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Resumo

Introducdo: A etiopatogenia da nefrite lapica (NL) ainda ndo esta clara. A
deposicdo de imunocomplexos no glomérulo induzida pelo IUpus sistémico
causa injuria aos poddcitos glomerulares e descolamento de suas proteinas na

urina.

Objetivos: Os objetivos deste estudo foram quantificar o nivel do RNAmM das
proteinas associadas ao poddcito no tecido renal e no sedimento urinario na

NL, e correlaciona-lo com as classes histolégicas, inflamacgéo e proteinuria.

Métodos: Foram incluidos 33 pacientes portadores de NL em atividade. A
expressdo do RNAm das proteinas especificas do poddcito foi quantificada
para nefrina, podocina, podocalixina, alfa-actinina 4, transient receptor potential
cation channel 6 (TRPC-6), Forkhead box P 3 (FOXP3), fator de crescimento
vascular endotelial A (VEGF-A) e fator de crescimento transformador beta
(TGF-B,) através da reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR).
Foram utilizadas amostras de tecido renal e sedimento urinario dos pacientes
com NL. O infiltrado inflamatério da biépsia renal foi fenotipado identificando-se
macréfagos CD68", linfécitos T citotdxicos CD8™ e células B CD20*. O RNAm
do VEGF-A, FOXP3 e TGF-B3, associado a leséo proliferativa, densidade do
infiltrado celular e fibrose renal, respectivamente, também foi mensurado. O
RNAmM dos marcadores do poddcito foi correlacionado com a proteindria,

fungéo renal e titulo do anti-DNAdSs.

Resultados: O RNAmM das moléculas associadas ao poddcito (exceto VEGF-A e

FOXP3) foi significativamente menos expresso no tecido renal nos casos de NL



em relac@o aos controles. No tecido, ndo houve diferenga dos niveis do RNAm
entre as classes histologicas, agrupadas por gravidade da nefrite (I e 1l vs. I,
IV e V). Na urina, a quantidade de RNAmM dos marcadores podocitarios (exceto
alfa actinina-4 e TRPC6), de TGFB;1, VEGF-A e FOXP3 foi significativamente
maior nos pacientes com NL, e esse aumento foi determinado pelas classes I,
IV e V. A correlagdo entre o RNAm do TGFB; e VEGF-A foi forte, tanto na
biopsia renal quanto no sedimento urinario. O RNAmM na urina da nefrina,
podocina, podocalixina,TGFB; e FOXP3 correlacionou-se com a proteindria,
mas ndo com a duracdo da doenca, funcdo renal ou titulo de anti-DNAds. A
densidade das células T CD8" no infiltrado tdabulo-intersticial (T1) e intra-
glomerular (IG) foi significativamente maior nas classes lll, IV e V comparado
as classes | e Il (p=0,026 e p=0,012, respectivamente). O RNAm na urina da
nefrina, podocina, podocalixina e alfa actinina-4 correlacionou-se com as
células CD8", CD20" e CD68" do infiltrado inflamatdrio. Na biépsia, somente
houve correlagéo entre as células CD8" e TGFB;, FOXP3 (TI) e nefrina e alfa-
actinina-4 (IG). A densidade do infiltrado inflamatério foi maior nos pacientes
com proteindria em nivel nefrético em relacdo aqueles com proteindria sub-

nefrotica para todos os fendtipos celulares estudados.

Conclusédo: Nestes pacientes com NL ativa foi detectada reducdo de
marcadores do podocito no tecido renal, o que €& compativel com
podocitopenia, e concomitantemente aumento de sua excre¢cdo na urina,
sugerindo a presenca de podocituria. A podocituria foi de maior magnitude nos
pacientes com NL com depdsitos endocapilares e/ou subepiteliais, o que
sugere correlacdo entre a podocitlria e essas classes histoldgicas da NL, nas

quais a injuria ao poddcito é potencialmente mais grave.



Abstract

Background: The etiopathogenesis of lupus nephritis is not clear yet. Immune
complexes deposition in the glomerulus, induced by systemic lupus, causes

injury to glomerular podocytes and detachment of their proteins in urine.

Aims: The aims of this study were to quantify the level of mMRNA of the
podocyte-associated proteins in kidney tissue and urine in LN, and to correlate
the mMRNA of podocyte markers with histological classes, inflammation and

proteinuria.

Methods: Thirty-three patients with active LN were included in this study. The
MRNA levels of the podocyte-associated proteins, nephrin, podocin,
podocalixin, alpha-actinin 4, transient receptor potential cation channel 6
(TRPC-6), as well as the mRNA levels of Forkhead box P 3 (FOXP3), vascular
endothelial growth factor A (VEGF-A) e transforming growth factor beta (TGF-B)
were quantified by real time polymerase chain reaction (RT-PCR). Kidney tissue
from biopsies and urinary sediment cells were utilized as samples. The
inflammatory infiltrated in the renal biopsies were phenotyped identifying CD68"
macrophages, CD8" T cytotoxic lymphocytes e CD20" B cells. The mRNA
levels of VEGF-A, FOXP3 e TGF-B; which is associated with proliferative
lesions, density of the cellular infiltrate and renal fibrosis, respectively, was also
measured. Messenger RNA levels of podocyte markers were correlated with

proteinuria, renal function and anti-dsDNA titers.

Results: Messenger RNA of podocyte-specific molecules (except for VEGF-A
and FOXP3) was significantly lower expressed in the renal tissue in cases of LN

as compared to controls. In kidney tissue, there was no difference in mRNA



levels among the histological classes, which were grouped according to the
severity of nephritis (I and Il vs. lll, IV and V). In urine, the amount of mMRNA of
podocyte markers (except for alpha actinin-4 and TRPC6), TGFB;, VEGF-A and
FOXP3 was significantly higher in patients with LN, in account of the classes IlI,
IV and V. The correlation between mRNA of TGF-B; and VEGF-A was strong,
both in kidney biopsy and in the urinary sediment. Urinary mRNA levels of
nephrin, podocin, podocalyxin, TGF-B; and FOXP3 correlated with proteinuria,
but not with disease duration, renal function or anti-dsDNA titers. The density of
CD8" T cells either in the tubulointerstitial (TI) and in the intraglomerular (IG)
compartments was significantly higher in classes lll, IV and V as compared to
classes | and Il (p=0.026 and p=0.012, respectively). Urine mRNA of nephrin,
podocin, podocalyxin and alpha actinin-4 correlated with CD8", CD20" and
CD68" cells of the inflammatory infiltrate. In kidney biopsies, there was only a
correlation between CD8" T cells and TGF-B; and FOXP3 (TI) and nephrin and
alpha actinin-4 (IG). The density of the inflammatory markers was higher in
patients with nephrotic range proteinuria for all studied cell phenotypes as

compared to those with subnephrotic proteinuria.

Conclusion: In these patients with active LN there was a reduction in tissue
levels of podocyte markers suggesting intra-renal podocytopenia, with a
concomitant increase of podocyte-associated mMRNASs in urine, indicating the
presence of podocyturia. Podocyturia was of a greater magnitude in patients
with endocapillary and/or subepithelial deposits, suggesting the existence of a
correlation between podocyturia and these histological class of LN, in which the

podocyte injury is potentially more severe.
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1. Introducgéo

O lUpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca multissistémica,
autoimune e apresenta diversas manifestacdes clinicas. Orgdos como o rim,
cérebro, coracdo, articulacbes e pele sdo afetados em grande parte dos

pacientes(1).

Alteracfes no sistema imune, além de fatores genéticos, ambientais e
hormonais no LES contribuem para a lesdo dos oOrgdos. Essa doenca é
caracterizada pela perda da tolerancia imunolégica a autoantigenos nucleares
producdo de autoanticorpos patogénicos direcionados contra um ou mais

componentes celulares e linfécitos hiper reativos(2, 3).

Uma das manifestacdes mais severas do LES é a nefrite lapica (NL),
que pode apresentar-se como uma sindrome nefritica ou nefrética com
proteindria, hematuria, perda da funcdo renal e hipertensdo arterial. A
apresentacao clinica pode ndo correlacionar-se com o tipo histologico e a
severidade da NL na biépsia renal, que permanece sendo o padrdo ouro para o
diagnéstico e para determinacdo do grau de atividade e cronicidade da doenca

e escolha do tratamento(4).

As alteracdes histoldgicas na NL variam desde a auséncia de lesGes na
microscopia optica, proliferacdo mesangial isolada e depositos subepiteliais na
membrana basal glomerular (MBG) até as formas graves proliferativas, com
proliferacdo endocapilar, depdsitos subendoteliais, necrose e até crescentes

nos glomérulos(5).
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Mais recentemente, a lesdo podocitaria na NL e a sua contribuicdo na
fisiopatogénese da glomerulonefrite tem sido melhor estudada(6-8). Entretanto,
a podocitopatia da NL ndo é um fendmeno bem definido, isto é, como se
correlaciona com a classe histolégica, intensidade do processo inflamatorio e
regulatério e a relacdo com o grau de atividade e cronicidade que o paciente

apresenta no rim.

2. Revisao da literatura

2.1. Doencas autoimunes

As doencas autoimunes podem desenvolver-se em consequéncia de
alteracdes no controle de linfécitos autoreativos, que podem reconhecer os
antigenos normais como potencialmente patogénicos. Os multiplos
mecanismos de dano tecidual dessas doencas podem ser desencadeados por
exposicao a fatores ambientais, hormonais e susceptibilidade genética, entre

outros(9).

As doencas autoimunes podem ser classificadas em sistémicas, como o
lGpus eritematoso sistémico (LES) ou érgdo-especificas, no caso do Diabetes
Melito tipo I. Os mecanismos podem diferir entre as doencas no que se refere a
alteracdo na selecéo, regulacédo e morte de células B e/ou T, e aquelas em que
uma resposta anormal a um antigeno-especifico, autoantigeno ou ndo, provoca

a autoimunidade(9).
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2.2. Lupus Eritematoso Sistémico

2.2.1. Histo6rico

O termo lupus foi usado primeiramente na idade média para descrever
lesGes de pele, que aparentavam de terem sido causadas pela mordida de um
lobo(10). O lapus foi descrito primeiramente como lUpus eritematoso por Pierre-
Louis-Alphée Cazenave na revista Clinigue Hebdomadaire do Hospital Saint-

Louis em Paris(11).

As manifestacfes sistémicas e a natureza inflamatoria do lapus foram
descritas posteriormente pelo dermatologista hingaro Moritz Kaposi (Figura
1)(11, 12). William Osler também ajudou a desenvolver o conceito de LES. Nos
seus trabalhos publicados no The American Journal of Medical Sciences e no
British Journal of Dermatology, Osler descreveu pacientes com LES, que além
de apresentarem manifestacdes cutaneas da doenca, frequentemente

apresentavam doenca renal(13).

Em 1952, Hench e colaboradores introduziram o manejo terapéutico com
0s corticosterdides e outros imunossupressores(13). Atualmente, a
imunoterapia com anticorpos monoclonais oferece oportunidade para remisséo
clinica e imunoldégica, reducdo do uso de corticéides, reducdo de dano renal

irreversivel e possivel melhora da qualidade de vida dos pacientes(14).
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Figura 1. Dermatologista Moritz Kaposi (1837-1902). Adaptado de Braun M,
referéncia 12.

2.2.2. Epidemiologia

A taxa de prevaléncia mundial do LES varia de 14,6 a 122 casos por 100
mil habitantes(2). No Brasil, a prevaléncia ndo é determinada precisamente,
apenas um estudo determinou a incidéncia de 8,4 por 100 mil habitantes em
uma cidade do nordeste do Brasil(15). Em uma coorte brasileira(16) de 888
pacientes com LES, a média de idade observada no inicio da doenca foi 29,9
anos e a média de duracdo da doenca desde o diagnostico foi 14,5 anos,

sendo esses dados similares aos apresentados em estudos anteriores(17, 18).

Evidéncias indicam que fatores étnicos podem estar relacionados com o
desencadeamento do LES. Enquanto no estudo de Borba e colaboradores(16)

mais de um terco dos pacientes definiram-se como caucasianos (69,9%),
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outros estudos mostram que a incidéncia do LES é maior em afro-americanos e
em afro-caribenhos em relacdo aos caucasianos(19). Nos Estados Unidos, as
populagBdes de origem africana, hispanica ou asiatica tém maior prevaléncia e
envolvimento de Orgdos vitais em comparagdo a outros grupos étnicos(20).
Essa diferenca do Brasil em relacdo aos outros paises pode ser subjetiva ja
gue as taxas de miscigenacao sdo altas e a maioria da populacgéo classifica-se

como caucasiana(21).

Na coorte brasileira(16) houve maior prevaléncia da doenga no sexo
feminino (91,9%), em acordo com outros estudos epidemiolégicos(20, 22). Isso
pode ser explicado por alteragbes hormonais que podem desencadear a
doenca autoimune, além de condi¢des patoldgicas, uso de contraceptivos orais
e terapias de reposicdo hormonal que poderiam alterar o nivel de estrogénio

serico(23).

A manifestacdo mais comum observada foi a cutanea (90,7%). Rash
malar (83,2%) e fotossensibilidade (76,9%) também foram observados
frequentemente, sendo similares apenas aos indices apresentados em estudo
realizado em Porto Rico(18). O predominio de manifestacbes cutdneas pode
ser explicado pela exposicdo a luz ultravioleta com indices que podem ser

extremamente altos nos dois paises, Brasil e Porto Rico(15, 18).

Observado em 776 pacientes (87,4%), o envolvimento articular foi a
segunda manifestacdo mais comum na coorte de Borba e colaboradores(16), ja
as manifestacdes hematologicas foram constatadas em 391 pacientes (44%) e
abrangem linfopenia (26,1%), leucopenia (18,5%), trombocitopenia (14,5%) e

anemia hemolitica autoimune (8,7%). Nessa coorte, a manifestacéo renal foi
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observada em 36,9% dos pacientes, comparavel ao encontrado em outros

estudos, com prevaléncias variando entre 27,9% a 58,3%(17, 18).

Dentre as alteragBes imunoldgicas, destaca-se a presenca de anticorpos
anti DNA de dupla hélice (DNAds) verificados em 35,1% dos pacientes,
frequéncia que foi menor comparada a outros estudos(17, 18). Outros
anticorpos especificos do LES sdo menos prevalentes como o anti-Sm,
detectado em 21,8% dos pacientes, proteina anti-P ribossomal em 19,8%, além
da presenca de anticorpos anticoagulante IUpico, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, e o

anticorpos antifosfolipidicos (aCL) das classes IgG e IgM.

