaram as primeiras deficiéncias no sistema de
classificacdo proposto, ao destacarem a falta de maiores considera¢des quanto a
natureza e gravidade das alteracbes reversiveis e irreversiveis dos compartimentos
glomerular, tubulo-intersticial e vascular. Este foi o0 primeiro passo para a elaboracéo
de um sistema semiquantitativo de atribuicdo de scores a critérios selecionados de
atividade e cronicidade (Quadros 2 e 3), baseado nas observacbes de MOREL-
MAROGER et al. (1976) e AUSTIN et al. (1983).

QUADRO 2 - INDICES DE ATIVIDADE EM NEFRITE LUPICA

Hipercelularidade endocapilar 0-3
Infiltracdo leucocitaria 0-3
Depésitos hialinos subendoteliais 0-3
Necrose fibrindide / cariorrexe 0-3 x2)
Crescentes celulares 0-3 x2)
Inflamacao intersticial 0-3
Total 24

FONTE: STRIKER, STRIKER E D’AGATI, 1997

QUADRO 3 - INDICES DE CRONICIDADE EM NEFRITE LUPICA

Glomérulos escleréticos 0-3
Crescentes fibrosas / fibrocelulares 0-3
Atrofia tubular 0-3
Fibrose intersticial 0-3
Total 12

FONTE: STRIKER, STRIKER E D’AGATI, 1997

Tendo como ponto de partida as discussdes ocorridas no encontro de Paris
do ISKDC (International Study of Kidney Diseases in Children) em 1980, CHURG
propés uma revisdo da classificacdo da OMS das glomerulonefrites no LES na
publicacdo do seu livro, em 1982 (Quadro 4). Nesta publicagdo, procurou-se
acomodar os conceitos de atividade e cronicidade das lesbes, somando-se as
descricdes das lesdes glomerulares basicas os sinais de atividade e cronicidade da
doenca, criando-se subclasses. Foram criadas formas mistas de glomerulonefrite
membranosa e glomerulonefrite proliferativa e a forma avancada esclerosante da
doenca (Classe VI). Esta classificag&o foi a primeira a ter o suporte formal da OMS.
Uma segunda reviséo foi realizada em 1995, novamente pelo mesmo CHURG, na
re-edicdo do livro. Neste esquema, a separacgao entre as Classes Il e IV foi feita em

termos de porcentagem de glomérulos comprometidos (e ndo no carater segmentar
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das lesdes). Foram removidas as subclasses Vc e Vd, uma vez que estas teriam
prognostico muito mais proximo ao das respectivas classes Il e IV, dando-se
preferéncia ao diagndstico de lesbes mistas ou combinadas. Ainda que as
classificagcbes de 1982 e 1995 tenham procurado maior precisao e detalhamento,
muitos patologistas até hoje ndo aceitam completamente as modificacbes propostas
por Churg, continuando a adotar a classificacdo da OMS de 1974, a qual

incorporaram a classe VI.

QUADRO 4 - CLASSIFICACAO DAS GLOMERULONEFRITES NO LES, OMS/ISKDC, 1982

- Normal sob todas as técnicas
- Normal a MO; depésitos a IF e/ou ME

- -GN mesangial, com hipercelularidade / expansio mesangiais discretas

T oO|T o

-GN mesangial, com hipercelularidade / expansdo mesangiais moderadas

-GN segmentar e focal com lesbées necrotizantes ativas
- GN segmentar e focal com lesbes ativas e esclerosantes

-GN segmentar e focal com lesbes esclerosantes

v -
v -

v -

- GN difusa, sem lesbes segmentares
-GN difusa, com lesbes necrotizantes ativas

GN difusa, com lesOes ativas e esclerosantes

-GN membranosa difusa pura
- GN membranosa associada a classe Il
-GN membranosa associada a classe Il

- GN membranosa difusa associada a classe |V

O OO T TOLOO T
1

V
V
V
V

VI - - - GN esclerosante avancada

FONTE: ANTONOVICH, 1995.

E importante salientar que nenhuma classificacdo em medicina é ideal,
incluindo a classificacdo da OMS das glomerulonefrites no LES. Uma critica comum
a classificacdo da OMS é a relativa pobreza de informagbes concernentes a
alteracGes tubulares, intersticiais e vasculares, em comparagado ao detalhamento
dado as alteragdes glomerulares, mesmo sabendo-se do seu potencial de
progressao independente (HILL et al,, 2000. SCHWARTZ e LEWIS, 2002). Outra
falha apontada é a incapacidade da classificagdo vigente em determinar quais 0s
portadores de glomerulonefrite segmentar ou difusa, proliferativa ou esclerosante ou
com lesdes mistas que ir&o evoluir com prejuizo da funcéo renal (SCHWARTZ e
LEWIS, 2002). Apesar de tais criticas, € importante salientar que classificagbes
refletem apenas o0 conhecimento corrente dos aspectos clinicos e fisiopatoldgicos de

determinada doenca quando de sua elaboragc&o. O maior valor de uma classificagéo
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reside no fato de conseguir propor uma avaliacdo sistematica das lesdes, permitir a
padronizacdo das informacbes e a estratificacdo dos pacientes e apontar a
orientacdo terapéutica do paciente, e ndo na sua capacidade de identificar
individuos de risco para um prognostico adverso (FERLUGA et al., 2000). Para fins
de correlagdo clinico-patoldégica, os indices semiquantitativos de atividade e
cronicidade oferecem informacbes a respeito da severidade do comprometimento
agudo ou crbnico de cada compartimento, além de constituirem um método util de
organizar o laudo anatomopatoldgico de bidpsia renal (AUSTIN et al., 1983). E
interessante observar como aos achados tubulo-intersticiais é atribuido valor limitado
na avaliacdo da atividade da doenga, em contraste com o peso maior que tém na
avaliacdo da sua cronicidade. Apesar dos questionamentos quanto a
reprodutibilidade e o valor preditivo de tais indices (WERNICK ef al, 1993;
MARCUSSEN ef al., 1995; SCHWARTZ, 2000), estes podem ter valor significativo
na orientacdo do manejo clinico e na avaliagdo prognéstica de pacientes,
individualmente ou em grupos de estudo em que comparag¢des sejam necessarias
(GRANDE e BALOW, 1998).

Tendo em vista 0s consideraveis avan¢os na compreensao dos mecanismos
patogenéticos e os trabalhos de correlagdo clinico-patoldgica realizados na area
desde as ultimas revisdes da classificacdo da OMS, a Sociedade Internacional de
Nefrologia (ISN) e a Sociedade de Patologia Renal (RPS) propuseram, em 2003,
uma nova revisao da classificacdo da OMS (WEENING et al., 2004). Em linhas
gerais, a classificagao proposta segue as linhas-mestras da classificacdo de 1974,
preservando sua simplicidade e baseando-se fortemente na patologia glomerular.
Como nas revisbes de 1982 e 1995, importantes refinamentos e definigbes
qualitativas e quantitativas foram adicionadas as classes lll e IV. Ainda, definiu-se
quantitativamente o critério para diagnostico de nefrite lUpica em estagio avancado
(classe VI) e excluiu-se a definicdo de normalidade da amostra renal. As defini¢cdes
propostas s&o apresentadas no Quadro 5 e sucintamente discutidas abaixo.

Classe I: Em relac&o as classificagdes anteriores, a auséncia de alteragdes a
microscopia optica, eletrébnica ou de imunofluorescéncia ndo € mais qualificavel
como classe |. Propde-se definir classe | como nefrite lUpica mesangial minima com

acumulo de esparsos imunocomplexos mesangiais detectaveis a microscopia de
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imunofluorescéncia, porém sem alteragbes a microscopia Optica, forma
categorizada em 1995 como classe Ib.

