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Resumo

OBJETIVO: Avaliar a presenca de podocitiria em gestantes hipertensas crénicas no ferceiro trimestre da gesfagdo e
a associacdo com doenca renal. METODOS: Estudo observacional descrifivo em uma amostra de conveniéncia de
38 gestantes hipertensas cronicas. Os podécitos foram marcados com técnica de imunofluorescéncia indireta com
antipodocina e diamidinofenilindol (DAPI]. A contagem foi feita a partir de 30 campos analisados de forma aleatéria,
corrigida pela creatinina urinéria (podécitos/mg de creatinina). Foram assumidos dois grupos: grupo GN (fungéo
glomerular normal), com até 100 podécitos, e grupo GP [provavel glomerulopatia), com mais de 100 podécitos.
A dosagem de creatinina foi realizada com uso da técnica do picrato alcalino. As varidveis de andlise foram o
indice de massa corpérea, a idade gestacional na coleta, a pressdo arterial sistélica e a presséo arterial diastélica
no momento da colefa. Para a andlise dos dados, foi ufilizado o programa SPSS — versdo 16.0. (IBM — USA).
Nas andlises esfafisticas, foi ufilizado o teste do %2, sendo consideradas diferengas significantes valores de p<0,05.
RESULTADOS: A contagem de podécitos no grupo GN teve mediana de 20,3 (0,0 a 98,1), e no grupo GF, de 176,9
(109,1 a 490,6). A média do indice de massa corpérea foi 30,2 kg/m? ([DP=5,6), a média da idade gestacional
foi de 35,1 semanas [DP=2,5), a mediana da pressdo arterial sistélica foi de 130,0 mmHg (100,0-160,0) e a
mediana da pressdo arterial diastélica de 80,0 mmHg (60,0-110,0). Néo houve correlagdo significativa entre
podocittria e indice de massa corpérea (p=0,305), idade gestacional na coleta (p=0,392), pressdo arterial sistélica
(p=0,540) e pressGo arterial diastolica (p=0,540). CONCLUSOES: Néo foi identificado um padréo de podocitiria
compativel com a presenca de glomerulopatia afiva, ainda que algumas das gestantes [15,8%) tenham exibido perda
podocitéria expressiva. Consideramos ser prematuro recomendar para a prdtica clinica rofineira a incorporagdo da
pesquisa de podocitiria ao longo do prémnatal de gesfantes hipertensas crénicas.

Abstract

PURPOSE: To evaluate the presence of podocyturia in chronic hypertensive pregnant women in the third frimester of
pregnancy and its possible association with renal disease. METHODS: This was an observational study of a convenience
sample of 38 chronic hypertensive pregnant women. The podocytes were labeled by the indirect immunofluorescence
technique with anfi-podocin and diamidino-phenylindole [DAPI). The count was made on 30 random fields analyzed and
corrected according fo urinary creatinine [podocytes/mg creatinine). The patients were assigned to two groups: NG
(normal glomerular function), up to 100 podocytes, and GP (probable glomerulopathy), more than 100 podocytes. Urinary
creatinine was measured by the alkaline picrate method. The variables analyzed were body mass index, gestational age,
and systolic and diastolic blood pressure at the time of sample collection. Data were analyzed using the SPSS — version
16.0 (IBM = USA). Statistical analysis was performed by the x?test, and significant differences were considered when
p<0.05. RESULTS: The median podocyte count was 20.3 (0.0-98.1) for group GN, and 176.9 (109.1-490.06) for
GP. The mean body mass index was 30.2 kg/m? (SD=5.6), mean gestational age was 35.1 weeks (SD=2.5), median
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systolic blood pressure was 130.0 mmHg (100.0-160.0) and median diastolic blood pressure was 80.0 mmHg (60.0-110.0). There was no significant
correlation between podocyturia and body mass index [p=0.305), gestational age [p=0.392), systolic blood pressure (p=0.540] or diostolic blood
pressure [p=0.540). CONCLUSIONS: In this sfudy, there was no podocyturia pattern consistent with the presence of active renal disease, although some
of the women studied (15.8%] exhibited a significant loss. We believe that it is premature fo recommend the inclusion of the defermination of podocyturia
in routine prenatal clinical practice in chronically hypertensive pregnant women.