Considerando a idade de inicio da doenca, ndo ha diferenca entre
homens e mulheres. Rash malar foi a manifestacdo clinica mais comum em
mulheres (84,5%), enquanto 69,4% dos homens apresentaram essa
manifestacdo. A NL foi mais comum entre os homens (47,2%) enquanto entre
as mulheres apenas 36% apresentaram alguma manifestacédo renal do LES.
Em relacdo aos autoanticorpos, houve maior frequéncia de anti-DNAds entre

0s homens (45,8%) que entre as mulheres (34,2%)(16).

Em geral, o LES é mais grave em pacientes mais jovens. Apesar dos
avangos, os pacientes jovens com SLE tém uma expectativa de vida cerca de
quatro vezes menor que a populacdo em geral, quando eles sdo comparados
com pacientes que tem o comeco da doenca na vida adulta o risco de

mortalidade é cerca de 2,5 vezes maior(24).
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2.2.3. Patogénese

A fisiopatologia do LES envolve diversos fatores, podendo-se citar os
distarbios da imunorregulacdo, como falha nos mecanismos de apoptose para
remover ou silenciar células B e T autoreativas, exposi¢cdo anormal ou
apresentacdo de autoantigenos, hiperatividade de células T e células B

estimulando a producéo de citocinas, entre outros(25).

A figura abaixo mostra os fatores envolvidos na fisiopatogénese do LES.

Sistema MNeuro- Sex0 8 horménios
endacring sexUais

Fatores
ambientais

N _/
Y

| Desregulagdo imune |

Multiplos Genes

Defeito nos mecanismos de Ferda da atividade

clearance supressora e controle
idiotipo

DMNA, ;é\ulas Céllas
apoptaticas ~ B
Excesso de
citocinas estimula
Autoanticorpos

Ativagdo do complementao
por imunocomplexos

!

Depdsito & dano tecidual

Células
apresentadoras
de antigenos

Figura 2. A etiopatogénese do Lupus Eritematoso Sistémico. Adaptado de Mok e

Lau, referéncia 33.
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2.2.3.1. Macréfagos

A depuracédo de restos celulares € uma funcéo normal do organismo e €
fundamental para a manutencdo da auto-tolerancia. Células apoptéticas séo
fagocitadas atraves de receptores que reconhecem componentes alterados da
membrana celular ou autoantigenos opsonizados por IgM que estdo presentes
no soro de individuos normais(26). Defeitos nos mecanismos de depuracao
resultam em necrose e uma sobrecarga de auto antigenos que, ao invés de
serem consumidos por fagdécitos, ativam receptores pro-inflamatérios, como os
receptores Fc (FcRs) ou os receptores Toll Like (TLR) dentro das células do

sistema imune inato(27).

As alteracdes nas células macrofagicas no LES incluem: eliminacéo
inadequada de células apoptoéticas, estado de ativacdo aumentado e producao
aumentada de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina (IL-10) e interferon tipo | (IFN). Além
disso, macrofagos no LES apresentam autoantigenos as células T autoreativas
em um contexto inflamatoério, ao invés da apresentacdo imune geralmente

associada com material de células apoptoticas(28).

Na figura abaixo, esta descrito o papel classico dos macréfagos em uma
situacdo de tolerancia em individuos normais e os macrofagos no LES quando

acontece a autoimunidade.
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Papel classico dos macréfagos Macréfago no LES

Defeito no clearance de células
apoptoticas—auséncia de resposta
imunomodulatoria, maior
exposicao de autoantigenosas

Clearance de células apoptoticas

Producaode citocinas— produz
citocinasinflamatoriase 2
interferons (IFN) do tipo I. celulasT e B.

Producdo exacerbadade IL-23,

Apresentacao de antigenos—
IFNs, IL-10, IL-6 e radicais livres.

estimulacao de MHC de classe

Il, CD40 e CD86 somente apds a
ativacio. Aumentoda capacidadede
apresentacao de antigenos— maior
estimulacaode MHC de classe II,
CD40 e CD86.
Tolerdncia Autoimunidade

Figura 3. Desregulacdo da funcdo dos macrofagos no Lupus Eritematoso

Sistémico. Adaptado de Byrne et al, referéncia 27.

2.2.3.2.CélulasBeT

O sistema imune adaptativo envolve a expanséao clonal de linfocitos e a
geracdo de células B e T efetoras. Os processos somaticos geram
constantemente linfocitos autoreativos que estabelecem um grande repertorio
de receptores de células B e T necessarios para a protecdo contra patégenos.
A tolerancia das células B é defeituosa no LES, sendo que a remocédo de

células B imaturas autoreativas nao é efetiva(29).
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Assim como as células B, as células T tém papel importante na
patogénese do LES, pois apresentam defeitos na regulacdo da tolerancia e
sinalizacdo do seu receptor que contribuem para a sua ativacdo. Elas também
participam da alca de regulacdo da resposta das células B, além de infiltrarem
e causarem danos aos tecidos(30). Func¢fes alteradas das células T no LES,
que contribuem para a ativagdo excessiva ou falha na regulacéo, incluem a
disfuncdo mitocondrial das células T levando ao estresse oxidativo, redugéo na
atividade citotoxica das células T CD8", aumento da expressdo da molécula co-

estimulatdria CD40 e da molécula de adesdo CD44 nas células T CD47(31).

O papel dos subgrupos de células T, recentemente descobertos, estao
sendo investigados. Em modelos de camundongos, a desregulacdo das células
T helper foliculares (Thf) que promovem a diferenciacdo de células B em
centros germinativos, estd associada com o desenvolvimento do LES.
Entretanto, o envolvimento de células Thf em humanos ainda néo é totalmente
claro, sendo relatada a expanséao da circulagdo da populacao de células Thf em
pacientes com LES ativo, porém essa expansdo e desregulacdo também
ocorrem em pacientes com outras doencas autoimunes(32). Essas
anormalidades nas células B e T resultam na producdo de autoanticorpos

patogénicos.

2.2.3.3. Autoanticorpos

Os autoanticorpos patogénicos sao direcionados contra diversas

moléculas encontradas no nucleo, citoplasma e superficie celular(33). A
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apresentacao de autoanticorpos nos pacientes acometidos por LES tém valor
preditivo, devido ao acumulo de autoanticorpos especificos antes do inicio da
doenca, quando o0s pacientes nao apresentaram sintomas. Anticorpos
antinucleares (ANA), anti-Ra, anti-Ro, anti-La e antifosfolipides aparecem
primeiro. Apdés, o DNA de dupla fita (anti-DNAds), anti-Sm e anti-
ribonucleoproteina nuclear seguem aumentando até o diagndstico de LES e a

intervencao terapéutica(34).

Os autoanticorpos ligam-se a antigenos e produzem imunocomplexos,
que se nao forem adequadamente removidos, podem se depositar em varios
orgdos como articulagdes, rins, pele, pulméo, cérebro entre outros, induzindo
uma resposta inflamatéria exacerbada. A deposicdo de imunocomplexos e a
resposta inflamat6ria em varios 6rgdos denotam atividade de doenca, cuja
extensdo e gravidade variam de individuo para individuo, sendo mais severa

em afro-descendentes(33, 35).

A deposicdo desses imunocomplexos no rim causa inflamagéo e,

consequetemente, a doenca denominada nefrite lupica (NL).

2.3. Nefrite Lapica (NL)

Uma das manifestagcbes comuns do LES € a NL que se manifesta
principalmente com proteinudria, hematuria e, em alguns casos, insuficiéncia
renal severa. Essa manifestacdo renal ocorre em 40-60% dos pacientes

acometidos por LES que, dependendo da severidade da doenca, evoluirdo
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para o0 estagio final da doenca renal crbnica. Porém, essas ocorréncias

dependem da populacdo estudada e dos critérios diagnosticos usados(36).

A NL compreende diversos padrbes de doenca renal no LES, incluindo
patologia glomerular, tubulointersticial e vascular. Uma caracteristica do
envolvimento glomerular na NL é a deposi¢cdo de imunocomplexos circulantes e
a formacdo in situ de outros anticorpos. Outros padroes de doenca renal
independente da NL sdo a podocitopatia e microangiopatia trombotica, que

também podem estar presentes nos pacientes acometidos por LES(37).

A nefropatia do LES caracteriza-se pela heterogeneidade na
apresentacao histolégica, pela frequente superposicdo de lesdes e pelo
potencial de transformacao de uma classe de nefrite em outra que ocorrem em
15 a 40% dos pacientes(37, 38). Bidpsias renais de protocolo sao utilizadas

para avaliar essas variacdes de classes histologicas(39).

Alguns pacientes com NL ndo apresentam evidéncias clinicas como
proteindria, sedimento urinario ativo ou perda de funcao renal. Neste contexto,
a bidpsia € a unica forma de diagndstico possivel, pois podem ocorrer lesdes
proliferativas graves na auséncia de manifestacdes clinicas de doenca renal

(Silent Lupus Nephrits)(40).

Em um estudo com 18 pacientes sem manifestacdes clinicas renais, a
bidpsia renal indicou que 50% deles apresentaram caracteristicas histologicas
compativeis com NL classe I, 33% com classe Il, 6% com classe IV e 12% com
classe V(40). Assim, a biopsia renal € essencial para estabelecer o esquema

de tratamento e prognostico da doenga(41).
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2.3.1. Epidemiologia

O prognéstico da NL é, as vezes, dificil de estabelecer. Pode ser
influenciado por fatores demogréficos, socioeconémicos, genéticos, clinicos,
histologicos e fatores sorologicos(42). A etnia africana e latina americana séo
fatores de risco identificados para o envolvimento renal e um mais rapido
desenvolvimento de nefrite em diferentes coortes dos Estados Unidos(43),
América Latina(20), Reino Unido(44) e Franca(45). Na populacéo latino-
americana, a insuficiéncia renal aguda ou cronica e a hipertensédo foram mais
frequentes em mesticos que em brancos, e os afro-descendentes tiveram uma
prevaléncia significativamente maior de sindrome nefrética em comparacéo

com a populacao caucasiana(20).

Evidéncias indicam que a etnia também pode influenciar a resposta ao
tratamento na NL. Ja foi demonstrado que pacientes caucasianos apresentam
melhor resposta a ciclofosfamida intravenosa(46). A etnia afro-americana
também estd associada a NL recorrente e, possivelmente, com sobrevida

reduzida nos pacientes com LES que foram submetidos a transplante renal(47).

O impacto que o status socioeconémico pode desempenhar nos
pacientes com LES € outro fator a ser considerado. Nos Estados Unidos, o pior
prognéstico de afro-americanos foi associado com seu baixo status
socioecondmico, refletido pela menor renda familiar e menor disponibilidade de
plano de saude(48). Outro estudo americano, usando a renda familiar, nivel

educacional e plano de salude como indicadores do status econémico e social
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em uma populacdo de etnia afro-americana, relatou que a pobreza foi um
importante fator de progressao de NL proliferativa. O risco de progresséao renal
nos afro-americanos foi amplamente relatado pela perda de seguro e pobreza,
independente de etnia, genética ou fatores bioldgicos. Pacientes hispanicos
também mostraram um elevado risco de perda da funcao renal, que também foi

atribuido ao seu status socioeconémico(49).

O sexo masculino nos pacientes com LES mostrou estar associado com
maior frequéncia de envolvimento renal. Na coorte do Grupo Latino Americano
de Estudio del Lupus (GLADEL) mais de 50% dos pacientes tiveram alguma
forma de envolvimento renal em algum momento, com uma frequéncia em
homens de 61% e em mulheres de 50,7%, sendo que o0 sexo masculino
mostrou uma tendéncia maior de desenvolvimento de glomerulonefrite e

sindrome nefrotica que mulheres(20).

2.3.2. Patogénese da NL

A patogénese da NL envolve a deposicdo de autoanticorpos e
imunocomplexos nos glomérulos, ativacdo de complemento e macrofagos,
proliferacdo celular, producédo de proteinas da matriz extracelular, citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias que através de diversos mecanismos causam

dano tubular, inflamag&o tubulointersticial e fibrose(50).

O envolvimento renal no LES ocorre mais frequentemente pela
deposicao de imunocomplexos em mesangio, subepitélio e subendotélio, com

proliferacéo de células endoteliais e mesangiais de forma segmentar ou difusa,
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acompanhada de lesBes ativas com infiltrado inflamatério intersticial, trombos
hialinos, espessamento da membrana basal glomerular por depdsitos de
Imunocomplexos, necrose, e mais raramente crescentes. Podem coexistir ou
predominar lesbes crbnicas, como esclerose glomerular global ou segmentar,
fibrose intersticial e atrofia tubular, com ou sem lesdes vasculares

associadas(38, 51).

O depodsito de imunocomplexos no mesangio, subendotélio, espaco
subepitelial e/ou em capilares peritubulares depende da atividade dos
autoanticorpos, duracdo e da severidade da NL. Sendo que a formacao de
imunocomplexos no mesangio causa lesdes de classe | e classe Il, lesdes de
classe Il e IV sdo causadas pela deposicdo de imunocomplexos no espago
subendotelial e as lesdes de classe V se formam pela deposicdo de

imunocomplexos no subepitélio, além de lesdes nas formas mistas(52).

