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Prefacio

E com muita satisfacio que o grupo de pesquisa do Centro de Pesquisa em Rim
(CePRim) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, apresenta o segundo volume dessa
colecdo. H4 anos nosso grupo tem se dedicado ao ensino em nefropatologia, através de aulas
ministradas na graduacdo, pds-graduacdo, curso de aperfeicoamento, jornadas e ligas
académicas. Somos um grupo que tem reconhecimento nacional e internacional na pesquisa e
producdo cientifica em temas sobre etiopatogénese e biomarcadores de doengas renais.

O CePRim ¢ referéncia na drea assistencial devido a qualidade do servigo prestado. A
andlise de todas as bidpsias recebidas no laboratério € realizada sob as técnicas de microscopia
de luz, imunofluorescéncia e microscopia eletronica de transmissdao; e os laudos sdo
cuidadosamente preparados buscando associar as alteragcdes morfoldgicas e as manifestagdes
clinicas.

Nesta edicdo foram relatadas outras doencas renais que nao foram contempladas no
volume I: Nefropatia do Coldgeno IV, Glomerulopatia Membranosa; Glomerulopatia por C3;
Nefropatia IgA, Nefrite Lupica, Glomerulonefrite Anti-Membrana Basal Glomerular,
Vasculites Anca relacionadas, Gamopatia Monoclonal de Significado Renal e Microangiopatia
Trombdtica. Além desses temas, também foi abordado um capitulo da rotina de processamento
histopatoldgico da bidpsia renal que € realizada no CePRim.

As entidades sdo apresentadas de maneira clara e objetiva, acompanhada de esquemas
ilustrativos da etiopatogénese e de imagens microscopicas. Acreditamos que o conteido deste
livro atendera alunos da drea da saide desde a graduacgdo, residéncia a pos-graduacdo, bem

como patologistas, nefrologistas e pesquisadores da drea da saude.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2

CAPITULO 01

Rotina de Processamento Histopatologico da
Biopsia Renal
Liliane Silvano Araijo

Laura Penna Rocha

Juliana Reis Machado e Silva

Coleta e envio do material

e Coletar trés fragmentos de rim por meio de bidpsia por agulha;
e Acondicionar os fragmentos em frascos especificos para anélise:

» Frasco com Paraformaldeido (Microscopia de Luz Comum) (Figura 1A);

» Frasco com Meio de Michel (Imunofluorescéncia) (Figura 1A) ou placa de Petri
com gaze embebida em soro fisiolégico 0,9% (para amostras coletadas na
prépria cidade do laboratério);

» Frasco com Karnovsky + Vermelho de Ruténio (Microscopia Eletronica de
Transmissao) (Figura 1A);

e Enviar o kit identificado com nome completo do paciente, data e hora da coleta, junto
aos formuldrios adequadamente preenchidos.

Recepcao do material

e Avaliar as condi¢cOes de chegada do material no laboratério (acondicionamento
adequado da amostra e tempo de coleta para avaliar a fixa¢do do fragmento);

e Registrar o material em um caderno de registros. Registrar um nimero de biépsia para
cada amostra enviada;

e Identificar cada frasco com nimero de registro.

Analise histopatolégica

A. Macroscopia

e Descrever as dimensodes: tamanho (mm) e quantidade de fragmentos presentes em cada
frasco, separadamente (Figura 1C);

e Descrever informagdes dignas de nota;

e Caso o material ndo tenha tempo de fixagdo suficiente, manter o frasco refrigerado e
devidamente identificado até completar, no minimo, 8 horas de fixacdo do fragmento
(para amostras enviadas nos fixadores: Paraformaldeido e Karnovsky + Vermelho de
Ruténio);

e Amostras enviadas no Meio de Michel ou em placa de Petri: apds andlise macroscopica,
seguem procedimentos para congelacido do fragmento, imediatamente.
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B. Microscopia

e A rotina do processamento histopatolégico da bidpsia renal envolve andlises sob: (a)
microscopia de luz comum (ML) com diferentes coloracdes e imuno-histoquimica por
método imunoenzimatico; (b) microscopia de fluorescéncia (IF) com o método de
imunofluorescéncia direta para pesquisa de imunoglobulinas, particulas do
complemento e fibrinogénio e (c) microscopia eletronica de transmissdo (MET) para
andlise ultraestrutural.

Microscopia de luz comum (ML)

» Processamento histopatolégico

e A amostra é fixada em paraformaldeido por, no minimo, 8 horas;

e Apés fixagdo, o fragmento € pigmentado com eosina por 8 minutos, em seguida,
colocado em cassete contendo filtro para bidpsia e identificacao (Figura 1C);

e Colocar o cassete em um processador histolégico (Figura 1B) conforme as seguintes
etapas: a) desidratacdo em sequéncia de dlcoois absolutos (I, IL, IIT e IV) b) diafanizacao
em xilol (I, IT e III) e ¢) impregnagdo da parafina liquida 60°C (I e II);

e Incluir o fragmento em um molde contendo parafina liquida, colocar a identificacdo
aderida a uma das laterais e aguardar a solidifica¢do da parafina (Figura 1D).

> Microtomia

e Preparar uma bateria de laminas identificadas e enumeradas;

e Apds completa solidificacdo, o bloco serd aparado, afixado a um micrétomo e
posicionado de forma a ser submetido a cortes seriados de 10 pum e 1,5 um de espessura,
dispostos em laminas (Figura 1E);

e Cortes seriados de 10 um para coloragdo de Vermelho Congo;

e Cortes seriados de 1,5 um para colora¢cdes de Hematoxilina e Eosina (HE), Picrosirius
(PS), Prata Metenamina (PAMS) e Tricromico de Masson azul (TM);

e Cortes seriados de 1,5 um para laminas reservas;

e Em caso de rim transplantado, algumas laminas sdo destinadas a imuno-histoquimica
para pesquisa da particula do complemento C4d e Poliomavirus (SV-40);

e A microtomia consiste na confec¢do de fitas contendo cortes seriados que serdo
seccionados e transferidos, para uma cuba com dgua fria, posteriormente, para o banho
histolégico contendo dgua a 40°C (para distensdo dos cortes) e, em seguida, coletados
e posicionados na ldmina, conforme o mapa pré-definido (Figura 1F);

e Finalizada a microtomia, as laminas sdo colocadas na estufa a 60°C para secagem e
adesdo dos cortes (Figura 1G).
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Figura 1: Processamento histologico e microtomia da bidpsia renal para andlise sob microscopia de luz. (A) Frasco
contendo fixador paraformaldeido (seta branca). (B) Processador automatico de tecidos (desidratagdo, diafanizacdo e
impregnacgdo da parafina no fragmento). (C) Fragmento processado, pronto para inclusdo em parafina. (D) Fragmento
emblocado em parafina. (E) Bancada de microtomia para material parafinado [micrétomo (seta amarela), banho
histolégico (seta vermelha), cuba com dgua fria e microscépio (seta laranja)]. (F) Bloco de parafina posicionado no
micrétomo para realizagdo dos cortes seriados. (G) Apds a microtomia, as laminas sdo colocadas na estufa para secagem
dos cortes seriados.
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Coloracoes histolégicas

Ap6s o tempo de estufa, separar as laminas para realizar as colora¢des de rotina: HE,
PS, PAMS e TM (Figura 2A-F);

Em casos de proteindria acima de 3,5g/24horas ou confirmar/descartar Amiloidose,
separar laminas para realizar a coloragdo de Vermelho Congo (Figura 2G-H);

Para remover a parafina impregnada nos cortes, colocar as laminas submersas em xilol
(desparafinar) por, no minimo, 20 minutos;

Em seguida, hidratar os cortes lavando as laminas em sequéncias alcodlicas
decrescentes (absoluto, 90%, 80% e 70%) até a dgua destilada;

Realizar o protocolo da colorag@o na lamina especifica.

Finalidade: Avaliar a morfologia das células.

e Corar com Hematoxilina de Harris;

e [avar em 4gua corrente;

e Passar rapidamente em solu¢do de dlcool 4cido 0,5%;

e Lavar em 4gua corrente e passar trés vezes em dgua amoniacal 0,1%;
e [avar em 4gua corrente;

e [Lavar em alcool 95%;

e Corar com eosina;

e [avar em alcool 95%;

e Desidratar em 3 banhos de alcool absoluto;

e Diafanizar em 3 banhos de xilol;

e Montar com laminula e Entelan (meio de montagem permanente).

Resultado

e Niicleos: azul (estrutura dcida que se cora por corante bdsico: hematoxilina)
e Citoplasma: rosa (estrutura basica que se cora por corante dcido: eosina)

Descri¢ao morfologica

Descrever a presenca ou auséncia de cortex renal e/ou medular renal e relatar presenca
de outros tecidos;

Relatar a representatividade da amostra: nimero total de glomérulos da amostra versus
nimero de glomérulos totalmente esclerosados (menos de 10 glomérulos vidveis:
amostra ndo representativa);

Relatar o nimero de glomérulos com esclerose parcial, crescentes ou necrose fibrinoide;
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e Descrever os achados quanto a celularidade da amostra, tanto no compartimento
glomerular quanto nos tuibulos, intersticio e vasos;

e Descrever localizacdo, extensdo e intensidade das lesdes (Figura 2B):

» Glomérulo:

e Segmentar (comprometimento de parte, menos de 50%, do tufo
glomerular);

e Global (comprometimento total ou mais de 50% do tufo glomerular);

e Focal (alguns glomérulos acometidos);

e Difuso (maioria dos glomérulos acometidos).

» Tabulo-intersticio:

e Infiltrado inflamatdrio: ausente; < 25%: discreto; 25 — 50%:
moderado; > 50%: acentuado / Focal (parte do fragmento) ou difuso
(maior parte do fragmento);

e Relatar o tipo de células que constituem o infiltrado inflamatério;

e Fibrose intersticial/atrofia tubular (FIAT): ausente ou presente
(descrever o comprometimento associado a fibrose intersticial
avaliada na coloragao de PS).

» Vasos:

e Arteriolas: Arterioloesclerose (hialinose arteriolar): ausente/
presente (discreto <25%/moderado 26-50%/acentuado >50%);

e Artérias: Arteriosclerose (espessamento fibroeldstico intimal):
ausente/presente (discreto <25%/moderado 26-
50%/acentuado >50%);

e Identificar os vasos encontrados na amostra;

e A descricdo morfolégica da amostra deve envolver a associacdo entre os achados das
coloragdes de rotina;

e O diagnodstico morfoldgico se d4 a partir da andlise das trés técnicas (ML, IF e ME) em
conjunto.

e Quando necessério, aplicar esquemas de classificagdo para os achados morfoldgicos
(por exemplo: Classificagdo de Oxford para Nefropatia por IgA, Classificacdo de Banff
para transplantados, Classificacdo da Nefropatia Diabética, referéncia para avaliar a
espessura da MBG).

> Finalidade: Avaliar e quantificar a presenca de fibrose intersticial (coldgeno tipo I e
tipo III).
» A avaliacdo da FIAT também pode estimar o progndstico do paciente, ou seja, quanto
mais FIAT, pior o progndstico.
e Corar com Picrosirius 0,1%;
e Lavar rapidamente em dgua destilada;
e Contra corar com Hematoxilina de Harris;
e Lavar rapidamente em dgua destilada;
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Desidratar em 3 banhos de alcool absoluto;
Diafanizar em 3 banhos de xilol;
Montar com laminula e Entelan (meio de montagem permanente).

Nicleos: azul
Fibrose intersticial (coldgeno): vermelho (sob luz comum)

Sob luz polarizada:

Colageno tipo I: vermelho alaranjado brilhante
Colageno tipo III: verde brilhante

» Descricao da quantificacao (semiquantitativa sob luz polarizada)

Ausente

< 25%: discreto

25 — 50%: moderado
> 50%: acentuado

» Finalidade: Avaliar a membrana basal glomerular (MBG).

Deixar as laminas no Bouin overnight ou 50 minutos na estufa 60°C (este
passo serve para evitar a impregnacdo dos nucleos pela prata);
Lavar em agua corrente;
Oxidar em acido periddico 1%;
Lavar em dgua destilada;
Oxido cromico 5 %
Lavar em agua destilada;
Metabissulfito de sédio 1%;
Lavar em agua destilada;
Solugdo de prata metenamina, aquecer na estufa 60°C;
v Agua destilada: 50 mL
v' Bérax 5%: 4 mL
v Solu¢do de Gomori: 50 mL
ApOs esse tempo de estufa, lavar a lamina com dgua destilada e observar no
microscopio se as membranas encontram-se enegrecidas. Caso necessario,
voltar a lamina para a estufa emergida na solucdo de prata metenamina e
observar no microscopio de 5 em 5 minutos, até as membranas ficarem
enegrecidas;
Lavar em agua destilada 6 vezes;
Cloreto de ouro 0,1%;
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e Lavar em 4gua destilada rapidamente;

e Tiossulfato de sédio 2%;

e Desidratar em 3 banhos de édlcool absoluto;

e Diafanizar em 3 banhos de xilol;

e Montar com laminula e Entelan (meio de montagem permanente).

Resultado

MBG: negro
Matriz mesangial: negro (prata positivo)

Matriz mesangial: marrom acastanhado (prata negativo)

Descricao morfolégica

Descrever a morfologia da MBG dos glomérulos acometidos: lisa (normal), enrugadas
“sianinhas”, presenca de espiculas, duplo contorno, em formato de corrente.

Finalidade: Avaliar a matriz mesangial.

e Hematoxilina férrica;
e Lavar em 4gua corrente;
e Fucsina acida com escarlate de biebrich;
e Lavar em 4gua corrente;
e Solugdo aquosa de dcido fosfotingstico e fosfomolibdico;
e Sem lavar a lamina, colocar na solu¢do de azul de anilina;
e Lavar em 4gua corrente;
e Solucdo de acido acético 1%;
e Desidratar em 3 banhos de dlcool absoluto;
e Diafanizar em 3 banhos de xilol;
- Montar com laminula e Entelan (meio de montagem permanente).

Resultado

Nucleo: negro

Colageno: azul

Matriz mesangial: azul
Outras estruturas: vermelho
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» Descricao morfologica

e Descrever a extensdo do aumento da matriz mesangial (esclerose): Ausente ou normal/
segmentar ou global/ focal ou difuso;
e Relatar, quando houver, presenca de depdsitos fucsinofilicos e sua localizacao.

» Finalidade: Avaliar presenca de Amiloidose.

» Ldmina 1: Vermelho Congo sem permanganato de potdssio (controle positivo-
Amiloidose por cadeia Leve AL)
e Hematoxilina de Groat;
e [Lavar em 4gua corrente;
e Reservar as laminas em dgua destilada até terminar a colorac@o da lamina 2.

» Ldmina 2: Vermelho Congo com permanganato de potdssio (controle positivo-
Amiloidose por cadeia Leve AL)
e Solugdo de permanganato de potassio + dcido sulfirico (preparar a solucio
no momento do uso);
e Lavar em 4gua destilada;
e Acido oxdlico 0,5%:
e [Lavar em 4gua corrente;
e Hematoxilina de Groat;
e Lavar em 4gua destilada;
° Agua destilada 3 banhos;
e Juntar as laminas 1 e 2 com seus controles positivos e continuar a coloragao;
e Alcool alcalino:
e Vermelho Congo;
e Desidratar em 3 banhos de dlcool absoluto;
e Diafanizar em 3 banhos de xilol;
e Montar com laminula e Entelan (meio de montagem permanente).

> Resultado

Nicleo: azulado escuro;
Depdsito amiloide: rosa salmdo (sob luz comum) (Figura 2G);
Sob luz polarizada: depdsito amiloide: birrefringéncia verde maca (Figura 2H).
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Descri¢ao morfologica

Descrever a positividade e localizacdo dos depdsitos ou negatividade da coloragdo nas
laminas com e sem tratamento com permanganato de potdssio, separadamente;
Vermelho Congo com e sem permanganato de potdssio: positivo (identifica Amiloidose,
porém definir o tipo especifico necessita de exames complementares, por exemplo,
pesquisa genética);

Vermelho Congo sem permanganato de potdssio positivo e Vermelho Congo com
permanganato de potdssio negativo (provdvel Amiloidose do tipo AA — proteina
amiloide A do soro);

Vermelho Congo com e sem permanganato de potdssio: negativo (descarta Amiloidose).
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Figura 2: Coloracdes histolégicas de rotina da bidpsia renal. (A) Conjunto de laminas coradas com as colora¢des de
rotina: 1amina 3 (Hematoxilina Eosina - HE), 1dmina 4 (Picrosirius - PS), 1dmina 5 (Prata metenamina - PAMS) e 1amina
6 (Tricromico de Masson - TM). (B) Compartimentos do rim analisados nas coloracdes de rotina: glomérulos (g), vasos,
tibulos (t) e intersticio (HE, 20x). (C) Corte corado com HE, nicleo roxo azulado e citoplasma réseo (HE, 20x). (D)
Corte corado com PS (luz comum), fibrose em vermelho (PS, 40x). (E) Corte corado com PAMS, membrana basal
glomerular, membrana basal tubular e matriz mesangial em preto (PAMS, 40x). (F) Corte corado com TM, matriz
mesangial em azul (TM, 20x). (G) Corte corado com Vermelho Congo (luz comum), depdsitos rosa salmao (seta) (VC,
40x). (H) Corte corado com Vermelho Congo (luz polarizada), dep6sitos verde maga (seta) (VC, 40x).
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» Finalidade: Pesquisar moléculas teciduais especificas.

e Rotina de IHQ para bidpsia de rim transplantado: Pesquisa da particula C4d
do complemento (diagndstico de rejeicdo humoral) e pesquisa do
Poliomavirus (SV-40);

e [HQ realizadas em biopsias de rim nativo e transplantado (quando
necessario): PLA2RI1 (diagndstico de Glomerulopatia Membranosa
primdria), citomegalovirus (CMV), subtipos de IgG (IgGl e IgG4),
Fibronectina (diagnéstico de Glomerulopatia por Fibronectina);

e Utilizar controle positivo e negativo para cada molécula pesquisada;

e Para realizacdo da imuno-histoquimica sdo utilizadas laminas com cortes
parafinados de 1,5 um de espessura que, primeiramente, sdo pré tratados com
solu¢do tampao de recuperacdo antigénica a 121°C e 23 psi (Figuras 3A-C);

e As laminas sdo incubadas em camara imida e escura (Figura 3D). Circular o
corte com caneta hidrofébica e incubar com bloqueador de peroxidase. Lavar
com solucdo tampdo PBS, incubar com o bloqueador de proteinas e
posteriormente, incubar com anticorpo primério por 2 horas em temperatura
ambiente ou overnight na geladeira, de acordo com as especificacdes do
fabricante (Figura 3E);

e Lavar com tampao PBS e incubar com o reagente pds-primario. Apds lavar
novamente, incubar com o reagente polimero (Figura 3E);

e Lavar com tampdo PBS e incubar com o cromdgeno diaminobenzidina
(DAB) (Figura 3F);

e Contra corar com hematoxilina de Harris, lavar em dgua corrente, desidratar
em élcool absoluto, diafanizar em xilol e montar com meio de montagem
permanente e laminula.

> Resultado
Nucleo: azul

Molécula pesquisada: marrom acastanhado
Fundo: claro

» Descri¢ao morfologica

e Descrever localizacdo, extensao, intensidade e padrao das imunomarcagdes, se positivo;

e Interpretacio da imunomarcacdo dos anticorpos de rotina para rim transplantado
(utilizar Classificacdo de Banff para descrever os achados);

e Localizagdo de marcacdo positiva para anti-C4d: capilar peritubular (Figura 3G);

e Localizagdo de marcagdo positiva para anti-SV-40: inclusdes virais intracelulares nos
tabulos (Figura 3H).
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Figura 3: Imuno-histoquimica (Imunoperoxidase). (A) Lamina com cortes parafinados. (B) Tampao de recuperagdo
antigénica. (C) Panela para recuperacdo antigénica por calor e pressdo controlados. (D) Sistema de deteccdo de
polimeros. (E) Cuba escura e timida com as laminas para realizagdo da imuno-histoquimica. (F) Sistema substrato
cromégeno diaminobenzidina (DAB). (G) Imunomarcagdo positiva para a particula C4d do complemento (capilar
peritubular marrom acastanhado) (anti-C4d, 20x). (H) Imunomarcacdo positiva para o Poliomavirus (inclusdes
intracelulares em tibulos marrom acastanhado) (anti-SV40, 40x).
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» Finalidade: Identificar depésitos de imunoglobulinas, particulas do complemento
e/ou fibrinogénio.

e A IF direta consiste na incubag¢do de apenas um anticorpo primdrio marcado
com fluorocromo;

e Rotina de IF para biépsia de rim nativo e transplantado: Pesquisa das cadeias
pesadas de imunoglobulina IgA, IgG, IgM, cadeias leves: Kappa e Lambda,
particulas do complemento: C3 e Clq, e fibrinogénio;

e Reservar um corte para controle negativo para cada paciente;

e A amostra pode ser enviada em Meio de Michel (meio de transporte) (Figura
4A) ou em placa de Petri com gaze embebida em soro fisiolégico 0,9%.

» Congelamento

e Apdés avaliagdo macroscopica:
v' Amostras enviadas em Meio de Michel: lavar com tampao fosfato
PBS, trés vezes de 5 minutos cada, antes de congelar o fragmento;
v' Amostras enviadas em placa de Petri: ndo precisa lavar, congelar
imediatamente;
e Preparar um molde de papel aluminio, posicionar o fragmento na base do molde e
adicionar o gel de congelacdo (Figura 4B-C);
e Congelar em nitrogénio liquido (Figura 4D);
e Preparar uma bateria de laminas limpas e identificar com o niimero da bidpsia;
e Posicionar o bloco no criostato e realizar cortes seriados de 2 um de espessura (Figura
4E-F);
e Aderir os cortes as laminas e avaliar a presenga de glomérulos ao microscépio;
e Selecionar os melhores cortes, identificar cada 1amina com o nome dos anticorpos € uma
lamina de controle negativo para realizar a IF;
e Fazer a coloragdo de HE em uma lamina com 3 cortes (comego, meio e fim da bateria);

e Fixar os cortes em acetona e depois arquivar as laminas reservas e o bloco congelado
no freezer -80°C, devidamente identificados;

> IF direta

e Posicionar as laminas em uma camara escura e umida (Figura 4G);

e Hidratar os cortes com tampao fosfato PBS (Figura 4H);

e Pipetar 25ul do anticorpo especifico diluido (anti-IgA 1:40, anti-IgG 1:40, anti-IgM
1:40, anti-C3 1:20, anti-Clq 1:40, anti-Kappa 1:40, anti-Lambda 1:40 e anti-
fibrinogénio 1:40) em cada corte e cobrir o corte do controle negativo com tampao PBS;

e Tampar a cimara e incubar a temperatura ambiente;
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Lavar os cortes com tampao PBS;

Enxugar em volta do corte e circular com caneta retroprojetor;

Montar com laminula e meio de montagem aquoso (Figura 4I);

Levar ao microscépio de fluorescéncia para leitura (ou manter as laminas refrigeradas
em caixas de madeira com tampa até o momento da leitura) (Figuras SA-E).

Resultado

Positiva: verde fluorescente
Negativa: escuro, sem brilho

Descricao morfolégica

Descrever localizacao (alga capilar, mesangio, areas de esclerose, cidpsula de Bowman,
tdbulo, vaso, cilindro), extensdo (focal ou difuso), intensidade (leve, moderada ou
acentuada) e padrao (linear ou granular) das marcagdes positivas de cada anticorpo;
Descrever os anticorpos negativos e sua localizagio;

Relatar o nimero de glomérulos presentes e analisados na amostra.
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Figura 4: Congelagdo, microtomia e incubagdo da amostra de bidpsia renal para andlise sob microscopia de
fluorescéncia. (A) Frasco contendo Meio de Michel. (B) Fragmento enviado em placa de Petri com gaze embebida em
soro fisiolégico 0,9%. (C) Confecg¢do do bloco: fragmento posicionado em molde de papel aliminio com meio de
inclusdo para congelagdo (seta amarela). (D) Suporte contendo a amostra para congelagao do bloco em nitrogénio liquido
(seta azul). (E) Bloco congelado posicionado no criostato para realiza¢do dos cortes seriados de 2 pm de espessura. (F)
Fixagdo dos cortes congelados nas 1dminas. (G) Ap6s lavagem dos cortes com tampao PBS, anticorpos marcados com
fluoresceina sdo pipetados nas laminas pré selecionadas para pesquisa de imunocomplexos. (H) Lavagem dos cortes com
tampdo PBS apés periodo de incubac@o. (I) Demarcacéo dos cortes com caneta retroprogetor e montagem das 1dminas
com laminula e meio aquoso.
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Figura 5: Microscopia de fluorescéncia (IF). (A) Sistema de leitura para microscopia de IF. (B) Microscépio de
fluorescéncia ligado para detec¢do das imagens. (C) Visualizacdo em tela do fragmento sob luz ultravioleta. (D)
Imunofluorescéncia negativa em glomérulo (40x). (E) Imunofluorescéncia positiva em glomérulo para IgG (40x).

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

» Finalidade: Analisar a morfologia ultraestrutural (membrana basal, matriz mesangial e
diferentes tipos de células) e identificar depdsitos amorfos ou estruturados.

» Processamento, infiltracio, inclusao e polimerizacao

e A amostra € fixada em solu¢do de Karnovsky + vermelho de ruténio 0,1 % por 12 horas
(Figura 6A);

e Lavar trés vezes com tampao Cacodilato de sédio 0,1 M;

e Manter o fragmento no tampao refrigerado até o dia do processamento (Figura 6B);

e Fracionar a amostra em fragmentos de 1-2 mm de comprimento, aproximadamente;

e Retirar o tampdo e adicionar a solugdo pds-fixadora: Tetroxido de 6smio + vermelho de
ruténio 0,1% na propor¢do (1:1) em temperatura ambiente (Figura 6C);

e Cuidado ao manusear o Tetroxido de 6smio, pois se trata de uma substincia toxica e
cancerigena;

e Retirar a solugdo pds fixadora e iniciar o processo de desidratacdo a seguir: alcool 70%,
alcool 90%, 3 4lcoois 100% e 3 acetona PA (Figura 6D);
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Preparar partes iguais (1:1) de Resina ou Epon com acetona PA ou 6xido de propileno;
Retirar a dltima acetona do processamento e adicionar esta solu¢do. Tampar o frasco e
deixar na capela, overnight em temperatura ambiente;

No dia seguinte, destampar os frascos e colocar na estufa 37°C;

Desprezar toda a solucdo do frasco, colocar Resina pura (0,5 mL) e deixar na estufa
37°C destampado (infiltracdo) (Figura 6E);

Retirar da estufa e incluir cada fragmento em um molde contendo Resina pura
(fragmento na posi¢do horizontal) (Figura 6F). Colocar a identificacdo do fragmento
seguido de uma letra (conforme nimero de blocos feitos para cada paciente) submerso
na resina (por exemplo, MEOO1a, MEOO1b...);

Ap6s a inclusdo, colocar os moldes na estufa a 60°C para que ocorra a polimerizacao
da resina;

Ap6s a polimerizacgdo, os blocos sdo retirados dos moldes e colocados em saquinhos de
papel identificados com seus nimeros de registro (BR e ME) (Figura 6G);

Selecionar os dois primeiros blocos (A e B) de cada paciente para aparar e,
posteriormente, realizar os cortes semi-fino;

Aparar os blocos (retirar o excesso de resina) com laminas para afiar (Wilkinson) e lupa
(fazer uma chanfradura em uma das extremidades do bloco) (Figuras 6H-J);

Caso seja necessdrio, selecionar outros blocos para aparar e fazer os cortes semi-fino
até encontrar amostra adequada para andlise (Figura 6J).

Ultramicrotomia (semi-fino e ultrafino)

Limpar e identificar uma lamina para cada bidpsia (onde os cortes semi-finos serao
depositados e corados) (Figuras7A-C).

Semi-fino

ApOs aparar cada bloco, posiciond-lo no ultramicrétomo e realizar cortes semi-finos
(400 nm e 250 nm);

Colocar agua destilada na posi¢do onde serd colocado os cortes do bloco “a” e com
auxilio de um palito com cilio na ponta, “pescar” trés cortes (um de cada vez) presentes
na barquinha da navalha e colocar na gota de dgua (Figura 7B);

Colocar a lamina em uma placa aquecedora 60°C;

Corar com Azul de Toluidina (Figura 7C);

Verificar no microscopio de luz a presenca de glomérulo(s) e selecionar o bloco com os
melhores glomérulos para ser aparado novamente (isolar o(s) glomérulo(s) — utilizar a
chanfradura para direcionar a aparagcdo do bloco).
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Ultrafino

Ap6s aparar o bloco, posicioné-lo no ultramicrétomo e realizar cortes ultrafinos (60 a
80 nm) com navalha de diamante;

Pescar os cortes que estdo na barquinha da navalha com a prépria grade de cobre (lado
fosco para baixo) (Figura 7D);

A grade com os cortes é colocada em uma placa de Petri sobre papel filtro para secar
(Figura 7E);

Colocar a grade em um box para arquivo e transporte, devidamente identificado (Figura
TE);

Encaminhar para visualiza¢do sob MET.