Introducao

O sucesso da gestacdo depende de uma série de pro-
cessos adaptativos tanto anatdmicos como funcionais,
a fim de equilibrar as necessidades maternas e fetais,
que atingem o organismo materno como um todo,
destacando-se as modificacdes no sistema cardiovascular
e renal'?. A notdvel expansio da volemia e a redugdo da
resisténcia periférica acarretam eleva¢do da demanda
funcional dos rins, produzindo um aumento de até 50%
na taxa de filtragdo glomerular e queda dos niveis séricos
de ureia e creatinina.

Apesar da expansio da demanda funcional fisioldgi-
ca, ndo é possivel afirmar que as modificacdes gravidicas
per se poderiam comprometer a funcio renal de forma a
resultar em futura faléncia funcional. Porém, € evidente
que essa funcio é afetada de forma especial em gestacdes
acometidas pelas sindromes hipertensivas da gestacdo, e
alguns estudos tém apontado em particular a associagao
da pré-eclampsia com o desenvolvimento tardio de do-
enca cardiovascular e renal>*. Ainda em relacdo aos riscos
de nefropatias, um estudo populacional noruegués que
incluiu 570.433 mulheres verificou que a ocorréncia de
pré-eclampsia pode ser considerada um marcador para risco
de déficit de fungdo renal algumas décadas apds o parto’.

Nos tltimos anos, a investigagdo relacionada a insta-
lagdo e evolugio de algumas nefropatias tem sido focada
na perda urindria de poddcitos, colocando essa célula no
centro da fisiologia glomerular, da instalagio de patologia
e da progressio da doenga. O entendimento da biologia
celular dos podécitos parece ser decisivo tanto para o
diagndstico molecular de doenga glomerular como para
o desenvolvimento de terapias mais especificas para o fu-
turo®. A podocittria parece ser um marcador ndo invasivo
de doenca ativa ou em evolugdo, e sua presenga marcante
na urina poderia ser um fator comum em situagdes que
evoluem com proteintria, como glomerulonefrites cr6-
nicas, e até mesmo um marcador da gravidade de doenca
preexistente’”®. Considerando que na pré-eclampsia (PE)
exista risco potencial para dano renal definitivo, alguns
autores identificaram em mulheres com PE perda urindria
significativa de poddcitos, ainda que ndo tenha sido de-
finido um padrio passivel de ser adotado como um fator
prognéstico, como um indicador de problemas imediatos
ou futuros”'”.

Os podécitos sdo células especializadas da cdpsula
de Bowman, que possuem um corpo celular com pro-
longamentos citoplasmdticos, encontrando-se abaixo
destes uma delgada membrana por onde passard o filtrado
glomerular. Forma assim a dltima barreira renal para fil-
tracdo de proteinas, impermedvel a macromoléculas'"'*.
O diafragma da fenda localiza-se na regido basolateral do
podécito. A nefrina e a podocina sdo protefnas cruciais
para o equilibrio desse complexo molecular e ligam-se ao
citoesqueleto podocitirio por uma molécula de adaptacdo
(CD2AP). A regido basal do poddcito estd firmemente
aderida @ membrana basal glomerular por proteinas ligan-
tes, tendo em seu dpice a podocalixina, com importante
papel na ultrafiltracio glomerular, pela manutengio de
sua carga negativa'’.

Alguns estudos sugerem que anomalias nesse arranjo
molecular do diafragma da fenda estdo envolvidas no
desenvolvimento de proteintdria nas glomerulopatias e
na pré-eclimpsia'®. Os processos que afetam a homeos-
tase dos poddcitos e sua eliminagdo contribuem para o
desenvolvimento de glomeruloesclerose” decorrente da
exposi¢io da membrana basal glomerular e formagao de
sinéquias com a cdpsula de Bowman, o que representa o
estdgio inicial da esclerose segmentar'®

No momento, ndo existem informacdes definitivas
sobre possivel correlagdo entre um padrio de podocitiria
e o impacto futuro na estrutura do glomérulo decorren-
tes da PE, porém, em estudo realizado por nosso grupo,
observamos que uma parcela de pacientes com PE exibe
perda expressiva de poddcitos, implicando a necessidade
de seguimento continuado em busca de eventual com-
prometimento da fungio renal'’'8.

Seria razodvel supor que esse risco poderia também
estar presente em mulheres portadoras de doengas cro-
nicas com potencial para comprometimento renal, como
hipertensdo arterial ou nefropatias preexistentes. Assim,
consideramos relevante avaliar a presenga de podociti-
ria em gestantes portadoras de hipertensdo arterial cronica
em vista de seus riscos intrinsecos e por constituirem um
grupo de risco especial para a instalagdo de pré-eclimpsia.