Na tabela abaixo, estdo descritas as alteracBes histoldégicas da NL no

interior do rim.
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Tabela 1. Mecanismos Etiopatogénicos da Nefrite LUpica

Patologia Glomerular

Mesangial e subendotelial: depoésito de

imunocomplexos (ICs), ativacao de
complemento

Ativacdo de células renais e infiltracdo de
leucécitos. ICs subepiteliais causam NL
Classe V e dano ao poddcito com intensa
proteindria

Expressao de citocinas

Recrutamento de leucécitos

Proliferacdo de células endoteliais e

mesangiais

Proteindria e hematuria causadas pelo dano a
barreira de filtragéo

Necrose celular renal causando fibrose
Proliferacdo de células do epitélio parietal e
formacao crescente

Inflamacéo periglomerular

Glomeruloesclerose global

Patologia tubulointersticial

Deposito de ICs nos vasos periglomerulares

Ativacdo do complemento

Ativacdo de células endoteliais, adesédo de
moléculas no espaco luminal
Recrutamento de leucdcitos
células B

Produgdo de anticorpos por

incluindo formacdo terciaria de 6rgaos
linféides

Células T citotéxicas e T auxiliares 17 (Th17)

Citocinas pré-apoptéticas

Dano celular no tdbulo proximal causando
proteindria

Atrofia tubular e vascular

insuficiente e

Reparo tubular e vascular

isquemia promovem fibrose intersticial

Adaptado de Lech M 2013, referéncia nimero 51 .
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Entre os marcadores sorolégicos autoimunes do LES, estdo os
anticorpos anti-dsDNA, anti-C1q e os fatores do complemento C3 e C4. Os
anticorpos anti-dsDNA foram os primeiros detectados e analisados, sendo
usados para auxiliar no diagnostico e manejo terapéutico da doenca pela sua
sensibilidade e especificidade. Os niveis desse autoanticorpo podem ser
correlacionados com a atividade da doenca, que em combinagdo com
anticorpos como o anti-C1lq estdo associados a atividade da doenca e pior

prognaostico renal nos pacientes com NL(53).

Anticorpos anti-DNA constituem um subgrupo de anticorpos nucleares
que podem se ligar a DNA de fita simples ou DNA de fita dupla. Esses
anticorpos séo parte do espectro normal de anticorpos em individuos saudaveis
que reagem fracamente com auto-antigenos e sdo da classe IgM. Em
pacientes acometidos com LES, esses anticorpos sofrem uma mudanca de
isotipo para a classe IgG fazendo com que o0 seu potencial patogénico
aumente(53). A presenca de anticorpos, como o DNAds, que se depositam
como imunocomplexos no rim, é necessaria para o desenvolvimento da nefrite.
Esses anticorpos da subclasse IgG podem fixar complemento, sendo

importantes na patogénese e como biomarcador da doenca(34).

O nivel sérico do anticorpo anti-C1qg também pode ser considerado um
marcador ndo invasivo para atividade da NL. Ele possui maior sensibilidade e
especificidade que outros marcadores tradicionais da atividade da doenca,
como o consumo de C3 e C4 e a presenca de anti-DNAds(54). Os anticorpos
anti-C1qg sao direcionados contra o Clg, componente da via classica do
complemento. A presenca ou auséncia do anticorpo anti-Clq representa um

marcador biolégico sanguineo n&o invasivo no seguimento de pacientes com
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nefrite ativa, jA que esses anticorpos sdo mais prevalentes em pacientes com

nefrite que em pacientes sem nefrite(55).

Na figura abaixo, estao representados fatores etiopatogénicos da NL em

cada segmento do néfron.

Ativacdo de células
mesangiais

Glomerul:

/Ativagdo de células
endoteliais

Infiltrago linfocitica |

0 Podocito

Ativacao endotelial e
| morte

Ativacao de celulas

dendriticas

ek

Y Autoanticorpo

« Proteinas do

Atrofia tubulai complemento
O Células mesangiais
| O unoro

Figura 4. Patogénese da Nefrite Lupica. Adaptado de Davidson A, referéncia 9.

2.3.3. Classes Histologicas

A relacdo entre caracteristicas clinicas e a evolugcdo da NL tem sido

reconhecida. Normalmente, pacientes com NL mesangial (classe 1Il) e
membranosa pura (classe V) tem menor perda de funcado renal, j& os pacientes
com glomerulonefrite lipica proliferativa tem doenca mais agressiva com maior

perda da func&o renal em um grande ndmero de casos. A nefrite lUpica pode
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assumir uma grande variedade de expressfes histopatoldgicas, sendo as

formas proliferativas mais prevalentes e com maior potencial de gravidade.

A International Society of Nephrology/Renal Pathology Society
(ISN/RPS) publicou recentemente uma nova classificagdo da NL com base em

critérios morfoldgicos e de atividade e cronicidade da nefrite(52):

Classe | — Alteracbes mesangiais minimas. Caracteriza-se por
glomérulos normais a microscopia 6tica (MO), porém com depdsitos imunes na

imunofluorescéncia (IF).

Classe Il — Alteracbes proliferativas mesangiais. Caracterizada por
hipercelularidade mesangial de qualquer grau, ou expansdao da matriz
mesangial pela MO, com depdsitos imunes no mesangio. Podem existir poucos
e isolados depositos subepiteliais visiveis pela IF ou microscopia eletrdnica

(ME), porém com MO normal.

Classe Il — NL proliferativa focal: a nefrite focal envolve menos de 50%
dos glomérulos com depdsitos focais, subendoteliais, com ou sem alteracdes

mesangiais.

a) Classe lll (A): Com lesdes ativas — NL proliferativa focal.

b) Classe Il (A/C): Com lesbes ativas e cronicas — NL proliferativa

focal e esclerosante.

C) Classe 1l (C): Lesbes cronicas inativas com cicatrizes

glomerulares — NL esclerosante focal.
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Classe IV — NL proliferativa difusa: envolve mais de 50% dos glomérulos,

com depasitos difusos subendoteliais, com ou sem altera¢cées mesangiais.

a) Classe IV-S(A) ou IV-G(A): lesBes puramente ativas - difusa

segmentar (S) ou global (G) na nefrite lUpica proliferativa.

b) Classe IV-S(A/C) ou IV-G(A/C): lesdes ativas e crbnicas - difusa

segmentar ou proliferativa global e NL esclerosante.

C) Classe IV-S(C) ou IV-G(C): lesbes inativas com cicatrizes

glomerulares - NL difusa segmentar ou esclerosante global.

Classe V - Nefrite lipica membranosa: depdsitos imunes associados a
hipercelularidade mesangial com depdsitos de imunoglobulinas e complemento

no espago subepitelial do glomérulo. Apresenta quatro sub-classes:

Va: Membranosa pura

Vb: Associada a proliferacdo mesangial moderada

Vc: Associada a doenca proliferativa focal

Vd: Associada a doenca proliferativa difusa

Classe VI — NL com esclerose avancada. Mais de 90% dos glomérulos

tem esclerose global, sem atividade inflamatoria residual.
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2.3.4. Tratamento

O LES é caracterizado por periodos de atividade e remissdo da doenca
e grande variacdo na severidade, envolvimento de diferentes 6rgéos e resposta
ao tratamento. A sobrevida dos pacientes melhorou consideravelmente nos
altimos trinta anos, mesmo assim a mortalidade é superior a populacdo em

geral(56).

Atualmente, o tratamento do LES inclui antimalaricos, drogas
imunossupressoras como a ciclofosfamida, azatioprina, micofenolato e/ou
metotrexato e antiinflamatorios esterdides e nado esterbdides. As terapias
bioldgicas e drogas de pequenas moléculas podem corrigir a funcdo anormal
das células do sistema imune e estdo sendo desenvolvidas na expectativa de
gue serdo mais eficazes e menos toxicas que os tratamentos farmacolégicos

disponiveis atualmente(2, 57).

Em relacdo ao tratamento da NL, a combinacdo de corticosteréides
(prednisona), citotoxicos (ciclofosfamida) e/ou uma droga anti-proliferativa
(micofenolato mofetil, azatioprina) € eficaz em controlar a nefrite em atividade e
prevenir a sua reativacdo. O uso dessas drogas associadas faz com que

aumente significativamente a sobrevida renal destes pacientes(56, 58).

A ciclofosfamida (CCF) endovenosa ou oral associada a pulsoterapia
com metilprednisolona endovenosa seguido de prednisona oral € o protocolo
de inducao mais utilizado em todo mundo para tratamento da NL grave, sendo

indicados nas formas proliferativas da nefrite (classes lll e IV)(56, 58, 59). Mais
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recentemente, o micofenolato mofetil (MMF) tem sido investigado tanto para

terapia de inducdo quanto de manutencgao da NL(60).

Em comparacdo a CCF, e os resultados desses estudos apontam para
uma eficacia equivalente a ciclofosfamida, e talvez com menor indice de efeitos
adversos. Sugere-se que o MMF poderia ser usado na terapia de inducao de
casos menos graves, e também no tratamento de manutencdo em pacientes
gue néo toleram a azatioprina ou que apresentam recidivas da NL(56, 58-60).
De forma geral, poderia se resumir o manejo da NL de acordo com a classe

histologica:

- Classe | e Classe Il: Para essas classes nao ha terapia especifica,

somente sdo tratadas as manifestagdes extra-renais do lapus.

- Classe lll: Quando a NL focal acomete menos de 25% dos glomérulos,
com auséncia de crescentes, fungéo renal normal e sem hipertensdo arterial
pode-se utilizar prednisona por trés meses para tratamento das manifestacdes
extra-renais do lipus. Se a NL acometer de 40% a 50% dos glomérulos com
presenca de crescentes e funcdo renal alterada, o tratamento serd como na

classe IV.

- Classe IV: o tratamento na NL proliferativa difusa é realizado em duas
fases. A primeira € a fase de inducdo onde o paciente € tratado com
metilprednisolona associada a ciclofosfamida ou opcionalmente micofenolato
mofetil (MMF). A segunda fase é a de manutencdo, em que 0 paciente
permanece com prednisona em doses baixas, MMF ou azatioprina. Mesmo na
inducdo, o MMF tem sido de amplo uso na pratica clinica sendo eficaz no

controle da NL(61).
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Estudo realizado por Mok et AL(42) testou o inibidor da calcineurina
tacrolimus como terapia de indugdo da NL em nove pacientes com a forma
proliferativa difusa. Apds seis meses de tratamento, houve remissdo completa
em seis pacientes e remissdo parcial em dois pacientes. O tacrolimus é
considerado uma alternativa terapéutica somente aos pacientes nos casos nao

responsivos ao tratamento convencional.

- Classe V: Nos pacientes com NL membranosa e proteindria
assintomatica, com funcgéo renal normal, o tratamento € ndo imunossupressor,
com reavaliacdes trimestrais. Quando houver proteinaria nefrotica e piora da
funcdo renal, o tratamento ndo € definido, mas preconiza-se prednisona

associada a ciclofosfamida, MMF, azatioprina ou ciclosporina(62).

- Classe VI: ndo hé terapia especifica, apenas medidas de nefroprotecao

para retardar a progresséo da doenca renal cronica a um quadro terminal.

Apesar dos avancos no diagndstico e tratamento que ocorreram na
dltima década, 10 a 15 % dos pacientes com NL evoluem para insuficiéncia
renal crbnica terminal, sendo necessario o tratamento com didlise ou

transplante renal para substituicdo da funcao renal.

2.4. Células Epiteliais Podocitarias

O glomérulo é composto por um filtro onde ocorre o processo de filtracédo
glomerular. Inicialmente, o sangue é distribuido por ramificacbes da artéria

renal, terminando no glomérulo através da arteriola aferente. Depois de passar
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pelo capilar glomerular, o sangue ja filtrado segue pelas arteriolas eferentes e
entra em uma rede capilar (capilares peritubulares) os quais se envolvem ao
redor dos tubulos. O sangue passa as vénulas renais, saindo do rim através da
veia renal. O mesangio e as células mesangiais sustentam as alcas da rede
capilar. A rede de capilares glomerulares € composta de trés camadas: as
células endoteliais, a membrana basal glomerular (MBG) e as células epiteliais

ou poddcitos, situados no exterior dos capilares(63).

Os podocitos sdo células epiteliais altamente diferenciadas e
especializadas, terminais, com prolongamentos primarios, secundarios e
terciarios, denominados pedicelos, que cobrem a superficie externa da
membrana basal glomerular(63, 64). Embriologicamente derivam das células
mesenquimais, € o corpo celular do poddécito maduro situa-se no espaco
urinério no lado luminal, e seus pedicelos (processos podocitarios) situados no
lado oposto estdo ancorados & membrana basal glomerular via agpi.integrinas
e o, B-distroglicanos. Os pedicelos estdo conectados entre si através de uma
estrutura especializada de juncao célula-célula, denominada diafragma em

fenda(63-65).

O diafragma em fenda situa-se entre dois podécitos adjacentes, e
atualmente considera-se ser uma importante barreira a filtracdo de proteinas. O
endotélio fenestrado parece ser muito grande para impor perme-seletividade a
macromoléculas, mas em que propor¢cao a MBG e o poddcito contribuem para
esse processo, assim como se a seletividade por carga ou por tamanho de
molécula € o mecanismo mais determinante, sdo perguntas que ainda néo tem

uma resposta definitiva até 0 momento(63-65).
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O podécito é uma célula dindmica que exerce um papel critico na
filtracdo glomerular e na manutencdo da MBG, na forma e integridade dos
capilares e na transducdo de sinais intracelulares a célula epitelial. As células
podocitarias podem sofrer diversos tipos de agressdo. A fusdo e achatamento
dos pedicelos é a primeira reacdo dos poddcitos a qualquer tipo de injuria. A
les&o no diafragma em fenda leva a um rearranjo do citoesqueleto e das fibras

de actina e ruptura dos pedicelos, podendo levar a apoptose dos poddécitos(64).

Agressdes ao glomérulo podem resultar em apoptose dos poddécitos
e/ou o seu desprendimento da MBG, ocasionando reducdo significativa do
namero de poddcitos (podocitopenia) e formando areas de desnudamento na
MBG. Os poddcitos restantes ndo sdo capazes de recobrir a MBG ou de
manter uma filtragdo glomerular normal. A MBG desnuda adere a capsula de
Bowman (sinéquia), e a partir desta adesao inicia-se o processo de esclerose
glomerular e fibrose intersticial, esta pelo “derramamento” de proteinas do

espaco urinario para a trama tabulo intersticial(63-65).

Os poddcitos, em situacdes especificas, podem sofrer um processo de
desdiferenciacdo. Nesta forma de lesdo, o podécito readquire a capacidade
proliferativa do periodo embrionario pela inibicdo dos mecanismos que
impedem a mitose celular. A desdiferenciacdo e consequente proliferacado
desordenada leva a hipercelularidade, como pode ser visto na glomerulonefrite

colapsante e crescéntica(66).

As podocitopatias séo clinicamente manifestas por proteinuria, indicando

a importancia dos poddécitos na manutencdo da barreira de filtracdo. Em
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algumas nefropatias, como a diabética, ocorre podocitopenia e hipertrofia dos

podécitos, com supressdo dos pedicelos adjacentes(67).