Microscopio eletronico de transmissao (Figura 8A)

Equipamento/software complementares: Camera de alta resolu¢do integrada ao
microscopio e Programa de captura de imagens;

Ligar a chave do microscépio eletronico de transmissao de 0 para 50 kV;

Aguardar vdcuo na coluna (pressio viacuo minima de 5.10” hPa);

Seguir conforme o procedimento operacional padrdo (POP) especifico para cada
microscopio;

A grade € posicionada no porta espécimen (lado brilhante da grade para cima) (Figura
8B);

Introduzir o porta espécimen na coluna (Figura 8C);

Seguir conforme o POP do microscépio;

Ligar o computador e abrir o programa de captura de imagens (Figura 8D);

Iniciar a varredura do corte até encontrar um glomérulo (aumento de 3.000x);

Capturar as ultramicrografias desejadas nos aumentos de 3.000x, 4.400x, 7.500x,
12.000x ou 20.000x, conforme necessario para andlise das ultraestruturas (Figura 8E);
Identificar e salvar as fotos, com auxilio da cimera e do programa de captura de
imagens.

Resultado

Imagens bidimensionais em tons de cinza (variando do preto ao branco); ultraestruturas
elétron densas (mais escuras) e elétron hicidas (mais claras).

Descri¢cao morfologica

Analisar, se possivel, duas alcas capilares de dois glomérulos vidveis;
Descrever localizacao, extensdo e padrio das alteracdes ultraestruturais encontradas no
glomérulo e extra glomerular.
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fixador Karnovsky + vermelho de ruténio 0,1 % (seta). (B) Fragmentagdo da amostra. (C) Pés fixacdo dos fragmentos
com tetréxido de 6smio + vermelho de ruténio 0,2%. (D) Bateria de dlcoois de concentragdes crescente e acetona
para o processamento do fragmento a ser incluido posteriormente em resina. (E) Fragmento embebido com solugéo
de partes iguais de resina com acetona PA, posteriormente, o fragmento serd infiltrado com resina pura. (F) Inclusdo
do fragmento (posicao horizontal) em um molde de silicone contendo resina pura para confec¢éo do bloco. (G) Apés
polimerizagdo da resina, os blocos sdo retirados dos moldes e arquivados em saquinhos de papel identificados com
seu nimero de registro. (H) Bancada para aparar os blocos (microscdpio, lupa e luminaria). (I) O bloco € fixado e
posicionado no suporte da lupa para retirar o excesso de resina do bloco (aparar). (J) Bloco aparado para realizagio
dos cortes semi-finos.

Figura 7: Microtomia da bidpsia renal para andlise sob microscopia eletrdnica. (A) Bancada de microtomia com
ultramicrétomo e placa aquecedora. (B) Microtomia e “pesca” dos cortes semi finos (250 nm de espessura). (C)
Lamina com cortes semi finos de dois blocos (A e B) corados com azul de toluidina para observagdo sob microscopia
de luz e escolha do melhor bloco para realizacdo do corte ultrafino. (D) Microtomia do corte ultrafino (60 a 80 nm
de espessura) e “pesca” dos cortes (5 a 6 cortes) com a prépria grade de cobre (lado fosco para baixo) (circulo
amarelo). (E) A grade com os cortes em uma placa de Petri com papel filtro para secar. Posteriormente, serd arquivada
em um box devidamente identificada.
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Figura 8: Microscopia eletronica de transmissdo da bidpsia renal. (A) Laboratdrio de captura das ultramicrografias
obtidas por meio do microscopio eletronico de transmissdo. (B) Posicionamento da grade no porta espécimen com o
lado brilhante para cima. (C) Introdu¢do do porta espécimen na coluna. (D) Varredura do corte, primeiramente no
aumento de 3000x até encontrar um glomérulo, posteriormente, nos demais aumentos de acordo com a necessidade de
avaliacdo da ultraestrutura. (E) Captura e gravacdo das ultramicrografias com auxilio de uma camera de alta resolucio
integrada ao microscopio e um programa de captura de imagens.
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CAPITULO 02

Nefropatias do Colageno IV

Marlene Antonia dos Reis

Juliana Reis Machado e Silva

Definicao

As Nefropatias do Coldgeno IV sdo doencas hereditdrias primdrias da membrana basal
glomerular - MBG, de cardter progressivo e heterogéneo, envolvendo a Sindrome de Alport,
descrita por Alport em 1927, e a Doenga da Membrana Fina. Atualmente ambas fazem parte
do Espectro das Nefropatias do Coldgeno IV.

Consideracoes Gerais

As Nefropatias do Coldgeno IV sdo entidades que envolvem um espectro das alteracdes da
MBG devido a ocorréncia de variantes (mutacdes) genéticas nos genes que codificam as
cadeias: a3 -COL4A3, a4 - COL4A4, ou a5 - COL4AS do coldgeno 1V, alterando o trimero
a3oa4as, originando o espectro da Sindrome de Alport, ou mais adequado, espectro das
Nefropatias do Coldgeno IV.

Podem ter inclusive manifestagdes extra renais, como altera¢des auditivas e oculares, devido
a presenca do trimero a304aS5, na membrana basal do ouvido interno e do olho, o qual tem
funcdo essencial também nestes 6rgaos.

O Colageno IV é formado por seis tipos de cadeias a (al, a2, a3, a4, a5 e a6) codificadas
em trés cromossomos. Estas cadeias se organizam em triplices hélices - trimeros: alala?2,
a3ada5 e aSa506, sendo o a3a4aS fundamental na MBG madura (Figura 1). O Colageno
IV forma uma rede associada a outras moléculas na MBG.

Na morfologia hd grande variacio, desde diminui¢do da espessura da MBG até alteracoes
de espessamentos e irregularidades no contorno externo, voltado para os poddcitos.

Nas lesdes mais avancadas, ha esclerose glomerular, tanto segmentar quanto global. Nos
casos com esclerose segmentar € fundamental a andlise ultraestrutural - microscopia
eletronica, e a analise genética, evitando-se assim o diagnostico errdbneo de GESF —
Glomeruloesclerose Segmentar e Focal.

As manifestacdes clinicas variam de discretas até mais graves, com evolucio para doenca
renal cronica terminal (DRCT), sendo uma das causas mais comuns de doenga genética com
evolucdo para perda renal.
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Figura 1. No esquema, se observam a esquerda, os trés cromossomos que contém os genes que codificam as cadeias o
do Colageno IV, autossdmicos: 13 e 2, além do cromossomo X. O cromossomo 13 contém os genes COL4A1 e COL4A2,
os quais codificam as cadeias al e a2, respectivamente. O cromossomo 2 contém os genes COL4A3 e COL4 A4, os
quais codificam as cadeias a3 e 04, respectivamente. O cromossomo X contém os genes COL4AS e COL4AG6, os quais
codificam as cadeias a5 e 0.6, respectivamente. Destas seis cadeias, sdo formados trés triplices hélices, trimeros: alala2,
a304aS e aSaSa6. O trimero alala2 esta presente no mesangio e em todas as membranas basais do corpo. A membrana
basal da capsula de Bowman, além de alala2, contém também aSa5a6. No tufo capilar glomerular, o trimero alola2
da MBG vai sendo substituido pelo trimero a3a4a5 com a maturagdo do glomérulo. A barreira de filtracdo glomerular
— BFG ¢€ formada pelo endotélio fenestrado, a membrana basal glomerular — MBG e os pedicelos podocitérios.

e Essas cadeias o podem ser identificadas por métodos de imunohistoquimica em bidpsias,
tanto de rim, quanto de pele, podendo ajudar no diagnéstico da Nefropatia do Coladgeno IV.

¢ Quando uma das cadeias, seja a3, a4 ou a5 esta ausente, ndo ha formacao do trimero a3oa4aS.
Em caso de individuo masculino com nefropatia do coldgeno IV ligado ao cromossomo X
com variante no gene que codifica a5, em que ndo hd formagdo da cadeia a5, e
consequentemente nao formacao do trimero a3a4a5, a pesquisa de cada uma destas cadeias,
a3, a4, e a5 resulta negativa na MBG. E a pesquisa de a5 ¢ também negativa na membrana
basal da capsula de Bowman e na membrana basal do epitélio da pele, a qual tem alala2 e
aSa5a6.

e Quando ha variantes autossdmicas, em que falta a3 ou 04, da mesma maneira ndo ha
formacao do trimero a3a4a5. No entanto, forma o outro trimero aSa5a6, presente nas
membranas basais da capsula de Bowman e da pele, identificando assim a cadeia a5 nestas
membranas basais, permitindo o diagndstico de Nefropatia do Coldgeno IV autossOmica.

e A espessura da membrana basal glomerular

e A espessura da MBG, distancia entre a membrana citoplasmatica do poddcito e a membrana
citoplasmatica do endotélio, em corte transversal na alca capilar, aumenta com a idade e
varia com o sexo. Recomenda-se que cada servico tenha o seu padrdo de normalidade, de
acordo com a rotina do processamento do material e do método de morfometria (medidas).
As medidas da espessura da MBG s@o varidveis na literatura.
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Considera-se aumento da espessura da MBG, quando hd mais de dois desvios-padrao acima
da média normal para a idade, e diminui¢do da espessura da MBG, quando h4 mais de dois
desvios-padrao abaixo da média normal para a idade.

Isso se aplica, ndo s6 para avaliar diminuicao e aumento da espessura da MBG na Nefropatia
do Coldgeno IV, como também aumento da espessura da MBG na Nefropatia Diabética. No
trabalho classico de Haas, 2009, considera normal em homens, 330 + 50 nm, fina: 230nm,
espessa: 430nm; e normal em mulheres: 305 + 45 nm, fina: 215nm, espessa: 395nm. A
maioria dos trabalhos considera membrana fina, a espessura da MBG <250 nm, mas hi
outros que consideram < 330nm.

Na Nefropatia do Colageno IV, considera diminuicdo da espessura da MBG quando
encontrada em pelo menos 50% dos capilares glomerulares. Areas muito pequenas de
diminui¢@o da espessura estao dentro do espectro normal. No entanto, ha casos de Nefropatia
do Coldgeno IV com segmentos de diminuicdo da espessura da MBG, e muito raramente, a
espessura da MBG pode estar normal na Nefropatia do coldgeno IV, confirmado por andlise
genética.

No espectro da Nefropatia do Coldgeno IV, o encontro de membrana fina € comum,
especialmente nos casos heterozigotos. Com frequéncia € encontrada Nefropatia do
Colageno IV sobreposta a outras entidades, como por exemplo a Nefropatia IgA, que
também é comum, e a outras glomerulopatias.

Classificacao

As seis cadeias a sdo codificadas por seis genes, localizados em trés cromossomos, 13 € 2,
autossomicos, € no cromossomo X. As cadeias 03 e a4 sdo codificadas no cromossomo 2 €
a a5 codificada no cromossomo X, podendo haver uma grande quantidade de combinacdes
de variantes, que podem afetar a sintese, montagem, deposi¢do ou funcdo, ou uma
combinacgao destas, do trimero a3a4a5, alterando a MBG (Tabela 1).

As trés cadeias o sao necessarias para formar o trimero, mutagdes debilitantes em qualquer
um desses genes COL4A3, COL4A4 e COL4AS, podem resultar na auséncia completa do
trimero a304a5 na MBG, pois uma cadeia depende da outra para forma-lo.

Na auséncia de a3a4a5, a MBG fica menos reticulada, com alteragdes de espessura,
contorno externo e lamelagdes na 1amina densa, pois é formada apenas pelo outro trimero,
alala2 (Figura 6).

Esta etiologia molecular compartilhada é expressa de forma heterogénea nos niveis
histoldgico e clinico, produzindo um conjunto complexo de fendtipos de doencas e padrdes
de transmissao.
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Mais de 1000 variantes patogénicas diferentes ji foram relatadas nestes genes causando
vérias formas de Nefropatias de Colageno IV.

Uma lista de variantes patogénicas pode ser encontrada no banco de dados de variantes -
Leiden (http://www.lovd.nl/3.0/home).

Em 2018 o grupo internacional de estudos da Sindrome de Alport recomendou a
classificacdo do espectro das Nefropatias do Coldgeno IV de acordo com as variantes
genéticas das cadeias a3, 04 ou a5 do colageno IV (Tabela 1).

Estabelece terminologia simplificada que visa melhorar o diagnéstico do espectro da
Nefropatia do Coldgeno IV — espectro da Sindrome de Alport;

Categoriza as doengas genéticas do Colageno IV a304a5 em 3 tipos, espectro da Sindrome
de Alport: ligada ao X, autossdmica e digénica.

Reconhece mulheres heterozigotas autossdmicas microhematudricas como pacientes com
Nefropatia do Coldgeno IV - Sindrome de Alport, nas quais existe risco considerdvel e ndo
negligencidvel de DRCT;

Incorpora os pacientes com hemattria, doenca da membrana fina e mutagdes heterozigdticas
nos genes que codificam a3 ou 04, eliminando a doenga da membrana fina como entidade
diagnostica.

O que era classificado anteriormente como sindrome de Alport e doenga da membrana fina,
deixa de existir e passa a classificar de acordo com as variantes genéticas, originando um
espectro da Sindrome de Alport, ou melhor ainda, espectro da Nefropatia do Coldgeno IV.

Atualmente sabe-se que a forma autossdmica dominante é mais comum do que se pensava.
O beneficio de acompanhar também estes pacientes, supera o possivel dano de classificar
um paciente com progndstico benigno como tendo um distirbio potencialmente progressivo.

Esta nova classificacdo de doencgas genéticas da molécula de colageno IV a3a4aS tem como
objetivo acompanhar todos os casos, com monitoramento regular e tratamento precoce para
melhorar o prognéstico dos pacientes, especialmente daqueles que eram diagnosticados
como hematuria familiar benigna ou doenca da membrana fina, mas ndo acompanhados ou
tratados, devido a suposicao erronea de benignidade completa.
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Tabela 1 — Classificagdo da Nefropatia do Colageno IV

Heranca Gene Padrao genético Comentarios Risco
afetado estimado
para DRC
Ligado ao X | COL4AS | Masculino — | Forte impacto do 100%
homozigoto genotipo
Risco de progressao Até 25%
Feminino -
heterozigoto
Autossdomica | COL4A3 | Recessivo Genétipo afeta o 100%
Cromossomo | ou AR (homozigoto ou | curso
2 COL4A4 | componente
heterozigoto) >20% com
fator de risco
Dominante Hematiria - <1% sem
AD (heterozigoto) Progressao variavel, | fator de risco
dependendo:
proteindria e
alteracoes
morfoldgicas na
bidpsia renal
Digenética COL4A3, | COL4A3 e COL4A4 | Semelhante a AR Até 100%
COLA4A4, | mutagdo in trans
e (recessivo)
COL4AS Semelhante a AD Até 20%
COL4A3 e COL4A4
mutacao in cis
(dominante) Padrio de Até 100%
transmissao nao | masculino
Mutagao no COL4AS e | mendeliano
no COL4A3 ou
COL4A4
Suspeitos Suspeita clinica e
alteracao
morfologica
altamente sugestiva
de Sindrome de
Alport, mas os dados
genéticos nao
confirmam

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. AD: autossdmico dominante, AR: autossdmico recessivo. DRC: doenca renal cronica.
Modificado de Kashtan CE ez al., 2018 e Kashtan CE, 2021.
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Epidemiologia

As Nefropatias do Coldgeno IV sdo encontradas em todos os lugares, em todas as etnias, e
sdo doencas subdiagnosticadas, devido as apresentacgdes clinicas “ndo classicas”.

A forma classica com variantes no gene no cromossomo X, que codifica a cadeia a5, ja foi
responsavel por cerca de 80% dos casos, sendo mais prevalente em homens. No entanto, a
prevaléncia entre homens e mulheres € provavelmente mais semelhante do que se pensava
anteriormente, devido as variantes em genes autossomicos.

Baseado em fendtipos clinicos cldssicos, nos Estados Unidos, a prevaléncia € de 1: 5.000 a
10.000 - sugerindo que existem aproximadamente 30.000 a 60.000 individuos afetados. Na
Suécia, 1: 17.000.

Estima-se que seja responsavel por 1% a 2% da DRCT na Europa, India e Estados Unidos.
Este nimero pode aumentar com o aumento da detec¢dao de variantes, nos casos sem
manifestacdes clinicas classicas.

Muitos casos de DRCT que tinham o diagnéstico prévio de Glomeruloesclerose Segmentar
e Focal - GESF, apos fazer a andlise genética, sdo casos de Nefropatia do Coladgeno 1V, que
apresentam alguns glomérulos com esclerose segmentar.

Etiopatogénese

H4 variantes (mutacdes) nos genes COL4A3, COL4A4 ou COL4AS que codificam
respectivamente, as cadeias a3, a4 ou a5 do coldgeno IV causando alteracdes no trimero
a304a5 da MBG.

Como sdo trés genes e diferentes tipos de variantes, desde auséncia de apenas um par de
bases, resultando em troca de apenas um aminodcido, até deletéria, com ausé€ncia da cadeia
a e nao formagao do trimero a304a5 na MBG. Ha uma riqueza de alteragcdes morfologicas
na MBG, desde apenas diminuicdo da espessura da MBG globalmente, até intensas variacdes
de espessuras, com diminui¢do ou espessamentos (Figura 2).

Nos casos mais graves, de auséncia de uma das cadeias, e ndo formag¢ao do trimero a304a5,
a MBG formada apenas com alaloa2, resulta em alteragdo na espessura e contorno da MBG.
H4 acentuado aumento e diminuicio da espessura, de maneira irregular, intercalados. Além
de lamelacoes, dreas claras no meio da lamina densa da MBG, e alteragao no contorno do
lado dos poddcitos, com formacgdo de elevacdes “montanhas” e depressdes — “vales” (Figura
2).

Na auséncia do trimero a304a5, a lamina densa da MBG, contendo apenas alala2, fica
mais proxima dos poddcitos, interferindo na aderéncia destas células com a MBG e no seu
citoesqueleto, causando o alargamento (apagamento) dos pedicelos podocitérios (Figura 2).
A maior proximidade da lamina densa da MBG com o poddcito, interfere em receptores
desta célula, alterando sinalizacdes causando disfuncdo podocitdria, doenca centrada no
poddcito, associada a progressdo da doenga glomerular.

H4 alteracdo em receptor do coldgeno, levando a liberacao de moléculas pro-fibréticas, como
TGFB — fator de crescimento transformante f, MMPs — Metaloproteinases, TIMPs —
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Inibidores teciduais de melatoproteinases, CTGF — Fator de crescimento de tecido
conjuntivo, e quimiocinas, causando esclerose glomerular, fibrose intersticial, evoluindo
para DRCT (Figura 2).

e A estrutura da alca capilar é estabilizada pela aderéncia da MBG no mesangio (matriz
mesangial) no angulo mesangial, é reforcada pelos pedicelos podocitédrios aderidos na MBG
via integrinas, e pelo diafragma “slit” voltados para o espaco urinario. Esta estrutura suporta
alta tensdo intracapilar. Qualquer alteracdo em qualquer um dos elementos desta estrutura
resulta em aumento da tensdao biomecanica nas trés células: mesangial, endotelial e poddcito.

e A alteracdo da MBG na Nefropatia do Coldgeno IV, contendo apenas o trimero alaloa2,
aumenta a tensdo biomecanica em todas as células. A célula endotelial aumenta a expressao
de endotelina-1 que ativa receptor de endotelina A na célula mesangial, o qual ativa pequenas
GTPases Cdc42 que induz a formacdo de filopodia no 4ngulo mesangial. Esta filopodia
invade a porcao subendotelial da membrana basal e deposita proteinas mesangiais na MBG,
incluindo lamina a2, a qual ativa kinases de adesao focal (FAK) nos pedicelos podocitarios,
que por sua vez ativa NFxB, resultando em transloca¢do nuclear e ativacdo de genes pro-
inflamatérios (Figura 2).
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Figura 2: Imagem de bidpsia renal sob a MET e esquema da barreira de filtragdo glomerular (BFG). A esquerda a BFG
estd normal com o endotélio fenestrado voltado para a luz capilar, atapetando a parede interna do capilar, os pedicelos
podocitérios voltados para o espago urindrio, e a membrana basal glomerular — MBG, contendo os trimeros, alala2 na
cor cinza, do lado do endotélio, e a304a5 na cor rosa, do lado do podocito. A esquerda acima, imagem de bidpsia renal
sob MET da alca capilar glomerular com BFG normal (20000x). A direita acima, imagem de bidpsia renal sob MET de
caso com Nefropatia do coldgeno IV (12000x). No esquema central, em caso que falta o trimero a3a4a5 na MBG, a qual
¢é formada apenas por alala2 na cor cinza, resulta em alteragdo na espessura da MBG. H4 aumento da espessura de
maneira irregular, intercalados com diminuicdo da espessura. Além de lamelacdes, areas claras no meio da 1amina densa
da MBG, e alteracdo no contorno do lado dos poddcitos, com formacdo de elevacdes - “montanhas” e depressoes —
“vales”. Além disso, na auséncia do trimero a304a5 ha aproximagdo da MBG, contendo apenas alala2, com os
poddcitos, interferindo na aderéncia destas células com a MBG e alterando o seu citoesqueleto, causando alargamento
(apagamento) dos pedicelos podocitdrios. Esta proximidade maior da MBG com os poddcitos, altera os receptores do
coldgeno, causando liberacdo de moléculas pré-fibréticas, como TGF — fator de crescimento transformante 3, MMPs —
Metaloproteinases, TIMPs — Inibidores teciduais de melatoproteinases, CTGF — Fator de crescimento de tecido
conjuntivo, e quimiocinas, causando esclerose glomerular, fibrose intersticial podendo evoluir para doenca renal cronica
terminal - DRCT. Além disso, as altera¢des da MBG contendo apenas o trimero alala2, aumenta a tensdo biomecénica
em todas as células. A célula endotelial aumenta a expressao de endotelina-1 que ativa receptor de endotelina A na célula
mesangial, o qual ativa pequenas GTPases Cdc42 que induz a formacao de filopodia no 4ngulo mesangial. Esta filopodia
invade a por¢do subendotelial da MBG e deposita proteinas mesangiais na MBG, incluindo laminina a2, a qual ativa
kinases de adesdo focal (FAK) nos pedicelos podocitarios, que por sua vez ativa NF«B, resultando em translocacdo
nuclear e ativagdo de genes pro-inflamatdrios. BFG: barreira de filtracao glomerular, MBG: membrana basal glomerular,
MET: microscopia eletronica de transmissao.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.02

Nefropatias do Coldgeno IV

Clinica

e Fendtipo mais agressivo, com evolugdo para DRCT
e Responsdvel por 70 a 80% dos casos, maioria homens, homizogotos
e Perda auditiva em metade dos casos e alteracdes oculares em 1/3 dos casos.

Masculino

e A apresentagdo classica da sindrome de Alport em homens, incluem: doenca glomerular que
progride para perda renal, anormalidades oculares como por exemplo, lenticone anterior,
perda auditiva neurossensorial, historia familiar de parentes do sexo masculino com
hematuria associada a doenga renal cronica e surdez, e parentes do sexo feminino com
hematdria.

e 50% dos homens evoluem para DRCT aos 25 anos e 100% aos 60 anos

e Hematuria microscopica persistente presente desde o nascimento, porém, pode nao ser
detectada, a ndo ser que seja feito exame de urina de rotina, ou que seja encontrado como
um achado incidental para outro problema, ou ainda, o paciente seja examinado devido a um
outro membro da familia afetado.

e Episddios recorrentes de hematuria macroscdpica ndo sdo incomuns, especialmente durante
a infancia.

e Apresentam proteindria na adolescéncia, sindrome nefrética de 30 a 40% dos casos

e A 2" década de vida é marcada pela progressdo da DRC com proteintria, perda auditiva e
alteracao ocular

Feminino

e As mulheres nao sio s6 portadoras, apresentam espectro muito amplo devido a heterozigose
e a lionizacdo, inativacdo de um dos cromossomos X (corpusculo de Barr) aleatoriamente
durante a embriogénese.

e Em algumas células had inativacdo do cromossomo X com a variante, ficando normal a
producdo da cadeia a5, ja em outras células hé inativagdo do outro cromossomo X, normal,
nao havendo producdo da cadeia a5, j4 que o cromossomo com a variante € que esté ativo.

e Podem apresentar desde hematuria microscopica isolada a perda auditiva grave e at€ DRCT.

e Apresentam: hematuria em 95%:; proteinuria em 75%; perda auditiva em 40%, e DRCT aos
60 anos em 15%.

e Responsavel por 10% dos casos.
e As mulheres sdo tdo gravemente afetadas quanto os homens
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A apresentacao clinica € semelhante a ligada ao X, tanto para homens quanto para mulheres
Apresentam hematuria desde crianga, com evolu¢do para DRCT em 62% em média aos 21
anos de idade. Perda auditiva em 64% em média aos 13 anos de idade.

Responsével por 20 a 30% dos casos.

Afeta igualmente homens e mulheres

O acometimento extrarrenal € menos frequente
O quadro clinico € mais brando e tardio

Prognostico

Depende da alteracdo genética, da clinica e das alteracdes morfolégicas — Tabela 1

Para os que perdem o rim, o transplante renal apresenta bons resultados. Nao hé recorréncia
da doenga porque o rim do doador apresenta MBG normal.

Pode ocorrer a Glomerulonefrite anti membrana basal glomerular — GN anti-MBG, por
produzir anticorpos contra a cadeia a5, a qual ndo era produzida anteriormente. A frequéncia
€ de 3% a 10% dos casos. O risco aumenta com a maior extensdo de delecdo do gene que
codifica a cadeia a5 do colageno IV — COL4AS.

Morfologia
Microscopia de Luz (ML)

Sob a microscopia de luz ndo hd lesdes especificas, podendo encontrar desde morfologia
normal em todos os compartimentos: glomerular, vascular, tubular e intersticial, até lesdes
cronicas em cada um deles (Figuras 3 e 4).

Pode ser encontrado hemécias na luz tubular, caracterizando hemattria, por vezes em grande
quantidade, formando cilindros hematicos.

Devido a proteintria de longa data, podem ser encontrados macréfagos espumosos “foam
cells” no compartimento intersticial, associado mais com o longo tempo de proteintria e ndo
necessariamente aos niveis de proteinuria (Figura 3).

No compartimento glomerular, pode variar desde glomérulos normais nas fases iniciais,
passando por discreta proliferacdo de células mesangiais, até glomérulos com lesdes de
esclerose segmentar e/ou global nas fases mais avancadas, acompanhadas de fibrose
periglomerular (Figuras 3 e 4).


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.02

Nefropatias do Coldgeno IV

e No compartimento vascular, se houver hipertensdo arterial, pode haver hialinose em
arteriolas — arterioloesclerose hialina e espessamento fibroeldstico intimal nas artérias
(Figura 4).

e Encontra-se graus varidveis de fibrose intersticial e atrofia tubular acompanhados de
infiltrado inflamatério mononuclear, caracterizando lesdes cronicas (Figuras 3 e 4). Nas
fases finais a fibrose intersticial € acentuada acompanhada de atrofia tubular difusamente.

B. Imunofluorescéncia (IF) direta

e N3ao ha depdsitos de imunoglobulinas ou complementos nos glomérulos, exceto depdsitos
de IgM acompanhados de kappa e lambda, e C3 nas dreas previamente lesadas e que
apresentam esclerose seja segmentar e/ou global nos glomérulos, considerados inespecificos
(Figura 4).

e Pode haver depdsitos de C3 na parede de vasos lesados com hialinose ou espessamento
fibroeldstico intimal, também inespecificos.

e Nas dreas de fibrose intersticial e atrofia tubular, pode-se encontrar C3 peritubular,
inespecificos.

C. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

e A diminuicdo da espessura da MBG (Figura 5) pode ser encontrada: (a) nas fases iniciais da
Nefropatia do coldgeno IV ligada ao X em homens; (b) nas mulheres tanto ligada ao X
quanto nas formas autossdmicas; (c) homens e mulheres nas formas autossdmicas.

e Alteracdo na espessura da MBG, com segmentos com espessamentos € outros com
diminui¢do da espessura (Figura 6).

e Presenca de lamelacdes claras na lamina densa da MBG, formando aspecto entrelacado
semelhante a cesta, com areas eletrondensas entremeadas com areas claras, eletronldcidas
(Figura 6).

e Alteracdes no contorno externo da MBG, do lado do poddcito, com formacdo de elevagdes
- “montanhas” e depressodes — “vales” (Figura 6).

e A alteracdo na MBG interfere na aderéncia dos pedicelos podocitdrios com ela, levando a
modificagdes no citoesqueleto do poddcito, provocando o alargamento/apagamento dos
pedicelos (Figuras 5 e 6).

e Pode haver também o espessamento focal da cdpsula de Bowman ou das membranas basais
tubulares.
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Figura 3: Bidpsia renal sob ML - Nefropatia do coldgeno IV. (A - HE,40x); (B - PS,40x); (C - HE,40x); (D - TM,40x);
(E - T™, 40x); (F - PAMS, 40x). A e B: glomérulos, tibulos, vasos e intersticio normais. B e C: macréfagos espumosos,
“foam cells” (*) no compartimento intersticial. E e F: mesmo campo histolégico com um vaso (V) normal, um glomérulo
normal e outro glomérulo com esclerose global (seta), o qual foi substituido por matriz mesangial, corando em azul no
TM (E) e preto, impregnado pela prata metenamina no PAMS (F). A direita do glomérulo normal, os tiibulos e intersticio
estao normais, contrastando com 4rea com atrofia tubular, fibrose intersticial e infiltrado inflamatério mononuclear a
esquerda do glomérulo. HE:Hematoxilina-Eosina, ML: Microscopia de Luz, PAMS: Prata Metenamina, PS: Picrosirius
e TM: Tricrébmico de Masson.
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Figura 4: Bi6psia renal sob ML (A ao E) e MF (F) - Nefropatia do coldgeno IV. (A - HE, 40x); (B - PAMS,40x); (C -
PS, 40x); (D - TM, 40x); (E - HE, 40x); (F - soro anti -C3, 32x). A e B: glomérulo em duas coloracdes — HE e PAMS,
mesmo campo, com aumento de matriz mesangial, esclerose (seta), em parte do tufo capilar glomerular (segmentar),
acompanhado de fechamento da luz dos capilares adjacentes, corada pela eosina em réseo no HE (A) e preto sob a
impregnacdo pela prata metenamina - PAMS (B). Ha fibrose intersticial e atrofia tubular na regido inferior direita. C:
glomérulo com tufo capilar contraido, aspecto isquémico e fibrose periglomerular, envolvendo a capsula de Bowman.
Ha fibrose intersticial e atrofia tubular na regido a direita do glomérulo. Nesta regido, a fibrose cora em vermelho no PS.
D e E: Caso de Nefropatia do coldgeno IV com hipertensdo arterial sistémica. (D) uma artéria interlobular com
espessamento fibroeldstico intimal acentuado, de aspecto azul no TM (seta). Ha discreta proliferacdo de células
mesangiais (circulo vermelho). E: arterfola com depdsito de material amorfo réseo no HE caracterizando
arterioloesclerose hialina (seta). F: Imunomarcacéo fluorescente - imunofluorescéncia positiva para C3 nos segmentos
com esclerose no glomérulo, esclerose segmentar, considerado inespecifico. HE: Hematoxilina-Eosina, PAMS: Prata
Metenamina, MF: Microscopia de Fluorescéncia, ML: Microscopia de Luz, PS: Picrosirius, € TM: Tricromico de
Masson.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.02

Nefropatias do Coldgeno IV

Figura 5: Biépsia Renal sob MET — Caso normal (A e C) para comparar com caso de Nefropatia do Coldgeno IV (B, D
ao F) com espessura da MBG diminuida. (A e B - 4400x); (C ao F - 20000x). A: al¢as capilares abertas, eixo mesangial
e MBG normais, comparando com a imagem da letra B no mesmo aumento de 4400x, com a MBG com espessura
diminuida, além de hemdcias no espago urindrio, caracterizando hemattria de origem glomerular. C: Al¢a capilar normal
com endotélio fenestrado, MBG e pedicelos normais (*), para comparar com as imagens de D a F em que hd diminuicio
da espessura da MBG e intenso apagamento (alargamento) dos pedicelos podocitarios, o citoplasma do poddcito tem
aparéncia continua (setas) ao longo da MBG, contrastando com os pedicelos preservados na imagem C. EN: endotélio,
EU: espaco urindrio, H: hemdcia, LC: luz capilar, M: mesangio, MBG: membrana basal glomerular, MET: Microscopia
Eletronica de Transmissdo e P: poddcito.
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Figura 6: Bi6psia Renal sob MET. Nefropatia do Coldgeno IV. (A e B - 12000x); (C - 20000x); (D — 7000x); (E -
20000x) e (F — 30000x). A ao F: alca glomerular com a luz capilar (LC) aberta e barreira de filtragdo com endotélio
fenestrado, MBG e podécito (P) com intenso apagamento dos pedicelos (seta preta). H4 alterag@o na espessura da MBG
(linha vermelha), dreas com intenso aumento da espessura e outras com intensa diminuic@o da espessura. Ha alteragdes
no contorno externo da MBG, do lado do podécito, com formagdo de elevagdes “montanhas” e depressdes “vales”. E e
F: na MBG h4 lamelagdes claras eletronlicidas (*) na 1dmina densa formando aspecto entrelagado e corpos arredondados
osmiofilicos, eletrondensos (seta branca). EN: endotélio, EU: espago urindrio, LC: luz capilar, MBG: membrana basal
glomerular, MET: Microscopia Eletrdnica de Transmissao, e P: podécito.
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Diagnésticos diferenciais

Sindrome de Frasier e Sindrome de Denys-Drash: pode ter laminacdes na MBG
semelhantes a Nefropatia do coldgeno IV, e esclerose segmentar nos glomérulos. Resultam
de variantes (mutacdes) no gene WT1 e ndo hd variantes patogénicas nos genes do coldgeno
tipo IV. As cadeias a3a405 do coldgeno IV sdo normais. Apresentam alteragdes como
genitdlia ambigua, tumor de Wilms, além de aparecer em idade menor, antes de 2 anos.

Sindrome de Pierson: pode ter alteracdo na espessura da MBG, tanto aumento quanto
diminui¢do irregulares, mas com proteintria acentuada de inicio precoce, devido a variantes
patogénicas no gene que codifica a laminina 2 (LAMB?2). Frequentemente ha exuberante
proliferacdo de células epiteliais extracapilares e tibulos dilatados.

Sindrome Epstein e Fechtner: sio doencas autossdmicas dominantes. Com frequéncia tem
nefrite hereditdria, surdez, macrotrombocitopenia (Epstein) ou catarata, pequenas inclusdes
azuis nos leucdcitos (Fechtner), e podem ter alteragdes na MBG que lembram Nefropatia
do coldgeno 1V, no entanto, tem expressao normal das cadeias a3a4a5 do colageno IV, tem
variante patogénica na cadeia pesada de miosina nao muscular IIA no MYHO9.

Reparacao da membrana basal: lamelacdes segmentares na membrana basal glomerular
podem ser encontradas em glomerulopatias com agressdo endotelial, seja por inflamacao
direta ou por microangiopatia trombdtica, no entanto, hd as altera¢des especificas de cada
entidade e expressao normal das cadeias a3a4aS.
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Nefropatia Membranosa

Luciana Botta Ribeiro

Bruna Cunha Zaidan

Definicao

e A Nefropatia Membranosa (NM) € uma glomerulopatia caracterizada por depdsitos de
imunocomplexos na regido subepitelial glomerular, que causam altera¢cdes morfoldgicas
na membrana basal, lesdo nos poddcitos, disfuncio da barreira de filtracdo glomerular
e, consequentemente, proteinuria.

Classificacao

e Primaria: quando ndo ha associagdo com nenhuma causa sistémica.

e Secundaria: doenga causada por condi¢do sistémica, como doengas autoimunes,
infec¢des, neoplasias ou uso de medicamentos.

e Molecular baseada em antigenos: classificacdo que tem sido proposta recentemente,
tanto para NM primdria quanto para a secunddria, apds a descoberta de vérios novos
antigenos associados a NM, os quais tém associa¢do com etiologias, subclasses de IgG
e prognosticos diferentes.

Epidemiologia

e Ocorre em pessoas em todas as localiza¢des do planeta e de todas as etnias.

e Principal causa de sindrome nefrética em adultos caucasianos.

e A idade média ao diagnostico € de 50 a 60 anos, porém pode ocorrer em qualquer idade.

e E incomum em criangas, correspondendo ao diagndstico na biépsia renal em menos de
5% dos casos.

e O sexo masculino é mais frequentemente afetado, com propor¢ao de 2:1.

e E acausa de cerca de 30% dos casos de sindrome nefrética em adultos.

e A NM ¢€ primdria em aproximadamente 80% dos casos, nos 20% restantes, a doenga é
secunddria a uma causa sistémica.

Etiopatogénese

e A deposicdo de imunocomplexos constituidos por anticorpos, antigenos e,
frequentemente, componentes do sistema complemento na por¢ao externa da membrana
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basal glomerular, abaixo do epitélio visceral/poddcito, denominada regido subepitelial,
¢ o ponto comum em todas as formas de NM.

O desenvolvimento de anticorpos contra antigenos expressos no glomérulo ou exégenos
€ tido como o evento inicial na etiopatogénese da NM, com posterior formacdo de
imunocomplexos in situ.

Na NM primdria, os anticorpos, com maior frequéncia, sdo direcionados a antigenos
presentes normalmente nos poddcitos, tais como o Receptor 1 de fosfolipase A2
(PLA2R1) e a Trombospondina tipo 1 com dominio contendo 7A (THSD7A).

O PLA2R1, uma glicoproteina transmembrana normalmente expressa nos poddcitos, é
o alvo mais frequente dos autoanticorpos, sendo responsavel por cerca de 70% dos casos
de NM priméria. A maioria dos casos associados ao PLA2R1 € primdria. A minoria dos
pacientes tem condi¢des sistémicas, porém € possivel que a associacdo seja incidental.
A subclasse predominante € da [gG4.

A THSD7A esta associada a cerca de 1% a 5% do total de NM primadria e pode também
ser secunddria a neoplasias malignas. Algumas neoplasias podem superexpressar
antigenos e desencadear o surgimento da resposta imune.

Na NM secundéria, os mecanismos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, porém
acredita-se que os anticorpos se liguem a neoantigenos ou a antigenos plantados. Os
antigenos plantados sao moléculas que ndo sdo expressas no glomérulo e que se
depositam no espago subepitelial devido as suas propriedades fisicas ou quimicas.

Sao possiveis causas de NM secundaria:

» Doencas autoimunes: Lipus Eritematoso Sistémico (LES), doenga mista do
tecido conjuntivo, sindrome de Sjogren, sarcoidose e doenca relacionada a
imunoglobulina G4.

» InfecgOes: sifilis, hepatites B ou C, virus Epstein-Barr (EBV) e virus da
imunodeficiéncia humana (HIV).

» Medicamentos: anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE), penicilamina, ouro,
litio, captopril, entre outros.

» Neoplasias malignas: carcinoma, linfoma, leucemia e melanoma.

» Transplante de células-tronco hematopoiéticas.

» Ingestdo de leite de vaca em criangas.

A hipétese de deposicdo de imunocomplexos (anticorpo ja ligado ao antigeno)
circulantes no espaco subepitelial nunca foi confirmada na patogénese da NM até o
presente momento.

Fatores genéticos e ambientais diversos estdo associados com a NM e podem contribuir
para a perda de tolerancia aos autoantigenos.

Alelos de risco no locus do antigeno leucocitdrio humano (HLA) de classe II ja foram
identificados: 0 DQA1*0501 em pessoas com ancestralidade europeia, o DRB1*1501
em pessoas com ancestralidade asiatica e o DRB1*0301 independentemente da
ancestralidade.
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Polimorfismos de nucleotideo dnico no gene do PLA2R1 estdo associados a NM
induzida por anticorpo anti-PLA2R1, independentemente da etnia.

No transplante renal, variantes de alto risco nos genes do PLA2R1 e HLA-D no doador
estd associada a recorréncia da NM no enxerto.

Outras variantes de risco para a NM estdo nos genes do fator nuclear kB1 (NF-xB1) e
do fator 4 regulador de interferon (IRF4), dois reguladores da inflamacao.

Os linfécitos T desempenham importante papel nos fendmenos de autoimunidade e
pacientes com NM tém alteracdes nas subpopulacdes de células T, tais como aumento
de linfécitos T auxiliares 17 e diminui¢do de linfécitos T reguladores.

Fatores ambientais ji foram associados ao desenvolvimento da NM. Estudos da
populacdo chinesa identificaram correlacio positiva entre a incidéncia de NM e o nivel
de poluicdo do ar. A hipétese dos pesquisadores € de que o material particulado fino no
ar (PM2.5) pode causar inflamacio no pulmdo, onde o PLA2R1 também € expresso e,
dessa forma, expor os epitopos do PLA2R1.

A aloimunidade ocorre em casos raros de NM congénita devido a transferéncia
placentdria de anticorpos maternos contra a endopeptidase neutra (NEP) expressa no
glomérulo fetal em maes portadoras de muta¢do homozigética da NEP.

A NM de novo no enxerto também pode ser por mecanismo de aloimunidade e tem
associagdo com rejeicao mediada por anticorpos.

O poddcito é a célula mais lesada na NM de qualquer causa. A lesdo podocitaria é
mediada pela ligacdo de anticorpos em sua superficie celular, formacao dos depdsitos
imunes e ativagao do sistema complemento.

Os dep6sitos imunes podem ser eliminados do glomérulo com o tempo. O mecanismo
pelo qual se da a eliminacdo dos imunocomplexos ndo esta esclarecido, porém estudos
experimentais mostram que eles podem ser transportados através dos poddcitos do
espaco subepitelial para a urina.

QOutros potenciais antigenos-alvo recentemente descritos:

> Fator de crescimento epidérmico-simile 1 neural (NELL1): estd associado a NM

primdria ou secunddria a neoplasias, suplementa¢do com acido lipoico, dentre
outras. Parte dos casos pode ter depdsitos com padrao de distribui¢do segmentar.
A subclasse predominante € da [gGl1.

» Exostosina 1 (EXT1) e exostosina 2 (EXT2): tem relacdio com doengas

autoimunes sist€émicas. Estd presente nos depdsitos imunes glomerulares em
cerca de 30 a 35% dos casos de NM secundaria ao Lipus Eritematoso Sistémico
(LES) — Nefrite lupica classe V. A positividade para EXT1 e EXT2 esta
associada a um melhor progndstico que os casos de Nefrite lupica classe V
negativos. Ainda ndo foram identificados autoanticorpos contra esses antigenos
no soro dos pacientes, o que pode indicar que ndao sejam verdadeiro alvo dos
anticorpos. A subclasse predominante € da IgG1.
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» Molécula 1 de adesdo celular neuronal (NCAMI1): associada a NM secunddria
ao LES, totalizando cerca 6% dos casos nessa populacdo. Nao foi identificado
padrdo consistente de subclasses de IgG.

» Semaforina 3B (Sema 3B): a maior parte dos casos ocorre na populacdo
pedidtrica e, em menor proporcio, em adultos jovens. E responsével por cerca
de 15% da NM total em criangas e por quase metade dos casos de NM em
criancas menores de dois anos. A subclasse que predomina é da IgG1 e pode
haver também depdsitos granulares de IgG na membrana basal tubular.

» Protocaderina 7 (PCDH?7): predomina em pacientes idosos, com idade média de
61 anos. O sistema complemento parece ter ativacdo minima ou ausente. As

subclasses que predominam sdo da IgG1 ou IgG4.

» Fator neurotréfico derivado de neurdénio (NDNF): embora poucos casos tenham
sido avaliados até o momento, esse antigeno foi identificado em todas as
bidpsias examinadas de pacientes com NM secunddria a sfifilis.

» Contactina-1: possivel autoantigeno na NM associada a Polineuropatia
desmielinizante inflamatéria crdnica.

» Netrina G1 (NTNGI): glicoproteina de membrana expressa normalmente nos
glomérulos. Até o momento, poucos casos foram descritos de NM associada a

esse antigeno, todos eles de NM primaria.

» Protocaderina FAT1 (FAT1): tem relagdo com NM que se desenvolve apés o
transplante de células-tronco hematopoiéticas. A subclasse predominante é da
IgG4.

» Pré-proteina convertase subtilisina/quexina tipo 6 (PCSK6): possivelmente

associada a NM secunddria ao uso prolongado de anti-inflamatério ndo
hormonal.
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Figura 1: Esquema da etiopatogénese da Nefropatia membranosa (NM). (A) inicialmente, hd a circulacdo de
autoanticorpos no sangue e ligacdo a antigenos na regido subepitelial glomerular. Neste esquema, o autoantigeno
localiza-se na membrana plasmdtica dos poddcitos, que é o mecanismo de lesdo mais frequente da NM. (B):
posteriormente, hd formagdo de depdsitos imunes na regido subepitelial e ativacdo do sistema complemento. Os
poddcitos sdo lesados, ocorre o apagamento dos pedicelos podocitdrios e proteintria. A membrana basal glomerular
(MBGQG) sofre remodelamento, depositando-se entre os depdsitos.
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Clinica

A sindrome nefrdtica, com proteinuria de 24 horas elevada (>3,5g), edema e
hipoalbuminemia, € a apresentacdo clinica mais frequente.

Pode haver complicagdes da sindrome nefrética: eventos tromboembdlicos (sendo a NM
a mais prevalente com essa complicacdo), dislipidemia e infec¢des.

Os demais pacientes tém proteintria nao nefrética (<3,5g/24h).

A minoria dos pacientes tem também hematiria microscopica, hipertensio arterial
sistémica e/ou alteragdo da fun¢do renal.

Os niveis séricos de C3, C4 e CH50 sdo normais.

Os autoanticorpos podem ser identificados e quantificados no sangue permitindo o
diagndstico, avaliagao de atividade da doenca e progndstico, além de monitoramento da
resposta ao tratamento.

Autoanticorpos séricos anti-PLA2R1 sdo considerados especificos e quando presentes,
em casos selecionados, o diagndstico de NM pode ser realizado sem a necessidade de
biépsia renal. Além disso, os niveis séricos de PLA2R1podem ser utilizados na
monitorizacdo da resposta terapéutica e avaliacio de recidiva em rim nativo e
transplantado.

A bidpsia renal € o método de referéncia para o diagndstico da NM.

Prognostico

A NM nao tratada pode ter remissao espontanea completa em 1/3 dos casos, 1/3 tem
remissdo parcial, permanecendo com proteindria, 1/3 evoluem para doenca renal
cronica.

Dos pacientes que persistem com sindrome nefrética, 40-50% desenvolvem faléncia
renal em 10 anos.

Pode recidivar no enxerto renal em 10% a 40% dos pacientes.

Critérios clinicos associados a maior risco de perda progressiva da fungdo renal:
creatinina sérica superior a 1,5mg/dl, diminui¢do da taxa de filtracdo glomerular maior
que 20% em menos de 24 meses, proteintria superior a 4g/dia por mais de 6 meses,
diminuicdo da proteintria inferior a 50% em 6 meses e nivel sérico de anticorpo anti-
PLA2R]1 superior a 150RU/ml.

Na bidpsia renal, sdo caracteristicas associadas a um pior progndstico: presenca de
fibrose intersticial e atrofia tubular, glomeruloesclerose segmentar e/ou global.
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Morfologia
Microscopia de Luz (ML)

A lesdo caracteristica da NM estd no compartimento glomerular, que tipicamente €
global e difusa.

Os glomérulos adquirem aspecto armado, com espessamento da parede dos capilares
por depdsitos na regidao subepitelial glomerular, que sdo visiveis na coloragao de TM
como material fucsinofilico (cor vermelha) finamente granular na porcido externa da
membrana basal.

A morfologia membrana basal glomerular (MBG) é melhor avaliada na coloragdo de
PAMS e seu aspecto na NM ¢ varidvel conforme a evolucdo da doenca. Inicialmente, a
MBG ¢€ normal ou tem altera¢cdes muito discretas, com pequenas depressdes visiveis em
seus cortes tangenciais. Posteriormente, surgem pequenas projecdes perpendiculares a
MBG original voltadas para o espago urindrio, que sdo denominadas espiculas. Nos
cortes tangenciais, a MBG adquire aspecto vacuolado, em “favo de mel”. Na fase mais
tardia, a MBG ¢ difusamente espessada e tem aspecto vacuolado difuso, lembrando elos
de corrente (Figuras 2A-F e Figuras 3A-F).

Glomeruloesclerose segmentar ou global pode ocorrer.

Nos tibulos, sdo visiveis goticulas de reabsorcao de proteina.

No intersticio, pode haver macréfagos com citoplasma espumoso.

Fibrose intersticial e atrofia tubular podem se desenvolver com a evolu¢do da doenga.
A presenca de crescentes sugere sobreposicio com outra entidade (glomerulonefrite
associada a ANCA, doenga anti-membrana basal glomerular ou nefrite lipica).

Imunofluorescéncia (IF) direta

Imunomarcacio de padrdo finamente granular nas alcas capilares glomerulares para IgG
como imunoglobulina isolada ou predominante, acompanhado das cadeias leves Kappa
e Lambda.
As subclasses de IgG (IgGl, 1gG2, IgG3 e 1gG4) podem ser avaliadas € o predominio
das subclasses varia conforme a etiologia.

o AIgG4 € aclasse que predomina nos casos de NM primaria.

o AlIgGl e algG3 predominam nos casos secundarios ao LES e neoplasias.
A fragdo do complemento C3 geralmente estd presente nos depdsitos com menor
intensidade.
Os depositos tipicamente t€m distribuicao global e difusa.
O envolvimento segmentar é incomum e pode estar associado a etiologia secundaria.
Raros casos podem ter restricdo a uma cadeia leve e de subclasse de IgG. Em parte
desses pacientes, hd doenca linfoproliferativa subjacente.
Caracteristicas que podem estar associadas a NM secundaria ao LES (Nefrite lupica
classe V): presenca de depdsitos extraglomerulares, marcacdo full-house (presencga
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simultanea de IgA, IgG, IgM, Clq e C3), Clq com intensidade moderada ou acentuada
(>2+) e fendmeno de FAN (fator antinuclear) tecidual.

C. Imuno-histoquimica (IHQ)

O antigeno-alvo pode ser identificado na bidpsia renal por imuno-histoquimica com
anticorpos conjugados com fluorcromo ou enzima.

O padrdao de imunomarcagdao do antigeno implicado é o mesmo da IgG, granular na
regido subepitelial das alcas capilares.

A interpretacdo da pesquisa de antigenos que s@o normalmente expressos no glomérulo,
como o PLA2R1 (Figuras SA-F) e a THSD7A, deve distinguir a distribui¢do normal do
antigeno daquela associada aos depdsitos.

A deteccdo do PLA2RI1 nos depdsitos glomerulares no material de bidpsia renal é mais
sensivel que a pesquisa de anticorpos anti-PLA2R1 no soro. A positividade do PLA2R1
na bidpsia associada a anticorpos nao detectdveis no soro pode ocorrer devido a
remissdo imunoldgica do paciente, espontanea ou apds tratamento, ou na fase inicial da
doenca durante o periodo em que a produgdo dos anticorpos € inferior a capacidade de
ligacdo aos antigenos no rim.

D. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Dep6sitos amorfos e elétron-densos na regido subepitelial (Figuras 6 A-F)
Apagamento dos pedicelos podocitarios.
O aspecto da MBG ¢ varidvel nos diferentes estddios da doenga.
Sao definidos quatro estddios da NM na classificacido de Ehrenreich e Churg:
o Estddio I: hd depdsitos subepiteliais, geralmente esparsos, e MBG normal.
o Estédio II: hd depdsitos subepiteliais e interposi¢do de membrana basal entre os
depdsitos (espiculas).
o Estadio III: ha depdsitos subepiteliais/intramembranosos com membrana basal
entre e sobre os depositos (elos de corrente).
o Estddio I'V: ha areas elétron-lucidas provavelmente por reabsor¢do dos depdsitos
A presenca de depdsitos imunes subendoteliais e inclusdes tibulo-reticulares na célula
endotelial pode estar associada a NM secundaria ao LES (Figuras 7A-B).
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Figura 2: Alteracdes da nefropatia membranosa sob a ML. prancha MLI1. (A) (HE, 40x); (B) (PS, 40x); (C) (PAMS,
40x) e (D) (TM, 40x). Glomérulo com as alteragdes morfoldgicas caracteristicas da doenga. As alcas capilares estdo
abertas, de aspecto armado e com a parede capilar espessada globalmente (setas pretas). Os poddcitos estéo hipertréficos
(cabecas de seta). (C) No maior aumento na coloragdo de PAMS, a membrana basal tem irregularidades do tipo espiculas
na face subepitelial (setas vermelhas). (E) A membrana basal glomerular tem espiculas na por¢do externa (voltada para
o espacgo urindrio). Os asteriscos identificam a luz dos capilares (PAMS, 100x). (F) H4 depdsitos fucsinofilicos
(vermelhos), finamente granulares, na por¢do externa da membrana basal (em azul). Os niicleos voltados para a luz
capilar pertencem as células endoteliais e estdo normais (TM, 100x). HE: Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata
Metenamina. PS: Picrosirius. TM: Tricrdmico de Masson.
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Figura 3: Bidpsia renal com amostra emblocada em parafina para andlise sob microscopia de luz comum destacando as
alteracdes morfoldgicas encontradas na nefropatia membranosa. (A) Glomérulo com aspecto morfolégico preservado
em fase inicial da nefropatia membranosa sob a ML (HE, 40x). (B) A membrana basal estd normal sob a coloragdo de
PAMS. Nesta fase, os dep6sitos podem ser identificados pela imunofluorescéncia e microscopia eletrénica, sendo
fundamentais para o diagnéstico (PAMS, 40x). (C) Glomérulo com alteracdes da nefropatia membranosa em fase mais
avancada sob a ML (PAMS, 40x). A membrana basal estd globalmente espessada, com aspecto vacuolado. Ha aspecto
de "elo de corrente" nos cortes transversais (seta vermelha) e aspecto de "favo de mel" nos cortes tangenciais (circulos).
(D) Neste glomérulo, ha esclerose segmentar (seta) e sinéquia do tufo capilar a cdpsula de Bowman (cabeca de seta)
(TM, 40x). (E) Alteragdes da nefropatia membranosa no compartimento tibulo-intersticial com macréfagos com
citoplasma espumoso no intersticio (setas pretas) (HE, 10x). (F) Expansao do intersticio por fibrose intersticial e atrofia
dos tibulos (TM, 10x). HE: Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata Metenamina. TM: Tricrdmico de Masson.
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Lambda

Figura 4: Alteracdes da nefropatia membranosa sob a IF. (A) (anti-IgG, 10x); (B) (anti-IgG, 20x) e (C) (anti-IgG, 40x).
A imunomarcagdo para IgG tipicamente € global e difusa nos glomérulos, com padrdo finamente granular nas alcas
capilares. (D) Além do IgG pode haver deposi¢do da fragdo do complemento C3 com o mesmo padrdo de distribuicao
(anti-C3, 20x). Nas letras (E) e (F) sdo alteracdes da nefropatia membranosa (NM) secunddria ao Lipus Eritematoso
Sistémico (LES). (E) Ha depdésitos na membrana basal tubular (seta), além dos depdsitos glomerulares (anti-Lambda,
20x). (F) H4 imunomarcagao nuclear para IgG nos nicleos das células tubulares (setas), denominado fendmeno de FAN
tecidual (anti-IgG, 20x). IF: Imunofluorescéncia.
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Figura 5: Marcagdo de PLA2R1 em podécitos normais e em casos de nefropatia ndo associadas ao PLA2R1. (A) (anti-
PLA2RI1, 40x) e (B) (anti-PLA2R1, 40x). H4 imunomarcagdo (coloracdo acastanha) distribuida no citoplasma dos
poddcitos, homogénea e com intensidade varidvel, de discreta (A) a intensa (B). Nao se distingue a granularidade tipica
dos depdsitos imunes na regido subepitelial. (C) (anti-PLA2R1, 20x) e (D) (anti-PLA2R1, 40x). H4 imunomarcacdo
(coloragd@o acastanhada) granular na regido subepitelial glomerular, global e difusamente. Esse € o mesmo padrdo de
deposicdo da IgG e da fracdo do complemento C3 (vide Figura 4), indicando que o PLA2R1 est4 presente nos depdsitos
imunes. (E) (anti-IgG4, 20x) e (F) (anti-IgG4, 40x). H4 imunomarcagdo de IgG4 (coloragdo acastanhada) granular na
regido subepitelial glomerular, de forte intensidade, global e difusamente em caso de nefropatia membranosa associada
ao PLA2R1. Ha também marcagdo no citoplasma das células tubulares (setas) devido a reabsorcdo tubular da
imunoglobulina perdida no ultrafiltrado.
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Figura 6: Alteracdes da nefropatia membranosa sob a MET. (A) (4.400x) e (B) (12.000x) Os dep0sitos (cabega de seta)
localizam-se na regido subepitelial e causam apagamento dos pedicelos podocitarios (setas pretas). No estadio I, fase
inicial da doenca, ha depdsitos amorfos elétron-densos subepiteliais esparsos e a MBG € normal. (C) (3.000x) e (D)
(12.000x) No estadio II, hd maior quantidade de depésitos e formagdo de espiculas na MBG (asteriscos). (E) No estadio
III, a MBG recobre totalmente os depdsitos (asteriscos) (7.000x). (F) No estadio IV, os depésitos tornam-se elétron-
licidos provavelmente devido a reabsor¢do (7.000x). E: endotélio. EU: espago urindrio. LC: luz capilar. M: mesangio.
MBG: membrana basal glomerular. MET: Microscopia Eletrdnica de Transmissao. P: podécito
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Figura 7: Alteracdes da nefropatia membr
(A) Ha depésitos elétron-densos proeminentes no mesangio além dos depdsitos subepiteliais (3.000x). (B) Ha depésitos
também na regido subendotelial (seta preta) (7.000x). E: endotélio. EU: espaco urinario. H: hemdcia. LC: luz capilar. M:
mesangio. MBG: membrana basal glomerular. MET: Microscopia Eletronica de Transmissdo. P: poddcito.