Classe II: Pertencem a classe Il as glomerulonefrites proliferativas
mesangiais, isto €, qualquer grau de hipercelularidade mesangial, associado a
depdsitos mesangiais a imunofluorescéncia ou microscopia eletronica. Esta
definicdo acomoda as classes Il a e Il b da OMS 1995. Na classificag&o proposta
pela ISN/RPS admite-se a presenga de escassos depositos de imunocomplexos
intramembranosos e mesmo subepiteliais em algas capilares periféricas. Deve-se
atentar, no entanto, para condicbes excludentes da classe como depdsitos
subepiteliais extensos e difusos, sinais de esclerose segmentar ou focal
secundarios a episodios proliferativos anteriores, necrose e crescentes

Classe lll: Define-se como classe lll as glomerulonefrites focais, com
envolvimento inferior a 50% dos glomérulos por lesdes proliferativas endocapilares
segmentares ou esclerose, associadas ou n&o a necrose e crescentes.

Classe IV: Como nas classificagbes anteriores, a classe IV conserva-se
como nefrite lUpica difusa, com envolvimento igual ou superior a 50% dos
glomérulos amostrados. Na nova proposta de classificacdo aqui descrita, a classe
IV foi maior alvo de redefini¢cdes, tendo sido subdividida em nefrite lUupica segmentar
difusa (classe IV-S), quando mais de 50% dos glomérulos afetados apresentam
lesbes segmentares e nefrite lupica global difusa (classe IV-G), quando mais de
50% dos glomérulos afetados apresentam lesbes globais. Além da referéncia ao
padréo de distribuicdo das lesdes, deve-se ainda fazer mengdo a presenga de
lesdes ativas, crbnicas ou a combinacido delas, através das iniciais A, C e A/C,
respectivamente. O racional para a subdivisdo da Classe IVem S e G, veio de uma
publicacdo de LEWIS, KAWALA e SCHWARTZ (1987), em que se acentua 0
carater agressivo das lesdes segmentares necrotizantes. Evidéncias preliminares
sugerem que as classes IV-S cursem mais frequentemente com proliferacéo
endocapilar segmentar, acompanhada ou ndo de necrose. Em contraste, a classe
IV-G estaria associada a proliferacdo endo, extra ou mesangiocapilar ou a presenca
extensa de “alcas de arame”. Ainda, aparentemente, a necrose fibrindide representa

um extremo mais severo do espectro fisiopatoldgico das lesbes proliferativas.
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Classe V: A classe V pertence a glomerulonefrite membranosa. Além dos
depdsitos subepiteliais caracteristicos, admite-se a associacdo destes com
depdsitos mesangiais € esparsos depositos subendoteliais a microscopia eletrénica
e de imunofluorescéncia. Depdsitos subendoteliais a microscopia éptica levantam a
possibilidade de classe V combinada as classes Il ou IV ou classe lll ou IV puras,
na dependéncia da extenséo e distribuicdo dos depdsitos. O diagndstico das formas
combinadas de nefrite IUpica requer o envolvimento por glomerulonefrite
membranosa de pelo menos 50% da superficie capilar glomerular total a
microscopia optica ou de imunofluorescéncia.

Classe VI: Designa-se como classe VI 0s casos em que se observa mais de
90% de glomeruloesclerose global atribuivel a estadios crénicos terminais das
classes Ill, IV ou V. Sinais de doenca ativa ndo devem ser encontrados.

Em suma, as mais expressivas mudangas propostas pela ISN/RPS foram: A)
a rejeicdo da normalidade; B) a demarcacdo de 50% como limite minimo a partir do
qual uma les&o glomerular € considerada difusa; C) o reforco das definicbes de
lesbes ativas (A), ativas/cronico-escleréticas (A/C) e cronico-escleroticas (C); D)

critérios diagnosticos precisos de classe VI.

QUADRO 5 - CLASSIFICACAO DAS GLOMERULONEFRITES NO LES, ISN/RPS, 2003

I - GN mesangial minima: aspecto normal & microscopia 6ptica; depoésitos mesangiais a IF

GN proliferativa mesangial: expansdo de matriz ou celularidade mesangial de qualquer grau a

- microscopia optica; esparsos depésitos subepiteliais ou subendoteliais a IF/EM

A - GN proliferativa focal com lesdes ativas
m - AC - GN proliferativa focal com lesdes ativas e cronicas
C - GN proliferativa focal com lesdes cronicas
S-A - GN proliferativa segmentar difusa, lesdes ativas e necrotizantes
G-A - GN proliferativa global difusa, lesdes ativas e necrotizantes
Vi S-A/C - GN proliferativa segmentar difusa, lesdes ativas e crénicas
G-A/C - GN proliferativa global difusa, lesdes ativas e crdnicas
S-C - GN proliferativa segmentar difusa, lesdes crdnicas com cicatrizes
c-C - GN proliferativa global difusa, lesdes crbnicas com cicatrizes
v - GN membranosa — d_epc’)sitos sybqpiteliais globais ou segmentares ou suas seqiielas a
MO, IF ou ME, combinada ou ndo as classes Il e IV.
vl - Nefrite lGpica esclerosante avancada — mais de 90% de glomérulos escleréticos sem lesdes

ativas residuais

FONTE: WEENING et al. 2004.
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Obviamente, as sugestdes propostas com relagéo a categorizacéo das lesbes
pertencentes a classe IV serdo o maior alvo de investigacido no que concerne a
relevancia das informagdes providas para determinacdo de progndstico em longo
prazo e terapia apropriada (YOKOYAMA et al, 2004; MITTAL et al., 2004). Estima-se
que lesdes dentro da classe IV-G/A terdo o progndstico mais favoravel sob terapia
convencional, enquanto aquelas pertencentes a classe IV-S/A/C terdo o pior
prognostico (WEENING et al., 2004). Se tais hipéteses forem validadas em estudos
prospectivos, a nova classificacdo tera feito uma valiosa contribuicdo ao papel da
bidpsia renal na avaliagdo renal de portadores de LES. O processo de quase cinco
décadas de tentativas de classificacido da nefrite lUpica claramente mostra que a
proposta da ISN/RPS deve ser considerada um trabalho ainda em progresso que
indubitavelmente sofrera modificagbes a medida que emergirem novas informagdes
concernentes a patogénese, mediacdo da injuria glomerular e correlagdo clinico-

patoldgica.
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3. OBJETIVOS

- Descrever as caracteristicas a microscopia 6ptica, de imunofluorescéncia e
eletrbnica em amostras renais de pacientes portadores de nefrite lUpica subclinica.
- Avaliar o papel de cada técnica aplicada na caracterizagdo dos possiveis
achados histopatologicos.
- Classificar as lesGes conforme:
o a Classificagdo das Glomerulonefrites no Lupus Eritematoso
Sistémico, OMS modificada
o a Classificagdo das Glomerulonefrites no Lupus Eritematoso
Sistémico, OMS, 1995
o a Classificacdo das Glomerulonefrites no Lupus Eritematoso proposta
em 2003 pela Sociedade Internacional de Nefrologia (ISN) e pelo
Grupo de Trabalho de Classificacdo da Nefrite Lupica da Sociedade
de Patologia Renal (RPS).
- Correlacionar o contexto clinico-laboratorial inicial e evolutivo com o0s

achados histopatologicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. CASUISTICA

Foram retrospectivamente identificados os pacientes portadores de LES, em
acompanhamento no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, que
foram submetidos a bidpsias renais entre 1997 e 1999. O diagnéstico de LES foi
fundamentado nos critérios estabelecidos pela Associagdo Americana de
Reumatologia, isto é, a presenga de no minimo 4 das 11 manifestacbes
diagnésticas a seguir. 1- rash malar; 2- rash discoide; 3- fotossensibilidade; 4-
Ulceras orais; 5- artrite; 6- serosite; 7- disfungéo renal, com proteindria > 500 mg/dia
ou cilindros celulares; 8- desordens neurolégicas; 9- desordens hematologicas; 10-
desordens imunolégicas, como anti-DNA, anti-Sm ou VDRL falso negativo; 11-
presenca de anticorpos anti-nucleares. Foram incluidos no presente estudo os
pacientes portadores de nefrite lupica subclinica, os quais obrigatoriamente
atendiam aos seguintes critérios ao tempo em que foram submetidos a bidpsia: 1-
urinalise negativa, isto €, sem sinais de proteindria, sem cilindros e sedimento com
menos de 3 hemacias e 3 leucocitos por campo; 2- microalbuminuria de 24 horas
inferior a 250 mg; 3- creatinina sérica inferior a 1,2 mg/dl em individuos do sexo
feminino e 1,5 mg/dl em individuos do sexo masculino (HOLLCRAFT et al., 1976).
Parte da populagdo incluida nesse estudo ja foi alvo de pesquisa anterior
(ALMEIDA, 1998). Evolucdo para nefrite lUpica manifesta foi considerada nos
pacientes que apresentaram proteinuria, sedimento urinario ativo ou elevagdo dos

niveis de creatinina sérica e microalbuminuria acima dos parametros acima.