Serao discutidos a seguir com maior detalhamento o tipo e as fungbes

das proteinas que compdem todos os dominios da célula podocitéaria.

2.4.1. Estrutura molecular do podécito

Os poddcitos séo células polarizadas, carregadas negativamente, e sua
forma peculiar e dinamicamente modificavel deve-se ao citoesqueleto rico em
microfilamentos de F-actina e miosina. O citoesqueleto é constituido por trés
elementos ultraestruturais: microfilamentos (7-9 nm), filamentos intermediarios
(10 nm) e microtibulos (24 nm). Diversas proteinas mantém a arquitetura
podocitaria através de ligagcbes com a actina, como a sinaptopodina, no seu

interior, e a alfa actinina-4, préxima a membrana basal(63-65).

A alfa actinina-4 atua na regulacdo da morfologia e da motilidade do
podécito, e também na cascata de sinalizagcdo intracelular. No interior do rim,
esta proteina esté localizada predominantemente nos pedicelos dos poddcitos

e nas células mesangiais(68).

Os podocitos possuem quatro diferentes dominios com base na
anatomia molecular de cada segmento, conforme descrito a seguir. Na figura 5

estéo ilustradas a estrutura do poddcito e as principais proteinas associadas.
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Figura 5. Estrutura do poddcito e principais proteinas associadas. Adaptado de

Barisoni e Mundel, referéncias 63 e 68, respectivamente.
1) Diafragama em fenda

a) Nefrina: Foi descoberta inicialmente por Tryggvason(69) a nefrina é
o produto do gene NPHS1, uma molécula de adesdo da superfamilia das
imunoglobulinas (Igs). Contém um dominio extracelular longo com oito
repeticdes do tipo imunoglobulina e um maodulo de fibronectina tipo Ill, € um
pequeno dominio intracelular. As moléculas de nefrina estendem-se umas
sobre as outras a partir das interdigitacdes dos pedicelos, com disposicdo em
paralelo e ligadas por pontes dissulfeto, permitindo o fechamento da fenda

como um “ziper”.
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A nefrina participa das fun¢des do citoesqueleto do poddcito interagindo

com a actina, através de proteinas adaptadoras NcK, e com a proteina NEPH1,
formando cis-oligbmeros heterogéneos(70). Uma mutagdo autossomica
recessiva do gene NPHS1 que codifica a nefrina causa sindrome nefrotica
congénita do tipo Finnish, com surgimento de proteinUria ainda intra-utero.

Histologicamente é caracterizada por esclerose mesangial, em que ocorre

perda progressiva de funcao renal e evolugcao para DRC terminal(71).

b) Podocina: Proteina que pertence a familia das estomatinas sendo
codificada pelo gene NPHS2. A podocina estqd associada ao componente
lipidico do diafragma em fenda e apresenta forma de “grampo de cabelo” e
interage com a nefrina e com a CD2AP, facilitando a sinalizacdo da nefrina.
Essa interacdo auxilia na organizacéo estrutural do diafragma em fenda, pois
estudos mostram que hé interacdo entre nefrina e podocina com filamentos de

actina(72).

A apresentacao fenotipica da muta¢do no gene NPHS2 é uma sindrome
nefrGtica cortico-resistente, que também evolui para doenca renal crdnica
terminal (DRC). A mutacdo desse gene estd presente em familias com
glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) hereditaria, sendo mais
frequente em criangas. Concluindo, a nefrina e a podocina sdo componentes
fundamentais do diafragma em fenda e garantem a estrutura normal dos

poddcitos e da barreira de filtragéo.
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2) Dominio da membrana luminal

A membrana apical do poddcito é carregada negativamente devido a
presenca de diversas sialoproteinas de superficie anibnicas, como a
podocalixina, podoplanina e podoendina. Essas proteinas mantem a carga
negativa da membrana basal glomerular, limitando a passagem de albumina
(carregada negativamente), e também mantém a separacdo fisica dos

poddcitos adjacentes(73).

a) Podocalixina: A podocalixina é a maior das sialoproteinas, da familia
das sialomucinas, e tem uma importancia essencial para a formacdo e
preservacdo da arquitetura celular dos poddcitos, possivelmente impedindo a

adesdo das células parietais da capsula de Bowman aos poddécito(73).

b) Transient Receptor Potential Cation Channel 6 (TRPC6): O TRPC6 &
um membro da subfamilia C dos canais de potencial de receptor transitério. O
Transient Receptor Potential Channels consistem em 28 membros que estéo
divididos em sete familias, e possuem diversos mecanismos de ativacao,
funcdo e distribuicdo especifica nos tecidos. E um grupo de canais seletivos

para os ions célcio (Ca2+)(74).

Esses canais sdo compostos por sete subgrupos (TRPC1 a TRPC7),
sendo que o TRPC2 é um pseudogene. Essa divisdo tem como base uma
sequéncia especifica de aminoacidos e similaridades funcional. Os canais
TRPC se dividem em 2 grupos: 1) TRPC1, TRPC4 e TRPC5; e 2) TRPCS,

TRPC6 e TRPC7. O TRPC6 € uma proteina transmembrana de canais idnicos
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localizada na membrana celular do poddcito e esta adjacente ao diafragma em

fenda ( DF)(74).

O TRPC6 desregula a actina do citoesqueleto do poddcito e induz
proteindria em diversas glomerulopatias, especialmente em pacientes com
glomerulonefrite membranosa(75). Em estudos experimentais, a hiperglicemia,
espécies ativas de oxigénio e proteina quinase C suprimem a expressao de

TRPC6 no glomérulo de ratos diabéticos(76).

3) Dominio basal

Esse dominio é necessario para ancorar o poddécito na membrana basal
glomerular (MBG), através das oagfi.integrinas e dos o, B-distroglicanos. Essas
proteinas ligam-se a diversos componentes da membrana, como colageno 1V,
fibronectina, laminina e endactina, e também a proteinas do corpo podocitéario,
como a alfa actinina-4 e a sinaptopodina, o que permite que as alteracdes da

membrana basal repercutam na forma e movimento do poddcito(63-65).

4) Citoesqueleto

No citoesqueleto os principais componentes moleculares sédo a actina, a
a-actinina e a sinaptopodina. A sinaptopodina interage diretamente com a alfa
actinina-4, modulando a sua expressdo e promovendo o alongamento dos
filamentos de actina, o que modifica a forma do poddécito e produz o

achatamento ou simplificacdo dessas células(68).
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2.4.2. Funcgdes do podocito

Os poddcitos desempenham um importante papel na filtracdo glomerular
e formacgdo do filtrado glomerular no espaco urinario de Bowman. A complexa
arquitetura das suas proteinas € necessaria para que essa célula altamente
especializada realize as seguintes funcdes: a) Manutencéo da integridade de
barreira (tamanho e carga) as proteinas; b) Manutencdo da forma da alca
capilar glomerular; ¢) Oposicdo a pressdo gerada dentro do glomérulo; d)
Sintese e manutencdo da MBG; e) Producdo e secrecdo do fator de

crescimento vascular endotelial (VEGF) necessario para a integridade da célula

endotelial do capilar glomerular(63-65, 77).

A alteracdo de uma ou mais dessas func¢des apds uma injaria ao
poddcito resulta em proteindria, sindrome nefrética e perda de fung¢éo renal.
Em alguns pacientes lapicos ndo ha evidéncia de depositos de
imunocomplexos tipicos e, em vez disso, parece haver fusdo das células

podocitarias(78).

2.4.3. Podocitopatia na Nefrite Lupica

As nefropatias proteindricas sdo associadas a ruptura do diafragma em
fenda e/ou da fusdo dos pedicelos resultantes da reorganizacdo do sistema de

microfilamentos dos podécitos. Os anticorpos anti-DNAds podem levar a
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ativacdo do complemento ou entrar no citoplasma e translocar-se para o
nucleo, resultando em proteindria. Esses anticorpos também podem reagir
diretamente através de uma reagdo cruzada com as proteinas do poddcito
como a a-actinina 4, lesionando essas células, as vezes de forma

irreversivel(79).

A dificuldade em identificar os poddcitos deve-se, em parte, a sua
habilidade de sofrer mudangas fenotipicas de células do tipo mesenquimais
para células do tipo epiteliais durante o curso da doenca. Este processo de
desdiferenciacao pode consequentemente levar a uma perda de seus epitopos
normais e o desenvolvimento de novos epitopos caracteristicos de macrofagos

ou originados de miofibroblastos(78, 80).

Atualmente, os poddcitos ou os seus fragmentos sdo identificados no
tubulo renal e na urina por diversas técnicas como citometria de fluxo,
imunoistoquimica ou imunocitoquimica, provavelmente o aumento na excrecao
de poddcitos na urina reflete o dano tecidual e a podocitopenia intra-renal.
Maiores escores do indice de atividade da NL foram associados ao aumento do

namero de poddcitos na urina(78).

Em pacientes com NL ativa e pacientes com NL inativa, foi avaliada a
expressdo do RNAm das proteinas do podécito nefrina, podocina e
sinaptopodina por RT-PCR. A expressdo urinaria de nefrina e podocina foi
correlacionada com o indice de atividade da doenca. Nesse estudo, ndo houve
correlacdo entre a classe histologica de NL e a expresséao génica na urina das
proteinas do poddcito, mas a expressao dessas proteinas foi significativamente

maior em relacdo ao grupo com NL inativa. A nefrina também foi
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correlacionada com proteindria, mas ndo com taxa de filtragdo glomerular
(TFG) e a podocina néo foi correlacionada com proteindria ou TFG(8). Em
biopsias renais de pacientes com NL proliferativa difusa, a expressdo de
nefrina avaliada por imunoistoquimica estava reduzida. Isso sugere que as
proteinas do diafragma em fenda, nefrina e podocina sofrem nos danos
estagios iniciais da NL e a sua expresséo se correlaciona com a histologia da

doenca(81).

A reducdo dos poddcitos glomerulares em correlagdo com o aumento
progressivo na excrecdo urinaria foi detectada por imunoensaio enzimatico
(ELISA) em pacientes com NL. Nesse estudo, houve associagcdo entre
proteinaria e podocitopenia glomerular nas formas proliferativas de classe 1l e
classe IV, mas o indice de apoptose ndo se correlacionou com o0s poddcitos

urinérios, sugerindo-se que essas células podem estar viaveis na urina(6).

Em outro estudo que avaliou a relacdo entre poddcitos urinérios e
atividade da NL, os pacientes foram divididos em trés grupos: grupo A - fungéo
renal estavel; grupo B - NL ativa e grupo C - controles. Os pacientes do grupo
B apresentaram podocitiria, porém o mesmo nao foi observado em pacientes
dos grupos A e C. O grupo B foi tratado com metilpredinisolona seguido por
prednisona. Apds o tratamento, os podocitos urinarios ndo foram mais

detectados em todos os pacientes deste grupo(82).

Lu et al(83) estudaram a relacdo entre a classe histolégica de NL e a
expressdo génica do indutor fraco de apoptose do fator de necrose tumoral
(TWEAK) em biopsias renais de protocolo. No estudo, o indice de atividade

diminuiu quando ocorreu mudanca de classe de NL da forma proliferativa para
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a membranosa e aumentou na mudanca da forma membranosa para a
proliferativa e o contrario ocorreu com o indice de cronicidade histolégica. Além
disso, o indice de atividade histoldgica correlacionou-se com a expressao
glomerular de Fn14 e com a expressao tubulointersticial de TWEAK, porém nao
houve qualquer correlacdo entre a expressao génica e o indice de atividade da

doenca (SLEDAI).

Em pacientes com NL membranosa, o grau de achatamento dos
pedicelos dos poddécitos foi maior nas biopsias dos pacientes nefréticos em
relagdo aos ndo nefréticos. Além disso, a proteinuria ndo estava associada com

a quantidade de depdésitos de agregados imunes(7).

A proteina do tumor de Wilms 1 (WT-1) é um marcador fenotipico dos
poddécitos(63-65). Bidpsias de pacientes com NL e controles normais mostram
diferencas significativas na marcagdo para WT-1. Nos controles, o WT-1 foi
fortemente expresso ao longo dos capilares glomerulares, ja nas biépsias com
NL houve uma diminuicAo marcada dessas células o que indica lesao

podocitéria pela atividade imunologica da nefrite(6).

2.4.4. O fator de crescimento vascular derivado do endotélio (VEGF)

e fator de crescimento transformador beta (TGF- B) na nefrite lupica

O fator de crescimento vascular derivado do endotélio (VEGF) é um
mediador de varios tipos de neovascularizacdo e do aumento da

permeabilidade vascular, além de proteger a célula endotelial de apoptose em
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vasos neoformados. Em modelos experimentais, o VEGF acelera a
regeneracdo renal na microangiopatia trombética e na insuficiéncia renal
cronica(84). Nesse estudo, a excrecdo urindria de VEGF aumentou em

proporc¢ao indireta com a queda da filtracdo glomerular.

O VEGF se expressa no glomérulo normal, no podocito e nas células
endoteliais, e sua expressdo € induzida pelo fator de crescimento
transformador beta (TGF- B)(85). O VEGF pertence a superfamilia do fator
derivado de plaguetas (PDGF), e € composta por cinco membros: VEGF

(também chamado VEGF-A), PIGF (placental growth factor), VEGF-B, VEGF-C

e VEGF-D(86).

O VEGF-A liga-se aos seus receptores 1 e 2 (VEGFR1 e VEGFR2),
sendo que seus receptores sdo expressos nos poddécitos, células tubulares e a
maioria em células endoteliais. A sinalizacdo via VEGFR-2 é considerada a via
mais angiogénica, e o VEGFR-1 é um regulador negativo da angiogénese
quando liga-se ao VEGF-A, mas ele € um estimulador da angiogénese em

ligantes especificos, como o PIGF e o VEGF-B(87) .

O VEGF-B tem um potencial angiogénico muito limitado e esta
associado ao metabolismo dos lipidios. Em nefropatias como na sindrome
nefrética idiopéatica, o VEGF apresenta uma expressao variavel: aumentada
nas alteragbes glomerulares minimas e reduzida na glomeruloesclerose

segmentar e focal em relagdo a controles normais(86, 88).