Métodos

Trata-se de um estudo observacional descritivo em
uma amostra de conveniéncia constituida por 38 ges-
tantes portadoras de hipertensdo arterial crénica em
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seguimento pré-natal no Departamento de Obstetricia da
Escola Paulista de Medicina (Universidade Federal de Sio
Paulo). A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo, Protocolo
n°1314/11, seguindo as recomendagoes da Declara¢io de
Helsinque revisada em 2013.

Foram selecionadas pacientes com diagndstico de
hipertensdo arterial cronica definido segundo os critérios
da NHBPEP (National High Blood Pressure Education
Programe)", no terceiro trimestre, que foram acompanha-
das até o final de gestagdo, sendo coletadas informagcdes
relativas a idade e paridade. As varidveis relacionadas com
a podocitiria foram: {ndice de massa corpérea IMC) no
inicio do pré-natal, idade gestacional em semanas com-
pletas, pressdo arterial sistdlica (PAS) e diastélica (PAD)
no momento da coleta. Para o IMC foram adotados os
critérios da OMS?. Foram excluidas pacientes com gestacdo
multipla, diabetes melito, glomerulonefrite concomitante,
lGpus eritematoso sistémico, vigéncia de infec¢do urindria
clinica e/ou laboratorial, presenga de proteindria ou que
apresentaram pré-eclimpsia.

A urina recentemente coletada (20100 mL) foi
armazenada em bolsa com gelo até a chegada ao la-
boratério de glomerulopatias e imunopatologia renal,
onde foi centrifugada por 5 minutos a 2.000 r.p.m.
O sobrenadante foi aspirado com bomba de vicuo, e o
pellet sedimentado foi lavado uma vez em HDF (Human
Diploid Fibroblast Solution — 137,0 mM NaCl, 5,0 mM
KCl, 5,5 mM glicose, 4,0 mM NaHCO3, 0,2% EDTA
e H20). O novo peller foi entdo suspendido em 1,0 mL
de HDF. Utilizou-se 100 pL por ldmina, e estas foram
citocentrifugadas por 5 minutos em 2.000 r.p.m. Em se-
guida, as ldminas secaram em temperatura ambiente e
foram conservadas em congelador até a realizacdo da
imunofluorescéncia indireta.

As ldiminas entdo foram incubadas com solug¢io fixa-
dora por 10 minutos. Em seguida, lavadas com PBS uma
vez, cobertas com Triton 0,3% por 10 minutos, lavadas
com PBS uma vez e adicionou-se solu¢io de bloqueio
(PBS contendo 0,2% BSA, 50 mM NH4Cl e 1% de soro
de cabra) e a podocina na dilui¢do 1:250 por 16 horas.
Depois de lavadas com PBS duas vezes, incubou-se com
anticorpo secunddrio anti-IgG de coelho produzido em
cabra conjugado com FITC diluido 1:320 por 45 minutos.
As laminulas foram montadas com Vectashield® (Vector
Lab. — USA) e visualizadas no microscépio de imunoflu-
orescéncia (Leica DM 1000 — Alemanha) em aumento de
400 vezes. A contagem dos poddcitos foi realizada por
meio da positividade da marcag¢do da podocina para células
com nucleos positivos para a marca¢ao com diamidino-
-fenilindol (DAPI) (Figura 1).

A podocittria foi avaliada por meio da técnica de
imunofluorescéncia indireta com o uso de anticorpo

antipodocina especifico para poddcitos e anticorpo se-
cunddrio conjugado a fluoresceina. A quantificagdo dos
poddcitos foi feita pela contagem em 30 campos na
lamina escolhidos de forma aleatéria, sendo os valores
corrigidos pelos niveis de creatinina urindria na mesma
amostra. Segundo o nimero de poddcitos na urina, foram
assumidos dois grupos: grupo GN (fung¢do glomerular
normal), com até 100 podécitos, e grupo GP (provavel
glomerulopatia), com mais de 100 podécitos. Esse ponto
de corte foi baseado nos achados de estudo realizado por
Sabino et al.®.

A dosagem de creatinina na urina foi realizada me-
diante o método do picrato alcalino. Para tanto, utilizou-se
um kit comercial (Olympus América, USA — Catédlogo #
Olympus America OSR6178), e a determinagio foi feita
no equipamento AU 400 (Olympus, Téquio — Japao). Os
dados foram digitados e analisados usando-se programa
estatistico SPSS — versdo 16.0 para Windows (IBM —USA).
Foram avaliadas médias e desvios padrio (DP), medianas e
respectivas varidncias. Nas anélises estatisticas, foi utilizado
o teste do )%, sendo consideradas diferencas significantes
valores de p<0,05.