Diagnésticos diferenciais

¢ Glomerulonefrite @ de padrao membranoproliferativo mediada por
imunocomplexos: pode ter alteracdes na membrana basal glomerular semelhantes as
da NM sob a ML e depdsitos imunes na alca capilar sob a IF. Diferencia-se da NM por

ter depdsitos subendoteliais, duplicagio da membrana basal, hipercelularidade
mesangial e endocapilar.

e Deficiéncia de lecitina — colesterol aciltransferase: pode ter alteragdes na membrana
basal glomerular semelhantes as da NM sob a ML. Os depésitos sdo de natureza lipidica,
por isso tem aspectos distintos sob a IF e a MET.
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CAPITULO 04

Glomerulopatias por C3

Crislaine Aparecida da Silva

Aline Cristina Souza da Silva

O termo glomerulopatia por C3 foi adotado por um consenso de especialistas em 2013 para
definir um grupo de doencas renais raras causadas pela desregulacdo da via alternativa do
complemento, que resulta em deposicdo proeminente da particula do complemento C3 em
amostras de biopsia renal.

Historicamente faz parte do espectro de diagndsticos das glomerunefrites
membranoproliferativas (GNMP) que foram reclassificadas uma vez que a GNMP € causada
por dois mecanismos diferentes sendo: (1) glomerulopatia mediada por complemento com
deposicao predominante de C3; (2) glomerulopatia mediada por imunocomplexos de IgG.

Definicao

e A glomerulopatia por C3 (GC3) é um diagndstico histopatoldgico.

e E definida pelos depésitos de C3 na imunofluorescéncia, isolados ou pelo menos
dominante, com intensidade de, no minimo, duas ordens de grandeza superior a qualquer
imunoglobulina, com padrdo que pode variar de semi-linear a granular.

Classificacao

Existem 2 subtipos:

e (1) Glomerulonefrite por C3 (GNC3), caracterizada somente por depositos de C3 no
mesangio e no espago subendotelial visualizados na imunofluorescéncia.

e (2) Doenca de deposito denso (DDD), caracterizada por depdsitos de C3 no mesangio e
no espagco subendotelial visualizados na imunofluorescéncia e pela presenca de
depésitos eletrondensos, em forma de fita, na lamina densa da membrana basal
glomerular visualizados na microscopia eletronica de transmissao (MET).

e A distingdo ¢é feita somente por meio da andlise da microscopia eletronica de
transmissao.

e Previamente, a DDD era conhecida como GNMP tipo II e a GNC3 como GNMP tipos
Ielll
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Figura 1: Classificacdo das glomerulonefrites com morfologia membranoproliferativa baseada nos achados da
imunofluorescéncia. O padrio de GNMP encontrado na microscopia de luz comum associado a depdsitos de
imunoglobulinas na imunoflurescéncia sugere ativacio da via cldssica do sistema complemento e as causas incluem
doencas autoimunes, como ldpus eritematoso sistémico, glomerulonefrites relacionadas a infec¢des e gamopatias
monoclonais. J4 casos com depositos isolados ou dominantes de C3, s@o definidos como glomerulopatia por C3 (GC3)
devido a hiperativacdo da via alternativa do sistema complemento. A GC3 € subdividida em GNC3 e DDD de acordo
com os achados na microscopia eletronica de transmissdo. GNMP: glomerulonefrites membranoproliferativas; GC3:
glomerulopatia por C3; GNC3: glomerulonefrite por C3; DDD: doenga do depésito denso; Ig: Imunoglobulina (Fonte:
Adapatado de D'AGATI, V. D.; BOMBACK, A. S. C3 glomerulopathy: what's in a name? Kidney Int, 82, n. 4, p. 379-
381, Aug 2012).

Epidemiologia

e Aincidéncia é de 1 a 3 casos por milhdo/ por ano, com ambos os sexos sendo igualmente
afetados, porém foi observado uma discreta predominancia de pacientes do sexo
masculino.

e Nos Estados Unidos a prevaléncia € de cerca de 2-3 casos por 1.000.000, e na Europa,
acredita-se que a incidéncia seja menor com aproximadamente 0,2-1,0 casos por
1.000.000.

e E mais frequentemente diagnosticada na infincia e adolescéncia, afetando
principalmente pacientes com idade entre 10 e 30 anos.

e Representa cerca de 5 a 10% de todas as causas idiopdticas de sindrome nefrética em
criangas e adolescentes.
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Etiopatogénese

A GC3 € causada por desregulacdo da via alternativa do sistema complemento na fase
fluida e no microambiente glomerular, que culmina em hiperatividade do sistema
(Figura 2).

A via alternativa do complemento é rigidamente regulada. Os fatores do complemento
B e D participam da formagdo da C3 convertase, gerando C3b. C3b pode se envolver
em um loop de amplificacdo de ativacdo de C3 e esta etapa € regulada na fase fluida
pelo fato H e nas superficies celulares pelo fator acelerador de decaimento (DAF). Além
disso, os reguladores da fase fluida, fator H e fator I e a proteina cofator de membrana
(MCP) geram o C3b inativo e outros produtos de divisao do C3b (C3d, C3e, C3f, C3g),
evitando assim a ativacdo do complemento terminal.

A desregulacdo das convertases C3 e C5 € o pivo central para a patogénese da GC3 pois
culmina na produgdo excessiva de C3, produtos de sua clivagem e do complexo de
ataque a membrana (C5b-9) que se acumulam na parede do capilar glomerular, causando
dano tecidual e inflamagdo progressiva.

A desregulacdo da via alternativa pode ser devido a anormalidades genéticas ou por
autoanticorpos contra componentes do sistema complemento.

Anormalidades genéticas do complemento podem ser encontradas em cerca de 25% dos
pacientes. Os principais genes afetados sdo: a) genes ativadores como o gene C3 que
codifica o componente C3 e o gene CFB que codifica o fator B. Mutagdes no gene C3
afetam os locais de reconhecimento para ligacdao de fator H e fator I, e no CFB causa
funcdo excessiva do fator B. Ambas mutagdes tornam a C3 convertase altamente estavel
e resistente a sua degradacdo; b) genes reguladores do complemento como CFH e CFI,
que codificam os fatores H e I, respectivamente, levando a reduga@o de seus niveis o que
culmina em regulagdo prejudicada da degradagcdo da C3 convertase; ¢) gene CFHRS,
que codifica a proteina 5 relacionada ao fator H do complemento, um intensificador da
ativagao do complemento.

Pacientes portadores de C3G familiar, possuem rearranjo no locus CFH que cria genes
de fusdo CFHRS. Esse gene codifica a proteina de fusio FHRS—FHRS com um dominio
de dimerizacdo extra. Essa proteina mutante apresenta maior avidez por ligantes de C3
e atua como inibidor competitivo do fator H, o que altera o controle do sistema
complemento.

Os principais autoanticorpos associados a GC3 sdo os fatores nefriticos, que
compreendem um grupo de anticorpos contra neoepitopos gerados nas convertases,
diminuindo a capacidade de resposta das convertases as suas proteinas inibidoras, o que
prolonga a meia vida das convertases. Os dois fatores principais sdo o fator nefritico C3
(C3Nef) e o fator nefritico C5 (C5Nef) que tem como alvos a C3 convertase e a C5
convertase, respectivamente. O C3Nef estabiliza a C3 convertase € aumentam sua meia-
vida, o que leva ao aumento do consumo de C3 sérico e esta relacionado a cerca de 80%
dos casos de DDD. O C5Nef € mais prevalente em GNC3 e podem estar associados a
niveis séricos elevados de C5b-9 soliivel. Ha também o fator nefritico C4 (direcionado
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para C3 convertase da via cldssica e da via das lecitinas) e os autoanticorpos anti-fator
B, anti-fator H e anti-C3b, porém sao menos frequentes.

e Pacientes com GC3 frequentemente apresentam multiplas mutagdes, miultiplos
autoanticorpos ou uma combinagdo de ambos.

e Na C3G, as mutacdes e os autoanticorpos afetam predominantemente os reguladores da
fase fluida, resultando na formacao excessiva de C3 ativado (C3b) e seus produtos de
divisdo, que se depositam no glomérulo.

Via Alternativa regulada

J‘_\ ) G

MBG

Pedicelos

Glomenilopatia C3

CFHRs

’Hi-l;ﬂ%\

me

G -

MBG

Pedicalos

Figura 2: Etiopatogénese da glomerulopatia por C3. Reguladores da fase fluida (fator H e fator I) e da superficie celular
(fator H, MCP, DAF e CR1) mantém a via alternativa do sistema complemento sob rigido controle. Alteracdes genéticas
ou adquiridas desses reguladores ou ativadores do sistema complemento sdo responsdveis pela desregulacdo da via
alternativa na glomerulopatia por C3. FH: fator H; FI: fator I; MCP: proteina co-fator de membrana; DAF: fator
acelerador de decaimento DAF; CRI: receptor de complemento 1; CFHR: proteina relacionada ao fator H do
complemento.

Clinica

e Devido a sua heterogeneidade morfoldgica, a apresentacdo clinica é bem variada,
incluindo insuficiéncia renal aguda ou crdnica, proteindria, hematiria microscépica ou
macroscopica e hipertensdo. No entanto, a apresentacdo mais comum € proteintria e
hematuria com funcdo renal relativamente preservada.

e  Geralmente o nivel sérico de C3 circulante é reduzido devido ao seu consumo pela C3
convertase e sua deposi¢ao nos glomérulos.
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Os pacientes pedidtricos geralmente apresentam niveis séricos de C3 mais baixos do que
os adultos.

A hipocomplementemia sérica de C3 € uma caracteristica da GC3, porém ndo ¢é
estritamente necessdria para o diagndstico. Foi observado que pacientes com C3NeF
tendem a apresentar menores niveis séricos de C3 do que pacientes C3NeF-negativos.
A indicagdo para bidpsia renal € hematiria e/ou proteindria continuas com niveis séricos
persistentemente baixos de C3.

Em criancgas e adultos jovens, a GC3 € frequentemente precedida por uma infeccao do
trato respiratdrio superior, principalmente a DDD.

Em adultos com mais de 50 anos, é comum a GC3 ser acompanhada por gamopatia
monoclonal.

O inicio da doenga € caracterizado por hematuria micro ou macroscopica, proteintria
discreta ou acentuada e redugdo progressiva da funcdo renal. A microhemattria estd
presente em 90% dos individuos.

O comprometimento da funcdo renal € mais frequente em adultos e idosos.

Individuos com GC3 familiar apresentam hematiria microscépica persistente que pode
estar associada a proteinuria.

Na DDD, o inicio € caracterizado por sindrome nefrética em 50% dos pacientes e
sindrome nefritica aguda nos outros 50%, além de hipertensdo, que pode estar presente
no inicio da doenca. Além disso, doenca renal cronica com proteintiria e hematuria é
frequente em pacientes com DDD.

Na GNC3, o inicio da doenga € caracterizado por microhematiria associada a
hipertensdo em um terco dos pacientes e sindrome nefritica em outro terco,
acompanhado de proteintria leve que se intensifica durante o curso da doenga,
principalmente em adultos.

Prognéstico

Remissdo espontanea ndo € comum, porém a doenga pode permanecer estdvel por
muitos anos, apesar da proteinuria persistente.

Progressdo para doenga renal terminal ocorre dentro de 10 anos apds o diagnostico em
cerca de 70% das criangas afetadas e de 30 a 50% dos adultos.

Acredita-se que a idade avancada ao diagndstico e maior cronicidade na bidpsia renal
sdo determinantes independentes de pior sobrevida renal.

A recorréncia ap0s transplante € alta tanto para DDD quanto para GNC3 podendo
acometer aproximadamente 50% dos pacientes. O aparecimento de hematuria,
proteinuria e redugdo da taxa de filtracio glomerular estimada € um forte indicador de
recorréncia da doenca.
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Morfologia
Microscopia de Luz (ML)

Na ML, a C3GN e a DDD apresentam-se como glomerulonefrite proliferativa, sendo
que a caracteristica mais comum € a estrutura lobular dos glomérulos (Figuras 3A-B).
Os padrdes mais comuns sdo a glomerulonefrite membranoproliferativa, encontrado em
mais de 50% dos casos e a glomerulonefrite proliferativa mesangial encontrada em cerca
de 30% dos casos.

A lesdo € caracterizada por proliferacdo mesangial e endocapilar. Também pode ser
observado duplicacdo da membrana basal na coloragdo da Prata Metenamina (PAMS)
(Figura 3D).

Pode ser acompanhada de proliferacdo extracapilar, com formagao de crescentes.

Os depdsitos sdo negativos na coloracio PAMS e positivos na coloracdo tricromico de
Masson (TM) (Figura 3C).

Na DDD, a membrana basal pode apresentar eosinofilia e ser pouco corada na prata.

A ML nio distingue a GC3 de outras formas de glomerulonefrite.

Imunofluorescéncia (IF) direta

O diagnéstico da GC3 € baseado na técnica de imunofluorescéncia que identifica
marcagdo de C3 de forma dominante, com somente C3 positivo ou pelo menos 2 ordens
de grandeza mais forte que os demais: IgA, IgG, IgM e Clq (Figuras 4 A-F).

Na GNC3 os depdsitos de C3 sdo encontrados no mesangio e/ou na membrana basal
glomerular com padrio granular.

Na DDD, os depésitos eletrondensos apresentam um padrao de fita na membrana basal
glomerular e em forma de anel no mesangio.

Os depdsitos mesangiais em todos os casos de C3G, incluindo DDD, podem ser bastante
heterogéneos, variando de grandes depositos arredondados a discretos grosseiramente
granulares.

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Na MET € possivel distinguir DDD de GNC3.

Na GNC3, sao encontrados depositos amorfos eletrodensos com aparéncia de nuvem no
mesangio, no espaco subendotelial (Figuras 5A-B) e/ou no espaco subepitelial.

Na DDD, além dos depodsitos amorfos eletrodensos com aparéncia de nuvem no
mesangio, no espaco subendotelial e/ou no espaco subepitelial, sdo observados
depdsitos altamente eletrondensos na lamina densa da membrana basal glomerular com
formato de fita (Figura 5C-D). Os depodsitos também podem ser encontrados no
mesangio, na cdpsula de Bowman, na membrana basal tubular e na parede de pequenos
Vasos.

Ambas podem cursar com “HUMPs” subepiteliais.
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Figura 3: Bidpsia renal sob microscopia de luz com Glomerulopatia por C3. (A) (HE, 20x); (B) (TM, 20x); (C) (PS, 20x)
e (D) (PAMS, 20x). Glomérulo com hipercelularidade mesangial e endocapilar (circulo), infiltracdo leucocitdria e
aumento da matriz mesangial (seta). Os glomérulos apresentam-se com aspecto lobulado. (D) Na coloragio PAMS é
evidenciada a membrana basal glomerular com focos de duplicagdo (seta vermelha) (padrao membranoproliferativo).
HE: Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata Metenamina. PS: Picrosirius. TM: Tricromico de Masson.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.04

Glomerulopatias por C3

Clgq

Figura 4: Alteragdes morfoldgicas da Glomerulopatia por C3 sob imunofluorescéncia direta. (A) (20x) e (B) (40x) Soro
anti-C3 positivo moderado a acentuado mesangial (seta branca) e subendotelial (cabega de seta) nos glomérulos e na
capsula de Bowman (seta vermelha). (C) Soro anti-C1q negativo nos glomérulos (20x). (D) Soro anti-IgG positivo
discreto em tragos nos glomérulos (40x).
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Figura 5: Alteracdes morfoldgicas da Glomerulopatia por C3 sob Microscopia Eletronica de Transmissao. (A) (3.000x)
e (B) (12.000x) Presenca de dep6sitos eletrondensos amorfos no espaco subendotelial (setas pretas). (C) (12.000x) e (D)
(20.000x) Imagens de DDD evidenciando membrana basal glomerular espessada devido depdsitos eletrondensos
intramembranosos, com formato de fita (setas brancas). DDD: doenca do depésito denso. EU: espago urindrio. GNC3:
glomerulonefrite por C3. LC: luz capilar. MBG: membrana basal glomerular.
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Diagnésticos diferenciais

Proteindria/hematiria ou sindrome nefrética e nefritica estdo associados a uma
variedade de outras doencas renais que cursam com glomerulonefrite.

Os diagndsticos diferencias de GC3 devem incluir glomerulonefrite associada a
infeccdo, nefropatia por IgA, glomerulonefrites por imunocomplexos como a
nefrite lipica, e paraproteinemia como gamopatia monocolonal de significado
renal.

A nefrite lipica ocorre preferencialmente em adolescentes do sexo feminino e
cursa com niveis séricos mais elevados de C3 do que a C3G, associados a niveis
baixos de C4.

Na glomerulonefrite associada a infeccao, espera-se que os niveis séricos de C3
normalizem dentro de 8 a 12 semanas. Pacientes com histéria familiar positiva e
falta de normalizacdo de C3 sérico em 12 semanas favorecem o diagndstico de
C3G.

Pacientes mais velhos com baixos niveis plasmaticos de C3 associados a baixos
niveis de C4, devem ser investigados para gamopatia monocolonal de significado
renal.

Hematuria macroscdpica pode estar relacionada a nefropatia por IgA, que pode
ser diferenciada na bidépsia com marcacao forte para IgA.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.04

Glomerulopatias por C3

Referéncias

ABBAS, F. MOHSEN, E. K.; JON JIN, K.; IHAB, S. S.; AJAY, S.; AHMED, H. Complement-mediated
renal diseases after kidney transplantation - current diagnostic and therapeutic options in. World J
Transplant, 8, n. 6, p. 203-219, Oct 22 2018.

AHMAD, S. B.; BOMBACK, A. S. C3 Glomerulopathy: Pathogenesis and Treatment. Adv Chronic
Kidney Dis, 27, n. 2, p. 104-110, Mar 2020.

BOMBACK, A. S.; APPEL, G. B. Pathogenesis of the C3 glomerulopathies and reclassification of
MPGN. Nat Rev Nephrol, 8, n. 11, p. 634-642, Nov 2012.

BOMBACK, A. S.; SANTORIELL, D.; AVASARE, R. S.; REGUNATHAN-SHENK, R.; CANETTA,
P. A.; AHN, W.; RADHAKRISHNAN, J.; MARASA, M.; ROSENSTIEL, P. E.; HERLITZ, L. C.;
MARKOWITZ, G. S.; D’AGATI, V.D.; GERALD, B. Appel. C3 glomerulonephritis and dense deposit
disease share a similar disease course in a large United States cohort of patients with C3 glomerulopathy.
Kidney Int, 93, n. 4, p. 977-985, Apr 2018.

CARAVACA-FONTAN, F.; LUCIENTES, L.; CAVERO, T.; PRAGA, M. Update on C3
Glomerulopathy: A Complement-Mediated Disease. Nephron, 144, n. 6, p. 272-280, 2020.

CORVILLO, F. OKROJ, M.; NOZAL, P.; MELGOSA, M.; SANCHEZ-CORRAL, P.; LOPEZ-
TRASCASA, M. Nephritic Factors: An Overview of Classification, Diagnostic Tools and Clinical
Associations. Front Immunol, 10, p. 886, 2019.

D’AGATI, V. D.; BOMBACK, A. S. C3 glomerulopathy: what's in a name? Kidney Int, 82, n. 4, p. 379-
381, Aug 2012.

DE VRIESE, A. S.; SETHI, S.; PRATE, K.V.; NATHH, K.A.; FERVENZA, F.C. Kidney Disease
Caused by Dysregulation of the Complement Alternative Pathway: An Etiologic Approach. J Am Soc
Nephrol, 26, n. 12, p. 2917-2929, Dec 2015.

FOGO, A. B.; LUSCO, M. A.; NAJAFIAN, B.; ALPERS, C. E. AJKD Atlas of Renal Pathology: Dense
Deposit Disease. Am J Kidney Dis, 66, n. 3, p. e21-22, Sep 2015.

GOICOECHEA DE JORGE, E. CAESAR, J.J.E.; MALIK, T.H.; PATEL, M.; COLLEDGE, M.,
JOHNSON, S.; HAKOBYAN, S.; MORGAN, B.P.; HARRIS, C.L.; PICKERING, M. C.; LEA, S.M.
Dimerization of complement factor H-related proteins modulates complement activation in vivo. Proc
Natl Acad Sci U S A, 110, n. 12, p. 4685-4690, Mar 19 2013.

HEIDERSCHEIT, A. K.; HAUER, J. J.; SMITH, R. J. H. C3 glomerulopathy: Understanding an ultra-
rare complement-mediated renal disease. Am J Med Genet C Semin Med Genet, 190, n. 3, p. 344-357,
Sep 2022.

KOOPMAN, J. J. E. TENG, Y.K.O.; BOON, C.J.F.; HEUVEL.; L.P. van dem.; RABELINK, T.J.; VAN
KOOTEN, V.; VRIES A.P.J. de. Diagnosis and treatment of C3 glomerulopathy in a center of expertise.
Neth J Med, 77, n. 1, p. 10-18, Jan 2019.

LUSCO, M. A.; FOGO, A. B.; NAJAFIAN, B.; ALPERS, C. E. AJKD Atlas of Renal Pathology:
Glomerulonephritis with Dominant C3. Am J Kidney Dis, 66, n. 4, p. €25-26, Oct 2015.

MARINOZZI, M. C. CHAUVET, S.; LE QUINTREC, M.; MIGNOTET, M.; PETITPREZ, F.;
LEGENDRE, C.; CAILLIEZ, M.; DESCHENES, G.; FISCHBACH, M.; KARRAS, A.; NOBIOLL F.;
PIETREMENT, C.; DRAGON-DUREY, M.A.; FAKHOURI, F.; ROUMENINA, L.T.; FREMEAUX-
BACCHI, V. C5 nephritic factors drive the biological phenotype of C3 glomerulopathies. Kidney Int, 92,
n. 5, p. 1232-1241, Nov 2017.

MEDJERAL-THOMAS, N. R. O’'SHAUGHNESSY, M.M.; O’'REGAN, J.A.; TRAYNOR, C.;
FLANAGAN, M.; WONG, L.; TEOH, C.W.; AWAN, A.; WALDRON, CAIRNS, T.; O’KELLY, P.;


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.04

Glomerulopatias por C3

DORMAN, A.M.; PICKERING, M.C.; CONLON, P.J.; COOK, H.T. C3 glomerulopathy:
clinicopathologic features and predictors of outcome. Clin J Am Soc Nephrol, 9, n. 1, p. 46-53, Jan
2014.

NAKAGAWA, N. MIZUNO, M.; KATO, S.; MARUYAMA, S.; SATO, H.; NAKAYA, L;
SUGIYAMA, H.; FUJIIMOTO, S.; MIURA, S.; MATSUMURA, C.; GOTOH, Y.; SUZUKI, H.;
KUROKI, A.; YOSHINO, A.; NAKATANI, S.; HHROUMURA, K.; YAMAMOTO, R.; YOKOYAMA,
H.; NARITA, L; ISAKA, Y. Demographic, clinical characteristics and treatment outcomes of immune-
complex membranoproliferative glomerulonephritis and C3 glomerulonephritis in Japan: A retrospective
analysis of data from the Japan Renal Biopsy Registry. PLoS One, 16, n. 9, p. e0257397, 2021.

NASR, S. H.; VALERI, A.M.; APPEL, G.B.; SHERWINTER, J.; STOCKS, M.B.; SAID, S.M,;
MARKOWITZ, G.S.; D’AGATI, V.D. Dense deposit disease: clinicopathologic study of 32 pediatric and
adult patients. Clin J Am Soc Nephrol, 4, n. 1, p. 22-32, Jan 2009.

NORIS, M.; REMUZZI, G. Genetics of Immune-Mediated Glomerular Diseases: Focus on Complement.
Semin Nephrol, 37, n. 5, p. 447-463, Sep 2017.

PICKERING, M. C. C3 glomerulopathy: consensus report. Kidney Int, 84, n. 6, p. 1079-1089, Dec
2013.

RAVINDRAN, A. FERVENZA, F.C.; SMITH, R.J.H.; DEVRIESE, A.S.; SETHI, S. C3
Glomerulopathy: Ten Years' Experience at Mayo Clinic. Mayo Clin Proc, 93, n. 8, p. 991-1008, Aug
2018.

SCHENA, F. P.; ESPOSITO, P.; ROSSINI, M. A Narrative Review on C3 Glomerulopathy: A Rare
Renal Disease. Int J Mol Sci, 21, n. 2, Jan 14 2020.

SERVAIS, A. NOEL, L.H.; ROUMENINA, L.T.; LE QUINTREC.; M.; NGO, S.; DRAGON-DUREY,
M.A.; MACHER, M.A.; ZUBER.; J.; KARRA, A.; PROVOT, F.; MOULIN, B.; GRUNFELD, J.P.;
LESAVRES, P.; FREMEAUS-BACCHI, V. Acquired and genetic complement abnormalities play a
critical role in dense deposit disease and other C3 glomerulopathies. Kidney Int, 82, n. 4, p. 454-464,
Aug 2012.

SMITH, R. J. H.; APPEL, G.B.; BLOM, A.M.; COOK.; D’AGATI, V. D.; FAKHOURI, F.;
FREMEAUX-BACCHI, V.; JOZSI, M.; KAVANAGH.; LAMBRIS, J. D.; NORIS, M.; PICKERING,
M.C.; REMUZZI, G.; CORDOBA, S.R.de.; SETHL S.; VLAG, J.V.; ZIPFEL, P.F.; NESTER, C.M. C3
glomerulopathy - understanding a rare complement-driven renal disease. Nat Rev Nephrol, 15, n. 3, p.
129-143, 03 2019.

ZHAO, W. DING, Y.; LU J.; ZHANG, T.; CHEN, D.; ZHANG, H.; ZENG, C.; LIU, Z.; CHEN, H.
Genetic analysis of the complement pathway in C3 glomerulopathy. Nephrol Dial Transplant, 33, n. 11,
p- 1919-1927, Nov 01 2018.

ZIPFEL, P. F. SKERKA, C.; CHEN, Q.; WIECH, T.; GOODSHIP.; JOHNSON, S.; FREMEAUX-
BACCHI, V.; NESTER, C.; CORDOBA, S.R. de.; NORIS, M.; PICKERING, M.; SMITH, R. The role of
complement in C3 glomerulopathy. Mol Immunol, 67, n. 1, p. 21-30, Sep 2015.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.04

CAPITULO 05

Nefropatia por IGA (NIGA)

Régia Caroline Peixoto Lira

Rafaela Viviane Neves Silva

Definicao

A nefropatia por IgA (NIgA) é a glomerulonefrite primdria mais comum na

maioria dos paises.

e Também conhecida como doenca de Berger, nome de um dos pesquisadores que
descreveu a primeira coorte de casos de NIgA em 1968 (Dr. Jean Berger e Nicole
Hinglais).

e Representa quase metade das doengas glomerulares primdrias diagnosticadas

através de bidpsia renal.

Classificacao

e A classificagdo da NIgA € baseada nos achados morfoldgicos encontrados na
andlise da biopsia renal.

e Visando padronizar os parametros histopatoldégicos, de maneira aplicdvel na
rotina diagndstica, um comité internacional composto por nefrologistas e
patologistas propos a Classificacdo de Oxford. Publicada em 2009 e revisada e
atualizada em 2017, desde entdo tem sido aplicada de maneira majoritdria no
diagndstico da NIgA.

e A Classificacao de Oxford avalia cinco parametros que compdem a sigla MEST-
C: hipercelularidade mesangial ausente ou presente (MO ou Ml),
hipercelularidade endocapilar ausente ou presente (EO ou EIl), esclerose
segmentar ausente ou presente (SO ou S1), atrofia tubular/fibrose intersticial (TO,
T1 ou T2) e presenca de crescentes (CO, C1 ou C2).

e A descri¢do de cada parametro avaliado pela Classificacao de Oxford (MEST-C)
estd resumida na Tabela 1.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.05

Nefropatia por IGA (NIGA)

Tabela 1. Descricdo dos cinco parametros e critérios de avaliacdo da bidpsia renal de acordo com a

Classificacdo de Oxford para NIgA.

Hipercelularidade

Parametro .
mesangial

MO: escore final <0,5

Classificacio M1: escore final >0,5

Cada glomérulo recebe
um escore:

Ausente
(escore=0)

Leve, 4-5 células

Avaliacio (escore=1)

Moderada, 6-7 células
(escore=2)

Intensa, >8 células
(escore=3)

- Avaliar glomérulos com,
pelo menos, trés areas com
células mesangiais;

- Nio avaliar 4reas
proximas ao polo vascular;

Observagdes - Ao final, calcula-se a

média (soma de todos os
escores/n® de glomérulos) e
classifica em MO ou M1;

- Possui valor preditivo da
progressao da doenca.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Hipercelularidade
endocapilar

EOQ: ausente

E1: >1 glomérulo

Avaliam-se:

- Células localizadas
na luz do capilar e ndo
na matriz;

- Areas sem esclerose
segmentar;

- Preditor de
progressao da doenga
apenas para pacientes

ndo tratados com
iMunoSsupressor.

Esclerose
segmentar

S0: ausente

S1: >1 glomérulo

Glomérulo normal
(auséncia de
esclerose)

Esclerose
segmentar (acomete
parte do glomérulo,
ainda com dreas
normais)

- Descrever no laudo
se foi observado
alteracdo com padrio
de podocitopatia:
hipertrofia
podocitaria/lesdo tip.