A administracdo de VEGF esta associada com estabilizacdo da funcéo
renal em varios modelos de fibrose renal. Em sua forma enddgena o VEGF é

relacionado a sobrevivéncia das células endoteliais glomerulares, através dos
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processos de proliferagdo e diferenciagdo. Essa acao protetora se deve,
principalmente, pela preservacdo das estruturas, como o0s capilares

glomerulares e peritubulares(89).

No estudo realizado por Navarro e colaboradores(90), houve correlagao
entre as manifestacdes clinicas e os niveis plasmaticos de VEGF em pacientes
lipicos com dano renal em relacdo aos controles normais, sendo que o nivel
plasmatico de VEGF foi maior nos pacientes com dano renal. Avihingsanon e
colaboradores descreveram que os niveis urinarios do RNAm de VEGF e TGF-
B, foram maiores em pacientes com classe IV de NL em comparacéo classes II,

Il e V(91).

Os niveis urinarios aumentados do RNAm de VEGF e WT-1
correlacionaram-se com a atividade proliferativa e inflamatéria na NL ativa. Por
outro lado, os niveis intra-renais do RNAm de VEGF e WT-1 estariam
reduzidos em biopsias de NL ativa, mas ndo houve diferenca nos niveis de
TGF- entre pacientes com NL e controles. Nesse estudo, houve associagao
entre VEGF e o TGF-B(77). O aumento da expresséo do RNAm do VEGF
também foi observado em outro estudo experimental e clinico nos estagios
iniciais da nefropatia diabética, sugerindo que o VEGF poderia estar associado

ao processo de reparacédo da injaria do tecido(89).

O TGF-B esta associado a sintese de colageno, fibrose extracelular,
aumento de matriz extracelular e inibe a sua degradacao(92). O TGF- também
estimula a proliferacdo e deposicéo de fibroblastos no tecido renal, causando

dano cronico irreversivel. O TGF- 3 esta supra-regulado na doenga podocitaria
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progressiva, o que resulta do aumento da pressdo mecanica, secrecado de

angiotensina Il e supraregulacéo de cadeias biomecéanicas no poddcito(93).

A angiotensina Il também esta supra-regulada nas glomerulonefrites
bem como os receptores de TGF-B, que em uma alga de retroalimentacao
positiva, estimula a producdo de mais TGF-3(93, 94). A angiotensina Il, produto
do sistema renina angiotensina (SRA), pode aumentar a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nos poddcitos induzindo estresse oxidativo e

ativacdo do TGF-3(93).

2.4.5. Forkhead box P3 (FOXP3) na Nefrite Lupica

O FOXP3 € o0 gene mestre e marcador especifico das células T
reguladoras, cuja funcdo € reduzir a reacdo inflamatéria que ocorre em
diversas condicBes como rejeicdo de transplantes, glomerulonefrites e doencas
inflamatorias intestinais, entre outras. Além disso, ele possui a funcdo de
promover um estado de tolerancia imunolégica e aceitacdo de enxertos(95, 96).
A acdo do FOXP3 na NL tem sido estudada, pois a potente reacao inflamatéria
gerada pelo LES induziria a transcricio de FOXP3 para inibicdo desta

resposta, teoricamente influenciando a evolugéo da doenca.

Os niveis de RNAmM de FOXP3, presentes na urina de pacientes com NL
foram correlacionados com a atividade de doenca. A expressdo de RNAm de
FOXP3 urinario foi significativamente maior em pacientes com NL ativa se

comparado aqueles com NL inativa e controles saudaveis. Nos pacientes com
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NL proliferativa, expressao do RNAmM de FOXP3 foi maior em relagcdo aqueles
com nefrite ndo proliferativa, e houve correlagdo com a atividade histoldgica.
Além disso, a expressao urinaria de RNAm de FOXP3 correlacionou-se com a

SLEDAI e proteindria no grupo com NL ativa(97).

No estudo de Tsugawa e colaboradores, foi demonstrado que o nivel de
expressdo do RNAm de FOXP3 no sedimento urinario foi menor em pacientes
com NL em relacéo aos controles saudaveis. Ndo houve correlagdo do FOXP3
com parametros clinicos como proteindria, taxa de filtracdo glomerular, niveis

séricos de C3 e C4 e titulo de anti-DNAds(98).

Com base nesses estudos, conclui-se que o papel do FOXP3 na NL é
ainda controverso, ndo se podendo determinar se 0 FOXP3 é um marcador
inespecifico de inibicAo da resposta inflamatéria ou se participa na

etiopatogénese da NL.
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3. Justificativa

A nefrite lapica (NL) é uma doenca que acomete cerca de 50% dos
pacientes portadores de LES, e dependendo da gravidade da leséo o paciente
pode evoluir para insuficiéncia renal crbénica terminal e necessidade de dialise
ou transplante, gerando custos extremamente elevados para o sistema de
saude. A correta avaliagdo da atividade imunoldgica da doenca, associada a
deteccdo do tipo de dano glomerular que ela ocasiona identificando alvos
moleculares especificos, pode auxiliar no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para controle da NL. A identificacdo indireta da lesédo
podocitaria no tecido renal (podocitopenia) e na urina (podocitlria) por uma
ferramenta acurada como o PCR em tempo real tem mostrado que esses
achados se correlacionam com a injuria glomerular, podendo contribuir para o
diagnoéstico de atividade da doenca e manejo terapéutico na NL, e

potencialmente influenciar a sua evolucao e prognadstico.

Portanto, este estudo se justifica pela necessidade de investigacdo dos
mecanismos de lesdo podocitaria que provavelmente antecedem a proteindria,
e para avaliar a hip6tese de que existe correlacdo entre a expressao dos
marcadores do podocito com a classe histolégica e o dano agudo e cronico,
sera quantificado o RNAm das proteinas podocitarias em dois compartimentos
- tecido renal e sedimento urinario - nas diferentes classes histologicas de NL,
separando as lesdes proliferativas das néo proliferativas e avaliando o indice

de atividade e fenotipando as células do infiltrado inflamatorio da biopsia renal.
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4. Objetivos

4.1 Geral

Avaliar a expressdo do RNA mensageiro de proteinas associadas ao
poddécito no tecido renal e na urina de pacientes portadores de nefrite IUpica,
assim como a sua correlacdo com a classe histolégica e a atividade da doenca.

4.2 Especificos

1. Quantificar o RNAm de proteinas especificas do poddcito, no tecido
renal e na urina, comparando essa expressao na NL com depdsitos mesangiais
(classes | e Il) em relacdo a NL com depdsitos endocapilares e/ou subepiteliais,

(classes llI, IV e V).

2. Correlacionar a densidade do infiltrado celular de células T citotoxicas,
células B e macré6fagos com a expressao do RNAm de proteinas especificas do

podécito na NL.

3. Quantificar o RNAm do fator de transcricdo FOXP3, do fator de
crescimento transformador beta (TGF-B1) e do fator de crescimento vascular
endotelial (VEFG-A), determinando a sua associacao com a leséo histologica, o
nivel do RNAmM das proteinas podocitarias e a densidade do infiltrado

inflamatorio na biopsia renal.
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4. Avaliar a associacdo entre a expressdo do RNAm das proteinas do
poddécito com a proteindria, a funcdo renal e o titulo do anti-DNAds, no

momento da bidpsia renal.
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Abstract

Background: In lupus nephritis (LN), the deposition of immune complexes in
glomeruli induces inflammation and podocyte excretion in the urine. The aims of
this study were to quantify the expression of podocyte-associated mRNA in the
kidney tissue and urine of patients with LN, and to correlate these values with

patient histological classes and inflammatory infiltrate variables.

Patients and Methods: Thirty-three patients with active LN were included in the
study, and were grouped according to the presence of mild (classes | and II) or
moderate-to-severe (classes lll, IV and V) immune deposits and inflammation.
Messenger RNA levels of nephrin, podocin, podocalixin, alpha-actinin 4,
transient receptor potential cation channel 6 (TRPC-6), and of the regulatory
factors Forkhead box P3 (FOXP3), vascular endothelial growth factor A
(VEGF-A) e transforming growth factor beta (TGF-B) were quantified by real
time polymerase chain reaction. Messenger RNA levels of podocyte-associated
markers were correlated with histopathological features, the density of the intra-

renal inflammatory infiltrate, proteinuria, renal function, and anti-dsDNA titers.

Results: Podocyte-associated mRNA expression was significantly lower in the
renal tissue but higher in the urine of patients with LN as compared to controls.
The expression of mMRNA of subcellular podocyte components and of TGFf;
and FOXP3 were significantly higher in theurine of patients with class Ill, IV and
V LN. In classes lll and IV, the most significant alterations were observed in
podocin, podocalyxin, TRPC-6, and TGFB; mRNA levels, which may reflect the
presence of more intense podocyte injury in proliferative disease. Nephrin,

podocin, podocalyxin, TGF-B; and FOXP3 levels were correlated with
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proteinuria, but not with disease duration, renal function or anti-dsDNA titers.
The density of CD8" T cells, B cells and macrophages in kidney biopsy samples
were positively correlated with urinary levels of podocyte-associated mRNA. In
kidney tissue, correlations were found between CD8" T cells and the expression
of TGF-B1 and FOXP3. Podocin mRNA levels were able to predict pathological

proteinuria after one year of follow up.

Conclusion: Podocyte-associated mMRNA were significantly reduced in kidney
tissue but increased in the urine of patients with active LN, especially in the
presence of more intense immune deposits, as observed in proliferative LN.
Inflammatory infiltrate density was associated with podocyte mRNA expression.
The association between T cells and regulatory factors may reflect ongoing

immune mechanisms in active LN.

Keywords: systemic lupus erythematosus, lupus nephritis, podocytes, nephrin,

podocin, VEGF-A, FOXP3.
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Introduction

Lupus nephritis (LN) is present in 40 to 60% of patients with systemic
lupus erythematosus (SLE). Its clinical manifestations include proteinuria,
hematuria, and in some cases, severe kidney failure. The histological
alterations observed in LN range from no visible lesions and mild mesangial
proliferation to endocapillary proliferation and subendothelial deposits, crescent

formation, necrosis, and intense glomerular and tubulointerstitial inflammation

(1).

In several glomerulopathies (2-4) as well as in LN (5, 6), podocyte injury
may suppress the renal expression of podocyte-associated molecules, and
increase their urinary excretion (podocyturia). This process is associated with
increased proteinuria, disease activity levels and with the progressive loss of

kidney function (3, 5).

In SLE, self-reactive T- and B-cells produce proinflammatory cytokines
such as IL-17 and antibodies to specific nuclear antigens which may also have
cross-reactivity to podocyte antigens such as alpha-actinin (7, 8). The presence
of glomerular immune complex deposits composed of IgG anti-double stranded
DNA (dsDNA) and anti-nucleosome antibodies in the mesangium, capillary
loops, tubular membranes and vessels, as well as a "full house"

immunofluorescence patterns are both characteristic findings of SLE (9).

In SLE, the number and function of regulatory FOXP3" T-cells (Tregs),
which control the autoimmune processes in several diseases by suppressing

proinflammatory mechanisms, appear to contribute to immune dysregulation by
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impairing self-tolerance (10). Similar findings have also been reported in

patients with LN (11).

Glomerular injury in LN may also be associated with the expression of
vascular endothelial growth factor (VEGF), which regulates vascular
homeostasis, and is induced by transforming growth factor-g (TGF-). VEGF is
also produced by activated T cells and macrophages during the inflammatory
response, and in patients with active LN, serum VEGF levels are high (12).
Additionally, the increased expression of VEGF and TGF-B mRNA in patients
with proliferative LN is higher than that observed in other histological classes

(13).

However, the relationship between these mechanisms and the severity of
podocyte injury and of alterations in the urine and kidney tissue of patients with
LN is still unclear. VER SE OK In the present study, the expression of podocyte-
associated mRNA and of regulating factors (VEGF-A, TGF-f and FOXP3) in
different histological classes was investigated. The association between the
MRNA of these molecules and the phenotype and cell density of the renal

inflammatory infiltrate was also assessed.

Material and Method

Patients

A total of 33 adult patients with active SLE who had been recommended
for kidney biopsies were recruited between March 2012 and September 2013

from the outpatient and inpatient units of the Nephrology and Rheumatology
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Departments of the Clinical Hospital of Porto Alegre (HCPA) and the
Nephrology Service of the Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. LN
activity was determined based on the following methods: presence of
proteinuria, as measured by the proteinuria/creatinuria ratio (Pr/Cr) in isolated
urine samples (pathological: 0.3-3.0; nephrotic: >3.0), active urinary sediment
(hematuria and/or cell cylinders), positivity for anti-dsDNA antibodies, C3 and
C4 intake, and presence or absence of altered kidney function. Two types of
control group were used: a tissue control, consisting of the neoplasia fragments
of 10 patients who underwent tumor nephrectomy and had no evidence of any
other diseases, and a urine control, obtained from 10 healthy individuals.
Volunteers were considered healthy if they reported no personal or family
history of kidney disease, had blood pressure levels <140x90 mmHg, estimated
GFR higher than 90 mL/min/1.73 m? and no evidence of hematuria or
proteinuria in their urine. This study was approved by the Research Ethics
Committee of the HCPA. All subjects agreed to participate in the study, and

signed an informed consent form prior to enrollment.

Age, gender, ethnicity, duration of LN, systolic (SBP) and diastolic blood
pressure (DBP), as well as current medications and doses were recorded.
Serum creatinine was measured by the Jaffe reaction (Modular P Roche
Diagnostic, Mannheim, Germany) traceable to isotope dilution mass
spectrometry (ID-MS). Glomerular filtration rate was estimated by the CKD-EPI
equation. Serum albumin, proteinuria (Pr/Cr) (assessed by the colorimetric
Pyrogallol Red and Jaffe methods, respectively), C3 and C4 serum levels, anti-

nuclear factor (ANF) and anti-dsDNA levels were also measured.
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Histopathological diagnosis

Histopathological diagnosis

Each patient's first biopsy was included in the study. Histopathology was
reviewed by a renal pathologist according to the following International Society
of Nephrology and Renal Pathology Society criteria (16): minimal lesions (class
[, N=1), mesangial proliferation (class Il, n=7), focal proliferative (class Ill N=10),
diffuse proliferative (class 1V, N=11) and pure membranous glomerulonephritis
(class V, N=4). The activity index (Al) of the kidney biopsy ranged from 0 to 24,
and was computed based on the following factors: endocapillary proliferation,
the glomerular infiltrate, wire loops, necrosis/karyorrhexis, crescents and the
interstitial infiltrate. The chronicity index (ClI), which ranged from 0 to 12, was
calculated considering the presence of glomerular sclerosis, fibrous crescents,

tubular atrophy and interstitial fibrosis.