Resultados

A amostra selecionada para o estudo foi composta
de 38 gestantes hipertensas cronicas apresentando média
de idade de 33,6%4,9 anos (médximo: 44; minimo: 22),
sendo 68,4% multiparas. O grupo GN (fung¢do glomerular
normal) foi constituido por 32 pacientes, e o grupo GP
(provavel glomerulopatia) por 6 pacientes. Em relacdo a
podocittria, a mediana no grupo GN foi de 20,3 (varia-
¢do de 0,0 2 98,1) e no grupo GP, de 176,9 (variagdo de
109,1 a 490,6) (Tabela 1).

Figura 1. Pesquisa de podocitiria com técnica de imunofluorescéncia in-
direta: poddcitos apresentam-se corados pelo anticorpo antipodocina
(verde) com sobreposicdo de imagens com nicleo corado por DAPI
(azul)/aumento de 400x
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Em relagdo as varidveis que foram relacionadas a
podocittria, a média do IMC foi 30,2 kg/m? (DP=5,6),a
média da idade gestacional foi de 35,1 semanas (DP=2,5),
a mediana da PAS foi de 130,0 mmHg (variagdo de
100,0-160,0) e a mediana da PAD de 80,0 mmHg (va-
riagdo de 60,0-110,0) (Tabela 2).

A intensidade de proteindria na amostra estudada
(grupos GN e GP) nio apresentou relagdo estatistica-
mente significativa quanto a IMC, idade gestacional no
terceiro trimestre e niveis de pressdo arterial sist6lica e

diastélica (Tabela 3).

Tabela 1. Medidas resumo de podocitiria (poddcitos/mg de creatinina) marcada com
antipodocina em gestantes hipertensas crdnicas dos grupos com funciio glomerular normal
¢ com provavel glomerulopatia

Média Desvjo Mediana  Variagiio
padriio
Grupo GN (n=32) 20,3 22,4 20,3 0,0-98,1
Grupo GP (n=6) 2169 140,1 176,9  109,1-490,6

Grupo GN: fungdo glomerular normal; grupo GP: provével glomerulopatia.

Tabela 2. Medidas resumo de varidveis clinicas de gestantes hipertensas cronicas (n=38)

Média ::;:22 Mediana  Variacéo
indice de massa corpérea 30,2 5,6 30,2 21,0-44,0
Idade gestacional (semanas) 35,1 25 35,5 29,0-40,0
Pressao arterial sistélica 131,0 15,5 130,0  100,0-160,0
Pressao arterial diastélica 83,7 11,5 80,0 60,0-110,0

Tabela 3. Correlacdo entre podocitiria (podécitos/mg de creatinina) em gestantes
hipertensas crénicas (n=38) e indice de massa corpérea, idade gestacional, pressiio arterial
sistélica e diastlica no momento da coleta de urina

Grupo GN Grupo GP
S S Valor p*
n % n %
indice de massa corpérea
Até 24,9 5 13,1 2 333 0,305
25,0 ou mais 27 86,9 4 66,7
Total 32 1000 6 1000
Idade gestacional (semanas)
28-36 21 55,2 5 830 0392
37 ou mais 11 447 1 17,0
Total 32 1000 6 1000
Pressiio arterial sistélica (mmHg)
Até 140 17 53,1 4 66,7 0,540
140 ov mais 15 46,9 2 33,3
Total 32 1000 6 1000
Pressiio arterial diastélica (mmHg)
Até 90 17 55,2 4 66,7 0,540
90 ou mais 15 447 2 33,3
Total 32 1000 6 1000

*Teste do x?. Valores significantes quando p<0,05.

Discussao

As sindromes hipertensivas na gestagdo implicam
a instalagdo de comprometimento organico universal,
sendo responsdveis por enorme contingente de problemas
agudos, além de danos sistémicos irreversiveis cujas re-
percussdes serdo estabelecidas em longo prazo. A fungio
renal parece ser especialmente comprometida, sendo
este aspecto documentado em estudos epidemiolégicos
de longo prazo’.