42. BIOPSIA RENAL

As bidpsias foram realizadas mediante consentimento informado, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parand e conforme a técnica adotada no Servigco de
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Nefrologia dessa Instituicdo. As amostras renais foram obtidas de pdlo renal inferior,
estando o paciente em decubito ventral, mediante exame radioldégico prévio ou
guiadas por tomografia axial computadorizada. Apds antissepsia e anestesia local
com lidocaina 2% sem vasoconstritor, procedia-se a incisdo da pele com bisturi
introducdo da agulha de Vim-Silverman, modificada por Franklin. Quando da
localizagdo da area ideal para bidpsia, retirava-se a guia e era introduzida a agulha,
obtendo-se dois a trés fragmentos renais filiformes. Sob magnificagdo com lupa, o
fragmento com maior representacéo cortical era imerso em solucéo de formaldeido
10% e encaminhado ao Servico de Anatomia Patolégica para realizagcéo
processamento histologico e exame a microscopia Optica. Do(s) fragmento(s)
restante(s) eram retirados, ainda sob magnificacdo com lupa, um a dois fragmentos
corticais renais de 1 milimetro cubico, sendo estes imersos em solugdo de
glutaraldeido 3% para processamento e exame ultraestrutural. O material restante
era imerso em solugédo salina isoténica e imediatamente encaminhado ao Servigo
de Imunopatologia para processamento e exame a microscopia de

imunofluorescéncia.

4.2.1. Microscopia Optica

O fragmento submetido era mantido em solugéo de formaldeido a 10% para
microscopia optica por 6-12 horas. Seguia-se 0 processamento histolégico manual
de rotina, por desidratacdo em alcool em concentragcbes crescentes, diafanizacéo
em cloroférmio e inclusdo em parafina, conforme modificacdo da técnica de
MICHALANY, 1998 (protocolo anexo 1). Os blocos foram submetidos a microtomia,
gerando-se cortes de trés micrémetros de espessura, com 0s quais eram obtidas
oito preparag¢des microscopicas (laminas). Cada duas laminas eram coradas pelas
técnicas de hematoxilina-eosina (HE), acido periodico de Schiff com diastase (PAS
c/d), tricromico de Gomori ou de Masson e metenamina argéntica-acido periddico
(PAMS). As laminas constantes em arquivo foram reexaminadas (MFSS) em
microscépio Olympus BX40 (Olympus Corporation, Tbéquio, Japéo), sem
conhecimento dos dados clinico-laboratoriais € dos resultados a microscopia
eletrbnica e de imunofluorescéncia. As alteragdes foram definidas conforme os

critérios constantes no glossario de termos utilizados em patologia renal, em anexo.
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Os achados finais foram classificados conforme as Classificagbes das
Glomerulonefrites no Lupus Eritematoso Sistémico da OMS modificada e da OMS,
1995 e pela classificagdo proposta em 2003 pela Sociedade Internacional de
Nefrologia (ISN) e pelo Grupo de Trabalho para Classificacdo da Nefrite Lupica da
Sociedade de Patologia Renal (RPS).

4.2.2. Microscopia de Imunofluorescéncia

A fragdo renal mantida sob baixa temperatura em solugdo salina isotonica
9% era incluida em OCT (TissueTek, Toquio, Jap&o) e congelada em nitrogénio
liquido. O bloco congelado obtido era seccionado em criostato, fornecendo quatro
cortes com dois a trés micrometros de espessura. Os cortes colocados sobre suas
respectivas laminas eram fixados em acetona, secos ao ar, lavados em tampao
fosfato (PBS), em seguida recebendo uma a duas gotas de anti-soro marcado com
isotiocianato de fluoresceina (anti-IgA, anti-IgM, anti-lgG e anti-C3), em céamara
umida, conforme protocolo anexo 2. O exame ao microscopio de
imunofluorescéncia (Carl Zeiss AG, Alemanha), identificou as areas de reacéo
positiva, seu padréo (linear ou granular), distribuicao (segmentar ou global; focal ou
difusa) e localizac&o (algas capilares, mesangio, tubulos e vasos). Graduou-se a
intensidade da fluorescéncia em zero a 3+. Devido a evanescéncia das preparacdes
para microscopia de imunofluorescéncia, € a impossibilidade de analise
retrospectiva do material, foram revisados laudos e arquivos fotograficos, quando

disponiveis, dos exames pertinentes aos pacientes identificados.

4.2.3. Microscopia eletrénica

Apds 24 horas de fixacdo em solugdo de glutaraldeido 3%, o fragmento renal
era pos-fixado em tetréxido de dsmio tamponado 1% e desidratado em alcool,
seguindo-se a sua inclusdo em resina plastica de emblocamento. Os cortes
ultrafinos (0,08 a 0,12 micrémetro de espessura), obtidos por ultramicrotomia, foram
colocados em graticulas de 0,4 cm de diametro, padrao 200 mesh e impregnados
com citrato de chumbo e acetato de uranila (protocolo anexo 3). O material de
bidpsia de dez casos foi recuperado a partir de blocos de parafina. Para tanto, os

espécimes foram retirados dos blocos, imersos em xilol aquecido e reidratados em
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alcool em concentragdes decrescentes; em seguida, as amostras foram lavadas em
tampéo fosfato e refixadas em glutaraldeido 3%, seguindo-se o processamento de
rotina para microscopia eletrénica (protocolo anexo 4). O exame ultraestrutural foi
realizado no Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do Parana,
em microscdpio eletrénico de transmissado JEOL JEM 1200 EX Il (JEOL, Peabody,

Estados Unidos da América).

FIGURA 11 - DEPOSITOS ELETRONDENSOS
SUBENDOTELIAIS E INTRAMEMBRANOSOS.
12 000 X

FIGURA 10 - DEPOSITOS
ELETRONDENSOS MESANGIAIS.

FIGURA 12 - DEPOSITOS ELETRONDENSC FIGURA 13 — DETALHE DE DEPOSITO
INTRAMEMBRANOSOS. 15 000 X INTRAMEMBRANOSO. 60000 X

m i =a : ‘ ¥

FONTE: A autora. Casuistica deste estudo.
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Buscou-se depositos eletrondensos mesangiais, subendoteliais, subepiteliais
ou intramembranosos (Figuras 10 a 13); espessamento das membranas basais dos

capilares glomerulares, aumento da matriz mesangial e hipercelularidade.

Os registros fotograficos foram obtidos por meio de BioScan Camera Modelo
792 e software de captacéo de imagens Gatan Digital Micrograph 3.6.5 (Gatan Inc.,
Warrendale, Estados Unidos da América) instalado em microcomputador Pentium 4
Intel com sistema operacional Windows 2000 Professional (Microsoft Corporation,

Redmond, Estados Unidos da América).

4.3. DADOS DOS PRONTUARIOS

Os prontuarios médicos foram solicitados ao Servico de Arquivo Médico
(SAME) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana mediante
autorizagéo da Dire¢do do Corpo Clinico. Foram colhidos e tabulados os seguintes
dados de cada paciente participante: sexo, idade — atual, ao diagndstico de LES e
no momento da bidpsia renal — tempo de evolucdo da doenca, manifestacbes
extrarrenais do LES, dados da urinalise, proteinuria em 24 horas, creatinina sérica e

niveis séricos de C3 e CH50, quando disponiveis.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

Recorreu-se a analise descritiva dos dados através de tabelas, quadros e
graficos.