Immunohistochemistry of CD8 T and CD20 lymphocytes, and CD68

macrophages

Cells in the biopsy infiltrate were phenotyped by immunohistochemistry
using a peroxidase-based technique. The infiltrate was stained for CD8" T-

cytotoxic lymphocytes, CD20" B lymphocytes and CD68" macrophages.

Endogenous peroxidase was blocked with hydrogen peroxide in
methanol (4.5%), and antigen retrieval was performed in a digital pressure

cooker (Biocare Medical, Concord, CA, USA). B lymphocyte and macrophage
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antigens were retrieved using a 10mM citrate buffer (pH 6.0), and T lymphocyte

antigens were retrieved with a tris buffer (pH 8.0).

The following antibodies were used: mouse monoclonal anti-CD20
antibodies (Dako, Carpinteria, CA, USA) at a 1:200 dilution in Da Vinci Green
Diluent (Biocare Medical, Concord, CA, USA); rabbit monoclonal anti-CD8
antibodies (Biocare Medical, Concord, CA, USA) at a 1:25 dilution in Van Gogh
Yellow diluent (Biocare Medical, Concord, CA, USA) and mouse anti-CD68
monoclonal antibody (Biocare Medical, Concord, CA, USA) at a 1:500 dilution

in Da Vinci Green Diluent (Biocare Medical, Concord, CA, USA).

CD20 staining was developed using a Romulin AEC Chromogen Kit
(Biocare Medical, Concord, CA, USA), while T CD8 lymphocyte and CD68
macrophages were developed using a Betazoid DAB Chromogen Kit (Biocare

Medical, Concord, CA, USA).

Quantification of cells in the kidney biopsy sample

The cell infiltrate was quantified using the Image J software (Research
Services Branch, National Institute of Health , Bethesda, MA, USA), which
analyzed cell expression in tubule-interstitial and glomerular regions. Tubular-
interstitial fields were chosen using the Greek line method to avoid image field
overlap. A mean of 30 fields per fragment were selected, and images at 400x
magnification were acquired using Image ProExpress software (Media
Cybernetics, Warrendale, PA, USA) (17). The total number of cells in CD8 (T

lymphocytes), CD20 (B lymphocytes) and CD68 (macrophage) slides was
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assessed using the Cell Counter tool in the Image J software. The size of the
cortical area in each slide was measured in square milimeters (mm?). The
number of cells was then divided by cortical area to give the number of cells per
mm? of cortex. Lastly, the number of cells inside the glomeruli in each
immunohistochemical slide was divided by the total number of glomeruli,

obtaining the number of each cell type in the glomerulus.

Quantification of podocyte-associated mRNA in kidney tissue and urine

Podocyte marker mRNA expression in kidney tissue and in the
urinary sediment of a morning urine sample was assessed by real time-

polymerase chain reaction (RT-PCR).

Messenger RNA Extraction and Complementary DNATranscription

Messenger RNA was extracted from urine samples using the QlAamp®
RNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc. Chatsworth, CA, USA) according to
manufacturer instructions. Urine samples were centrifuged for 10 min at 1800
rpm. The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in
buffered saline and centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes before being
stored at —80°C until use. Total RNA concentration was quantified using the
NanoDrop® 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA). The 260/280 nM absorbance ratio was used to assess
RNA purity. Reverse RNA transcription was performed using the High-Capacity

cDNA Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to the
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manufacturer’s instructions. The final volume of 20 pL purified RNA was then

stored at —20°C.

Real-time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed using a
Tagman® Universal PCR Master Mix. Specific primers (Applied Bioystems,
Foster City, CA, USA) to the following genes were used, according to
manufacturer instructions: NPHS1, nephrin (ID:HS00190446 _m1); NPHS2,
podocin (ID: Hs00387817_m1); podocalyxin (ID:Hs01574644 _m1); Transient
receptor potential cation channel, member 6, TRPC6 (ID: Hs00989190 m1);
alpha actinin-4 (ID:Hs00245168_m1); FOXP3 (ID: HS00203958 m1l); VEGF-A
(ID:HS00173626_m1) and TGF-B; (ID: HS00998133 m1). Additionally, 18s
rRNA (Tagman® PDAR, Foster City, CA, USA) was used as an endogenous
control for variations in the samples. RT-PCR was performed in duplicate in 96-
well plates containing 2 pL cDNA. Data were collected in the ABI PRISM SDS
7000 thermal cycler (Applied Bioystems), using the following cycling parameters
50°C for 2 minutes, 60°C for 30 minutes, and 95°C for 5 minutes, followed by
40 cycles at 94°C for 20 seconds and 62°C for 60 seconds. The relative
quantification of target gene expression was performed using the 2%4¢
comparative method, in which threshold cycle numbers (CT) were determined
by the point at which a statistically significant increase in fluorescence was first

detected.
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Statistical Analysis

Data were presented as meanzstandard deviation (SD), or median and
percentiles (P25-P75). Associations between categorical variables were
investigated using Chi-squared and Fisher's exact tests. RNA values were log-
transformed to reduce asymmetry. Continuous variables were compared using
ANOVA or Kruskal Wallis tests. Spearman correlation coefficients were used to
assess the relationships between podocyte-associated mRNA, proteinuria,
kidney function and inflammatory infiltrate cells. The predictive value of
podocyte RNA on tissue and urine markers of reduced kidney function (eGFR<
60ml/min/1.73m?) and pathological proteinuria (PR/Cr > 1) was determined by
logistic regression analysis. All analyses were performed using the SPSS
software for Windows (version 18.0, SPSS Inc., Chicago, IL). Significance was

set at p <0.05.

Results
Clinical characteristics

The demographic and clinical characteristics of subjects in the LN and
control groups are displayed in table 1. Tissue control patients were older than
individuals in the remaining groups, since kidney cancer is more prevalent in
older age groups. No between-group differences were observed on any other

demographic factors.

Twenty-eight (85%) of the 33 patients with LN received

immunosuppressive treatments. These patients comprised all class Ill, IV or V
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subjects in the sample, as well as three patients with class Il LN. Patients with
proliferative lesions were treated with intravenous methylprednisolone, followed
by oral prednisone and six monthly doses of intravenous cyclophosphamide.
Maintenance was performed with mofetil or sodium mycophenolate (N=15) or
azatioprine (N=6), associated with 5 mg/day prednisone. Class V patients were
treated with oral prednisone and mofetil mycophenolate (N=2) or azatioprine
(N=2), while class Il patients received oral prednisone. Twenty-six (78%)
patients had chronic hydroxychloroquine use, while 20 (61%) received

angiotensin inhibitors.

Activity and Chronicity Indices and LN Histological Classes

The severity of the activity grading was classified as follows: 0-7 (mild to
moderate) and 8-15 (severe), while the CI was divided into 0-6 (mild to
moderate) and 7-12 (severe). The distribution and extension of immune
deposits was used to divide subjects into those with mesangial or endocapillary
deposits only (classes I-ll), and those with mesangial and/or subepithelial
deposits (classes llI-1V-V). Al values over seven were not found in any patients
with class | or Il LN, but were observed in 48% of class Ill-IV-V patients
(p=0.015). CI scores over six were not found in any class | or Il patients, and
only in 12% of class IlI-IV-V patients (p=0.422), suggesting that most cases of

LN in the sample were acute.

Proteinuria (= 3, N=18 or <3, N=15) was significantly associated with Al
and CI values as assessed by kidney biopsy. Non-nephrotic patients had a

mean Al of 2 (1-8), while nephrotic ones had a mean Al of 7 (2-13) (P=0.014).
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The two groups of patients also displayed CI values of 0 (0-2) and 2 (2-4),

respectively (P=0.007).

Correlation of podocyte associated mMRNA expression in kidney tissue and urine

The expression of all forms of podocyte-associated mMRNA save for
FOXP-3 and VEGF-A was significantly lower in the kidney tissue of patients
with LN than in that of control individuals (figure 1). When patients were
categorized by histological class, no significant differences were found between
MRNA expression in the biopsy molecules of class I-1l versus class IlI-IV-V
patients. However, urine mRNA levels were significantly higher in patients with
LN than in controls (save for alpha actinin-4 and TRPCG6) (figure 2). This
discrepancy (as well as differences in TRPC-6 levels) was most significant for
class IlI-IV-V patients (figure 3). The glomerular expression of podocyte-related
MRNA in class | and Il patients was also lower than that of controls. These
results were found for nephrin (0.76[0.32-1.58] and 2.84[1.41-4.24], p=0.021),
podocin (0.,61[0.43-1.50] and 1.99[0.90-3.99], p=0.032), podocalyxin (0.70[-
0.09 — 1.60] and 1.94[0.64-4.00], p=0.041), alpha-actinin-4 (0.10[-0.47- 0.96]
and 2.27[0.45-3.70], p=0.026) and TGF-B; (-0.95[-0.21 — 0.36] and 1.00[-0.83 —

2.86], p=0.033).

In patients with LN, a strong positive correlation was observed between
the expression of VEGF-A and TGF-f; mRNA in the kidney tissue (r=0.743,
P<0.001) and urine (r=0.812, P<0.001). No correlations were found between
the expression of podocyte-associated mMRNA in the kidney tissue and
proteinuria, eGFR and anti-dsDNA levels. However, correlations were observed

between proteinuria and the levels of nephrin (r=0.531, p<0.001), podocin
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(r=0.473, p=0.002), podocalyxin (r=0.398, p=0.005), TGF-B; (r=0.310, p=0.041)

and FOXP3 (r=0.296, p=0.039) RNA in the urine. The duration of LN was not

correlated with podocyte-associated mRNA expression.
Correlation between cells in the inflammatory infiltrate

Figure 4 shows the results of immunohistochemical analyses for the
presence of cytotoxic CD8" T cells, B CD20" lymphocytes and CD68"
macrophages. The median level of each inflammatory marker in
tubulointerstitial (TI) and intraglomerular (IG) regions was quantified in
cells/mm? and compared between class I-Il and class lll-IV-V patients. The
results of these analyses are displayed in Figure 5. The number of CD8" cells
was significantly higher in class IlI-IV-V patients. Although the density of CD68"
macrophages was greater in class lll-IV-V patients, this result did not reach
statistical significance, probably due to the presence of significant variability in
the number of CD68" cells in the biopsy (TI = classes I-1l: 23(3-143) vs. HI-IV-V:
79(2-515), p=0.145; I1G: classes I-ll: 1.6(0.6-3.1) vs. IlI-IV-V: 4.0(0.6-7.0,
p=0.100). The number of CD20+ B lymphocytes in the biopsy of TI and IG

regions did not differ between groups.

The correlation between inflammatory infiltrate cells and podocyte-
associated mMRNA expression in renal tissue and urine are shown in figures 6
and 7. Unlike B lymphocytes and macrophages, CD8" T cell expression was
correlated with TGF-B; and FOXP3 mRNA in the kidney biopsy. Positive
correlations were also observed between CD8" T cells and nephrin, podocin,

podocalyxin and alpha actinin-4 in urine samples. Podocin and podocalyxin
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levels were also significantly correlated with B lymphocyte, nephrin, and

macrophage expression.

Positive associations were also identified between proteinuria and cell
infiltrate density in all phenotypes studied. The median and percent values
corresponding to the amount of CD8", CD20" and CD68" cells in the Tl biopsies
of nephrotic versus non-nephrotic patients, were, respectively: 175(49-281) vs.
40(19-83), p=0.003; 14(3-52) vs. 1.5(0.3-4.0), p=0.002; and 116(23-186) vs.
25(8-63), p=0.011. Differences between these two groups were also observed
in the number of CD8" cells in glomerular biopsies: 0.52(0.10-1.25) vs.
0.07(0.01-0.45), p=0.031. No correlations were found between the inflammatory

infiltrate and renal function or anti-dsDNA serum levels.

Clinical and molecular characteristics of class IV patients as compared to those

with other histological classes

Patients with class IV proliferative LN were compared to individuals with
class Il proliferative LN and to subjects with class I-1I-V non-proliferative LN.
Class IV patients had lower serum C3 and C4 levels and a greater Al than
individuals in the other two groups. Baseline TFG was also lower in class IV
patients than in the other two groups, although this difference was not
statistically significant. Class IV patients were also found to express higher
levels of TRPC6 and TGF-f; mRNA in kidney tissue and lower levels of
podocin, podocalyxin and TGF-B mRNA in urine samples than class IIl and I-1I-
V patients. The density of T CD8" cells and CD68" macrophages in the Tl and
glomerular inflammatory infiltrate of class IV patients was also higher than that

observed for patients with other histological classes.
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Kidney deposits and podocyte mRNA expression

The intensity of glomerular IgG and C3 deposits in capillary loops and in
the mesangium were assessed by immunofluorescence and semi-quantitatively
scored from 0 to 3+. The presence of kidney deposits was also categorized as
absent to mid (0 to 1+) or moderate to severe (2+ to 3+).
Most class I-II patients (75% of cases) obtained scores of 0 to 1+ for IgG and
C3 deposits, while 14 (56%) and 16 (64%) of class IlI-IV-V patients received
scores of 2+ and 3+, respectively (p<0.05). Our results also revealed that
patients whose biopsies had a greater intensity or distribution of deposits
(scores 2+ to 3+) also had higher urinary nephrin mRNA levels (3.54 [2.68-
4.10] vs. 2.45 [1.98-3.51], p=0.047), TRPC6 (2.83 [2.01-4.02] vs. 1.6 [0.81-
2.51], p=0.012), TGF-B; (3.12 [2.46-3.89] vs. 2.15 [1.60-2.88], p=0.021] and
FOXP3 levels (3.40 [2.61-4.25] vs. 2.05 [1.42-3.16], p=0.041). Patients with
more intense kidney deposits were also found to have higher VEGF-A mRNA
levels than those with fewer deposits (-0.61 [-1.13 — 0.04] vs. 0.10 [-0.51 —

1.43], p=0.016).
Relationship between podocyte-associated mMRNA and clinical outcomes