Epidemiologia

Atrofia /
Fibrose Intersticial

TO: <25%
T1: 26% - 50%
T2: >50%

Avalia-se:
porcentagem de cortex
renal acometido

Atrofia
(diminuigao do
diametro dos tibulos
renais)

Fibrose
(aumento de matriz
extracelular entre os

tdbulos renais)

- Preditor
independente do
desfecho da doenca;

- Reflete o estdgio da
doenca no momento
da avaliacdo da
bidpsia.

Crescentes

CO0: ausente
Cl1: <25%
C2: >25%

Proliferacao
celular
extracapilar
(presenca de
mais de duas
camadas de
células
extracapilares)

- Pardmetro com
valor preditivo
de evolugdo para
doenca renal
terminal

e E mais frequente em homens do que em mulheres, com proporgdes entre 2:1 e 3:1

(homem: mulher).

e Estudos mostram maior frequéncia de casos em individuos caucasianos e de
origem asidtica, sendo menos comum na raca negra.

e Acomete pessoas de qualquer idade, com pico de incidéncia na faixa etéria entre
10 e 40 anos de idade.
e A maioria dos casos evolui de maneira benigna. No entanto, 40% progridem para
doenga renal terminal em periodo de 30 a 40 anos da doenga, reduzindo a
expectativa de vida do individuo em torno de 10 anos.
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Etiopatogénese

e A NIgA se desenvolve de maneira primdria ou secunddria a doengas que
desenvolvem processos inflamatorios, seja de causa infecciosas ou nao.

» A condi¢do mais comum associada a NIgA é a cirrose, que pode ter
diferentes etiologias como a alcodlica, viral, téxica e devido fibrose
cistica.

» Outras doencas que podem desencadear a NIgA sdo: reumatoldgicas
(artrites reumatoide e psoridtica, espondilite anquilosante, sindrome de
reiter), infecciosas (HIV-AIDS, tuberculose, hanseniase), doencas
gastrointestinais (colite ulcerativa, Crohn, doenca celiaca), dermatolégicas
(psoriase), neoplasias (linfoma ndo-Hodgkin, carcinoma de células renais,
adenocarcinomas) e doencas oftalmoldgicas (esclerite, uveite).

» A NIgA também pode estar relacionada com a Nefrite Henoch-Schonlein
purpura. Trata-se de uma vasculite sist€mica, mais comum em criancgas,
causada pela presenca de depdsitos de IgA nos vasos, pele, intestino e
glomérulos. A tétrade cldssica apresenta comprometimento renal,
artalgia/artrite, dor abdominal e pdrpura palpavel em naddegas e membros
inferiores.

e A NIgA € considerada uma doenca auto-imune, caracterizada pela produgdo de
autoanticorpos contra a imunoglobulina A, classe 1, hipoglicosilada, denominada
IgA1l galactose-deficiente (IgA1-Gd).

e A reacdo imune contra IgA1-Gd promove a formagdo de imunocomplexos na
corrente sanguinea, que acumulam no mesangio ou nas alcas capilares do
glomérulo (no espago subendotelial)

e A patogénese da NIgA envolve quatro etapas sequenciais (Figura 1A-C).

(I) Produg@o e aumento dos niveis séricos de IgA hipoglicosilada (IgA1-Gd);

(II) Producdo e aumento dos niveis séricos de autoanticorpos IgG, que
reconhecem a IgA1-Gd;

(IIT) Formagao de imunocomplexos IgG/IgA1-Gd ou IgM/IgA1-Gd;

(IV) Actimulo dos imunocomplexos no mesangio glomerular (depdsitos),
levando a ativacdo e proliferacdo das células mesangiais, producdo
excessiva de matriz extracelular, citocinas e quimiocinas, que promovem
lesdo glomerular e fibrose.

e Em rins de doadores com diagndstico subclinico de NIgA, os depdsitos de IgA
desaparecem apds o transplante do 6rgdo para um individuo sem NIgA,
corroborando com a hipdtese de que os depdsitos sdo formados a partir da
imunoglobulina sérica (circulante).

e Evidéncias sugerem que a IgA1-Gd encontrada no soro e rins dos individuos com
NIgA € produzida por linfocitos B residentes nas mucosas.

» Enquanto a imunoglobulina sist€émica (circulante) € do tipo monomérica e
hiperglicosilada, a IgA encontrada no soro e mesangio dos pacientes com
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NIgA possui conformagdo polimérica, de baixa afinidade e
hipoglicosilada, caracteristicas fisicas e quimicas iguais a IgA produzida
nas mucosas.

» Ainda ndo se compreende como a IgA produzida na mucosa chega ao soro,
uma vez que ela € secretada apenas na superficie das mucosas, sem entrar
na circulagc@o sanguinea.

» Hipdteses sugerem direcionamento alterado ou errdneo da IgA1-Gd
produzida na mucosa para a medula ssea, e a partir desta, a [gA1-Gd seria
liberada na circulagdo.

» Ainda, a microbiota e o sistema imune da mucosa intestinal podem alterar
a permeabilidade epitelial, facilitando a entrada de IgA1-Gd na circulagdo.

Em muitas bidpsias renais de individuos com NIgA, a pesquisa de IgG, por
imunofluorescéncia, pode ser negativa, discordando da hipétese postulada para o
desenvolvimento da doenca.

» No entanto, a aplicagdo de outros métodos de investigacdo confirma a
presenca do autoanticorpo IgG em 100% das amostras humanas com
NIgA.

» A importancia do IgG na patogénese da NIgA também foi validada em
modelo experimental com animal.

A producdo de autoanticorpos IgG e/ou IgM, provavelmente, tem relagio com
mudancas no padrdo de glicosilagdo na regido dobradica do IgAl (HR: ringe
region), que altera a estrutura da imunoglobulina e expde novos epitopos nessa
regiao.

» Além disso, a HR possui semelhanca molecular com glicoproteinas
bacterianas e virais. Portanto, anticorpos antimicrobianos podem
reconhecé-la, gerando rea¢do autoimune por mimetismo.

» Durante infecgdes na mucosa, o aumento de anticorpos antimicrobianos
pode ser o gatilho para a formagdo dos imunocomplexos IgM/IgA1-Gd ou
[gG/IgA1-Gd, caracteristicos da NIgA.

» A resposta imune antimicrobiana induzida pelo tecido linfoide associado
a mucosa (MALT), principalmente pelas Placas de Peyer presentes no ileo
intestinal, parece ser mais intensa em pacientes com NIgA. Por isso, a
producdo de IgA1-Gd pela Placa de Peyer € um dos alvos terap€uticos
explorado recentemente.

» A produgdo dos autoanticorpos depende dos receptores de membrana
expressos nas diferentes fases de maturagdo da célula B (BCM, TACI e
receptor de BAFF), que interagem com seus ligantes (APRIL e BAFF)
para conduzir a ativacdo e proliferacao dos linfécitos B.

A formacdo dos depositos de imunocomplexos € facilitada pela ligagdo da IgA
polimérica (IgA1-Gd) com o receptor CD71, expresso nas cé€lulas mesangiais. A
colocalizacdo IgA-CD71 foi demonstrada em bidpsias de pacientes com NIgA.
Uma vez depositados no mesangio, os imunocomplexos ativam as células
mesangiais, desencadeando uma série de eventos:
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(I) Producdo de citocinas e mediadores pré-inflamatérios, tais como IL-6,
TNF-a, TGF-;

(IT) Proliferacao das células mesangiais;

(III) Deposi¢cao de matriz extracelular;

(IV) Formagao de crescentes (varias camadas de células extracapilares);

(V) Formacgao de fibrose glomerular e tubulointersticial.

Evidéncias atuais sugerem papel fundamental do sistema complemento na
patogénese da Nefropatia IgA. Achados clinicos atribuem que alteracdes nas vias
alternativa e, principalmente, das lectinas poderiam justificar a relacdo entre
presenca do depdsito de IgA mesangial com a inflamacao e lesdo glomerular.
Achados de dep6sitos de C3, C4d, C5b9, MBL, MASP-2 e MASP 1/3, FHRS na
NIgA foram associados ao pior progndstico. Além disso, alteracdes nos genes que
sintetizam proteinas inibitdrias da via alternativa também se associam a doenca
de maior gravidade.

Apesar da maioria dos casos de NIgA se desenvolver de forma esporadica, fatores
genéticos e epigenéticos parecem contribuir (em menor relevancia) para
patogénese da doenga.

Diferentes variantes genéticas de enzimas que regulam a glicosilacdo da IgA, a
resposta imune inata e o sistema de complemento foram identificados em coortes
européias e asidticas de NIgA;

A presenca concomitante de mais de uma dessas variantes genéticas determina
maior risco de desenvolvimento precoce da doenga;

No contexto epigenético, a hiperexpressdo do microRNA miR-148b, em células
do sangue periférico, foi associada com baixa expressdo da enzima C1GALTI,
importante para reacdes de glicosilagdo. Observou-se correlagdo negativa entre
miR-148 e [gA1-Gd.

Altos niveis séricos do miR-let-7b e miR-148b foram observados em pacientes
com NIgA e associados com pardmetros da doenga, sugerindo potencial func¢io
como marcadores preditores de evolucido da NIgA.
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Figura 1: Patogénese da Nefropatia por IgA. A) No corpo humano, a IgA € encontrada tanto em mondmeros,
quanto formando dimeros. Sua regido dobradica (circulo tracejado vermelho) sofre modificacdes pds-
traducionais de glicosilacdo, pela adi¢do de galactose (O-glicans) em residuos de Serina (S) e Treonina (T).
Mondmeros de IgA hiperglicosilados sdo encontrados na circulagdo sanguinea, enquanto a prote¢do das mucosas
€ mediada pela IgA polimérica (dimeros) hipoglicosilada, ou seja, Galactose-deficiente (IgA-Gd), igual a IgA
encontrada no soro e mesangio de pessoas com NIgA.

B) Em individuos sauddveis, a reacdo imune mediada pelas placas de Peyers (1) contra micro-organismos,
estimula a producao de IgA polimérica hipoglicosilada, que é secretada na superficie da mucosa. Na circulagdo
sanguinea (2), encontram-se mondmeros de IgA de alta afinidade hiperglicosilados. C) Na NIgA, as placas de
Peyers produzem IgA polimérica hipoglicosilada para ser secretada na superficie (1). Alguns fatores contribuem
para que a IgA-Gd alcance e se acumule na circulacio sanguinea, tais como: aumento da permeabilidade do
epitélio (2) promovido pelo desequilibrio da microbiota intestinal (disbiose) e, o trafico errdneo/atipico da IgA-
Gd para medula 6ssea (3), de onde ela € liberada para a circulagdo (4). A IgA-Gd presente no sangue €
reconhecida como antigeno estranho, ativando uma reacao imunoldgica autoimune, com produg¢do de anticorpos
IgM e IgG. Ainda na circula¢do sanguinea, ocorre a formagdo de imunocomplexos que, depositam-se no
mesangio glomerular (5), possivelmente, devido afinidade da IgA com moléculas presentes no local. Os depésitos
de imunocomplexos ativam mecanismos que culminam com proliferagdo celular e acimulo de coldgeno (fibrose)
na regido.
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Clinica

Clinicamente, a NIgA cursa com hematuria e anormalidades urindrias
assintomaticas (mais comum em adultos). A maioria dos casos possui fun¢do renal
normal e proteintria leve a moderada sem sindrome nefrética. Raramente, o
individuo apresenta edema e azotemia ao diagndstico.

» A hematiria microscopica € encontrada em mais de 80% dos casos,
enquanto a macroscopica € mais comum em criangas (poucos dias apos
episodio de faringite, tonsilite ou até gastroenterite).

» Pode-se observar hematiria recorrente ao longo da progressiao da doenca.

» Proteindria com niveis elevados (> 1g/dia) é encontrada, quando as
alteracdes glomerulares sdo significantes, o que pode desencadear doenga
renal cronica.

» Cercade 25% a 50% dos pacientes apresentam hipertensdo ao diagndstico,
e possuem maior risco de progressdo da doenca.

» A NIgA pode cursar com Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) devido a
formacao de crescentes.

Dentre os marcadores séricos, observa-se aumento de IgA e dosagens normais ou
elevadas de C3, C4 e/ou das fragdes ativadas C3a, C3d. No entanto, sao achados
de relevancia limitada para o diagndstico e progndstico da doenga, ndo sendo
utilizados rotineiramente.

Marcadores urindrios, secretados pelas células mesangiais e tubulares, t€ém sido

investigados em pacientes com NIgA, mas ainda ndo possuem aplicac¢do pratica.

Prognéstico

A combinagdo do escore MEST-C com dados clinicos, no momento do
diagndstico por bidpsia renal, demonstra valor preditivo equivalente ao
monitoramento dos dados clinicos do paciente ao longo de dois anos.

Os preditores morfolégicos mais significantes para o progndstico da NIgA, que
estdo associados a doenga renal terminal, incluem: hipercelularidade mesangial
(M), esclerose segmentar (S), presenca de crescentes (C) e atrofia tubular (T),
sendo este ultimo, um fator preditor independente.

A hipercelularidade endocapilar (E) possui valor progndstico para adultos e
criancas com NIgA, apenas em pacientes ndo tratados com imunossupressores.
Estudos sugerem que os depositos IgA localizados na parede capilar indicam pior
prognodstico da doenca, quando comparado a depdsitos localizados apenas no
mesangio.

Marcadores teciduais como positividade para C4d, intensidade de C3, marcadores
inflamatorios (CD163) tém sido associados ao pior progndstico da doenga em
diversos estudos.

Além dos parametros histopatoldgicos observados na bidpsia renal, outros
fatores que predizem a progressdo da doenca e baixa sobrevida renal sdo:
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(I) Taxa de filtracdo glomerular reduzida;

(IT) Creatinina sérica elevada;

(IIT) Proteintria severa, principalmente, quando observado aumento ao longo
do tempo;

(IV) Hipertensao arterial sistémica.

Morfologia

Atualmente, o diagnéstico da NIgA € definido através da avaliacdo da bidpsia
renal.

Para o diagnédstico de NIgA, recomenda-se que sejas realizadas as descri¢des dos
padrdes histopatologicos e marcagdes observadas na microscopia de luz (ML),
eletronica e imuno-histoquimica ou imunofluorescéncia.

Microscopia de Luz (ML)

Sob ML, o padrao do tecido renal com NIgA pode variar desde morfologia normal
e glomerulonefrite focal, até a presenca de alteragdes consistentes como
glomeruloesclerose avancada e atrofia tubular.

Recomenda-se utilizar cortes histolégicos com 2-3 um de espessura e avaliar, pelo
menos, oito glomérulos em cada bidpsia.

Sao frequentes os achados de glomerulonefrite focal, com hipercelularidade das
células mesangiais e expansao da matriz mesangial, sem caracteristicas de GN
pos-infecciosa.

Através dos achados morfolégicos encontrados na ML ¢é possivel fazer a
Classifica¢do de Oxford que avalia cinco pardmetros que compdem a sigla MEST-
C: hipercelularidade mesangial e endocapilar (Figuras 2A-D), esclerose
segmentar, atrofia tubular/fibrose intersticial e presenca de crescentes (Figuras
3A-D).
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Figura 2: Bidpsia renal com amostra emblocada em parafina para andlise sob microscopia de luz comum
evidenciando as alteragdes morfologicas da NIgA. (A) Glomérulo com hipercelularidade mesangial discreta
(MO) (circulos) e sem proliferagdo endocapilar (EQ). Caso de NIgA com classificagdo de Oxford MOEOSOTOCO
(HE,40x). (B) Glomérulo com >4 células/espago mesangial em regido afastada do polo vascular (pv), mostrando
proliferacdo mesangial classificada em M1 (circulos). Ndo se observa proliferacdo endocapilar (E0). Caso de
NIgA com classificacdo de Oxford M1EOS1T1CO (HE,40x). (C) Glomérulo mostrando alcas capilares abertas,
auséncia de hipercelularidade/proliferacdo endocapilar (E0). Caso de NIgA com classificacdo de Oxford
MI1EOS1TI1CO (PS, 20x). (D) Proliferacdo endocapilar com redugéo da luz capilar (E1) em glomérulo a esquerda.
Caso de NIgA com classificagio de Oxford MOE1SOT2C2 (PS,20x). HE: Hematoxilina-Eosina. NIgA:
Nefropatia por IgA. PS: Picrosirius. pv: polo vascular.
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Figura 3: Bidpsia renal com amostra emblocada em parafina para andlise sob microscopia de luz comum
evidenciando as alteragdes morfologicas da NIgA. (A) Glomérulo com padrdes normais de celularidade e matriz
mesangial (MO0), auséncia de hipercelularidade endocapilar (EO), sem glomeruloesclerose segmentar (SO) e sem
crescente celular. Caso de NIgA com classificagdo de Oxford MOEOSOTOCO (TM,40x). (B) Presenca de esclerose
segmentar com aumento de matriz, sinequia (adesao do tufo capilar a cidpsula de Bowman nas setas pretas) e hialinose
arteriolar (*). Caso de NIgA com classificagdo de Oxford M1EOS1T1CO (TM,40x). (C) Area de coldgeno corada em
azul, células coradas em vermelho mostra fibrose intersticial e atrofia tubular (setas pretas), identificada em cerca de
35% da érea cortical (T1). Observa-se foco de infiltrado inflamatério mononuclear moderado (4rea tracejada). Caso
de NIgA com classificacio de Oxford MIEOSITICO (TM,20x). (D) Glomérulo com crescente celular (drea
tracejada). Caso de NIgA com classificacdo de Oxford M1E1S1T1C2 (PS,40x). HE: Hematoxilina-Eosina. NIgA:
Nefropatia por IgA. PS: Picrosirius. TM: Tricromico de Masson.

B. Imunofluorescéncia (IF) direta

e Na IF hd predominancia de depdsitos da imunoglobulina IgA (Figura 4A).

e A maioria das bidpsias apresenta C3 nos locais de depdsitos de imunocomplexos
(Figura 4B), que estd associada com maior gravidade das alteracdes
morfoldgicas e lesdo glomerular.

e A marcagdo positiva das proteinas C4, C4d, properdina, MBL e do complexo
terminal do complemento (C5b-9), no tecido renal de pacientes NIgA, sugere
ativacdo das vias alternativa e da lectina. A auséncia de C1q determina pouca ou
nenhuma participacao da via cldssica do sistema complemento.

e Podem ser identificadas também marcagdo positiva para-IgG, IgM ou ambos.
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C. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

e A microscopia eletronica de transmissdo evidencia e confirma a presenca de
depdsitos eletrodensos especialmente no mesangio (Figuras 4C-D).

’ 9 ol . .. L F -~
Figura 4: Alteragoes morfoldgicas da NIgA sob IF direta e MET. (A) IF direta para soro anti-IgA positiva
acentuada e global em mesangio (seta branca) (anti-IgA, 20x). (B) IF direta para soro anti-C3 positiva acentuada
mesangial e global (setas brancas) (anti-C3, 20x). (C) (4.400x) e (D) (12.000x). Em destaque os depésitos

eletrodensos na regido de mesangio (setas brancas). MBG: Membrana basal glomerular. IF: Imunofluorescéncia.
LC: luz capilar. MET: Microscopia Eletronica de Transmissao.
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Diagnésticos diferenciais

Na maioria das vezes, o diagndstico da NIgA € simples, pois poucas doengas
glomerulares apresentam depdsitos de IgA.

Nefrite Henoch-Schonlein pudrpura, cuja distingdo sé € possivel através das
caracteristicas clinicas.

Nefrite ldpica, que pode apresentar marca¢ao glomerular positiva para IgA por IF,
podendo ser mais intensa ou ndao do que as marcacdes para IgG e IgM (tipicas
dessa doencga). Geralmente, aspectos clinicos e marcadores soroldgicos sdo
suficientes para distinguir a NIgA da Nefrite lipica. Casos com proliferacao
mesangial e marcagdo predominante de IgA sdo raros e apresentam positividade
para Cql na IF e inclusdes tubulares na MET, achados incomuns na NIgA.

Na Nefropatia C1q e Glomerulonefrite lipus-like associada ao HIV também pode
ser observada marcacdo intensa de IgA, no entanto, diferencia-se da NIgA porque
possuem marcacdo positiva para C1q.

Gomerulonefrite IgA-dominante pds-infeccao por Staphylococcus sp, geralmente,
observada em pacientes com nefropatia diabética. Na fase aguda, as lesdes sao
facilmente reconhecidas através do padrao histopatolégico e podem apresentar
depdsitos granulares de IgA. No entanto, o diagnéstico diferencial na fase
cronica/resolutiva € desafiador, uma vez que os depdsitos de IgA persistem na
regido mesangial.

Também hd relatos de depdsitos de IgA em Doengas de lesdes minimas, que
cursam com sindrome nefrética responsivas a terapia com esterdides, assim como
em Nefropatia membranosa idiopatica.
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Definicao

@® A Nefrite Ldpica (NL) é uma glomerulonefrite causada pela deposicdo de
imunocomplexos nos glomérulos, os quais sd@o consequéncia do Luipus Eritematoso
Sistémico (LES).

@® LES ¢é caracterizado como doenca autoimune que cursa com inflamag¢do cronica
atingindo multiplos 6rgdos. Desse modo, hd uma ativagdo do sistema complemento
local, o recrutamento de leucdcitos com liberagdo de mediadores, o que resulta em lesdo
em glomérulos e outras estruturas renais.

Classificacao

@® A doenga cursa com uma heterogeneidade histoldgica, clinica e laboratorial, além de
uma frequente sobreposicao de lesdes celulares.

@ Para classificd-la, a Sociedade Internacional de Nefrologia (ISN) e a Sociedade de
Patologia Renal (RPS) propuseram, em publicacido de 2004, uma classificacdo baseada
nas lesdes glomerulares e nas informagdes clinicas dos pacientes.

Segundo ISN/RPS as lesdes proliferativas glomerulares (proliferacdo mesangial,
endocapilar e extracapilar) e a localizagdo dos imunocomplexos sdo necessarios para
identificar as seis classes da NL.

Em 2018, a classificacdo da NL sofreu uma atualizacdo, a qual propds modificacdes.
A NL pode ser classificada segundo as alteragdes morfologicas em:

Classe I - NL Mesangiais Minimas.

Classe II - Glomerulonefrite Proliferativas Mesangiais.

Classe III - Glomerulonefrite Lupica Focal.

Classe IV - Glomerulonefrite Lupica Difusa.

Classe V - Glomerulonefrite Lupica Membranosa.

Classe VI - Glomerulonefrite Esclerosante Avangada.

VVY VYV VYV @® @®

Avaliacao de atividade e cronicidade
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® Com base nos dados fornecidos pelo National Institutes of Health (NIH), descreveu-se
o indice de atividade, que consiste em uma forma de avaliar a extensao da atividade e o
indice de cronicidade da NL, revisado em 2018 (Tabela 1). Com o objetivo de realizar
uma avaliacdo de natureza semi-quantitativa, a pontuacdo do indice de atividade varia
de zero (0) a vinte quatro (24), a partir da observacado de hipercelularidade endocapilar,
presenca de neutréfilos e/ou cariorrexe, necrose fibrinoide, depdsitos hialinos,
crescentes celulares e/ou fibrocelulares, além de inflamacao intersticial. Ja o indice de
cronicidade varia de zero (0) a doze (12) com a andlise de esclerose glomerular
segmentar ou global, crescentes fibrosas, atrofia tubular e fibrose intersticial. De modo
geral, a atribui¢do de pontos € realizada por meio de uma escala de zero (0) a trés (3)
para cada achado compativel, possibilitando supervisionar a progressao da doenga na
bidpsia renal. A necrose fibrinoide e as crescentes t€m um peso dobrado, por serem
reconhecidas como indicadores de uma situacdo mais grave da NL.

@ Nesta revisdo de 2018 foram propostas que a cariorrexe que antes estava junto com
necrose fibrinoide, passou a ficar com a infiltracdo de neutréfilos, e acrescentou
crescente fibrocelular junto com crescente celular. J4 no indice de cronicidade
acrescentou a esclerose segmentar junto com esclerose global, contando o escore de
glomerulosclerose.

Tabela 1. Sistema de pontuacao de atividade e cronicidade na NL descrito pelo National
Institutes of Health (NIH)

Indice de atividade Pontuacao
Hipercelularidade endocapilar 0-3
Neutroéfilos/cariorrexe 0-3
Necrose fibrindide (0-3) x2
Depésitos hialinos (0-3)
Crescentes celulares/fibrocelulares (0-3) x2
Inflamac@o intersticial 0-3

Total 0-24
Indice de cronicidade Pontuacdo
Escore de glomerulosclerose 0-3
Crescentes fibrosas 0-3
Atrofia tubular 0-3
Fibrose intersticial 0-3

Total 0-12
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 2. Definicoes dos indices de atividade e cronicidade proposto pelo National Institutes of
Health (NIH).

Atividade

Hipercelularidade endocapilar em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos glomérulos
Neutréfilos/cariorrexe em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos glomérulos
Necrose fibrinéide em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos glomérulos

Lesoes tipo “wire loop” e/ou trombos hialinos em < 25% (1), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos
glomérulos

Crescentes celulares e/ou fibrocelulares em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos glomérulos
Leucdcitos intersticiais em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) do cértex

Cronicidade

Esclerose global e/ou segmentar em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos glomérulos
Crescentes fibrosas em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos glomérulos

Atrofia tubular em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) dos tibulos corticais

Fibrose intersticial em < 25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+) do cértex

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Epidemiologia

® A NL acompanha os mesmos padroes epidemiolégicos que o LES, de modo que hd uma
prevaléncia em mulheres jovens-adultas e nas populagdes hispanicas, afrodescendentes
e asiaticas. Além disso, o cenario mais comum de desenvolvimento da NL é nos cinco
primeiros anos apds o diagnostico de LES ou, em alguns casos, pode ser a primeira
manifestacdo da doenga. Além disso, 30 a 50% dos pacientes com LES irdo apresentar
algum tipo de comprometimento renal, sendo o0 mesmo bastante variado. Ainda, entre 5
e 20% dos pacientes com NL evoluem para uma doenga renal de estdgio terminal apos
dez anos do diagnoéstico inicial de LES. Por fim, a NL em pacientes com LES esta
relacionada com maior indice de morbidade e mortalidade, sendo necessario ter uma
atencao redobrada a esses individuos e a atividade da doenca.

Etiopatogénese

® A NL € uma inflamacgao renal decorrente do LES, uma doenga autoimune inflamatdria
crOnica, mas sem uma etiopatogénese definida. O cendrio mais aceito atualmente € a
associacdo de diversos fatores que induzem essa inflamacao nos rins, dentre eles, tem-
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se a predisposi¢do genética, a disfuncdo do sistema imune e fatores ambientais como:
exposicao solar, infecgdes, intervengdes cirdrgicas, situagdes de estresse, gravidez, uso
de anticoncepcionais orais, dentre outros.

No que diz respeito a resposta imunoldgica sistémica em pacientes com LES, ocorre
uma exposicao a autoantigenos devido a falhas na depuracdo de material genético e de
células mortas, resultantes de defici€éncias nos mecanismos de apoptose do individuo. A
presenca de autoantigenos leva a hiperativacdo de receptores Toll-like (TRL) para 4cido
nucleico em endossomos. Esses receptores sdo responsaveis pelo reconhecimento de
estruturas proprias do individuo, pelo estimulo para produgcdo de mediadores pro-
inflamatoérios e pela ativacdo de células T autorreativas, ampliando a resposta imune
celular. Além disso, os 4cidos nucleicos enddgenos podem desencadear a proliferacao
de células B, e com o auxilio das células T, produzem anticorpos anti-DNA e anti-
nucleares, resultando na formacao de imunocomplexos (IC) circulantes e in situ. Os IC
sdo depositados nos rins e estimulam a ativacdo da via cldssica do complemento,
gerando proteinas C quimioatrativas, que vao induzir o recrutamento de neutréfilos. Em
decorréncia desse recrutamento, sdo liberadas citocinas capazes de aumentar o efeito
sistémico e ainda possibilita a formacao de anticorpos de memoria, caracterizando dessa
forma a cronicidade dessa inflama¢do. Com isso, a atuagdo de citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento produzem um perfil de inflamagao tanto local quanto sistémico,
acompanhado por aumento na circulacio de células imunoldgicas. Nessas
circunstancias, € possivel a deposi¢do renal de C3, Clq e C4, ocasionando uma
diminuicdo nos niveis séricos.

Ao considerar a produgdo de autoanticorpos e consequentemente a formacao de IC, é
possivel associd-los com a reacdo imunoldgica do paciente. Por exemplo, as anti-
proteinas pentraxin 3 e proteina C reativa podem intensificar a autoimunidade sistémica,
enquanto diferentes anticorpos estimulam a ativacdo de autoantigeno-especifico na
imunidade adaptativa, principalmente no rim.

Em relagdo a circulagdo, pode-se ter uma disfungdo das células endoteliais dos vasos
sanguineos renais, de modo a recrutar mais células inflamatdrias e causar mais lesdes
as c€lulas renais. Esses processos associados irdo desencadear uma glomerulonefrite,
cujas principais consequéncias podem ser a lesdo podocitaria, as proliferacoes
mesangial, endotelial e epitelial, e deposicdo de matriz mesangial, os quais
retroalimentam a inflamag¢do glomerular.