O teste “W’ de Shapiro-Wilks descartou a normalidade da distribuicdo das
observacées, o que justificou a utilizacdo dos testes n&o-paramétricos’
“Comparacao entre duas Proporgbes” através do software “Primer of Biostatistics”
(GLANZ, 1997) e Exato de Fisher, pelo Epi-Info (Centers for Disease Control and

! Testes nédo-paramétricos sdo utilizados quando os dados ndo atendem as suposicdes feitas pelas
técnicas tradicionais. Técnicas ndo-paramétricas fazem poucas suposicbes sobre a natureza das
distribuicbes originais, isto €, ndo se assume que a populacdo cujos dados foram amostrados tenha
distribuicdo normal ou aproximadamente normal (PAGANO E GAUVREAU, 2004).
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Prevention & World Health Organization, Atlanta, Estados Unidos da América). O
nivel de significancia (isto &, a probabilidade de se cometer um erro tipo 1)? adotado
foi menor que 5% (p<0,05).

Para a avaliagdo do papel das técnicas diagnoésticas empregadas
(microscopia Optica, microscopia de imunofluorescéncia e microscopia eletrénica)
recorreu-se ao calculo da sensibilidade e do valor preditivo negativo das mesmas,
quando analisadas isoladamente ou em combinacdo. Define-se sensibilidade como
a fracdo de individuos n&o normais que o teste € capaz de detectar. Valor preditivo
negativo € a fracdo de individuos com teste negativo que efetivamente n&o séo
portadores de doenca ou a fragdo de previsdes de ndo-doenca que efetivamente se
concretizam®. Estabeleceu-se como padrdo-ouro o resultado obtido pela
combinagdo das trés técnicas diagnosticas (microscopia optica + microscopia de

imunofluorescéncia + microscopia eletrénica).

4.5 SUBSIDIOS

Este trabalho foi registrado no Banco de Pesquisas da Universidade Federal
do Parana (BANPESq) sob o numero 2003013061 e contou com o apoio da
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

2 Quando ha necessidade de se tirar alguma conclusdo sobre um parametro da populacido — por
exemplo, a média de uma variavel aleatéria continua — uma abordagem comum em Estatistica é
realizar um teste de hipoteses estatisticas. Para tanto, assume-se que a média em questédo x é igual
a algum valor postulado n0. Essa afirmagéo chama-se hipétese nula, chamando-se de hipotese
alternativa aquela que a contradiz. Diz-se que ha significancia estatistica quando a hipétese nula foi
rejeitada por um teste estatistico. O p-valor é o valor associado a estatistica de teste que indica a
probabilidade de um valor td0 ou mais extremo que o observado, ocorrer por acaso em varias
repeticdes do experimento. Erro do tipo | consiste em rejeitar a hipétese de nulidade quando ela é
verdadeira. Erro do tipo Il consiste em aceitar a hipétese da nulidade quando ela é falsa. Ao se
estabelecer o p-valor em 0,05, a probabilidade de se rejeitar erroneamente a hipétese nula é de 5%
gPAGANO e GAUVREAU, 2004; VIEIRA, 2004).
Matematicamente: S=VP/VP+FN e VPN=VN/VN+FN, sendo S=sensibilidade, VPN=valor preditivo

negativo, VP=verdadeiros positivos, FN=falsos negativos e VN=verdadeiros negativos
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5. RESULTADOS

5.1. DADOS DEMOGRAFICOS

Durante o periodo de 1997 a 2000, foram analisadas 60 bidpsias renais
obtidas de portadores de LES. Vinte e cinco (25) destas bidpsias foram realizadas
em pacientes que atendiam aos requisitos de inclusdo no presente estudo. Destes,
23 (92%) eram do sexo feminino e 2 (8%) eram do sexo masculino. A idade média
atual foi de 35,2+7,7 anos (variando de 24,0 a 55,0 anos) em pacientes do sexo
feminino e de 57,5£19,09 anos (variando de 44 a 71 anos) em pacientes do sexo
masculino. O tempo de duragdo da doenca até o momento da bidpsia foi de
4,4+5 25 anos, considerando-se como inicio da doenga o diagnédstico firmado de

LES (Tabela 1).

TABELA 1 - IDADE ATUAL, IDADE AO INICIO DA DOENGA, IDADE A BIOPSIA E IDADE AO
OBITO. TEMPO DE DURAGAO DA DOENCA NOS PACIENTES AVALIADOS

. DESVIO ] .
DADOS MEDIA PADRAO MINIMO | MAXIMO | MEDIANA
IDADE FEMININO (anos)
e Atual 35,2 7,7 240 55,0 -
¢ De Inicio da Doenca 24,7 7.3 15,0 47,0 -
e A Biopsia 28,3 7,8 16,0 49,0 -
o Obito 30,0 - - - -
IDADE MASCULINO (anos)
e Atual 57,5 19,09 440 71,0 -
¢ De Inicio da Doenca 40,0 32,52 17,0 63,0 -
e A Bidpsia 53,0 22,62 37,0 69,0 -
o Obito 71,0 - - - -
TEMPO
e Tempo de duracéo da 4.4 M5 25 0 20,0 2,0

doenca (anos apés diagnéstico)

FONTE: dados da autora
NOTA: 1) Desvio padrdo muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.
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5.2. DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

A maioria dos pacientes (96%) apresentou dois ou mais érgaos / sistemas
comprometidos (p<0,0001) (Tabela 2 e Gréfico 1), principalmente em articulagdes
(92%) e pele (88%). O comprometimento simulténeo de pele e articulagbes ocorreu
em 21 pacientes (84% do total). Apenas um paciente apresentou comprometimento

cutaneo isolado.

TABELA 2 - NUMERO DE ORGAOS / SISTEMAS COMPROMETIDOS

COMPROMETIMENTO N(l;l\ilEzIz)O PERCENTUAL

NUMERO 61 2,4 / paciente
e Um 01 4,0
e Dois 15 60,0
e Trés 07 28,0
e Quatro 02 8,0

LOCAL
e Articulacbes 23 92,0
o Pele 22 88,0
e TVP 03 12,0
¢ SNC 03 12,0
e Serosas 02 8,0
¢ Anemia hemolitica 02 8,0
¢ Mononeurite 01 4.0
¢ Pulméo 01 4,0
e Raynaud 01 4,0
¢ Sindrome Antifosfolipide 01 4,0
e Sjogren 01 4,0
¢ Cardite 01 4.0

GRAFICO 1 - NUMERO DE ORGAOQOS / SISTEMAS

60

60,0
50,0
40,04 28
30,01
20,01 8
10,04
0,0

PERCENTUAL (%)

Um Dois Trés Quatro

[p <0,0001]

FONTE: Tabela 2
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Nos pacientes com doenca cutaneo-articular, houve a associagédo desta com
comprometimento de sistema nervoso central e trombose venosa profunda em dois
casos; Fenbmeno de Raynaud, doenca pulmonar; cardite, serosite, anemia
hemolitica, Sindrome de Sjégren e sindrome antifosfolipide em um caso cada.
Houve um caso de mononeurite associada a trombose venosa profunda; um caso
de comprometimento articular associado a anemia hemolitica € um caso de doenca
articular somada a serosite.

Ao momento de realizagdo das bidpsias, todos os pacientes tiveram tomadas
as dosagens de C3 e CH50 (Tabela 3). O valor médio de C3 foi de 73,24+23,07
mg/dl (média de 72,05 mg/dl), variando de 42,2 mg/dl a 130 mg/dl (valores de
referéncia = 80-90 mg/dl). O valor médio do complemento hemolitico total (CH 50)
foi de 68,1+26,05 U/l (média de 64 U/l), variando de 20 U/l a 123 U/l (valores de
referéncia= 68-108 U/I). Durante o seguimento, as dosagens de C3 e CH50 foram

inconstantes e irregulares.

5.3. ACHADOS ANATOMOPATOLOGICOS

Em 23 dos pacientes analisados (92% do total) foram detectadas
anormalidades em alguma das trés técnicas empregadas. Dois casos (8% do total)
estiveram livres de achados a microscopia Optica, de imunofluorescéncia ou

eletrénica.