A logistic model adjusted for the presence of class Il and IV LN revealed that
the expression of podocyte-associated mRNA in kidney tissue or urine samples
did not predict TFG below 60 ml/min/1.73 m? after a median of 14 months of
treatment. By the end of the study period, ten of the 33 participants had Pr/Cr
ratios over 1. This outcome was predicted both by the expression of podocin
MRNA in kidney tissue (Odds Ratio, OR=2.417 [95%CI 1.131-5.167], P=0.023)

and in urine samples (OR=3.309 [95%CI 1.246-8.792], P=0.016). These results
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suggest that the likelihood of developing a Pr/Cr ratio over 1 are 2.4 times
greater in individuals with reduced mRNA levels in a baseline biopsy specimen,
and 3.3 times greater if urinary podocin mRNA levels are elevated. Although
urinary podocalyxin (OR=1.845 [95%CI 0.930-3.660], P=0.080), alpha actinin-4
(OR=2.660 [95%CI 0.927-7.628], P=0.069) and FOXP3 mRNA levels
(OR=1.768 [95%CIl 0.923-3.386], P=0.086) were positively associated with
proteinuria, they were not significant predictors of proteinuria according to the

regression model.
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Discussion

The present study assessed the expression of podocyte-associated
MRNA in the kidney tissue and urine of patients with active LN. Podocyte-
associated RNA expression was associated with patient histological class, the
density of Tl and IG inflammatory infiltrate and with immune-regulating factors
such as VEGF-A, TGF-B and FOXP3. As in previous studies (3, 5, 6, 11, 14,
15), we found that the expression of podocyte-associated mRNA was higher in
the kidney tissue but lower in the urine samples of patients with active LN as
compared to control groups. We also found higher urinary levels of TGF-f3,
VEGF-A and FOXP3 mRNA in patients as opposed to controls. The latter
results were most pronounced in class Ill, IV and V patients, who had a greater
intensity of immune deposits distributed in subendothelial and/or subepithelial
layers and in the mesangium, as demonstrated in the present study. Podocyte-
associated mMRNA expression was also more pronounced in these individuals
than in class | and Il patients, suggesting an association between histological
class and the extension of immune deposits in glomerular capillaries. However,
the expression of podocyte-associated mRNA in the kidney tissue of class | and
Il patients was also lower than that observed in healthy controls, which may
indicate that systemic autoimmunity may lead to early podocyte dysfunction,
podocytopathy and proteinuria, even in the presence of minimal immune
complex deposition or in the absence of endocapillary proliferation (16). This
hypothesis was corroborated by Desai et al (17), who revealed the presence of
diffuse and homogeneous podocyte fusion in the visceral epithelial cells of
patients with membrane LN with nephrotic proteinuria, regardless of the

intensity of immune deposits.
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In SLE, high-affinity anti-DNA antibodies and anti-nucleosomes activate
complement components and accumulate in the glomeruli, fusing with resident
cells and altering their functioning. Proinflammatory cytokines promote the
infiltration of lymphocytes and monocytes into the glomerulonephritic kidney,
leading to the accumulation of immune complexes and tissue damage, resulting
in compromised cell viability, apoptosis and fibrosis (7, 18). Experimental
studies have found that the administration of anti-DNA and anti-alpha actinin
antibodies results in subepithelial and subendothelial deposits, extensive
podocyte fusion and proteinuria (19). Some studies postulate that structural
podocyte dysfunction, as assessed by the degree of glomerular podocytopenia
and consequent podocyturia, may be proportional to the degree of nephritis (6,
20). Rezende et al (21) demonstrated that impairments in the expression of
podocyte biomarkers in biopsy samples were more evident in patients with
proliferative LN than in those with pure membranous LN, suggesting that the
former may be associated with structural podocyte lesions, while the latter are
more likely to involve podocyte dysfunction. In the present study, due to the
small number of patients with pure membranous LN, all individuals with non-
proliferative lesions were grouped and compared to those with proliferative
forms of the disease. As expected, patients with proliferative lesions had a more
aggressive clinical and immunological profile than the remainder of the sample,
and presented with higher urinary podocyte and TGF-B mRNA levels than
subjects with nonproliferative lesions. This finding may be indicative of greater
podocyte loss with the concomitant activation of pro-fibrotic pathways, which

may contribute to the worse prognosis of these histological classes.
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T cell lineages such as CD4, CD8 and CD4CD25 FOXP3™, and B cells

have all been found to be involved in tissue damage regardless of the presence
of antibodies. The presence of these cells has also been noted in the
inflammatory infiltrate of LN. The most common form of glomerular injury
involves the recruitment of macrophages, which act as inflammatory effector
cells and are involved in the reactivity of T cells to specific nuclear antigens.
The induction of inflammation by Th1l7 cells is also a potent mediator of
glomerular injury in LN (7, 18). Therefore, the influx of inflammatory cells into
the glomeruli may lead to cytotoxic activity and result in podocyte injury and
dysfunction. To assess the association between these factors, we investigated
the correlations between the density of the inflammatory infiltrate (composed of
CD8", B CD20" and T cells, CD68" macrophages) and the expression of
podocyte-associated mMRNA and regulatory molecules involved in the
physiopathogenesis of LN. As was expected, patients with proliferative lesions
displayed higher numbers of cytotoxic T lymphocytes and macrophages, as well
as elevated urinary and glomerular mRNA expression, especially of slit
diaphragm and podocyte cytoskeleton proteins. As well as leading to podocyte
injury, inflammatory processes affect several subcellular compartments,
interfering with slit diaphragm complexes and with the reorganization of the
podocyte cytoskeleton and pedicels. These mechanisms lead to apoptosis and
podocyte detachment, podocytopenia and podocyturia, and studies suggest that
abnormalities in the expression of podocyte-associated mMRNA in the kidney
tissue and urine, respectively, are indirect indicators of podocytopathy in LN (3,
5, 6, 14) and in other glomerulopathies (Rodrigues PG et al, impress), such as

diabetic nephropathy (22).
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The diagnostic and prognostic potential of podocyte biomarkers for the
activity and progression of glomerular disease has been found to be greater
than that of traditional parameters such as proteinuria and serum creatinine in
several experimental (23) and clinical studies (3). The present study assessed
the predictive value of podocyte mRNA for worse kidney function and
proteinuria adjusting for histological class. Kidney tissue and urinary podocin
MRNA levels were predictive of elevated proteinuria (Pr/Cr > 1), but were not
associated with reduced kidney function. However, this outcome was only
reported in a small (N=7) number of patients, and was only measured after 14
months of follow-up. Recently, Wickman et al (3) studied several
glomerulopathies including 29 cases of LN, and found that urinary nephrin and
podocin mRNA were elevated during the active phase of the disease, but
returned to baseline after remission. More importantly, the podocin/creatinine
ratio in urine was 79 times higher in patients with glomerulopathies as
compared to controls. Additionally, the podocin/creatinine ratios in cases in
which approximately 50% of kidney function had been lost or which progressed
to chronic terminal kidney failure (CTKF) were approximately 31 to 100 times
greater than in control participants. These data corroborate the hypothesis of

podocyte involvement in glomerular sclerosis and progressive renal failure.

Growth factors such as TGF-f and VEGF play an important role in
inflammation, tissue repair and the progression to renal fibrosis in glomerular
disease. The TGF-B is a potent mediator of VEGF secretion, which explains the
strong correlation observed between the levels of these two substances in both
tissue and urine samples (13). Recent data has shown that, in patients with

class IV LN, urinary TGF-B and VEGF mRNA excretion is significantly higher
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than that observed in other histological classes, so that the levels of these
substances may be more accurate in discriminating between activity levels than
clinical markers such as the SLEDAI index and proteinuria (13). In a separate
study, these authors (15) found that the expression of VEGF mRNA was
reduced in the kidney tissue of patients with proliferative LN, but displayed a
positive correlation with urinary podocytes and a negative association with
endocapillary proliferation, histological activity and crescent formation. After one
year, 53% of patients with reduced VEGF expression in kidney biopsy
specimens lost all kidney function. The present results also revealed that
urinary TGF-B and VEGF-A mRNA levels were higher in patients with LN as
compared to controls. Additionally, class Ill and IV patients had lower TGF-3
levels in kidney tissue but higher such levels in the urine when compared to

patients with non-proliferative LN.

Regulatory CD4"'CD25'FOXP3" cells (Tregs) suppress the function of
effector T cells, inhibit antigen-specific immune responses and secrete anti-
inflammatory cytokines such as TGF-f and IL-10 in cases of autoimmune
disease and graft rejection (24). Patients with SLE present a lower number of
Tregs, resulting in reduced suppressant activity, especially in active phases of
the disease (25). In experimental models, Treg depletion induces the expansion
of self-reactive T cells and antibody production (26). In a clinical study, Xing et
al (27) observed a reduction in circulating FOXP3" tregs and an increase in
urinary TGF-B in patients with LN, suggesting an association between these two
biomarkers and the pathogenesis of kidney disease. In agreement with our
findings, Wang et al (11) also demonstrated high urinary FOXP3 mRNA in

patients with active LN, especially in the presence of proliferative lesions. These
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authors also found correlations between FOXP3 mRNA expression, SLEDAI
index values, proteinuria and nephritic activity. An interesting finding in our
study was that, in acute LN, both FOXP3 and TGF-3 expression had a positive
correlation with CD8+ T cell infiltrates in kidney biopsy specimens, suggesting
that the acute inflammatory responses in LN are associated with Treg-induced

suppression of effector T cell function.

When combined, these data suggest that the monitoring of podocyte-
associated mRNA expression and of inflammatory regulatory factors may have
important clinical applications for the treatment of active LN, both as clinical
evolution markers and as possible molecular targets for new LN therapies.
However, to date, molecular studies of podocyte markers in LN do not include
more than 50 patients and have short follow-up periods, so that any results

regarding the prognostic value of such markers in LN are highly speculative.

Some of the limitations of our study include its small sample size, which
had a significant impact on the categorization of patients by histological class.
Additionally, given the variability of patient TFG levels at the time of the biopsy,
these molecules’ mMRNA levels may need to be corrected for renal function
using the logarithmic mRNA/creatinine ratio. It is also important to assess the
long-term treatment effects on functional and structural podocyte recovery by

comparing responders and non-responders to treatment.

In conclusion, this study showed that patients with active LN have lower
podocyte-associated mRNA levels in kidney tissue, but increased such levels in
the urine, especially in the presence of proliferative lesions and class IV LN. We

found associations between the intensity of immune deposits, the density of the
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inflammatory infiltrate and the expression of podocyte markers. These findings
are compatible with the autoimmune patterns expected in SLE. Further
research is necessary to determine whether these substances could act as
diagnostic and prognostic biomarkers for the early detection of kidney damage

in patients with active LN.
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Table 1. Clinical and demographic characteristics of patients with lupus

nephritis and control subjects

Cases Controls
P
Urine Tissue

N 33 10 10 N
Age (years) 31+14° 32+9° 59+9° Age (years)
Sex (female) 29 (80) 8(80) 6 (60) Sex (female)
Ethnicity (Caucasian) 23 (69.7) 10 (100) 9 (90) Ethnicity

(Caucasian)
Duration 21+36 - - Duration of
SLE(months) SLE(months)
SBP (mm/Hg) 133+23° 11745° 111+9° SBP (mm/Hg)
DBP (mm/Hg) 78+18 7745 7147 DBP (mm/Hg)
Serum creatinine 1.78+1.58%  0.77+0.13" 0.96+0.11°  Serum creatinine
(mg/dl) (mg/dl)
eGFR 73 +39° 10613 95+14" eGFR
(ml/min./1.73m2) (ml/min./1.73m2)
Proteinuria (PCR) 3.3+2.9° 0.06+0.02" 0.06+0.05"  Proteinuria

(PCR)
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Serum albumin

Serum C3

Serum C4

Serum Anti-dsDNA

Activity Index

Chronicity Index

3.2£0.9°

68+36

11+9

320147

6+5

2+3

4.7+0.3°

4.4+0.4°

Serum albumin

Serum C3

Serum C4

Serum Anti-

dsDNA

Activity Index

Chronicity Index

SLE: Systemic lupos erythematosus; SBP: systemic blood pressure; DBP:

diastoloic blood pressure; PCR: proteinuria/creatinuria ratio; eGFR: estimated

glomerular filtration

rate;

a,b.

letters denote significant

between-group

differences in mean £ SD values (p<0.05). P-values were obtained through Chi-

squared or Fisher's Exact Test, or ANOVA followed by Tukey HSD post-hoc

comparisons.
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Table 2. Comparison of clinical and histological parameters and podocyte-

associated mRNA levels between patients with proliferative lupus nephritis and

those with non-proliferative forms of the disease

Class IV Class 111 Classes I, Il e V
p

(n=11) (n=10) (n=12)
eGFR 28 (19 - 98) 74 (24 - 98) 88 (61 - 116) 0,304
PCR 4,99 (2,53 - 6,8) 4,62 (2,5-6,1) 2,41 (0,4 - 3,9) 0,063
Al 12,6 (12 - 14)% 5,3 (2-7,25)° 1,3(1-2) < 0,001
Serum C3 40 (33 - 61)° 83 (57 - 107)° 86 (69 - 114)" 0,001
Serum C4 7 (6 - 10)? 14 (8 - 26)° 18 (12 - 21)° 0,008
Serum  anti-dsDNA

320 (100 - 320) 320 (160 - 320) 120 (27 - 280) 0,228
(dilution)
RNAmM Podocina

3.80 (2.90 - 4.80)* 3.60 (2.90 - 4.50)* 2.50 (2.0 - 3.10)° 0.024
urina
Urinary podocalyxin

3.60 (2.75 - 4.20)* 3.20 (2.50 - 4.30)* 2.0 (1.20 - 2.40)° 0.008
MRNAM
Urinary TGP mRNA  3.21 (2.52 - 3.85)* 2.90 (2.21 - 3.63)* 1.80 (1.61 - 2.63)" 0.015
Tissue TGB mMRNA -0.7 (-1.4 - -0.16)* - 0.4 (-0.22 - 1.22)* 0.6 (-0.5-1.7)° 0.028
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Tissue TRPC6
-1.23 (-1.61 - -0.34)*  -0.25(-1.57--0.66)° 0.45(-0.80 - 1.88)°  0.010

MRNA
CD8" T cells
TI 147.6 (71- 255)° 106.9 (35.5-172)*  36.6 (18.3-51.6)°  0.060

IG 0.8 (0.5 - 1.5) 0.2 (0.09 - 1.2)3 0.06 (0.008-0.2)°  0.002
Macrophages
TI 136.6 (47.6 - 238.6)°  47.7 (9.6 - 98.4)" 22.6 (6.8 - 90.4)° 0.048
IG 7.0 (4.7 - 16)? 3.5(0.9-5.3) 0.6 (0.2 - 2.7)° <0.001

Al:  Activity Index; eGFR: estimated glomerular filtration rate; PCR:
proteinuria/creatinuria ratio; TI: tubulointerstitial; IG: intraglomerularr; &, ° or &
letters denote significant between-group differences in mean * SD values

(p<0.05).