O recrutamento de leucdcitos, producio de citocinas e deposi¢do de imunocomplexos e
componentes do complemento no rim, contribuem para o desenvolvimento das lesdes
em todos os compartimentos do rim (Figura 1).
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Figura 1: Patogénese da Nefrite Liipica. A associagdo de uma série de fatores ambientais - infec¢des virais, desequilibrios
hormonais, uso de medicamentos, episddios frequentes de estresse e exposi¢cdo excessiva ao UV - e, em alguns casos,
uma predisposi¢do genética, podem contribuir para uma série de mutacdes genéticas, as quais podem levar a disfungéo
do sistema imunolégico. Dentre as possiveis alteracdes, tem-se a perda de tolerdncia imunoldgica, que pode desencadear
a doenga autoimune, como o Lipus Eritematoso Sistémico (LES). Quando o individuo tem o LES instalado em seu
organismo, hd maior formagéo de células apoptdticas e a hiperativacdo de receptores Toll-like, de modo que se tenha
maior reconhecimento de autoantigenos e estimulo a producio de fatores pré-inflamatérios. Assim, a partir do aumento
de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento circulantes, a produgdo de células T autorreativas e a resposta imune
desse organismo tendem a ser amplificadas, de modo que se tenha mais linfécitos B de memoria, os quais irdo produzir
e liberar imunocomplexos, e a ativagdo do Sistema Complemento, com a produgdo de Clg, C3 e C4. Tais produtos sdo
depositados no glomérulo em decorréncia de uma falha na depuragio renal, que se intensifica a medida que esses
depdsitos aumentam, de modo a favorecer um cendrio de ainda mais formacao de imunocomplexos, cujo resultado € o
desenvolvimento de glomerulonefrite. Como o LES € uma doenga crdnica e sist€émica, tem-se exposi¢do frequente aos
autoantigenos e, consequentemente, a continuidade, por tempo indeterminado, do cendrio descrito anteriormente. Sendo
assim, a glomerulonefrite pode ser de intensidade varidvel, a depender da presenga ou ndo de alguns fatores, como a
lesdo podocitdria, as proliferacdes mesangial, endotelial e epitelial, a deposi¢do na matriz extracelular e a disfungdo
renal.

Clinica

® O paciente com NL pode apresentar variacdo clinica extensa, geralmente a
sintomatologia é coerente com a classe morfoldgica do paciente, porém isso nao € regra.

@ Dentre os cendrios possiveis, tem-se um paciente assintomatico, com exame urinario e
funcgdes renais normais, inclusive sem proteindria (tipico da classe 1) e, até casos de
sindrome nefrética (Classe II) ou sindrome nefritica (Classe III e IV), sendo esta tltima
0 quadro sindrdmico mais comum.

® De maneira geral, o que se observa na maioria dos pacientes € proteinuria e/ou hematuria
moderadas e a possibilidade de leucocitiria quando hd lesao glomerular ativa. Além
disso, em alguns casos, pode-se ter hipertensdo como manifestacdo inicial da NL e
quadro avancado de doenga renal cronica.
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Em casos com comprometimento vascular hé lesdes vasculares renais oclusivas devido
a sindrome antifosfolipide (SAF) e outras microangiopatias trombdticas (TMAs), que
podem ocorrer concomitantemente ou independentemente da nefrite ldpica. Os
pacientes podem ser assintomaticos, com apenas proteindria leve ou podem apresentar
hipertensdo, proteiniria nefrética ou sedimento urindrio ativo.

Um outro achado importante, que pode estar relacionado com a atividade da doenca, é
o consumo de C3, Clq e C4 séricos, assim como uma variedade de auto anticorpos,
como anti-dsDNA, anti-Sm, ANAs, anti-Ro, dentre outros, sendo o anti-dsDNA
considerado o mais especifico para lesdo renal.

Prognostico

O prognéstico da NL costuma estar associado com a classificacdo histoldgica da doenga,
de modo que pode ser estabelecida uma relacao evolutiva. Sendo assim, os pacientes
com o diagndstico nas classes iniciais (I e II) tendem a ter melhor progndstico do que
os pacientes de classes mais avancadas (III, IV e V), enquanto a Classe VI indica um
estado completamente irreversivel, uma vez que a doenca renal cronica ja estd
estabelecida. No entanto, como a NL € complexa e pode apresentar diferentes
caracteristicas. E recomendado analisar outros fatores antes de determinar o
progndstico. Por exemplo, se o paciente apresenta outras comorbidades, o estilo de vida,
o tratamento escolhido e a resposta do individuo.

Nos ultimos anos, a sobrevivéncia e a preservagao da fungao renal desses individuos
apresentaram melhora. Porém, a NL continua sendo uma das principais causas de morte
de pacientes com LES, sendo que entre 5 a 20% dos casos de NL podem evoluir para
uma doenca renal terminal em até 10 anos do diagndstico inicial do LES. Além disso,
mesmo quando o paciente € responsivo ao tratamento e entra em estado de remissao, ha
possibilidade de recidiva em até 35% dos casos.

Sendo assim, para prevenir a progressio de NL é necessdrio diagndstico precoce e
preciso, que permita um direcionamento terapéutico rapido para o paciente.

Morfologia

Microscopia de luz (ML)

Classe I - Alteracoes Mesangiais Minimas

Glomérulos normais (Figuras 2A-D).

Classe II - Alteracoes Proliferativas Mesangiais

Proliferacdo de células mesangiais maior ou igual a quatro (4) por eixo, sem diminuir a
luz capilar (Figuras 3A-D).
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Classe III - Glomerulonefrite Lipica Focal

Devido a presenca de depdsitos subendoteliais hd infiltrado inflamatério e
hipercelularidade endocapilar acometendo menos de 50% dos glomérulos da amostra.
Podendo haver graus varidveis de lesdes ativas como necrose fibrindide e crescentes,
além de lesdes cronicas (Figuras 4A-D) traduzidos nos indices de atividade e
cronicidade.

Classe IV - Glomerulonefrite Lipica Difusa

Devido a presenga de depodsitos subendoteliais hd infiltrado inflamatério e
hipercelularidade endocapilar acometendo 50% ou mais dos glomérulos da amostra.
Podendo haver graus varidveis de lesdes ativas como necrose fibrindide e crescentes,
além de lesdes cronicas (Figuras 5A-D) traduzidos nos indices de atividade e
cronicidade.

No compartimento intersticial pode apresentar infiltrado inflamatério.

E importante ressaltar que as lesdes das classes III e IV sdo semelhantes, o que as
diferencia € o nimero de glomérulos acometidos, se focal menos de 50% e difuso 50%
ou mais. Ambas podem apresentar grandes depdsitos subendoteliais (wire loop),
necrose fibrinoide e crescentes.

Classe V - Glomerulonefrite Liipica Membranosa

Caracterizada por depdsitos subepiteliais (Figuras 8C-D), e a membrana basal pode
apresentar irregularidades como espiculas e/ou correntes (Figuras 6A-D).

Pode ser mista quando estiver associada com classe III ou Classe I'V.

Classe VI - Glomerulonefrite Esclerosante Avancada

Lesdes cicatriciais e esclerosantes de carater avancado em mais de 90% dos glomérulos
analisados, acompanhados por fibrose intersticial e atrofia tubular intenso (Figuras 7A-
B) considerada doenca renal cronica.

Imunofluorescéncia (IF) direta

Na NL € comum encontrar depositos de imunoglobulinas (IgA, IgM e IgG) e de
componentes do complemento (C3 e Clq) mesangial e nas algas capilares nos
glomérulos caracterizando as diferentes classes. Além disso pode ser encontrados
depdsitos extra glomerulares, em capilares peritubulares, tibulos e vasos.

A presenca de depositos de IgG dominante ou co-dominante e Clq pelo menos
moderado sdo sugestivos de LES.

Na classe V ha depdsitos finamente granulares subepiteliais global e difuso nos
glomérulos, especialmente de IgG e Clq (Figura 8A-B).
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Quando a amostra apresenta marcagdo positiva para as trés imunoglobulinas (IgA, IgG
e IgM), e para os componentes C3, Clq, kappa e lambda, ela é considerada um padrao
"full house" (Figura 9A-H).

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Na MET ha depdsitos eletrondensos amorfos no mesangio em todas as classes, sendo
que nas classes III e IV apresentam também depdsitos subendoteliais nas alcas capilares
e na classe V depdsitos subepiteliais (Figuras 8C-D). Podem ser encontrados também
depdsitos na membrana basal de tibulos e capilar peritubular.

Inclusdes tibulo reticulares podem ser encontradas no citoplasma de células endoteliais.

Também € comum o apagamento de pedicelos.

Morfologicamente os cinco critérios sugestivos de NL sdo:

Padrdo full house

Deposi¢ao de Clq de intensidade moderada

Depositos subendoteliais e subepiteliais concomitantes

Depositos glomerulares e extraglomerulares

Inclusdes tibulo reticulares no citoplasma de células endotelias sob MET
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Figura 2: Bidpsia renal sob microscopia de luz comum em diferentes coloragdes. NL Classe I (A) (HE, 40x); (B) (PS,
40x); (C) (TM, 40x) e (D) (PAMS, 40x). Glomérulos com a celularidade, a matriz mesangial e a membrana basal dentro

dos padrdes da normalidade. HE: Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata Metenamina. PS: Picrosirius. TM: Tricromico de
Masson.
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Figura 3: Bidpsia renal sob microscopia de luz comum em diferentes colora¢des. NL classe II (A) (HE, 40x); (B) (PS,
40x); (C) (TM, 40x) e (D) (PAMS, 40x). Glomérulo com discreta hipercelularidade mesangial (circulo). HE:

Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata Metenamina. PS: Picrosirius. TM: Tricromico de Masson.
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Figura 4: B10ps1a renal sob microscopia de luz comum ev1denc1ando alteragoes morfologlcas da NL Classe IIl ou IV,
dependendo da quantidade de glomérulos acometidos. (A) (HE, 40x); (B) (PS, 40x); (C) (TM, 40x) e (D) (PAMS, 40x).
Glomérulos com hipercelularidade mesangial e endocapilar com infiltrado leucocitério (circulo). Hematoxilina-Eosina.
PAMS: Prata Metenamina. PS: Picrosirius. TM: Tricrdmico de Masson.
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Figura 5: Bidpsia renal de NL Classe IV sob microscopia de luz comum em diferentes coloragdes e microscopia
eletrOnica de transmissdo. (A) depdsitos hialinos subendoteliais com padrdo wire loop (setas pretas) (HE, 40x); (B)
depdsitos fucsinofilicos (setas brancas) (TM, 40x); (C) Glomérulo com hipercelularidade endocapilar (circulo) (HE,
40x) e (D) duplicagdo da membrana basal (cabeca de setas) (PAMS, 40x); (E) Alca capilar glomerular com depdsitos
eletrondensos subendoteliais (setas brancas), sugestivos de natureza imune (MET, 3000x); (F) detalhe dos depdsitos
(MET, 12000x). HE: Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata Metenamina. PS: Picrosirius. TM: Tricrdmico de Masson.
MET: Microscopia Eletronica de Transmissao.
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Figura 6: bidpsia renal sob ML comum em diferentes colora¢des. NL Classe V (A) e (B) Glomérulo com espessamento
das alcas capilares globalmente (setas pretas), com alguns eixos mesangiais com hipercelularidade discreta (circulo) (HE
e TM, 20x); (C) e (D) irregularidades na membrana basal, com aspecto de favo de mel (setas pretas) e presenca de
espiculas (cabega de seta) (PAMS, 20x e 40x). HE: Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata Metenamina. PS: Picrosirius.
TM: Tricromico de Masson.
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Figura 7: bi6psia renal sob ML em diferentes coloragdes. NL Classe VI (A) HE (10X) e (B)TM (10X) em ambos hé dois
glomérulos sendo um deles com esclerose global (eg). No compartimento intersticial hd acentuada fibrose intersticial,

atrofia tubular (FIAT) acompanhada de discreto infiltrado inflamatério mononuclear (circulo). Hematoxilina-Eosina.
TM: Tricromico de Masson.
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Figura 8: Alteragdes morfologicas da NL Classe V sob IF direta e MET. (A) Depdsito de C1q moderado, padrio
finamente granular, nas alcas capilares dos glomérulos (seta) (anti-C1q, 20x). (B) Depdsito de IgG acentuado mesangial
e granular nas alcas capilares glomerulares (seta) (anti-IgG, 20x). Alga capilar glomerular com depdsitos amorfos
eletrondensos subepiteliais (setas) e intenso apagamento de pedicelos podocitdrios (asteriscos) (C) (7000x) e (D)
(12000x). EU: espago urinario. IF: Imunofluorescéncia. LC: luz capilar. MET: Microscopia Eletronica de Transmissao.
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Figura 9: Bidpsia renal sob IF direta- NL padrao full house (A-G). (A) Soro anti-C1q positivo global no meséangio (40x).
(B) Soro anti-C3 positivo global no mesangio (40x). (C) Soro anti-IgA positivo discreto global no mesangio (40x). (D)
Soro anti-IgM positivo global no mesangio (40x). (E) Soro anti-Kappa positivo acentuado global no mesangio (40x).
(F) Soro anti-Lambda positivo acentuado global no mesangio (40x). (G) Soro anti-IgG positivo acentuado global no
mesangio e nas algas capilares (40x). (H) Soro anti-IgG positivo nos nticleos das células, caracterizando FAN tecidual
(40x). IF: Imunoflourescéncia.

Diagnésticos diferenciais

@® A NL apresenta ampla possibilidade de diagndsticos diferenciais, dentre eles, a
Crioglobulinemia Mista Tipo II, diversas Glomerulonefrites (GN), a NL induzida por
farmacos, Nefropatia IgA, Nefropatia Clq e Sindrome de Sjogren. No caso das GN,
tem-se as Membranoproliferativas, as Pés-Infeccao, as Membranosas Idiopaticas, as
Lupus-like e a Crescéntica Pauci-imune.

e C(rioglobulinemia Mista Tipo II: depdsito de estruturas fibrilares, predominancia de
macréfagos nos capilares glomerulares e de IgM subepitelial, além de estar
frequentemente associada com o virus da hepatite C;

e NL induzida por fairmaco: pouca ou nenhuma presenca de anticorpo anti-dsDNA ou de
doenca renal, em contrapartida, elevada frequéncia de anticorpos anti-histona, podendo
ser testada a partir da retirada do farmaco e observacao se houve melhora do paciente;

e Nefropatia IgA: depdsito dominante ou co-dominante de IgA, sem lesdo tubulo-reticular
ou depdsito imune extraglomerular;

Nefropatia Clq: depésito imune de C1q mesangial, sem evidéncias clinicas do LES;
GN Membranoproliferativa: deposito mais intenso de C3, IgG e IgM subendoteliais com
duplicagdo de membrana basal glomerular e com sorologia negativa para LES;

e GN associada a infec¢do: depésito de IgG e C3 subepitelial e em padrdo granular com
pouco depdsito de Clgq;

e GN Membranosa Primdria: positividade para anticorpos para receptores de fosfolipase
A2 e auséncia de critérios clinicos para LES;

GN Lupus-like: morfologia semelhante a NL e auséncia de critérios clinicos para LES;
GN Crescéntica Pauci-imune: poucos depodsitos de imunoglobulinas € complemento.
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Definicao

e A glomerulonefrite anti-membrana basal glomerular (anti-MBG) € uma doenca
autoimune caracterizada pela presenca de anticorpos anti- MBG que resulta em uma
glomerulonefrite.

e Pode estar associada com quadro hemorragia pulmonar, o que caracteriza a Sindrome
de Goodpasture.

e Geralmente o anticorpo envolvido é o IgG e raramente o IgA.

Classificacao

» Definida pela sorologia positiva para anticorpos (especificamente IgG) anti- MBG.

Y

A doenga tipica normalmente tem curso mais rapido e agressivo.

» A manifestagao clinica mais comum (cerca de 80% dos pacientes) € a glomerulonefrite
rapidamente progressiva (GNRP).

» Os achados envolvem a presenca de sedimento urindrio ativo, hematdria (macro ou
microscopica), proteindria e oliguria.

» Até 60% dos pacientes apresentam hemorragia pulmonar, com variados graus de

hemoptise e dispneia - quadro conhecido como sindrome pulmio-rim (Sindrome

Goodpasture).

Representam cerca de 10% dos casos de glomerulonefrite anti-MBG.
Possui manifestacdo clinico-patoldgica heterogénea.
Se caracteriza por achados na imunofluorescéncia (IF) similares ao da variante tipica.

YV VYV V

Contudo, a doencga cursa com manifestacdes incomuns, sendo usualmente mais leves,
como: leve comprometimento renal, auséncia de IgG anti-MBG circulantes e auséncia
de glomerulonefrite crescéntica.
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Além das variantes descritas a seguir, existem relatos de doenca anti-MBG apds
transplante renal, apds tratamento com alemtuzumab, doenca anti-MBG associada a
nefropatia membranosa (NM), a pdrpura trombocitopénica imunolégica ou
trompocitopenia imune (PTI), ao lipus eritematoso sistémico (LES), entre outras
variagdes e associagoes.

Cada variacdo apresenta etiologia, patogénese, curso e desfecho especifico, que pode se
assemelhar ou ndo a variante tipica.

Sorologia positiva para IgG anti-MBG e anticorpos anti citoplasma de neutréfilos
(ANCA).

A vasculite associada ao ANCA e a doenga anti-MBG possuem manifestagdes clinicas
semelhantes, principalmente glomerulonefrite com ou sem acometimento pulmonar.
Por conta da similaridade de sintomas, usualmente a sorologia dos dois anticorpos é
testada em conjunto.

Entre 10-15% dos pacientes positivos para IgG anti-MBG também possuem sorologia
positiva para ANCA.

Os pacientes duplamente positivos apresentam o curso da doenga semelhante a variante
tipica.

Pode estar ou ndo associada a sintomas de acometimento pulmonar.

Nao representa exatamente uma forma atipica da doenca anti-MBG.

A sorologia negativa para IgG anti-MBG pode mimetizar a doenga anti-MBG atipica.
Até o inicio de 2023, apenas 17 casos da doenca haviam sido reportados, sendo
considerada uma variante rarissima.

A doenca cursa com sintomas e eventos semelhantes a variante tipica.

A variacdo de anticorpos para IgG4 torna o padrdo de manifestagdes da doenga
diferente. Os anticorpos IgG4 se ligam fracamente aos receptores em células
mononucleares e ativam fracamente o sistema complemento, levando a menor
inflamacao.

Estd associada ao dano renal leve.

Usualmente os kits comerciais para deteccdo soroldgica de IgG anti-MBG sdo pouco
sensiveis a IgG4, portanto € comum que os pacientes com esta variante possuam
sorologia negativa.
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Epidemiologia

E considerada uma doenca rara, com incidéncia de 1,5 casos por milhdo de habitante a
cada ano.

Representa entre 1-2% dos casos de glomerulonefrites agudas e 10—-15% de GNRP.
Os homens normalmente sdo os mais afetados: as publicagdes mais antigas mostram
uma propor¢do de 9 homens para cada uma mulher com a doenca. Contudo, os dados
recentes demonstram que a propor¢do de individuos do sexo masculino acometidos é
pouco maior que 50%.

Etiopatogénese

As membranas basais nos capilares glomerulares sdo estruturas complexas, que fazem
contato direto com as células endoteliais e os poddcitos.

O principal componente da membrana basal glomerular (assim como da membrana
basal dos capilares alveolares) € o coldgeno tipo IV.

O coldgeno IV possui 3 subunidades (alfa3, alfa4 e alfaS), e cada subunidade possui um
dominio amino-terminal ndo-coldgeno (7S) e outro dominio nao-coldgeno carboxi-
terminal (NC1) (Figura 1A).

O dominio NCI1 de cada subunidade se une para formar uma molécula helicoidal (tripla-
hélice) altamente entrelacada, denominada de protdmero (Figura 1B).

Os protomeros se dimerizam a partir do dominio NC1 para formar hexametros (Figura
1C).

Por sua vez, os hexdmetros se interconectam para formar a malha de coldgeno IV.

Na doenca anti-MBG, hé anticorpos que se ligam em epitopos das cadeias alfa que
formam o coldgeno IV.

Usualmente, os anticorpos sao IgG policlonais, com predominio das subclasses [gG1 e
IgG3.

Estes anticorpos reagem contra os epitopos Ea e Eg presentes na extremidade NC1 das
cadeias alfa 3 que formam o colageno IV.

Menos comumente, sdo encontradas IgG monoclonais, IgG4 ou IgA contra os mesmos
epitopos.

Recentemente foram descritos outros epitopos de anticorpos anti-MBG: peroxidasina e
laminina-251, ou seja, proteinas ndo coldgenas presentes na membrana basal.

A etiologia frequentemente € desconhecida.

Evidéncias sugerem uma importante susceptibilidade genética, especialmente em
pacientes com HLA-DRI15 e HLA-DR4.
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e Fatores prévios associados a desregulacdo imune sido considerados predisponentes a
doencga anti-MBG.

e Eventos que favorecem a liberacdo de autoantigenos também contribuem para
engatilhar a producdo de anticorpos anti-MBG: infec¢des pulmonares, tabagismo,
cancer de pulmao, nefropatia membranosa, glomerulonefrite (principalmente associada
a ANCA), obstrucao dos ureteres, entre outras.

7S NCA1

A —0

Alfa 3
Alfa 4

Figura 1: Esquema ilustrando as cadeias alfas e a polimerizacdo destas para formacdo do coldgeno IV. (A) Cadeia alfa,
com seu dominio amino-terminal ndo-coldgeno (7S) e o dominio ndo-coldgeno carboxi-terminal (NC1). (B) Protomero,
uma molécula helicoidal altamente entrelacada, formada por alfa 3, alfa 4 e alfa 5, ligadas pela extremidade NC1 de
cada cadeia. (C) Hexamero, estrutura formada pela unido de dois protdmeros a partir da extremidade NC1 de cada cadeia
alfa.

Clinica

e Depende do tipo da doenga, se tipica ou atipica.

e Pode ser realizada a dosagem do anti-MBG no soro do paciente.

e A variante tipica possui evolu¢do mais rdpida, cursando com GNRP. Os pacientes
geralmente apresentam comprometimento renal, com niveis elevados de creatinina,
oliguria, proteindria, hematuria e sedimento urinério ativo.

e Pode estar associado ou ndo a sintomas pulmonares: hemoptise e dispneia
caracterizando a sindrome pulmao rim.

e Nos casos de sindrome pulmao rim deve-se fazer o diagndstico diferencial com:
poliangeite com granulomatose, vasculite eosinofilica, leptospirose e hantavirose.
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Prognostico

A sobrevida renal em 5 anos estd diretamente ligada ao comprometimento do érgao.
Em pacientes com valores de creatinina inferiores a 5,65 mg/dL, a sobrevida renal em
5 anos € em média 94%.

J& em pacientes com valores de creatinina superiores a 5,65 mg/dL, mas sem
necessidade de dialise, a sobrevida renal em 5 anos é em média 50%. Nestes casos, 0
inicio precoce do tratamento com imunossuressor, até mesmo antes da confirmacgdo
diagndstica por bidpsia, é fundamental para maior chance de sucesso terapéutico.
Além dos niveis de creatinina, os dados da literatura correlacionam diretamente a
sobrevida renal com: proporc¢io de glomérulos com crescentes celulares; presenca de
nefropatia membranosa e vasculite associada a ANCA.

Morfologia

Microscopia de luz (ML)

Os achados histolégicos sao tipicos de GNRP e consistem em lesdes glomerulares com
proliferacdo de células e infiltrado inflamatério neutrofilico, além de proliferacao
extracapilar, formacao de crescentes celulares (Figuras 2A-C) que comprometem de 90
a 100% dos glomérulos. Estas crescentes acabam por comprimir o tufo capilar
glomerular (Figuras 2A-C).

Outros achados podem estar presentes: necrose fibrinoide, inflamagdo periglomerular e
interrup¢cdo da membrana basal glomerular (Figura 2D).

O compartimento tdbulo intersticial frequentemente apresenta infiltrado inflamatério
acentuado, acompanhado de tubulite (Figura 2D) e fibrose intersticial.

Imunofluorescéncia (IF) direta

O padrado mais caracteristico € o depdsito linear e difuso de IgG e C3 ao longo de todas
as alcas capilares glomerulares (Figuras 3A-D).

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A MET nao € rotineiramente usada para confirmac¢do diagnostica da doenga anti-
membrana basal glomerular, pois o padrdo linear dos depdsitos encontrados na IF ja é
suficiente para fechar o diagndstico.

Apesar da formacdo de imunocomplexo in situ, IgG anti-alfa3 do colageno IV, esse
padrdo linear ao longo da membrana basal visualizado na IF, ndo € visualizado na
MET.
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Figura 2: Bidpsia renal sob microscopia de luz com Glomerulonefrite anti-MBG. (A) Fragmento de cértex renal contendo
glomérulo, tubulos e intersticio, sendo que neste dltimo ha fibrose intersticial e infiltrado mononuclear acentuado e
difuso (HE, 10x). (B) Na coloracdo de HE é possivel observar hipercelularidade, com a formacao de crescentes celulares
(circulo), caracterizada pela proliferacdo das células da cdpsula de Bowman que invadem o espaco urindrio (HE, 20x).
(C) Na coloragdo de PS destaca-se a fibrose intersticial, com as fibras coldgenas bem evidenciadas, além disso o tufo
capilar glomerular esta bem “fechado” devido a formagdo da crescente celular (PS, 20x). (D) Na coloragdo da Prata é
evidenciado a rotura da membrana basal glomerular (PAMS, 200x).
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Figura 3: Alteragdes morfoldgicas caracteristica da doenca anti-MBG sob IF direta. (A) IF direta para soro anti-IgG
positivo acentuado, com padrao linear (seta) e difuso nos capilares glomerulares (20x). (B) IF direta para soro anti-C3
positivo moderado linear (seta) global nas alcas capilares nos glomérulos (20x). (C) (anti-Kappa, 20x) e (D) (anti-
Lambda) IF direta para ambas se mostram positivas acentuadas, com mesmo padrdo linear (seta) e difuso observado pela
marcacdo da cadeia pesada de IgG. IF: Imunofluorescéncia. MBG: membrana basal glomerular.

Diagnésticos diferenciais

e Formas atipicas da Glomerulonefrite anti-MBG;
e Doenca de Depésito de Imunoglobulina Monoclonal;

e Nefropatia Diabética.
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Definicao

Vasculite sistémica é o termo para designar um grupo de doencas raras, geralmente
autoimune, caracterizada pela inflamacdo da parede dos vasos sanguineos (de varios
calibres) e consequentemente isquemia e lesdo organica.

De acordo com a Conferéncia Internacional de Chapel Hill (2012), as vasculites sao
divididas conforme o tamanho do vaso acometido:

Grandes vasos: arterite de Takayassu, arterite de células gigantes.

Médios vasos: doenca de Kawasaki e poliarterite nodosa.

Calibre variavel: Doenca de Behget e Sindrome de Cogan.

Pequenos vasos: vasculite crioglobulinémica, pirpura de Henoch-Schollein, vasculite
urticariforme hipocomplementémica e as vasculites ANCA (anticorpo anti citoplasma
de neutrofilo) relacionada.

A descoberta do ANCA em 1982 possibilitou a distingdo dessas vasculites como
entidade Unica.

As vasculites ANCA afetam especialmente pequenos vasos cutaneos, pulmonares e
renais. O comprometimento renal € quase sempre grave, podendo cursar com quadros
de glomerulonefrite rapidamente progressiva de padrdo pauci-imune.

Classificacao

De acordo com a clinica, podemos classificar as vasculites-ANCA (Tabela 1) em:

Granulomatose com poliangeite (GPA).

Granulomatose eosinofilica com poliangeite (EGPA).

Poliangeite Microscopica (MPA).

Vasculite ANCA limitada ao rim.

A GPA e a EGPA eram conhecidas antigamente por Granulomatose de Wegner e Churg
Straus, respectivamente.

De acordo com a positividade soroldgica: (A)Vasculites anti-mieloperoxidase (MPO-
ANCA) e (B) Vasculite anti-proteinase 3 (PR3-ANCA) (Tabela 1).
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e Os ANCA sio auto anticorpos dirigidos contra antigenos citoplasmaticos (MPO e PR3)
expressos em granulos de neutréfilos (mas também de lisossomos € mondcitos). S@o
tipicamente imunoglobulinas G (IgG), contudo IgA e IgM também sdo descritos.

e A andlise do ANCA pode ser feita por Imunofluorescéncia indireta (IFI) de neutréfilos
fixados em 4lcool (mais sensivel) ou por imuno ensaio antigeno especifico - ELISA
(mais especifico). A IFI apresenta 2 padrdes:

» Padrao de fluorescéncia citoplasmatica (c-ANCA), tipico da PR3.

» Padrao de fluorescéncia perinuclear (p-ANCA), tipico da MPO.

e Os anticorpos ANCA sdo positivos em 80-95% dos pacientes com vasculites-ANCA
(Tabela 1).

e PR3-ANCA ¢ fortemente associada com GPA, enquanto MPO-ANCA estéd associado
com EGPA e MPA. As vasculites limitadas ao rim sdao geralmente MPO-ANCA.

e (Cercade 20 a 30% dos pacientes apresentam formas atipicas de ANCA, enquanto 10 a
20% sao ANCA negativos, 0 que muitas vezes atrasa o diagndstico e tratamento (Tabela
1).

e A presenca concomitante de PR3-ANCA e MPO-ANCA ¢ rara, sendo sugestiva de
vasculite fairmaco induzida.

e Cerca de um quarto dos casos de Glomerulonefrite anti membrana basal glomerular
apresentam ANCA positivos.

e A presenca de ANCA nao € exclusiva das vasculites, podendo ser também vistos em
situacdes como doengas inflamatdrias intestinais, lipus, colangite esclerosante primaria,
hepatite ato imune, fibrose cistica, neoplasias, endocardite, HIV, hepatite C, nesses
casos sao ANCA atipicos.

e A presenca do ANCA nio diagnostica uma entidade patolégica, ndo se correlaciona com
a atividade de doenca e ndo se relaciona com a gravidade dos sintomas.