Todas as amostras foram consideradas adequadas ao exame pela
microscopia éptica, em média fornecendo 16,8817,14 glomérulos por exame.
Dezessete (17) dos 25 pacientes (68%) apresentaram alteragdes a microscopia
optica (p=0,024) (Tabela 3). Portanto, a microscopia 6ptica atingiu sensibilidade de
73,9% na demonstracdo de alteragcdes histopatoldgicas (17/23 casos positivos).
Destes, 12 apresentaram glomerulonefrite mesangial, um paciente apresentou
glomerulonefrite proliferativa focal e outros 4 pacientes apresentaram
glomerulonefrite membranosa em fase inicial (Figuras 4, 5, 6, 7, 8 e 9). O indice de

atividade registrado foi de 0,48%0,77 e o indice de cronicidade foi de 0,52+0,61.
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A microscopia de imunofluorescéncia identificou depdsitos de
imunocomplexos em 22 dos 25 casos submetidos a andlise (88% do total,
p<0,0001). Depdsitos de IgM foram os mais comumente observados, tendo sido
detectados em 18 casos, seguidos dos depdsitos de IgG e C3 (ambos em 10 casos
cada um) e IgA (em 9 casos). Depositos isolados de IgM foram registrados em 5
casos. Os sitios de mais frequente deposi¢cado dos imunocomplexos foram mesangio
(em 14 casos) e algas capilares (em 7 casos). Observou-se depdsitos
subendoteliais em 2 casos e em vasos em um caso (Figuras 2 e 3). A identificacao
de complexos subendoteliais e em al¢cas capilares em dois casos de aspecto
compativel com glomerulonefrite mesangial a microscopia Optica permitiu a
reclassificagdo como glomerulonefrite membranosa (Pacientes DAL e RS). A
microscopia de imunofluorescéncia atingiu sensibilidade de 95,6% da identificacéo

das alteragbes (22/23 casos positivos) (Tabela 3).

Dos 25 casos estudados, apenas 20 tiveram material passivel de avaliagao
ultraestrutural. As alteracdes ultraestruturais estiveram ausentes em 60% dos casos
analisados (p = 0,343). Em 8 casos foram detectados depédsitos eletrondensos de
imunocomplexos, obtendo-se, ent&do, sensibilidade de 44,4% (8/18 casos positivos
corretamente diagnosticados). Em 7 dos 8 casos (87,5%), os depdsitos tiveram
localizagdo mesangial, tendo sido associados a depdsitos intramembranosos em 4
casos € a depdsitos intramembranosos e subendoteliais em dois casos (Figuras 10
a 13). Foram observados depdsitos intramembranosos isolados em apenas um

caso (12,5% do total de casos com achados ultraestruturais) (Tabela 3).

Com relacédo a sensibilidade e ao valor preditivo negativo das técnicas
empregadas, todos os casos com alteracbes a microscopia Optica apresentaram
alteracdes também a microscopia de imunofluorescéncia (p=0,024). A utilizac&o
conjunta da microscopia Optica e da microscopia de imunofluorescéncia resultou em
sensibilidade de 95,65% e valor preditivo negativo de 66,7%. Ja a associagado dos
resultados obtidos exclusivamente pela microscopia de imunofluorescéncia e pela
eletrénica atingiu uma sensibilidade de 94,4% e valor preditivo negativo de 100%.

Ainda, a soma dos resultados da microscopia Optica com os resultados da
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microscopia eletrénica obteve sensibilidade de 83,3% e valor preditivo negativo de
33,3%. Finalmente, apenas com a combinacdo dos achados pertinentes as trés
técnicas realizadas foram atingidos sensibilidade e valor preditivo negativo de 100%
(Tabela 4 e Grafico 2).

TABELA 4 — SENSIBILIDADE E VALOR PREDITIVO NEGATIVO DAS TECNICAS DIAGNOSTICAS
UTILIZADAS

TECNICA SENSIBILIDADE VPN
TECNICAS ISOLADAS

IF 95,6% 66,7%
MO 73,9% 60%
ME 44.4% 55,6%
TECNICAS COMBINADAS

MO + ME 83,3% 33,3%
MO + IF 95,65% 66,7%
IF + ME 94,4% 100%
MO + IF + ME 100% 100%

VPN = Valor preditivo negativo; IF = Microscopia de imunofluorescéncia; MO = Microscopia 6ptica;

ME = Microscopia eletrénica

GRAFICO 2 - SENSIBILIDADE E VALOR PREDITIVO NEGATIVO DAS TECNICAS
DIAGNOSTICAS UTILIZADAS
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FONTE: Tabela 4
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A categorizacdo das lesdes foi, segundo a classificacdo da OMS modificada,
de dois casos como classe | (8%), 6 casos como classe Il a (24%), 10 casos como
classe Il b (40%), um caso como classe lll (4%) e 6 casos como classe V (24%).
Na classificagdo da OMS, 1995, 2 casos foram alocados na classe | a (8%), 6 na
classe | b (24%), 7 na classe Il a (28%), 3 na classe Il b (12%), 1 na classe lll b
(4%) e 6 na classe V b (24%). Na classificagdo proposta ISN/RPS, 2003, os dois
casos categorizados como classe | da OMS modificada e | a da OMS, 1995 né&o
encontraram categoria em que pudessem ser incluidos. Seis casos foram
enquadrados como classe | (24%), 10 como classe |l (40%), 1 como classe Il (A)
(4%) e 6 como classe V (24%) (Tabela 5 e Gréficos 3, 4 e 5).

TABELA 5 — ALOCACAO DOS CASOS CONFORME AS CLASSIFICACOES DA OMS
MODIFICADA, OMS, 1995 E ISN/RPS, 2003

CLASSIFICACAO N(l;l\ilEzIz)O PERCENTUAL
OMS, modificada
o | 02 8,0
e lla 06 24,0
e b 10 40,0
e |l 01 4,0
e V 04 24,0
OMS, 1995
e |a 02 8,0
e |b 06 24,0
e lla 07 28,0
e b 05 12,0
e llib 01 4,0
e V 04 24,0
ISN/RPS, 2003
o | 06 24,0
o |l 10 40,0
o Il (A) 01 4,0
e V 06 24,0
¢ NC 02 8,0

FONTE: dados da autora



GRAFICO 3 - ALOCAGCAO DOS CASOS NA CLASSIFICAGAO DA OMS
MODIFICADA
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GRAFICO 4 - ALOCACAO DOS CASOS NA CLASSIFICAGAO DA OMS, 1995
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GRAFICO 5 - ALOCACAO DOS CASOS NA CLASSIFICAGAO DA ISN/ RPS, 2003
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FONTE: Tabela 3
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5.4. SEGUIMENTO E EVOLUCAO DA DOENCA

Os pacientes foram seguidos ambulatorialmente por 58,4126 meses, (13-87
meses), em intervalos de 2 a 24 meses. No presente estudo a maioria dos
pacientes (84,0%) nao apresentou evolucdo ao evento (p<0,0001). Nas quatro
pacientes que apresentaram evidéncias de comprometimento renal durante o
seguimento, houve instalacdo de sindrome nefrética, sedimento urinario ativo e
discreta elevacdo da creatinina sérica. Tal evento se deu 32+19,5 meses (minimo
de 7 e maximo de 53 meses) apds a bidpsia e 612,16 anos apds o diagnostico
inicial de LES (Tabela 6). N&o houve registro de queda dos niveis de C3 abaixo de
80-90 mg/dl e dos niveis de CH50 abaixo de 68-108 unidades (valores padréo)

associado a essas ocasibes.

TABELA 6 - DADOS DAS PACIENTES EM QUE HOUVE INSTALACAO DE NEFRITE
CLINICAMENTE APARENTE

DADOS PACIENTE STS PACIENTE CS PACIENTE |[PACIENTE SO
RPS

Idade de inicio

da doenca 32 17 23 15

Tempo de

evolucdo da

doenca (anos 0 7 5 1

apos diagnostico)

Doenca Pele, Pele e
Mononeurite e TVP  Pele e articulagbes articulacdes ; "

Extrarrenal e Sjogren articulacdes

OMS, modificada 1l b \Y \Y b

OMS,1995 Ila Vb Vb Ila

ISN/RPS,2003 I \Y \Y I

Instalacdo de

nefrite

clinicamente 40 28 7 53

aparente (meses

apos bidpsia)

Tempo de

seguimento 70 71 13 (6bito) 79

(meses apoés

biépsia)

FONTE: dados da autora.
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Uma das pacientes em que se observou instalagdo de doencga renal foi a
éxito aos 30 anos, em decorréncia de quadro séptico apds celulite de membros
superiores e inferiores. Registrou-se outro 6bito em paciente do sexo masculino,
aos 71 anos, apds 23 meses de seguimento pods-bidpsia, em decorréncia de

neoplasia maligna.