Quanto a pesquisa da podocitiria, esta vem sendo
proposta nos tltimos anos como marcador laboratorial em
doencas glomerulares e na pré-eclampsia. A podocitiria
pode estar presente em pessoas sauddveis em pequena
quantidade e em maior quantidade nas glomerulopatias
agudizadas, mas no se tem conhecimento sobre seu com-
portamento em gravidas com hipertensdo arterial cronica,
principalmente quando se encontram com pressdo arterial
controlada e sem a sobreposi¢io de pré-eclampsia®'.

Um rim adulto contém cerca de 500 poddécitos por
tufo glomerular, podendo ocorrer perdas mesmo em
individuos normais. Porém, a capacidade regenerativa
dos poddcitos tem limites, e perdas superiores a 40,0%
implicam esclerose glomerular irreversivel??. A inten-
sidade da podocitiria parece estar relacionada com o
prognoéstico da doenga renal, e seu aparecimento precede
a proteinuria, podendo constituir um marcador precoce
relacionado a atividade da glomerupatia'>?.

Os podécitos tém viérias funcdes relacionadas a ho-
meostase renal, entre elas, constituir a barreira de fileracdo
com células endoteliais e a membrana basal. Além de es-
senciais para dar suporte as alcas capilares, realizam reparo
da membrana basal e possuem propriedades imunolégicas.
Seria razodvel supor que condi¢des que interferem na
homeostase renal, como as modificacbes gestacionais, a
presenga de patologias preexistentes com potencial para
dano renal, por exemplo, a hipertensdo arterial e em espe-
cial a instala¢do de pré-eclaimpsia, pudessem determinar
quebra desse equilibrio e desencadear um padrio anormal
de perda podocitdria.

No entanto, no grupo de gestantes avaliado, ndo
foi identificado um padrio especial. O padrio de perda
podocitdria foi semelhante aos registrados em gestantes
normais, avaliados anteriormente pelo nosso grupo,
ainda que 15,8% da amostra tenha apresentado perda
podocitéria expressiva. Verificamos ainda que nenhuma
varidvel que supostamente poderia interferir na resposta
funcional renal foi associada de forma significante aos
padrdes de podocitdria avaliados.

Um aspecto a ser ponderado é que a demanda funcio-
nal a qual os rins foram submetidos ao longo da gestacdo
ndo interferiu de forma significativa na perda podocitdria,
permitindo inferir que o processo adaptativo ao longo
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do desenvolvimento e a exposi¢do renal correspondente
parece ndo acarretar problemas glomerulares relevantes
nesse grupo de pacientes.

Da mesma forma, os niveis de pressdo arterial ndo se
correlacionaram com a perda podocitdria, com a ressalva
de que a maior parte do grupo estudado tenha exibido
hipertensdo arterial leve e moderada. Acreditamos que esse
aspecto ndo permite estender essa interpretagdo para todos
os grupos de hipertensas, uma vez que lesdes em 6rgios-
-alvo sdo proporcionais a intensidade da pressdo arterial,
e o desenho do estudo ndo permitiu controlar varidveis
relevantes como a idade materna, o uso de hipotensores
e o tempo de exposi¢do ao estado hipertensivo.

No que diz respeito ao IMC, o conhecimento atual
identifica essa condi¢do como problema mundial em termos
de risco para doencas metabdlicas e cardiovasculares®.
Além disso, quando se consideram riscos relacionados
aos estados hipertensivos da gestacdo, o tecido gordu-
roso parece ter papel importante em vista da produgdo
de adipocinas cuja agdo pré-inflamatéria e promotora de
disfunc¢do endotelial constituiria um territério facilitador
para o agravamento da pressdo arterial e a instalagdo de
pré-eclimpsia. Nossos achados ndo identificaram um
padrdo de podocittria proporcional ao IMC das pacientes
avaliadas®*?” ainda que o maior contingente de pacientes
se encontrasse nas faixas de sobrepeso e obesidade. Mesmo
que essas condi¢des sejam reconhecidas como fatores de
risco para a sobreposi¢do de pré-eclampsia, nas pacientes
onde essa complica¢do ndo ocorreu, a estrutura renal e
sua fung¢do aparentemente ndo foram influenciadas pela
presenca anormal de tecido gorduroso.

Nossos resultados também merecem alguma conside-
ragao em rela¢do a metodologia empregada. A opgio pelo
marcador de imunofluorescéncia para podocina levou em
conta que essa estrutura faz parte do diafragma da fenda e
pode ser evidenciada tanto nos poddécitos como nas células
epiteliais parietais e, em decorréncia de sua localizagdo,
é mais frequentemente associada as glomerulopatias
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