Tabela 1: Correlagdo da positividade sorolégica com a apresentacdo clinica

PR3-ANCA (c- MPO-ANCA (p- ANCA
Vasculite ANCA) ANCA) negativo

GPA 75% 20% 5%

MPA 30% 60% 10%

EGPA 5% 45% 50%

Limitada ao
Rim 10% 80% 10%
Farmaco

induzida 10% 90% 0%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Epidemiologia

Sdo doencas incomuns, geralmente 48-184 casos por milhdo de habitantes (Europa e
América do norte). Entretanto, estudos mais recentes (devido melhora dos métodos
diagndsticos e na maior sobrevida populacional) estimam uma maior prevaléncia, entre
300-421 casos por milhao.

A incidéncia aumenta com a idade, especialmente a partir da sexta e sétima década de
vida. Contudo pode ocorrer em qualquer idade.

As vasculites ANCA sdo as formas mais comuns de glomerulopatias em adultos acima
dos 50 anos. A propor¢do entre géneros € praticamente a mesma.

H4 variacdes demogréficas que interferem na prevaléncia. A GPA € mais comum no
norte da Europa e Oceania enquanto a MPA é mais prevalente no sul da Europa e Asia.

Etiopatogénese

Os principais fatores de riscos associados a vasculites associadas a ANCA e que estdo
diretamente relacionados com o progndstico sdo: (A) Fatores genéticos, (B)
epigenéticos, (C) infeccdes, (D) exposicdo ambiental e (E) uso de determinados
medicamentos.

(A) Estudos de associacdo gendmica ampla identificaram vdarios genes envolvidos na
suscetibilidade ou resisténcia as vasculites ANCA como descritos abaixo:

GPA: polimorfismos no HLA-DP (HLA-DPB1*04), PRTN3 (que codifica o proprio
PR3) e SERPINA 1 (que codifica a alfa-1 anti tripsina, inibidor end6geno da PR3) e
SEMAGA (semaforina 6A).

MPA: polimorfismo HLA-DQ, HLA-DR.

HLA-DPB180401: vasculites em criangas.

HLA-DRB1*15: vasculite PR3-ANCA em afro-americanos e caucasianos.

HLA-B55 e HLA-DRB1%#09:01: vasculites em asiaticos.

Polimorfismo do gene da tirosina fosfatase (PTPN22): vasculites ANCA e artrite
reumatoide.

(B) Epigenéticos

Modificagdes epigenéticas, trimetilacdo histona 3 lisinas 27 (H3K27me3) e metilacao
de DNA sao implicadas na expressiao génica da PR3 e MPO.

Reducdo da H3K27me3 € associada com expressdo aberrante de MPO e PR3 pelos
neutr6filos em pacientes com vasculite ANCA em atividade. A reducdo da metilacao de
MPO e PR3 estao reduzidas na vasculite em atividade e aumentadas nos pacientes em
remissao.

(C) Infeccoes

Na GPA, a infeccdo cronica por Staphylococcus aureus estd associada a ocorréncia e
maior risco de recorréncia

(D) Exposicao Ambiental

Maior exposi¢do a silica, tabaco, fertilizantes, pesticidas, solventes estdo associados a
ocorréncia de vasculites ANCA relacionadas.

(E) Medicamentos
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Um grande nimero de medicamentos pode causar a soroconversio do ANCA e
estimular a ocorréncia de vasculites. Na maioria sdo vasculites MPO-ANCA, contudo
pode haver positividade simultanea para MPO-ANCA e PR3-ANCA. OS principais
medicamentos sdo: Hidralazina, propiltiuracil, cocaina, levomisol, alopurinol,
sofosbuvir, rifampicina.

Ha fortes evidéncias que o ANCA ndo € apenas um marcador, porém exerce papel
fundamental na etiopatogénese das vasculites. Modelos animais com deplecdo de
ativacdo de linfocitos B e T, ao serem inoculados com MPO-ANCA, sdo capazes de
produzir lesdes tipicas de vasculites.

Os neutréfilos possuem em seu interior antigenos citoplasméticos (MPO e PR3),
“sequestrados” em granulos citoplasmaticos azurofilicos.

Apds um evento inicial (firmaco, infeccdo, exposi¢cdo ambiental), células dendriticas
produzem fator de crescimento transformador beta (TGF-beta) e interleucina 6 (IL-6)
que estimulam a diferenciacdo de linfécitos T (helper e Th17). Esses linfocitos por sua
vez produzem interleucina 1 beta (IL 1-beta), fator de necrose tumoral (TNF-alfa),
promovendo a pré-ativacdo (priming) dos neutréfilos.

Os neutréfilos pré-ativados passam agora a expressar os antigenos inflamatérios (MPO
e PR3) em sua superficie, sendo entdo possivel a ligacdo dos mesmos com o ANCA.

A ligacdo ANCA — antigenos (MPO e PR3) ativa os neutréfilos, tanto pela ligagao da
por¢do F(ab)2 da molécula de ANCA aos neutréfilos, quanto pela ocupacdo dos
receptores fragmento cristalizavel (Fc). A ligac@o das por¢des Fc dos e do ANCA induz
uma ativagao excessiva dos neutréfilos.

Neutréfilos ativados estimulam a ativagcao da via do complemento (alternativa), via C5a,
atraindo mais neutréfilos agindo também como um pré ativador inicial.

Os neutrdfilos ativados aderem e penetram na parede dos vasos, geram espécies reativas
de oxigénio, producdo anormal de citocinas e enzimas liticas, causando inflamagao e
lesdao endotelial.

A inflamacdo aguda ativa depdsitos de fibrina e coldgeno, com a formagdo de NETs
(neutrophil extracelular traps). Essas armadilhas celulares induzem apoptose e necrose
fibrinoide.

Pacientes com vasculites ANCA geralmente tem niveis sé€ricos normais de fatores do
complemento. Nas bidpsias renais, ndo hd depdsitos de Clq e C3. Esses achados
mantiveram por muito tempo obscuro o papel do Sistema complemento na gé€nese
dessas vasculites. Contudo a ativacdo da via alternativa do complemento € hoje tida
como evento central na cascata inflamatdria envolvida na etiopatogénese dessa doenga.
Estudos mostram que neutréfilos ativados pela ligagigo MPO-ANCA e PR3-ANCA
liberam fatores que ativam a via alternativa do complemento. A geracao de C5a recruta
e pré-ativa mais neutréfilos, resultando em maior expressao tecidual dos antigenos
citoplasmaticos. Esse evento gera um feedback positivo que amplifica a cascata
inflamatoria.
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Figura 1: Patogénese da vasculite ANCA: Antigenos ANCA (MPO e PR3) sdo normalmente sequestrados em granulos
citoplasmaticos dos neutrdfilos. Infecgdes ou estimulos ambientais resultam em pré ativacio (priming) dos neutréfilos,
movendo MPO e PR3 para superficie. A ligacdo desses antigenos ao ANCA resulta em ativacdo doo neutréfilo, que se
adere ao endotélio vascular. A degranulacdo dos neutréfilos leva a liberagdo de espécies reativas de oxigénio, proteases
e armadilhas de neutr6filos (NETs), lesando o endotélio. Citocinas e depdsitos de PR3 e MPO resultam no recrutamento
de células T auto reativas e mondcitos, aumentando a lesdo tecidual (Fonte: adaptado de: Geetha, D.; Jefferson, J.A.
ANCA-Associated Vasculitis: Core Curriculum 2020. Am J Kidney Dis. v.75, n.1, p.124-137, jan 2020).
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Figura 2: Fatores ambientais induzem neutrdfilos a expressar MPO e PR3 na superficie deles. Essas células sdo entdo
ativadas e induzem dano tecidual através da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a formagao de armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETs). Exposi¢ao de NETS, através de um processo denominado NETosis, gera apoptose
de neutréfilos e liberagdo ao MPO e PR3 no espaco extracelular. Esses antigenos sao processados por células dendriticas
e apresentados a linfocitos T helper. Esses por sua vez estimulam linfocitos B a produzir mais ANCA, perpetuando o
processo inflamatério (Fonte: adaptado de: Paroli, M.; Gioia, C.; Accapezzato, D. New Insights in to Pathogenesis and
Treatment of ANCA-Associated Vasculitis: Autoantibodies and Beyond. Antibodies (Basel). v.12, n.1, p. 25, mar 2023.
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Clinica

O envolvimento renal é tipico nas vasculites ANCA, sendo importante preditor de
mortalidade. O paciente que tem taxa de filtracdo glomerular < 50ml/min ao diagndstico
tem mais de 50% de risco de morte ou faléncia renal em 5 anos (Tabela 2).

A apresentacgdo clinica mais comum € a Glomerulonefrite rapidamente progressiva, com
piora rdpida da funcdo renal associada a proteintria subnefrética, hematdria
microscopica e hipertensdo arterial. A evolucdo pode ser de dias até poucos meses.

As manifestagdes extra-renais sdo comuns, com presenca de sintomas constitucionais
(febre, fadiga, hiporexia) e comprometimento organico especifico (especialmente
pulmonar e cutaneo) (Tabela 2).

Na GPA sdo comuns a sinusopatia, epistaxe, congestao nasal, perfuracdo do septo,
dlceras, perda auditiva e otite). Em 50% dos casos ha inflamacdo granulomatosa
pulmonar. Na MPA o acometimento de vias aéreas superiores € menos comum que na
GPA. O acometimento pulmonar tipico € hemorragia pulmonar/doenga intersticial. As
manifestacdes cutaneas (vasculite necrotizante leucocitocldstica) podem ocorrer. Na
EGPA sio bastante frequentes a asma e a eosinofilia (Tabela 2).

Tabela 2: Comprometimento sistémico nas vasculites ANCA relacionadas

Comprometiment
0 GPA MPA EGPA
Renal 80-90% 90% 45%
Cutaneo 40% 40% 50%
Ouvido Nariz
Garganta 90% 35% 50%
90%

(granuloma 75% (hemorragia/ doenga 90%

Pulmao ) intersticial) (asma)
Gastrointestinal 50% 50% 70%
Polineuropatia 10-45% 50% 75%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Prognostico

Ao diagnéstico (ou até mesmo na suspeita diagndstica) o tratamento imunossupressor
deve ser iniciado de imediato, sendo indicado o uso de corticoide e ciclofosfamida para
inducdo de remissao. Quanto mais precoce o tratamento, maiores as chances de resposta
(possivel fase de crescentes celulares).

O uso de terapias para deplecdo de linfécitos B (Rituximab) para reducio da expressao
do ANCA tem mostrado beneficios em varios estudos clinicos. O emprego de
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plasmaferese, embora classicamente indicado em apresentacdes graves como
hemorragia alveolar e injiria renal aguda, ndo mostrou beneficio em trial recente.
Devido ao papel importante do sistema complemento na génese das Vasculites ANCA,
antagonista do C5a (avacopan) surge como promissora terapia nessas doencgas. Outros
tratamentos descritos que podem ser adotados no futuro incluem bortezomib,
belimumab, abatacept e alentezumab.

Funcdo renal normal ou pouco alterada ao diagndstico, maior porcentagem de
glomérulos normais na biépsia e menor taxa de fibrose intersticial e atrofia tubular sdo
marcadores de maior resposta terapéutica e melhor progndstico.

Morfologia
Microscopia de Luz (ML)

Crescentes celulares (Figuras 3A-D e Figuras 4A-B) ou fibrocelulares (conforme
evolucdo da doenga).

Necrose fibrinoide segmentar de alcas capilares (Figura 3B e Figuras 4A-B) (geralmente
acompanhado de trombos).

Infiltrado inflamatério intersticial (Figuras 3A-B), com predominio de células
mononucleares (Figura 4D).

Arterite renal: artérias interlobulares e angeite medular (vasos retos): menos 10% dos
€asos.

Os achados podem ser variados. Em um trabalho que analisou 232 bidpsias renais de
pacientes com Vasculites ANCA, foi observado: 48% glomerulonefrite difusa
necrotizante, com crescentes, 27% glomerulonefrite focal necrotizante, com crescentes,
12% glomerulonefrite esclerosante difusa, 4% glomerulonefrite esclerosante focal, 4%
glomerulonefrite crescéntica difusa, sem necrose, 3% glomerulonefrite focal
necrotizante, 1% nefrite tibulo intersticial e 15% sem lesdes ou amostra inadequada.
Pelos achados na ML, as vasculites ANCA relacionadas podem ser classificadas
conforme abaixo:

>50 % glomérulos globalmente esclerosados: classe esclerotica.

> 50% glomérulos normais: classe focal.

> 50% glomérulos com crescentes: classe crescéntica.

<50% glomérulos com crescentes: classe mista.

Imunofluorescéncia (IF) direta

Auséncia ou minimos depdsitos de imunocomplexos e fatores de complemento, de fraca
intensidade (motivo pelo qual sdo conhecidas como pauci-imunes) (Figuras 5A-C).
Quando ha depdésitos, geralmente sdo inespecificos.

Positividade para fibrina de marcacdo segmentar ou global nas dreas de necrose
fibrinoide e crescentes.
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C. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

e Auséncia ou pequena quantidade de depdsitos eletrodensos, especialmente se a
imunofluorescéncia revelar algum depdsito. Ruptura de membrana basal glomerular
pode ser encontrada (Figuras 5D-F).

s %
e

[

\

Figura 3: Bidpsia renal com vasculite relacionada ao ANCA. (A) Cortex renal contendo glomérulos, tibulos e intersticio,
com crescentes celulares globais nos glomérulos, cilindros hialinos no interior de tibulos dilatados (setas vermelhas) e
acentuado infiltrado inflamatério intersticial (HE, 10x). (B) Em aumento maior, destaca-se a crescente celular
caracterizada pela proliferacdo das células parietais da capsula de Bowma preenchendo o espaco urindrio. H4 necrose
fibrinoide segmentar (seta branca) com permeagao de leucdcitos entre as células da crescente (setas amarelas) (HE, 40x).
(C) Os glomérulos com crescentes também sao visualizados no Tricromico de Masson (TM, 20x). (D) Glomérulos com
crescentes celulares, caracterizadas pela proliferacdo extracapilar negativa na impregnagdo pela prata (setas brancas).
Além disso, hd dreas de ruptura da membrana basal glomerular (cabeca de seta vermelha) (PAMS, 20x). HE:
Hematoxilina-Eosina. PAMS: Prata Metenamina. TM: Tricromico de Masson.
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Figura 4: Bidpsia renal sob microscopia de luz com vasculite relacionada ao ANCA. (A) (HE, 20x); (B) (TM, 20x)
Glomérulos com crescente celular; dreas de necrose fibrinoide, fucsinofilicas no TM (setas pretas). (C) Acentuado
infiltrado inflamatdrio misto no intersticio, cilindros hemadticos (setas brancas) no interior de alguns tibulos (HE, 20x).
(D) Em maior aumento na regido intersticial, o infiltrado inflamatério misto € composto tanto por polimorfonucleares
quanto por mononucleares. HE: Hematoxilina-Eosina. TM: Tricrdmico de Masson.
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Figura 5: Alteragdes morfoldgicas da vasculite relacionada ao ANCA sob IF direta e MET. (A) (20x) Soro anti-IgG
negativo no glomérulo. (B) (20x) Soro anti-C3 muito discreto nos glomérulos. (C) (20x) Soro anti-fibrinogénio muito
discreto na drea focal de necrose fibrinoide (seta branca). (D) Ultramicrografia de uma alca capilar evidenciando
podécito, MBG, mesangio, luz capilar e espago urindrio (7.000x). (E) Ha ruptura da capsula de Bowman (seta preta) e
proliferacdo celular ocupando o espaco urinario (3.000x). (F) Ha hemadcias e debris celulares no espaco urinario (3.000x).
EU: espaco urindrio. H: hemdacia. IF: Imunofluorescéncia. LC: luz capilar. M: mesingio. MBG: membrana basal
glomerular. MET: Microscopia Eletronica de Transmissao. P: podécito.

Diagnésticos diferenciais

¢  Glomerulonefrite Crescéntica ANCA negativo;

e ANCA sobreposta a outras doencas.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.08

Vasculites ANCA Relacionadas

Referéncias

AL-HUSSAIN, T.; HUSSEIN, M.H.; CONCA, W.; AL MANA, H.; AKHTAR, M. Pathophysiology of ANCA-
associated Vasculitis. Adv Anat Pathol. v.24, n.4, p.226-234, jul 2017.

AHN, S.; LEE, S.W. Management of antineutrophil cytoplasmic antibody-associated vasculitis: a review of
recent guidelines. J Rheum Dis. v.30, n.2, p.72-87, abr 2023.

BERDEN, A.E.; FERRARIO, F.; HAGEN, E.C.; JAYNE, D.R.; JENNETTE, J.C.; JOH, K. et al.
Histopathologic classification of ANCA-associated glomerulonephritis. J Am Soc Nephrol. v.21, n.10, p.1628-
1236, out 2010.

FALK, R.J.; NACHMANN, P.H. Pathogenesis of antineutrophil cytoplasmic autoantibody-associated vasculitis.
UpToDate.com (2023). Disponivel em <https://www.uptodate.com/contents/pathogenesis-of-antineutrophil-
cytoplasmic-autoantibody-associated-vasculitis>. Acesso em 15 agosto 2023.

GEETHA, D.; JEFFERSON, J.A. ANCA-Associated Vasculitis: Core Curriculum 2020. Am J Kidney Dis.
v.75, n.1, p.124-137, jan 2020.

HELLMICH, B.; SANCHEZ-ALAMO, B.; SCHIRMER, J.H.; BERTI, A.; BLOCKMANS, D.; CID, M.C. et al.
EULAR recommendations for the management of ANCA-associated vasculitis: 2022 update. Ann Rheum Dis.
ard-2022-223764 2023 mar 2023.

JENNETTE, J.C.; NACHMAN, P.H. ANCA Glomerulonephritis and Vasculitis. Clin J Am Soc Nephrol. v.6,
n.12, p.1680-1691, out 2017.

KITCHING, A.R.; ANDERS, H.J.; BASU, N.; BROUWER, E.; GORDON, J.; RAYNE, D.R. et al. ANCA-
associated vasculitis. Nat Rev Dis Primers. v.27, n.1, p.71, ago 2020.

KRONBICHLER, A.; LEE, K. H.; DENICOLO, S.; CHOI, D. LEE, H.; AHN, D. et al. Inmunopathogenesis of
ANCA-Associated Vasculitis. Int J Mol Sci. v.21, n.19, p.7319, out 2020.

MCGOVERN, D.P.; LEES, J.S.; TRAYNOR, J.P.; MACKINNON, B.; BELL, S.; HUNTER, R-W. et al.
Outcomes in ANCA-Associated Vasculitis in Scotland: Validation of the Renal Risk Score in a Complete
National Cohort. Kidney Int Rep. v.8, n.8, p. 1648-1656, jun 2023.

MOLNAR, A.; STUDINGER, P.; LEDO, N. Diagnostic and Therapeutic Approach in ANCA-Associated
Glomerulonephritis: A Review on Management Strategies. Front Med (Lausanne). v.3, n.9, p.884188, jun
2022.

MOURA, M.C.; GAUCKLER, P.; ANDERS, H.J.; BRUCHFELD, A. FERNANDEZ-JUARES, G.M.;
FLOEGE, J. et al. Management of anti-neutrophil cytoplasmic antibody associated vasculitis with
glomerulonephritis as proposed by the ACR 2021, EULAR 2022 and KDIGO 2021
Guidelines/Recommendations. Nephrol Dial Transplant. p.1-15, mai 2023.

NAKAZAWA, D.; MASUDA, S.; TOMARU, U.; ISHIZU, A. Pathogenesis and therapeutic interventions for
ANCA-associated vasculitis. Nat Rev Rheumatol. v.15, n.2, p.91-101, fev 2019.

PAROLI M.; GIOIA, C.; ACCAPEZZATO, D. New Insights into Pathogenesis and Treatment of ANCA-
Associated Vasculitis: Autoantibodies and Beyond. Antibodies (Basel). v.21, n.1, p25, mar 2023.

WATTS, R.A.; HATEM]I, G.; BURNS, J.C.; MOHAMMAD, A. J. Global epidemiology of vasculitis. Nat Rev
Rheumatol. v.18, n.1, p.22-34, jan 2022.


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.08
https://www.uptodate.com/contents/pathogenesis-of-antineutrophil-cytoplasmic-autoantibody-associated-vasculitis
https://www.uptodate.com/contents/pathogenesis-of-antineutrophil-cytoplasmic-autoantibody-associated-vasculitis

CAPITULO 09
Gamopatia Monoclonal

Aline Cristina Souza da Silva

Bruna Cunha Zaidan

Definicao

e As gamopatias monoclonais representam um grupo de doenca relacionada a
proliferacao de um clone plasmocitario que secretam imunoglobulinas monoclonais (M)
na sua forma intacta, fragmentada, ou cadeias leves. E uma entidade que engloba tanto
desordens pré-malignas e assintomadticas até doengas neoplasicas graves.

e A suspeita do diagndéstico da doenga surge quando, além de determinados sinais e
sintomas, € identificado no exame laboratorial de eletroforese de proteinas um pico
monoclonal de gamaglobulina.

¢ A imunoglobulina monoclonal pode ser detectada no soro ou urina, podendo ser cadeia
leve ou pesada.

Classificacao

e De acordo com o quadro clinico e o diagndstico laboratorial a gamopatia monoclonal
pode ter vdrios espectros diagndsticos: Gamopatia Monoclonal de Significado
Indeterminado (GMSI), Mieloma Multiplo (MM), Amiloidose do tipo AL, Gamopatia
Monoclonal de Significado Renal (GMSR), dentre outras.

Epidemiologia

e A GMSI € a mais comum entre as gamopatias e apesar da presenga de plasmdcitos que
produzem proteinas monoclonais, este disturbio € considerado um disturbio pré-
maligno, pois ele pode progredir para mieloma multiplo ou outras doencas proliferativas
plasmociticas.

e O MM ¢€ uma neoplasia maligna causada pela proliferacdo de clones de plasmocitos
produtores de proteina M (proteina andmala). Ele representa 1% de todas as neoplasias
malignas e cerca de 10% dos canceres hematolégicos. Apesar da sua baixa prevaléncia
na populagdo ele € altamente letal.

e J4 a Gamopatia Monoclonal de Significado Renal (GMSR) é quando plasmocitos
produzem proteinas monoclonais que se acumulam nos rins causando lesdes nesse
orgdo. A sua epidemiologia ainda ndo é bem estabelecida, pois existem vdarias doengas
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glomerulares e tubulares tidas como primdrias que podem ser na verdade a apresentacao
de uma GNMR. Além disso, é entidade descrita recentemente.

Definicao

O termo Gamopatia Monoclonal de Significado Renal (GMSR) foi introduzida pela
primeira vez em 2012 por Leung e colaboradores sendo caracterizada pela presenca de
proteinas monoclonais nefrotéxicas produzidas por clones de plasmdcitos B, sem
critérios para diagndstico de cancer hematolégico.

O termo GMSR foi atualizado em 2018 pelo Internation Kidney e Monoclonal
Gammopathy Research Group e agora inclui todos os disttirbios proliferativos de células
B ou de células que produzem proteina M nefrotéxica como: A) Amiloidose relacionada
a imunoglobulina, B) Glomerulopatia por C3 associada a gamopatia monoclonal, C)
Doenca de depdsito de imunoglobulina monoclonal (tem 3 subtipos: deposicdo de
cadeias leves, deposicdo de cadeias pesadas e deposicdo de cadeias leves e pesadas), D)
Glomerulonefrite criogobulinémica, E) Glomerulonefrite imunotactdide, F)
Glomerulonefrite fibriliar monoclonal, G) Glomerulonefrite proliferativa com depdsitos
de imunoglobulina monoclonal, H) Tubulopatia proximal de cadeia leve, I) Histiocitose
de armazenamento de cristais. As seis primeiras doengas sdo doengas glomerulares e as
duas ultimas, tubulares. O diagndstico € desafiador devido o amplo espectro de doengas
que estao envolvidas na GMSR, por isso € sempre importante uma avaliacio renal e
hematoldgica para descobrir qual é a proteina M circulante e assim estabelecer uma
causa entre a proteina e o dano renal, uma vez que os clones de células anormais
geralmente estdo associados a neoplasias hematoldgicas.

A bidpsia renal é fundamental para o diagnéstico da GMSR para determinar se a
proteina M € a causadora da doencga renal. Através das técnicas de Imunofluorescéncia
(IF), Imuno-histoquimica (IQM) e Microscopia eletronica de transmissao (MET) é
possivel identificar a composi¢do e o padrao de organiza¢do dos depdsitos, sendo a MET
de extrema relevancia para diferenciar algumas das doencas renais.

Em alguns casos sdo necessarias técnicas um pouco mais sofisticadas como a marcagao
por imunogold usada na MET ou estudos de protedmica para concluir o diagndstico de
GMSR.

Classificacao

A classificacdo da GMSR € apenas morfoldgica, pois através da localizacdo e do padrao
dos depositos visualizados principalmente através da IF e MET € possivel direcionar o
diagnostico.
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Epidemiologia

A epidemiologia da Gamopatia Monoclonal de Significado Renal (GMSR) ainda ndo é
muito clara, pois abrange diversas doencas. E sabido que GMRS tem maior prevaléncia
em pacientes idosos, especialmente acima dos 50 anos.

Etiopatogénese

A etiopatogénese da GMSR envolve proliferacdo anormal de células da linhagem B,
incluindo plasmdcitos e linfocitos B produtores de proteina M que pode ser intacta
associada a cadeia leve, ou um de seus fragmentos isoladamente, como kappa e lambda,
ou uma cadeia pesada. Além do efeito toxico direto dos depdsitos da proteina M, as
mesmas podem funcionar como auto-anticorpos ativando o sistema complemento e
resultando em depdsitos de imunocomplexos no rim. Abaixo estao as principais doencas
que estdo incluidas na GMSR.

A) A patogénese da Amiloidose relacionada a imunoglobulina ¢ resultante de
depdsitos extracelular de fibrilas amiloides insoliveis devido ao dobramento incorreto
de proteinas. A Amiloidose consiste em 3 subtipos: cadeia leve (AL), cadeia pesada
(HL) e a cadeia leve e pesada (AHL) (Figura 1).

B) A patogénese da Glomerulopatia por C3 associada a gamopatia monoclonal esta
associada a desregulacdo genética e defeitos adquiridos, o que leva a hiperativacdo da
via alternativa. Mutag¢do no gene C3 pode resultar na geracdo de proteina mutante e
deixd-la indecifravel na via levando a formag¢do de imunocomplexos que serdo
depositados no rim. O termo engloba a Glomerulonefite por C3 e a Doenca de Depdsito
Denso (DDD), sendo que ambas podem ser diferenciadas na MET (Figura 1).

C) A Doenca de depésito de imunoglobulina monoclonal ¢ classificada em 3
subtipos: deposi¢dao de cadeias leves, deposicdo de cadeias pesadas, e deposicao de
cadeias leves e pesadas. A diferenca entre elas € exatamente em partes estruturais das
cadeias leve ou pesadas; tendo cada uma suas particularidade (Figura 1).

D) A Glomerulonefrite criogobulinémica ¢ um grupo de doencas que consiste em
plasmocitos produzirem proteinas andmalas denominadas de crioglobulinas e estas se
depositam nos glomérulos. Ela € classificada em 3 subtipos com base na composi¢ao
das imunoglobulinas que precipitam in vitro em temperaturas abaixo de 37°C. A tipo I
consiste em imunoglobulinas monoclonais, a maioria IgM e IgG e sdo causadas por
doencas hematolégicas. A tipo II consiste de depdsitos principalmente de IgM
monoclonal e IgG policlonal e sdo causadas principalmente por doengas infecciosas,
hematologicas e auto-imunes. J4 a tipo III ndo estéd associada a GMSR (Figura 1).

E) A Glomerulonefrite imunotactoéide ¢ caracterizada por dep6sitos organizados de
imunoglobulina monoclonal nos glomérulos. E uma doenga rara e sua patogénese ainda
€ desconhecida, mas ela pode ocorrer como manifestacdo primdria ou ser considerada
como parte de vdrias doencas linfoproliferativas. Alguns estudos sugerem que o
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dominio constante da cadeia leve ou pesada junto com a apolipoproteina E €
fundamental para a organizacdo dos depdsitos (Figura 1).

F) A Glomerulonefrite fibriliar monoclonal também € caracterizada por depdsitos
glomerulares organizados e sua patogé€nese também é desconhecida e semelhante a
Glomerulonefrite imunotéictoide (Figura 1).