41

6. DISCUSSAO

6.1. DADOS DEMOGRAFICOS

A populacdo participante do presente estudo foi constituida em sua quase
totalidade de mulheres (92%), cuja idade média atual foi de 35,2+7,7 anos, (minima
de 24 e maxima de 55 anos). Ao momento do diagnodstico de LES, as pacientes

apresentavam, em média, 24,7+7,3 anos, variando de 15 a 47 anos.

Tais dados coincidem com os relatos de literatura, os quais colocam o LES
como doenca eminentemente de mulheres em idade reprodutiva. Segundo o
Registro Espanhol de Glomerulonefrites (RIVERA, LOPEZ-GOMEZ e PEREZ-
GARCIA, 2004), a nefrite lupica € a unica doenca renal de diagndstico
histopatolégico com maior prevaléncia em mulheres. Na experiéncia desse grupo, a
nefrite lupica é muito infreqUente em criangas e idosos. DONADIO et al. (1995),
MAYOR e VILA (2003) e FONT et al . (2004) registraram, respectivamente, 77,7%,
95% e 89% de pacientes do sexo feminino, em coortes de 439 pacientes atendidos
na Mayo Clinic (Rochester, Estados Unidos da América), 235 pacientes porto-
riguenhos e 533 pacientes espanhdis portadores de LES. O estudo de DONADIO et
al. (1995) e o estudo de FONT et al. (2004) revelaram idade média ao diagndstico
de 33 anos. Os estrogénios parecem desempenhar um importante papel na
superexpressdo de auto-antigenos enddgenos e tal fato poderia explicar as
diferencas notaveis na ocorréncia da doenga entre homens e mulheres (SEKIGAWA
et al., 2004).

6.2. DADOS CLINICOS

O grupo de pacientes estudado apresentou média de 2,4 sistemas
comprometidos, sendo articulagdes (92%) e pele (88%) os mais frequentemente

envolvidos. Tais observagdes encontram similaridade com as de outros autores,
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como WORRALL et al, 1990, e FONT et al, 2004, que encontraram,
respectivamente, frequéncias de comprometimento articular de 94% e 83% e
frequéncias de comprometimento cuténeo de 90% e 59%. O mesmo estudo de
FONT et al. encontrou associa¢des especificas de anemia hemolitica e altos niveis
séricos de anticorpos anti-ds-DNA com doenga renal ativa. Outro estudo realizado
por FONT et al. em 1996, interessando especificamente os portadores de nefrite
lupica subclinica, mostrou que o envolvimento histopatologico renal estaria, nesses
pacientes, mais freqlentemente associado a, novamente, anemia hemolitica e
serosite. Com base nesses resultados, os autores sugeriam a biopsia renal nos
pacientes sem comprometimento renal clinico-laboratorial, porém, com

manifestagdes clinicas ndo cutaneo-articulares.

6.3. ACHADOS ANATOMOPATOLOGICOS

Os resultados obtidos em nosso estudo confirmam que a normalidade é a
excec¢ao em rins de portadores de LES. O achado de apenas 8% do total de casos
analisados sem quaisquer anormalidades a microscopia Optica, eletronica e de
imunofluorescéncia corrobora a proposta da ISN/RPS de extingdo da definicdo de
classe | como “normal sob todas as técnicas”. Em nossa série, 92% dos pacientes
foram definidos como portadores de nefrite subclinica, tendo se concentrado
principalmente nas classes Il e V da classificacdo da OMS modificada, nas classes |
b, Il e V b da classificacdo da OMS, 1995 e nas classes |, Il e V da classificagdo
proposta da ISN/RPS. Tais dados coincidem com os de ZABALETA-LANZ et al.,
2003, em cuja série de 42 pacientes, detectou 97,6% de portadores de nefrite
subclinica, independentemente de idade, sexo, graus de atividade de doenca
extrarrenal ou tempo de evolucdo. Nessa mesma série, a classe Il esteve presente
em 64% dos pacientes e classe IV em apenas 7,7%.

As mais variadas hipoteses foram aventadas para tentar explicar a presenca
de alteragbes histopatoldgicas na auséncia de manifestagdes clinicas. Segundo
MAHAJAN et al., (1977) a presenga de imunocomplexos per se n&o seria suficiente

para causar alteragbes inflamatorias e proliferativas. LEEHEY et al. (1982) ainda
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responsabiliza a esteroidoterapia pela ocultacdo dos sinais clinicos e
histopatoldgicos de nefropatia. Entretanto, os pacientes deste estudo e ainda a
maioria dos constantes na metanalise realizada por GONZALEZ-CRESPO ef al., em
1996, estavam recebendo apenas baixas doses de prednisona antes da bidpsia
renal, 0 que provavelmente n&o interferiria com os achados histopatolégicos renais.

Entre as técnicas utilizadas na avaliagdo do comprometimento
histopatoldgico renal, a microscopia de imunofluorescéncia figurou como a mais
sensivel na deteccdo de depdsitos de imunocomplexos, tendo, ao ser utilizada em
conjunto com a microscopia 6ptica, elevada sensibilidade e elevado valor preditivo
positivo no diagndstico das lesdes renais no LES. Os resultados de nossa série de
casos parecem sugerir que, para a rotina diagndstica, a combinagdo dos achados
de microscopia de imunofluorescéncia € microscopia optica, sejam suficientes e de
adequado custo-beneficio para confirmar o envolvimento renal pelo LES e
classificar os achados histopatoldgicos. Nossas observagcbes vao contra as
sugestbes de DATE et al, 1998, que reservaria 0 emprego da microscopia de
imunofluorescéncia ao material estocado, proveniente de pacientes com maiores
probabilidades de se beneficiar desse procedimento, através da anadlise de seus
dados clinicos e laboratoriais. A alta sensibilidade da microscopia de
imunofluorescéncia, aliada ao baixo custo e maior disponibilidade dessa técnica em
relacdo a microscopia eletrénica, reforca uma das alteragbes sugeridas pela
ISN/RPS em 2003, que coloca a detecgdo de imunocomplexos a microscopia de
imunofluorescéncia como capazes de diagnosticar a forma mais inicial de nefrite
lupica (classe I) (WEENING et al., 2004).

A microscopia eletrénica mostrou menor sensibilidade, mas sua utilizagdo
isoladamente ou em combinagdo com outras técnicas resultou em elevado valor
preditivo negativo. Pode-se atribuir a baixa sensibilidade alcangada por técnica, em
nossa série de casos, a focalidade das lesées em nefrite lUpica incipiente, a baixa
afinidade dos imunocomplexos as estruturas renais ou a uma alta constante de
dissociacdo. Segundo HAAS (1997), a microscopia eletrénica teria um papel
complementar aos papéis da microscopia optica e de imunofluorescéncia, podendo
estimar a atividade e o progndstico da doenga, com base no numero e distribuicdo

dos imunocomplexos. Ha evidéncias indicando que a presenga de depdsitos
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eletrondensos mesangiais aponte para doenca minima ou focal, com relativa
inatividade. Em contraste, depdsitos subendoteliais estariam relacionados a doencga
ativa proliferativa e depédsitos subepiteliais poderiam estar ligados a doenca de
curso variavel, porém de curso menos agressivo. Segundo DOMOTO et al., (1980)
a identificagcdo de complexos subendoteliais, mesmo em portadores de nefrite lUpica
subclinica, incorre na necessidade de seguimento cuidadoso do paciente. Porém,
atualmente, trés pontos norteiam hoje 0 uso da microscopia eletrénica de rotina em
Patologia Renal. Em primeiro lugar, a pressdo no ambiente médico para a redugao
dos custos com testes diagndsticos. Em segundo lugar, a ampla disponibilidade da
microscopia de imunofluorescéncia como método rotineiro para a deteccdo de
imunocomplexos. Obviamente, a combinacdo dos achados de microscopia Optica,
eletrébnica e de imunofluorescéncia levanta um terceiro ponto: a possibilidade de
caracterizacdo mais acurada de varias glomerulopatias, principalmente aquelas
descritas nos ultimos 25 anos, cujo diagnéstico se fundamentou nos achados
dessas trés técnicas (HAAS, 1997) .