Figure 1. Messenger RNA expression in kidney tissue
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Figure 2. Messenger RNA expression in urine
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Figure 3. Messenger RNA expression in urine
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Figure 4. Immunostaining of the inflammatory cells
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Figure 5. Quantification of inflammatory cells in kidney biopsies
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Figure 6. Correlations of mRNA and inflammatory cells in urine
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Figure 7. Correlations of mRNA and inflammatory cells in kidney tissue
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Figure legends:

Figure 1. Messenger RNA expression of podocyte-associated moleculas in

kidney tissue of patients with lupus nephritis compare to controls.

Figure 2. Messenger RNA expression of podocyte-associated moleculas in

urine of patients with lupus nephritis compare to controls.

Figure 3. Urine podocyte-associated mMRNAs of patientes with lupus nephritis

class | and Il compared to class Ill, IV and V.

Figure 4. Immunostaining of the inflammatory cell infiltrates in tubulointerstitial
and glomerular comparments of the kidney biopsy. Panels A and B: CD8" T
cells in the tubulo-interstitium and in the glomerulus; Panels C and D: CD20" B
cells cells in the tubulo-interstitium and in the glomerulus; Panels E and F:
Macrophages CD68" in the tubulo-interstitium and in the glomerulus (original

magnification X 400 in Panels A-F).

Figure 5. Median number of CD8" T cells, CD20" B cells and macrophages
CD68" in the tubulo-interstitum and glomeruli compartments of the kidney

biopsy in LN classes | and Il as compared to LN classes I, IV e V.

Figure 6. Correlations podocyte-associated mRNAs in urine and the cells of the

tubulointerstitial and glomerular infiltrate of lupus nephritis.

Figure 7. Correlations of podocyte-associated mMRNAs in kidney tissue and cells

of the tubulointerstitial and glomerular infiltrate of lupus nephritis
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7. Conclusbes e Perspectivas

A nefrite lapica (NL) em suas diversas formas de manifestacao tem uma
prevaléncia elevada, podendo acometer até metade dos pacientes portadores
de lupus eritematoso sistémico (LES). E uma doenca potencialmente grave, e
dependendo da severidade da lesdo e do tipo de resposta ao tratamento
imunossupressor, o paciente pode evoluir para doenca renal cronica (DRC)
terminal e necessidade de dialise ou transplante, gerando custos elevados para

0 sistema de saude.

As podocitopatias sdo consideradas hoje a base fisiopatolégica de
muitas doencas glomerulares, entre elas a NL. Os mecanismos de leséo
podocitéria, que envolvem insultos hemodindmicos, toxicos, auto-imunes,
inflamatoérios e metabdlicos, tém sido amplamente investigados nos ultimos 15
anos em diversos laboratérios em todo o mundo. Torna-se primordial,
principalmente para os casos refratarios as drogas imunossupressoras e aos
agentes bioldgicos hoje disponiveis no arsenal terapéutico da NL, identificar
novos alvos e assinaturas moleculares para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais especificas, que auxiliem no controle da doenca, assim
evitando a progressdo para fibrose renal irreversivel e necessidade de

substituicdo da funcao renal por didlise ou transplante.

A identificacdo da lesdo podocitaria no tecido renal (podocitopenia) e na
urina (podocituria) por analise molecular, como o PCR em tempo real, e outros
métodos como a imunohistoquimica e imunofluorescéncia, torna possivel o
melhor entendimento da injuria glomerular e do poddcito, uma vez que tem

valor preditivo de atividade de doenca e progressdo para DRC. Se a
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podocitopatia for identificada e tratada precocemente, poderia se impedir ou
pelo menos retardar a progressao da NL para DRC, influenciando

positivamente a sua evolucao e prognaostico.

Em concluséo, este estudo ainda com resultados preliminares pode
demonstrar, em acordo com outros dados da literatura, que pacientes em fase
aguda da NL apresentam reducgéao da expressdao do RNAm de marcadores do
podécito no tecido renal, o que é compativel com podocitopenia, e um
concomitante aumento de sua excrecao na urina, 0 que sugere a presenca de
podocituria. A podocituria foi de maior magnitude nos pacientes com NL com
depdsitos mais intensos e difusos de localizagdo endocapilar e/ou subepitelial,
0 que sugere a existéncia de correlacdo entre a podocitiria e as classes
histologicas mais graves da NL, como a proliferativa focal (classe lll) e a difusa
(classe 1V) e a glomerulonefrite membranosa (classe V). Ainda sdo necessarios
estudos com um maior niumero de pacientes em cada classe histoldgica da NL
e envolvendo outras glomerulopatias, com acompanhamento longitudinal a
longo prazo, que investiguem a expressdo do RNAm tecidual e urinario das
proteinas do poddcito antes e depois da terapia imunossupressora em
comparacdo com o marcador hoje utilizado de dano glomerular que é a
proteindria, determinando os seus valores progndsticos e as suas acuracias

para o desenvolvimento de DRC progressiva.
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8. Anexos

Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes

O Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo
presente termo de consentimento convida o (a) Sr.(a) a participar do estudo:
“ANALISE MOLECULAR DAS PROTEINAS DO PODOCITO NA NEFRITE
LUPICA E SUA CORRELACAO COM O TIPO HISTOLOGICO E GRAU DE
ATIVIDADE E CRONICIDADE” com o objetivo de identificar alteragbes dos rins
relacionadas a sua doenca, o ldpus. O lupus pode fazer com que 0s rins
percam proteinas, o que se chama de nefrite do ldpus. O objetivo dessa
pesquisa é entender por que isto ocorre, através de analises de uma biopsia do
rim e de uma amostra de urina. A biopsia s6 sera feita por indicacdo do seu
meédico, para que ele possa determinar o tipo de nefrite e decidir o melhor
tratamento para ela. Os procedimentos a que o (a) Sr.(a) sera submetido séo:
primeiro uma coleta de urina, minutos antes da biopsia, e ap0s a realizacao da
biépsia do rim orientada por ecografia, que sera realizada ou pela equipe
assistencial ou no Servico de Radiologia, o que sera decidido pela equipe
médica. Normalmente sdo removidos dois fragmentos de rim, uma para um
exame chamado anatomo-patolégico e outro para outro exame chamado
imunofluorescéncia. Se o fragmento for suficientemente grande, sera removido
um pequeno fragmento de tecido, que junto com a urina, serdo analisados no
Laboratorio do Servigo de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Do proprio exame anatomo-patolégico serdo separadas dez laminas para

outras analises em nosso laboratério. Caso os dois fragmentos retirados sejam
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pequenos (< 1 cm), sera necessario repetir a biépsia e remover um terceiro

fragmento para coleta de material suficiente para as analises laboratoriais.

A coleta de urina no frasco que ndo oferece nenhum risco. A biopsia do
rim € um procedimento que envolve riscos de complicagcbes, mas que sao
incomuns quando se usa ecografia para orientar a biépsia. A complicacdo mais
frequente é a perda de sangue pela urina (que ndo se enxerga, sé se detecta
em exame da urina pois € microscépica) que ocorre em quase todos 0s casos,
e ndo requer nenhum tratamento especifico. Menos frequentemente podem
ocorrer hematomas ao redor ou dentro do rim (1 a 2% das biépsias), em geral
pequenos, que podem dar dor na regido das costas do lado biopsiado. Em
menos de 1% das bidpsias pode ocorrer hemorragia mais grave com
necessidade de cirurgia para estancar o sangramento. Conforme as
orientacdes de rotina dadas pela sua equipe médica, para evitar estas
complicagBes e trata-las com a maior brevidade é necesséario permanecer em
repouso absoluto no leito por pelo menos 12 horas ap6s a bidpsia, e estar em

jejum por 6 horas antes da biopsia e 4 horas apos.

Serdo analisados também dados do seu prontuario do hospital, para
informacgdes sobre a sua doenca e os exames que foram feitos. Esses dados

serdo coletados sigilosamente, e s6 serdo divulgados sem a sua identificacao.

Nenhum beneficio financeiro sera obtido na participacdo do presente
estudo tanto para o Servico de Nefrologia, quanto para o (a) Sr.(a), mas a sua
ajuda sera muito importante para se descobrir que alteracfes tem 0s rins e a
urina de um paciente com nefrite pelo lUpus, o que podera ajudar no tratamento

e no controle desta doenca.
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Para seu esclarecimento a qualguer momento ou em caso de
necessidade o Sr (a) podera entrar em contato com os membros da equipe de
pesquisa do Servigo de Nefrologia pelos telefones 3359-8295, 3359-8121, ou
ainda pelo telefones celulares da pesquisadora Mariane dos Santos (9438-
9517) e do Dr. Francisco Veronese (9969-3920). Ainda em caso de urgéncias
pode ser feito contato com o plantdo do Servico de Nefrologia do HCPA,
telefones 3359-8121 e 3359-8294. Para esclarecimentos éticos o Sr (a) pode

entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) pelo telefone

3359-7640.
Eu, aceito participar desse estudo/
aceito que meu familiar participe e declaro que

também fui informado:

« Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta sobre o presente
estudo;

« Da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, sem que
isto traga prejuizo a continuagdo de meu cuidado e tratamento;

o« Do carater confidencial das informacdes relacionadas com minha
privacidade;

o Da disponibilidade de tratamento médico caso existam complicacdes
causadas por esta pesquisa;

o De que néo terei despesas por participar do estudo.

Nome do paciente ou responsavel legal Nome do pesquisador
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Assinatura do paciente ou responsavel legal Assinatura do pesquisador
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Controles

O Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo
presente termo de consentimento convida o (a) Sr (a) a participar do estudo:
“ANALISE MOLECULAR DAS PROTEINAS DO PODOCITO NA NEFRITE
LUPICA E SUA CORRELA(;AO COM O TIPO HISTOLOGICO E GRAU DE
ATIVIDADE E CRONICIDADE” com o objetivo de identificar alteragdes dos
rins. O objetivo dessa pesquisa € entender por que isto ocorre. Embora o(a)
Sr.(a) ndo tenha esta doenca mas necessita remover um rim por outro
problema como indicado pelo seu médico, estamos lhe convidando para
participar da pesquisa e assim fazer parte de um grupo de comparacao, para
poderemos entender melhor as diferencas entre 0s que tem e 0s que nao tem
lGpus no rim. Os procedimentos aos quais o(a) Sr.(a) sera submetido serdo
uma coleta de amostra de urina antes da cirurgia e quando o seu rim estiver
sendo removido na cirurgia, ser feita uma biépsia de um pequeno fragmento do
rim, e isto ndo Ihe causara qualquer prejuizo pois todo o rim sera retirado como
tratamento de sua doenca. Esse tecido junto com a urina coletada sera
analisado no Laboratério do Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. A coleta de urina no frasco ndo oferece nenhum risco as

pessoas.

Nenhum beneficio financeiro sera obtido na participacdo do presente
estudo tanto para o Servico de Nefrologia, quanto para o(a) Sr.(a), mas a sua
ajuda sera muito importante para se descobrir que alteracfes tem os rins e a
urina de um paciente com nefrite pelo lUpus, o que podera ajudar no tratamento

e no controle desta doenca.
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Para seu esclarecimento a qualguer momento ou em caso de
necessidade o Sr.(a) poder& entrar em contato com os membros da equipe de
pesquisa do Servigo de Nefrologia pelos telefones 3359-8295, 3359-8121, ou
ainda pelo telefones celulares da pesquisadora Mariane dos Santos (9438-
9517) e do Dr. Francisco Veronese (9969-3920). Ainda em caso de urgéncias
pode ser feito contato com o plantdo do Servico de Nefrologia do HCPA,
telefones 3359-8121 e 3359-8294. Para esclarecimentos ético o Sr(a) pode

entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) pelo telefone

3359-7640.
Eu, aceito  participar desse
estudo/aceito que meu familiar participe e

declaro que também fui informado:

e Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta sobre o presente
estudo;

o Da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, sem que
isto traga prejuizo a continuacdo de meu cuidado e tratamento;

e Do carater confidencial das informa¢gdes relacionadas com minha
privacidade;

o Da disponibilidade de tratamento médico caso existam complicacdes
causadas por esta pesquisa;

o De que néo terei despesas por participar do estudo.

Nome do paciente ou responsavel legal Nome do pesquisador
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Assinatura do paciente ou responsavel legal  Assinatura do pesquisador
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Anexo 3. Ficha de coleta de dados

Identificacao

Nome Protocolo
n°
Idade Sexo | J 1=Masc | Etnia | [J 1=Branco | Registro HCPA
[ 2=Fem [ 2=Negro

Dados clinicos e exames laboratoriais

Hipertenséo arterial: () Sim () Né&o Medicacbes em uso e doses
PAS: /| mmHg (incluir data de inicio)
PAD:  / mmHg
Albumina sérica (mg/dl): 1.
Creatinina sérica (mg/dl): 2.
EQU: hemacias____ cilindros_ 3.
indice proteindria/creatinindria na urina: 4.
5.
TFGe (ml/min/1,73 m?): 6.
C3 7.
C4 8.
Anti-DNAds 9
FAN 10.

Anéalise Molecular




URINA
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Gene/RNA

Quantificacdo do RNAm (2722

Nefrina

Podocina

Podocalixina

Alfa actinina-4

TGF-B1

FOXP3

VEGF-A

TRPC6

TECIDO RENAL

Gene / RNAmM

Quantificacdo do RNAm (224¢%

Nefrina

Podocina

Podocalixina

Alfa actinina-4

TGF-B1

FOXP3

VEGF-A

TRPC6




Analise Imunohistoquimica:

TECIDO RENAL
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Tipo de célula do infiltrado

Contagem digital

Linfocito T citotdxico CD8+

Linfocito B CD20+

Macrofago CD68+
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