G) A Glomerulonefrite proliferativa com depdsitos de imunoglobulina monoclonal
¢ caracterizada por depdsitos ndo organizados e a maioria dos casos relatados
compartilha de uma manifestacdo imunoldgica alterada com ativagdo do sistema
complemento, sugerindo que a deposicdo de imuncomplexos pode ser resultado de uma
infeccdo viral. A patogénese ainda ndo estd clara, acredita-se que a resposta imune seja
estimulada por fatores endégenos ou exdgenos e que um ou mais clones de células B
induzem a secrecdo de IgG monoclonal e devido a sua afinidade pelo rim acaba se
depositando no mesmo. Como o IgG tem um peso molecular grande, sua deposicao
acaba afetando a barreira de filtracdo glomerular (Figura 1).

H) Tubulopatia proximal de cadeia leve ¢ uma doenga rara caracterizada por uma
disfungdo tubular proximal e formagdo de cristais intracelulares nas células tubulares
proximais. Normalmente as cadeias leves livres sdo degradas pelos lisossomos por meio
da endocitose apds filtracdo glomerular e reabsor¢do pelo tibulo proximal. Nessa
doenca as cadeias leves livres t€m um dominio varidvel normal contendo cadeias laterais
de aminodcidos hidrofébicos que conferem capacidade de resistir a degradagcdao de
enzimas lisossOmicas e proteases e interferem com vérios transportadores das células
tubulares proximais (Figura 1).

I) Histiocitose de armazenamento de cristais ¢ uma nefropatia cristalina rara
caracterizada pelo acimulo lisossdmico de fragmentos de imunoglobulinas e formacao
de cristais, principalmente de dominios varidveis de kappa e de IgG. A patogénese pode
envolver multiplos fatores, incluindo sintese e secre¢do excessivas, diminuicdo e
degradacdo anormal de imunoglobulinas nos lisossomos. Muta¢des moleculares levam
a sequéncias anormais de aminodcidos, alterando assim as propriedades de cristaliza¢ao
das cadeias leves kappa. A cadeia leve anormal ndo pode ser degradada pelos
lisossomos, havendo acidmulo de cristais nos histidcitos, bem como nos lisossomos das
células tubulares renais. Essas células cheias de cristais também s3o denominadas de
pseudo-Gaucher, pois sdo semelhantes as células carregadas de lipideos caracteristica
da Doenca de Gaucher (Figura 1).
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Figura 1: O esquema mostra a localizaciao dos depdsitos das doencas que estdo incluidas no diagndstico de Gamopatia
Monoclonal de Significado Renal. TCP: tibulo contorcido proximal. TCD: tibulo contorcido distal. (Referéncia:
Amaador, K., Peeters, M.C., Minnema, M.C. et al. Monoclonal gammopathy of renal significance (MGRS):
histopathologic classification, diagnostic workup, and therapeutic options. The Netherlands Journal of medicine. v.77,
n.7, p.243-254, ago-set 2019).

Clinica

e As manifestacdes clinicas renais dependem do local de acometimento. Os sintomas
variam de sindrome nefritica-nefrética até a insufici€ncia renal aguda e crdnica; alguns
pacientes podem apresentar hematiria microscépica e/ou disfung¢ao tubular proximal.

e Podem ocorrer manifestacdes extrarrenais acometendo coragdo, figado e pele.

e A GMSR deve ser considerada em todos os casos de pacientes com manifestacdes renais
combinadas com alguma proteina monoclonal.

e Em individuos acima de 50 anos com proteinuria acima de 1g, sem causa aparente
(como por exemplo, um diabetes mellitus descompensado) merecem investigacdo para
gamopatia monoclonal.

e Para o diagnostico de GMRS existem dois critérios importantes que devem ser
avaliados: 1) tentar identificar a proteina M e 2) estabelecer uma relagdo entre a proteina
M e as lesOes renais. Nesse contexto a bidpsia renal € essencial e deve ser realizada em
todos os casos suspeitos de GMRS.

e Seria interessante citar o papel da imunofixa¢do de proteinas urindrias (€ ndo apenas a
eletroforese de proteinas séricas) para o diagndstico. A pesquisa da proteina M na urina
aumenta muito a chance de diagndstico.

e A cletroforese de proteinas, a imunofixa¢do e a pesquisa de free-ligth chains sao técnicas
que auxiliam no diagnéstico da doenca.
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Prognostico

Os pacientes podem permanecer assintomaticos por anos sendo recomendado apenas
acompanhamento. Quando os sintomas aparecem a estratégia mais eficaz € baseada na
eliminacao do clone celular produtor da proteina monoclonal através da combinagao de
quimioterdpicos.

A escolha da terapia dependera do tipo de clone, dos efeitos colaterais e da elegibilidade
para a realizac@o do transplante autélogo de células-tronco.

Cerca de 60%-65% dos pacientes com GMSR progridem para a insuficiéncia renal
terminal necessitando de transplante, no entanto cerca de 70% recidivam poés-
transplante.

Na GMSR a avaliag¢do da resposta hematoldgica ao tratamento € fundamental uma vez
que a resposta renal é dependente da hematolégica.

Morfologia

As lesoes renais associadas a GMSR podem ser classificadas de acordo com a
localizacdo e o padrdo dos depdsitos. A localizacdio pode ser: glomerular,
tubulointersticial e vascular. O padrdao dos depdsitos podem ser: organizados, nao
organizados ou cristalinos.

Os achados morfol6gicos comumente encontrados na Microscopia de luz (ML), na
Imunofluorescéncia (IF) e na Microscopia eletronica de transmissao (MET) das
principais doencgas associadas a GMSR serdo abordados seguindo a ordem:

A) Amiloidose relacionada a imunoglobulina, B) Glomerulopatia por C3 associada a
gamopatia monoclonal, C) Doenca de depdsito de imunoglobulina monoclonal (tem 3
subtipos: deposi¢cdo de cadeias leves, deposicdo de cadeias pesadas e deposi¢ao de
cadeias leves e pesadas), D) Glomerulonefrite criogobulinémica tipo I e II, E)
Glomerulonefrite imunotactéide, F) Glomerulonefrite fibriliar monoclonal, G)
Glomerulonefrite proliferativa com depdsitos de imunoglobulina monoclonal, H)
Tubulopatia proximal de cadeia leve, I) Histiocitose de armazenamento de cristais.

Microscopia de Luz (ML)

A) Na Amiloidose relacionada a imunoglobulina sdo visualizados depdsitos
amiloides amorfos e eosinofilicos nos capilares e mesangio. Na coloracdo de Prata
Metenamina (PAMS), os depdsitos sdo negativos e no vermelho congo positivo, sendo
confirmado através da IF.

B) Na Glomerulopatia por C3 associada a gamopatia monoclonal na ML o padrio
frequentemente encontrado € hipercelularidade mesangial e infiltracdo leucocitaria.

C) Na Doenca de depdsito de imunoglobulina monoclonal é visualizado uma
expansdo mesangial nodular juntamente com espessamento das membranas basais
glomerulares e tubulares, sendo positiva na coloragio Acido Periédico de Schiff (PAS).
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Os depdsitos nodulares podem ser semelhantes a Nefropatia Diabética. Também podem
estar presentes atrofia tubular, fibrose intersticial e inflamacao.

D) Na Crioglobulinemia tipo I e II na ML o padrio encontrado € proliferacao
endocapilar, infiltragdo leucocitaria e depdsitos imunes intraluminais (trombos hialinos
de proteina).

E) Na Glomerulopatia imunotactéide também ¢é possivel encontrar padrido
proliferativo difuso e depdsitos microtubulares sendo Vermelho Congo negativo.

F) Na Glomerulonefrite fibrilar na ML apresenta-se padriao membranoproliferativo
com ou sem crescentes.

G) Na Glomerulonefrite proliferativa com depésitos de imunoglobulina
monoclonal com padrao membranoproliferativo caracterizado por hipercelularidade
endocapilar e mesangial, infiltracdo leucocitdria e duplicacio de membrana basal
glomerular (Figura 2A-D).

H) Na Tubulopatia proximal de cadeia leve pode ser visualizado na coloragdo de
Hematoxilina-eosina (HE) perda da bordadura em escova e balonizagao citoplasmaética.
Na colorag@o do Tricromico de Masson existe dano tubular agudo sendo reconhecido
através da formacao de cristais fucsinofilicos e granulares nos tibulos proximais (Figura
3A-D). Nos glomérulos nao sdo encontradas alteracdes morfolégicas relevantes. As
alteracdes sao confirmadas na coloragdo de PAS.

I) Na Histiocitose de armazenamento de cristais os depdsitos cristalinos sao
visualizados dentro dos histidcitos intersticiais e glomerulares, sendo também
denominados de células pseudo-Gaucher.

. Imunofluorescéncia (IF) direta

A) Na Amiloidose relacionada a imunoglobulina os depdsitos amiloides (kappa,
lambda ou cadeia pesada) sdo visualizados através da luz polarizada apresentando
birrefringéncia de cor verde maca.

B) Na Glomerulopatia por C3 associada a gamopatia monoclonal ocorre deposi¢cdo
glomerular difusa e global de fragmentos de C3.

C) Na Doenca de depésito de imunoglobulina monoclonal o padrdo de depésito é
linear/pseudolinear para cadeias leves como kappa, e menos frequente lambda, ou
cadeias pesadas como IgG. Os depdsitos amorfos encontram-se no mesingio, nas
membranas basais glomerulares, cdpsula de Bowman e parede vasculares.

D) Na Crioglobulinemia tipo I hd depdsitos de IgM e IgG. No tipo II ocorre depdsitos
de IgM monoclonal e IgG policlonal.

E) Na Glomerulopatia imunotactoéide pode ter dep6sitos glomerulares principalmente
de IgG (frequentemente subclasse IgG1), kappa ou lambda.

F) Na Glomerulonefrite fibriliar monoclonal pode ter depdsitos com padrao
finamente granular de IgG (predominancia de IgG4), kappa ou lambda, sendo que o
marcador DNAJB9 € positivo na imuno-histoquimica.
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G) Na Glomerulonefrite proliferativa com depésitos de imunoglobulina
monoclonal tem depdsitos de IgG nas paredes dos capilares glomerulares e no
mesangio, e pode ter depdsitos de C3 e kappa.

H) Na Tubulopatia proximal de cadeia leve ocorrem depdsitos intracitoplasméticos
tubulares de cadeia leve kappa (Figura SA-D).

I) Histiocitose de armazenamento de cristais aparecem depdsitos cristalinos
comumente de kappa e IgG.

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A) Na Amiloidose relacionada a imunoglobulina os depdsitos amiloides aparecem
como fibrilas ndo ramificadas com espessura de 7 a 14nm dispostas aleatoriamente
sendo encontradas no mesangio, membrana glomerular e tubular, intersticio e vasos.
B) Na Glomerulopatia por C3 associada a gamopatia monoclonal os depdsitos
eletrodensos sdo localizados no mesangio e subendotelial. J4 os depdsitos
intramembranosos e mesangiais sao definidos como Doenca do Depédsito Denso (DDD).
E a diferenciacdo entre ambas s6 acontece através da MET.

C) Na Doenca de depésito de imunoglobulina monoclonal os depésitos eletrodensos
sdo difusos e amorfos, de padrdo finamente granular principalmente na regiao
subendotelial da membrana basal glomerular e no mesangio.

D) Na Crioglobulinemia tipo I os depdsitos sdo fribrilares e raramente granulares, e
estdo localizados nas regidoes subendoteliais, subepiteliais € mesangias.

E) Na Glomerulopatia imunotactdide os depdsitos sio dispostos em feixes ou arranjos
paralelos e as vezes entrecruzados entre si, na membrana basal glomerular e mesingio
variando de 15 a 50nm de didmetro.

F) Na Glomerulonefrite fibrilar monoclonal os depdsitos fibrilares rigidos
apresentam didmetro de 16 a 24 nm e sdo encontrados no mesangio e nas paredes
vasculares.

G) Na Glomerulonefrite proliferativa com depdsitos de imunoglobulina
monoclonal os depésitos sdo predominantemente granulares (Figura 4E-F),
subendoteliais e mesangiais. Os depdsitos subepiteliais sdo raros.

H) Na Tubulopatia proximal de cadeia leve os depdsitos citoplasmadticos tubulares
sdo amorfos, cristalinos (em forma de bastonetes) ou tubulo-fibrilares (Figura 6A-D e
Figura 7A-D).

I) Na Histiocitose de armazenamento de cristais podem ser visualizados cristais
eletrodensos em formato de agulha dentro dos histidcitos intersticias e glomerulares.
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Figura 2: Bidpsia renal sob microscopia de luz comum. (A) infiltracdo de linfécitos (circulo) com presenca de poucos
polimorfonucleares, fibrose intersticial e atrofia tubular (HE, 10x). Nas letras (B) (HE, 40x) e (C) (PS, 40x) os
glomérulos apresentam-se com aspecto lobulado e com hipercelularidade mesangial (seta), acompanhado de focos de
hipercelularidade endocapilar com presenca de leucdcitos. (D) Na coloragdo do PAMS ¢ evidenciada a membrana basal
glomerular espessada, de contorno irregular e com focos de duplicagdo (seta) (PAMS, 40x). HE: Hematoxilina-Eosina.
PAMS: Prata Metenamina. PS: Picrosirius. TM: Tricrdmico de Masson.

- "N


https://doi.org/10.53924/nefropatv2.09

Gamopatia Monoclonal

;l‘ ‘ e

p.
9 0
L

»

Figura 3: Bi6psia renal sob microscopia de luz com Tubulopatia proximal de cadeia leve. (A) (HE, 10x); (B) (PS, 20x)
e (C) (TM, 20x) presenga de um glomérulo com celularidade, matriz mesangial e membrana basal normais e outro com
esclerose global. Alguns tibulos proximais apresentam aciimulos de granulos no citoplasma das células tubulares, que
sdo eosinofilicos no HE (setas amarelas) na letra A e fortemente fucsinofilicos no TM (setas brancas) na letra C, ha
também dilatacdo luminal e células em descamagio (setas pretas) na letra C. (D) No intersticio hd discreto infiltrado
inflamatdrio mononuclear e um vaso com espessamento fibroeldstico intimal (v) (HE, 20x). HE: Hematoxilina-Eosina.

PS: Picrosirius. TM: Tricromico de Masson.
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Figura 4: Bidpsia renal evidenciando altera¢cdes morfolégicas da GMSR sob IF direta e MET. (A) Soro anti-IgG positivo
acentuado granular nas algas capilares glomerulares, global e difuso (40x). (B) Soro anti-Kappa positivo acentuado
granular nas algas capilares glomerulares, global e difuso, semelhante ao padrao de IgG (40x). (C) Soro anti-Lamba
negativo nos glomérulos (40x). (D) Soro anti-C3 positivo acentuado granular nas alcas capilares glomerulares, global e
difuso; positivo também na cdpsula de Bowman e na parede de vasos (20x). Ultramicrografia evidenciando alca capilar
com depdsito subendotelial eletrondenso (E) (4.400x) e (F) (12.000x). EU: espaco urindrio. IF: Imunofluorescéncia.
LC: luz capilar. MBG: membrana basal glomerular. MET: Microscopia Eletronica de Transmisséo.
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Kappa ; i Kappa
Figura 5: Alteracdes morfoldgicas da Tubulopatia proximal de cadeia leve sob IF direta. (A) Soro anti-IgG negativo nos

glomérulos (20x). (B) Soro anti-Lambda negativo nos glomérulos e nos tibulos (20x). (C) e (D) Soro anti-Kappa positivo
acentuado no citoplasma de células tubulares (setas brancas) e negativo em glomérulos (40x). IF: Imunofluorescéncia.
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Figura 6: Alteracdes morfoldgicas da Tubulopatia proximal de cadeia leve sob MET. (A) Ultramicrografia evidenciando
a MBG e o poddcito (4.400x). (B) Em maior aumento € observado os pedicelos (setas vermelhas) (7.000x). (C) Presenca
de lisossomos no formato cristaloides eletrondensos no citoplasma de células tubulares, de formatos variados e bordas
angulosas (setas pretas) (3.000x). (D) Em maior aumento, os cristaloides elétron-densos intracitoplasmaticos, de
tamanhos e formatos variados, com vacuolizagdo do citoplasma (7.000x). EU: espago urindrio. LC: luz capilar. MBG:
membrana basal glomerular. MET: Microscopia Eletronica de Transmissdo.
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Ultramicrografia evidenciando numerosos lisossomos com material eletrondensos em diferentes formatos (setas pretas).
MET: Microscopia Eletronica de Transmissao.

Diagnosticos diferenciais

e As doengas renais relacionadas a Gamopatia Monoclonal de Significado renal
representam um grupo heterogéneo de doenca resultantes de imunoglobulinas ou
fragmentos secretado por um linfécito B ou clone de células plasméticas e que podem
tem diversas apresentacdes clinicas e morfoldgicas, abrangendo um espectro de
glomerulopatias e tubulopatias, portanto fazer o diagndstico € muito desafiador.

e Todas as doencas citadas acima estdo incluidas no diagndstico diferencial da GMSR.
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CAPITULO 10
Microangiopatia Trombotica

Bruna Cunha Zaidan

Luciana Botta Ribeiro

Definicao

e A microangiopatia trombdtica (MAT) é um termo anatomopatolégico para definir a
lesdo microvascular que ocorre em virtude de disfun¢do e/ou dano endotelial, e pode
ocorrer em uma grande variedade de doengas. Clinicamente, a MAT € caracterizada pela
presenca de trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopdtica e sinais organicos de
isquemia, em diferentes 6rgaos, incluindo o rim.

Classificacao

e A classificagdo da MAT € complexa e estd em constante evolucao, com a elucidagio de
novos mecanismos moleculares de etiopatogénese. Apesar de ndo haver uma
classificacdo padronizada, a mais utilizada baseia-se na divisdo em quatro grandes
categorias clinicas conforme a etiologia:

Sindrome Hemolitica Urémica Classica (SHU classica).

Sindrome Hemolitica Urémica Atipica (SHU atipica).

Pirpura Trombocitopénica Trombética (PTT).

YV VYV

Outras causas como: hipertensdao maligna, crise renal esclerodermica, uso de
ciclosporina e tacrolimus, Lupus Eritematoso Sistémico, associadas a complicagdes na
gestacgdo, infeccao por virus, como HIV, pds transplante renal.

Epidemiologia

e Varidvel conforme a causa, abrangendo qualquer faixa etaria.

e SHU cléssica: a maioria dos pacientes sdo criangas, com idade menor que 5 anos, mas
pode apresentar um segundo pico de incidéncia em idosos; a incidéncia anual estimada
abrange de 18 a 170 casos para cada 1 milhdo de criangcas com menos de 5 anos de idade,
conforme a endemicidade local.

e SHU atipica: a maioria dos casos sdo esporddicos e podem acometer qualquer faixa
etdria; 20-30% apresentam predisposi¢cdo genética, ocorrendo predominantemente em
criancas e adolescentes. A incidéncia exata ndo € conhecida; nos Estados Unidos, ha
uma estimativa de 2 casos para cada milhdo de habitantes.
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PTT: mais comum em mulheres adultas (idade: 18 a 50 anos); a incidéncia estimada
anual varia de 1,2 a 11 por milhdo de habitantes.

Etiopatogénese

SHU: caracteriza-se por lesdo endotelial e ativagdo secunddria do sistema de coagulacao
e complemento (Figura 1).

SHU cléassica: lesdo endotelial e ativacdo do complemento decorre de toxinas Shiga
(Stx1 e Stx2) ou Shiga-simile produzidas por enteropatégenos, principalmente a cepa
O157:H7 da Escherichia coli e, mais raramente, por outros agentes como: Shigella
dysenteriae, Salmonella, Campylobacter e Yersinia.

SHU atipica: a lesdao endotelial é ativada por anormalidades nas proteinas regulatérias
do complemento, tanto adquiridas, quanto hereditarias (mutagdes do fator H ou I do
complemento, mutacdes do C3, mutacdes do metabolismo de cobalamina, dentre
outras).

PTT: caracteriza-se por aumento da predisposi¢do a trombose e lesdo endotelial
secunddria. Pode ocorrer por deficiéncia do ADAMTS13 ou por autoimunidade contra
o ADAMTS13 (anticorpos contra 0 ADAMTS13 estdo presentes em 30 a 80% da PTT
idiopatica).

Via Via
alternativa classica

Via das
lecitinas

Ativagéo do
Opsonizagdo complemento Ativacdo do

sistema imune

Anafilatoxinas

PN
D

Ativagdo de

ge. »

Via

. Hemolise
terminal

Lesado e edema da
célula endotelial

Figura 1: Esquema ilustrando a etiopatogénese da microangiopatia trombdética: a ativagdo do complemento
primdria ou secunddria ao dano endotelial exerce um papel central nesse processo. A ativacdo do complemento
pode ocorrer por meio das vias: alternativa, classica e/ou das lecitinas, induzindo a formacdo de trombos, a
ativag@o e o consumo de plaquetas, o que resulta em oclusdo vascular e hemolise mecanica (Adaptado de:
Brocklebank, V., Wood, K. M., & Kavanagh, D. (2018). CJASN, 13(2), 300-317).
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Clinica

Quadro de diarreia aquosa/sanguinolenta e febre causada por microrganismos
enteropatogénicos (>90% dos casos: Escherichia coli produtora da toxina Shiga)
Anemia hemolitica microangiopdatica (esquizdcitos no sangue periférico, aumento de
DHL, reducao de haptoglobina), trombocitopenia e insufici€éncia renal.

Quadro de evolugdo insidiosa de febre, hipertensdo, proteintria, insufici€éncia renal,
anemia hemolitica microangiopdtica e trombocitopenia, em geral sem histéria de
manifestacdes gastrointestinais prévias. Pode ser indistinguivel inicialmente de PTT.
Importante ressaltar que nem sempre a triade de anemia hemolitica, plaquetopenia e
lesdo renal pode estar presente concomitantemente

Péntade cldssica de manifestacdes clinicas: febre, trombocitopenia, anemia hemolitica
microangiopatica, disfuncao renal e disfuncdo neurolégica, sendo o envolvimento renal
menos comum que na SHU.

O quadro neuroldgico é predominante e inclui: cefaleia, déficits neurolégicos focais,
convulsdes, confusio e rebaixamento de nivel de consciéncia

Manifestagdes comuns secunddrias as alteragdes laboratoriais sdo: fadiga, petéquias e
sangramento.

Ha um amplo espectro de doencas de etiologias variadas que sdo agrupadas nessa categoria
e que podem cursar com ou sem manifestacoes clinicas e laboratoriais associadas a MAT,
dentro do contexto de outras doengas de base. Dentre elas, podemos citar:

>

Y

Infecgdes sistémicas (ex: HIV); doencas autoimunes (ex: lipus eritematoso sistémico,
crise renal esclerodérmica na esclerose sistémica);

Uso de medicamentos (ex: quimioterdpicos, imunomoduladores, antiplaquetarios);
Estados gestacionais (ex: pos-parto, pré-eclampsia/eclampsia/sindrome HELLP);
Transplante de 6rgdos s6lidos ou medula 6ssea (ex: doenga do enxerto x hospedeiro,
rejeicdo mediada por anticorpos);

Neoplasias malignas (ex: adenocarcinomas, especialmente 0os mucinosos e neoplasias
mieloproliferativas);

Nefropatia hipertensiva maligna;

Nefropatia por radiagdo
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Prognostico

e SHU classica: recupera¢ao completa (especialmente em criangas); pior progndstico em
idosos: um ter¢o pode persistir com proteintria discreta ou insuficiéncia renal

e SHU atipica: evolug@o para doenga renal cronica terminal varidvel conforme mutagdo
(10 a 80%); recorréncias podem ocorrer. Novos tratamentos que atuam no sistema
complemento (ravolizumab, iptacopan, avacopan) sao promissores.

e PTT: alta mortalidade em pacientes ndo tratados; pode cronificar e apresentar
recorréncias.

e OQutras causas de MAT: evolucdo varidvel conforme a severidade de acometimento
microvascular e a doenca de base.

Morfologia

e As caracteristicas morfolégicas de MAT sdo similares para todas as categorias clinicas,
e para as diversas etiologias, e refletem a presenca de lesao endotelial e consequente
ativacao do sistema de coagulacdo. Nao € possivel distinguir as entidades somente pela
andlise da bidpsia, sem o contexto clinico e os exames laboratoriais. Iremos descrever
as caracteristicas em conjunto, dividindo-as apenas com relacdo ao tempo de
aparecimento em: achados precoces de MAT e achados tardios de MAT.

A. Microscopia de Luz (ML)

Achados precoces de MAT (Figuras 1A-F e Figuras 2A-F)

e Glomérulos: aspecto isquémico (colapso das alcas capilares; enrugamento da membrana
basal), edema endotelial e expansao subendotelial com espessamento relativo da parede,
mesangidlise, trombos hialinos na luz dos capilares ou no hilo, hemécias fragmentadas
no interior dos trombos, no espaco subendotelial ou mesangio; necrose fibrinoide pode
estar presente.

e Tubulos/Intersticio: lesdo tubular aguda com alteracoes degenerativas, edema
intersticial.

e Vasos (arteriolas sdo frequentemente acometidas): edema endotelial, necrose fibrinoide
da média, oclusdo luminal por trombos hialinos, hiperplasia intimal mucoide.

Achados tardios de MAT (Figuras 3A-D)

e Glomérulos: duplicagdo da membrana basal (duplo contorno de algas); expansdo
mesangial; esclerose segmentar e/ou global.

e Tubulos/Intersticio: atrofia tubular e fibrose intersticial.

e Vasos: arteriolas e pequenas artérias com fibrose intimal e reducao luminal, laminacdo
concéntrica (aspecto em “bulbo de cebola”), trombos em recanalizagdo podem ser
observados.
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Imunofluorescéncia (IF) direta
Auséncia de depdsitos de imunocomplexos,exce¢do em outras causas de MAT, que
podem estar associadas a doengas auto-imunes como Lipus Eritematoso Sistémico.

Trombos hialinos podem apresentar positividade para fibrinogénio.

Microscopia Eletronica de Transmissiao (MET)

Achados precoces de MAT

Endotélio: edema com perda das fenestracdes; espaco subendotelial expandido por
material elétron-lucente ou fibrilar acelular e hemdcias fragmentadas.

Mesangio: matriz mesangial eletron-lucente (mesangidlise).

Podécitos: simplificacdo dos processos podocitarios/apagamento sio frequente.

Vasos: degeneragao de células musculares em arteriolas.

Achados tardios de MAT (Figura 4)

Aumento de matriz mesangial e subendotelial.

Duplicacdao de membrana basal glomerular/ interposi¢ao de células mesangiais na alca
capilar.

Diagnésticos diferenciais

Vasculites: achado de necrose fibrinoide acompanhada de inflamacdo exuberante,
frequentemente transmural; glomerulonefrite crescéntica é comum.

Glomerulonefrite membranoproliferativa: duplicagdo de membrana basal associada a
depdsitos de imunocomplexos.
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de aspecto isquémico (setas), com colapso das alcas capilares (HE,10x); (B) Impregnacgdo pela prata evidenciando o
enrugamento da membrana basal e colapso do arcabouco capilar em glomérulos com isquemia (PAMS, 20x). (C) e (D)
Glomérulo com edema endotelial, expansdo do espaco subendotelial e rarefacdo da matriz mesangial (mesangiélise) na
fase aguda da MAT (C) (HE, 40x); (D) (TM, 40x); (E) (HE, 20x) e (F) (HE, 40x) Expansio do intersticio por edema e
células inflamatérias; tibulos com simplificagdo e aplanamento do epitélio e cilindros hialinos (c). HE: Hematoxilina-
Eosina; PAMS: Prata Metenamina; TM: Tricromico de Masson.
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Figura 3: Alteragdes morfolégicas vasculares na MAT sob a microscopia de luz. (A) (HE, 40x) Glomérulo com a maioria
dos capilares preenchidos por trombos hialinos (setas pretas). (B) (HE, 40x) Arteriola com oclusdo luminal as custas de
necrose fibrinoide e fragmentos de hemacias na parede (cabeca de seta) (C) (HE, 20x) e (D) (HE,20x) Arteriola com
trombo hialino ocluindo totalmente a luz (cabeca de seta), adjacente a glomérulo isquémico (seta). (E) (HE, 40x) e (F)
(TM, 40x) Artéria interlobular com reduc¢do luminal as custas de espessamento e edema intimal de aspecto mucoide,
com poucas células de permeio (hiperplasia mucoide intimal). HE: Hematoxilina-Eosina; TM: Tricromico de Masson.
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Figura 4: Alteragdes morfoldgicas tardias na MAT sob a microscopia de luz. (A) (HE, 40x); (B) (TM, 40x) e (C) (PAMS,
40x) Arteriola com proliferacdo fibrocelular intimal concéntrica (aspecto em “bulbo de cebola™) (seta preta). (D)

Glomérulo com duplicagdo da membrana basal em parte das algas capilares (cabega de seta) (PAMS, 40x). HE:
Hematoxilina-Eosina; PAMS: Prata Metenamina, TM: Tricromico de Masson.

Figura 5: Alteracdes morfolégicas tardias na MAT sob a MET. (A) (3.000x) e (B) (7.000x) Ultramicrografia
evidenciando um espessamento da parede capilar (seta dupla) por material amorfo e fibrilar subendotelial (*), com
interposicdo de células mesangiais (m), determinando reduc¢do da luz capilar. MET: Microscopia Eletrdnica de
Transmissao.
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