6.4. SEGUIMENTO E EVOLUCAO DA DOENCA

No inicio do século XX, o LES era tido como uma doenga “progressiva e de
curso fatal’, com sobrevida média de 3 meses a 1 ano apds o seu diagnostico. A
partir do fim da década de 1930, o progndstico passou a ser pouco mais otimista.
Uma reviséo da literatura publicada entre 1948 e 1952 revelou uma mortalidade de
43% dos pacientes em 3 anos de doencga. Porém, até 20% dos pacientes poderiam
viver mais de 5 anos, com a possibilidade de longos periodos livres de doenca.
Atualmente, pacientes portadores de LES podem ter uma sobrevida superior a 95%
em 5 anos (FIEHN et al., 2003; BOURCHERS et al., 2004, ALARCON et al., 2004).

Com relagdo a nefrite lupica, anadlises multivariadas em pacientes com
caracteristicas demograficas controladas realizadas por WARD, PYUN e
STUDENSKI em 1996, demonstraram que instalagdo de nefrite (risco relativo de
2,34) e de crises convulsivas (risco relativo de 1,77) estariam associadas com

menor sobrevida. Segundo esse mesmo autor, nesse mesmo e estudo e em estudo
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posterior (WARD, 2004) o risco de morte em associacdo a estas variaveis nao
mostrava diferencas estatisticamente significativas com relagcdo a idade dos
pacientes, sexo, grupo étnico ou caracteristicas socioecondmicas. Segundo
MANGER et al. (2002), parece haver uma reduc&o pronunciada da sobrevida
cumulativa estimada apos a instalacdo de nefrite, tanto em adultos, quanto em
criangas. A maior incidéncia de nefrite em pacientes negros e hispanicos, em
comparagdo com Os caucasianos, no grupo estudado por esse autor, poderia
explicar algumas das diferencas observadas na sobrevida dentro desses grupos
étnicos. Em varias analises realizadas, algumas variaveis avaliaveis pela bidpsia
emergem como fatores independentes preditores de mortalidade, como classe da
OMS e os indices de atividade e cronicidade (NAJAFI e KORBET, 2001; ALARCON
et al., 2004, MIETTUNEN et al., 2004).

Em nossa série, ndo foi estatisticamente significativa a frequéncia de
pacientes que evoluiram a doenca renal. Nossos dados, porém, foram comparaveis
com a frequéncia observada no estudo de GONZALEZ-CRESPO, que registrou
10,4% de desenvolvimento de proteinuria e anormalidades do sedimento urinario
em média de 51 meses de seguimento. Na opinido desses autores e ainda de
ESDAILE et al. (1991) e AUSTIN e BALOW (1999), alteracdes histopatoldgicas
leves raramente evoluem para alteragdes de maior gravidade; mesmo os pacientes
portadores de nefrite lUupica subclinica com lesdes proliferativas na bidpsia inicial
nao tendem a desenvolver lesdes de carater mais ativo e difuso em avaliagbes
subseqlientes. E interessante observar, também, que duas das quatro pacientes
que apresentaram instalacdo de nefrite clinicamente aparente apresentavam
comprometimento extrarrenal de outros érgaos/sistemas além do cutaneo-articular,
0 que vem de encontro ao observado por FONT et al, 1996. Tais observagdes e 0s
resultados obtidos em nossa série podem sugerir que a nefrite subclinica represente
uma alteragéo esperada no curso do LES. Maiores estudos com relacédo a dados
clinicos e sorolégicos que possam prever a instalagdo de doencga ativa ainda s&o

necessarios.
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7. CONCLUSOES

- Os resultados de nossa série de 25 pacientes demonstraram que a
normalidade histopatoldgica renal € a exce¢do em portadores de LES.

- A maior parte dos pacientes se mostrou portadora de glomerulonefrites
mesangial e membranosa iniciais, concentrando-se nas classes Il e V da
classificacdo da OMS modificada; classes Ib, Il e V da classificagdo da OMS, 1995
e classes |, Il e V da classificacdo da ISN/RPS, 2003.

- A microscopia de imunofluorescéncia foi a técnica de maior sensibilidade na
deteccdo de alteragdes nos pacientes da série. A combinacdo dos achados da
microscopia Optica, da microscopia eletrbnica e da microscopia de
imunofluorescéncia obteve 100% de senslbilidade e 100% de valor preditivo
negativo no diagnostico das alteragbes registradas. Aparentemente, porém, a
combinagdo dos resultados da microscopia 6ptica e de imunofluorescéncia séo
suficientes para, na pratica, obter-se a caracterizacdo adequada da nefrite |Upica e
para a tomada de decisdes clinicas imediatas.

- Em nefrite [Upica subclinica, os achados histopatoldgicos, isoladamente, n&o
sado capazes de prever evolugdo ou progressdo da doenca. As alteracdes
identificadas podem constituir uma alteragéo esperada no curso do LES, que néo
devem necessariamente evoluir para lesbGes proliferativas e ativas mais graves.
Portanto, a bidpsia renal parece ser procedimento de ado¢do questionavel na rotina

de investigacdo desse grupo de pacientes.



47

GLOSSARIO DE TERMOS UTILIZADOS EM PATOLOGIA RENAL

Adesbes/
sinéquias
Corpos

hematoxilinicos

Crescente

Dep0ositos em wire
loops (“algcas de

arame”)

Difuso

Esclerose

Fingerprints

Focal

Global

Hialinose

Hipercelularidade

intracapilar:

Inclusdes tubulo-

- inclusbes azuladas e granulares,

- pontes de tecido conjuntivo entre as alcas capilares

glomerulares e a capsula de Bowman.
que correspondem a
nucleos nus que foram alterados por ligacdo a ANAs.

proliferacdo celular extracapilar, ocupando o espaco urinario,

composta de células epiteliais parietais, macréfagos e fibrina.

alcas capilares glomerulares de aspecto espesso e vitreo a

MO, devido a presencga de depdsitos subendoteliais.

envolvendo mais de 50% dos glomérulos.

- Aumento de um ou mais dos componentes da matriz celular

e tecido conjuntivo. As areas de esclerose geralmente s&o

positivas ao PAS com diastase, tricrdmico e PAMS.

depdsitos eletrondensos com subestruturas organizadas

paracristalinas curvas.

envolvendo menos de 50% dos glomérulos.

envolvendo o glomérulo todo, quando considerado

individualmente.

material acelular, eosinofilico a HE, positivo ao PAS com
diastase, mas ndo coravel ao PAMS. E composto de

proteinas séricas, glicoproteinas e lipidios.

o critério estrito requer dois ou mais nucleos de células
mesangiais em uma mesma area mesangial periférica e
matriz de volume superior a soma dos didmetros desses

nucleos.

- estruturas tubulares interanastomosantes de 24 nanémetros,



reticulares

Interposicao
mesangial

Intramembranoso

Linear

Mesangidlise

Microangiopatia
trombdtica

Necrose

Obsolescéncia

Segmentar

Subendotelial

Subepitelial ou

epimembranoso

“Trilhos de trem”

(tram tracks)

Trombos hialinos

Vasculopatia

lUpica
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usualmente localizadas nas cisternas dilatadas no reticulo
endoplasmatico de células endoteliais.
- alargamento do mesangio para os espagos vasculares, com

aspecto de invasao ao espaco subendotelial.

- contido na membrana basal.

- delineando as membranas basais das alcas periféricas

glomerulares, mas ndo o mesangio.

- colapso do mesangio, com perda dos limites anatémicos e da

matriz coravel.

- trombos de fibrina em luzes capilares glomerulares,
pequenas artérias e arteriolas.
- destruicdo da arquitetura, associada a hipereosincfilia e

cariorrexe.

- perda total da arquitetura glomerular por esclerose.

- envolvendo porgcbes de glomérulos, quando considerados

individualmente.

- entre a membrana basal do capilar glomerular e o endotélio.

- localizado entre a membrana basal do capilar glomerular e o

epitélio visceral (poddcitos).

- duplo contorno das alcas capilares glomerulares, mais

evidente ao PAMS, causado por interposi¢cdo mesangial.

- depésitos subendoteliais macicos, que protruem e ocluem os

lumens dos capilares glomerulares.

- depésitos  arteriolares de imunocomplexos e fibrina,

usualmente sem componente inflamatério acompanhante.

Costumam cursar com progndstico bastante sombrio.

FONTE: STRIKER, STRIKER e D ‘AGATI, 1997; NADASDY e SILVA, 1999.
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ANEXOS

ANEXO 1 — METODOLOGIA DO PROCESSAMENTO HISTOLOGICO MANUAL
DE ROTINA

| — Materiais

1- capsula plastica ou metalica para acondicionamento de amostra
2- laminas

3- laminulas

4- alcool etilico

5- cloroférmio

6- parafina para inclus&o histoldgica

7- verniz para montagem

8- papel absorvente

Il - Procedimento

1- Envolver a amostra em papel absorvente e acondiciona-la na capsula
plastica ou metalica com a devida identificacéo

2- Desidratar o material em concentragdes crescentes sucessivas de alcool
- alcool 50% - 20 min

- alcool 70% - 20 min

- alcool 95% - 20 min

- alcool 95% - 20 min

- alcool 100% - 20 min

- alcool 100% - 20 min

- alcool 100% - 20 min

3- Diafanizar em cloroférmio P.A., duas trocas de 30 minutos cada

4- Imergir em parafina a 67°C por 2h

5- Incluir o material em parafina em molde metalico

6- Submeter o bloco a microtomia, em espessura de 2-3 micrometros; distender

os cortes e estendé-los sobre as laminas

7- Corar os cortes e montar as preparagdes com verniz e laminulas.
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ANEXO 2 — METODOLOGIA DO PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA
MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCENCIA

| — Reagentes
1— Anticorpos utilizados: os anticorpos abaixo relacionados s&do adquiridos ja
conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e utilizados nas seguintes

diluigbes em tampéo fosfato (PBS).

- anti IgG — 1:500
- anti IgM — 1:250
- anti IgA — 1:250
- anti C3 — 1:250

2— Tampéo fosfato (PBS) — para a obtengéo de 2500 ml:
- fosfato dibasico de sédio — 80 ml

- fosfato monobasico de sddio — 20 ml

- cloreto de sédio—-21 g

- agua destilada — volume suficiente para 2500 ml — manter pH 7,2 a 7,4

Il - Materiais

1- laminas

2- laminulas

3- nitrogénio liquido

4- acetona

5- glicerina tamponada para montagem
6- papel aluminio para criomolde

7- criostato

8- bandeja para incubacao

9- papel absorvente

Il — Procedimento
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1- Incluir o fragmento em OCT (TissueTek, Toquio, Japao) e imergir o criomolde
em nitrogénio liquido até a solidificacéo do OCT.

2- Seccionar o bloco obtido em criostato, obtendo-se cortes de 2-3 micrébmetros
de espessura. Armazenar o bloco a —70°C, cobrindo-se o tecido remanescente com
OCT.

3- Identificar cada Iamina conforme o reagente a ser disposto. Secar os cortes

ao ar por 3 minutos.

4- Fixar os cortes por imersdo em acetona por 15 minutos.
5- Transferir as laminas para o PBS e realizar 3 lavagens de 5 minutos cada.
6- Remover as |laminas do tampao, evitando-se a secagem das mesmas. Retirar

0 excesso de tamp&o em volta do corte tissular, circula-lo com caneta isolante ou
esmalte e pingar uma a duas gotas de anti-soro sobre o tecido. Transferir as
l&aminas para uma camara umida e incubar em temperatura ambiente por 30-45
minutos.

7- Transferir as laminas para o PBS e realizar 3 lavagens de 5 minutos cada.

8- Cobrir com laminulas usando glicerina tamponada para montagem.
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ANEXO 3 — METODOLOGIA DO PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA
MICROSCOPIA ELETRONICA

| — Reagentes

1- Solugéo de glutaraldeido 3%

2- Tetréxido de 6smio (OsO4) 1%, solucdo tamponada em cacodilato de sodio
3- Acetato de uranila 2%
- 29 uranila

- 100 ml de agua destilada

Agitar antes de usar. Proteger da luz. Validade de 20 dias.

4- Citrato de chumbo

- 0,266 g de nitrato de chumbo

- 0,352 g de citrato de sédio

- 5 ml de agua destilada morna

Dissolver os reagentes acima e deixar descansar por 30 min. Adicionar entao 1,6 ml

de NaOH e mais 5 ml de agua destilada. Centrifugar por 1h. Validade de 30 dias.

Il - Materiais
1- Resina plastica para emblocamento

2-  Oxido de propileno

3- Moldes de silicone para emblocamento
4- Estufa

5- Navalha de diamante

6- Ultramicrétomo

7- Graticulas de 200 mesh

8- Papel absorvente e/ou papel filtro

9- Luvas de procedimento

lll - Procedimento
1- Lavar trés vezes a amostra pré-fixada em tampé&o cacodilato de sédio 0,1M.
2- P&s-fixar o material em tetréxido de 6smio aquoso 1% por 2-4h.

3- Realizar trés lavagens em agua destilada.
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4- Transferir o material para solugéo de acetato de uranila 2% overnight.
5- Lavar em agua destilada.
6- Desidratar o material em concentragbes crescentes sucessivas de alcool

- alcool 70% - 10 min

- alcool 80% - 10 min

- alcool 90% - 10 min

- alcool 100% - duas trocas de 10 min cada

7- Transferir o material para 6xido de propileno. Duas trocas de 10 min.

8- Imergir o material em mistura de éxido de propileno e resina plastica 3:1 por
uma hora.

9- Imergir o material em mistura de éxido de propileno e resina plastica 1:1 por
uma hora.

10- Imergir o material em mistura de 6xido de propileno e resina plastica 1:3
overnight. Repetir esse passo no dia seguinte.

11- Emblocamento em resina pura e curagem dos blocos em estufa 60°C
overnight.

12-  Ultramicrotomia com navalha de diamante, obtendo-se cortes de 0,08 a 0,12
micrometros de espessura. Colher as se¢des com graticula de 0,4 mm, padréo 200
mesh.

13- Sobre uma placa de Petri, contendo uma gota de acetato de uranila 2%,
colocar a graticula com a sec¢éo tissular voltada para baixo por 20 min. Proteger a
operagao da incidéncia da luz.

14-  Retirar 0 excesso de corante com agua destilada. Absorver a agua excedente
com papel filtro.

15- Sobre uma gota de NaOH, colocar uma gota de citrato de chumbo, numa
placa de Petri. Posicionar a graticula sobre a gota da solu¢édo e manter por 3 min.
16- Lavar em agua destilada por 3 vezes. Absorver a agua excedente com papel

filtro.
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ANEXO 4 — METODOLOGIA DO PROCEDIMENTO PARA DESPARAFINIZAGAO
DE MATERIAL HISTOLOGICO PARA EXAME ULTRAESTRUTURAL

Procedimento

1- Remover a amostra tecidual do bloco de parafina com um estilete.

2- Imergir o material em xilol puro por 1h30min em estufa a 60-70°C. Trocar o
xilol e repetir o procedimento.

3- Remover o material do xilol. Submeter o tecido a sequéncia de solugbes de
alcool abaixo:

- alcool 100% - quatro trocas de 30 min cada

- alcool 90% - 30 min

- alcool 80% - 30 min

- alcool 70% - 30 min

4- Lavar em agua ou tampéo PBS.

Fixar em glutaraldeido 3% por 2-24 h. Segue-se 0 processamento normal para

microscopia eletrénica.



