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RESUMO

Introducdo: A injuria ao podocito glomerular tem um papel critico para o
surgimento de proteinairia em diferentes glomerulopatias. Neste estudo avaliamos a
expressao génica das proteinas associadas ao poddcito em bidpsias renais € na urina
simultaneamente em pacientes com glomerulopatias proliferativas (GPP) e néo
proliferativas (GPNP) proteindricas, assim como a efeito do tratamento
imunossupressor sobre a expressdo destas moléculas. Material e Métodos: Setenta e
cinco pacientes adultos foram incluidos, 35 com diagnostico de GPNP e 41 casos de
GPP. Vinte e um individuos sem doenca renal foram incluidos como controles. O
RNAm foi quantificado no tecido renal (basal) e em células do sedimento urinario (na
bidpsia, aos 6 e 12 meses) dos genes nefrina, podocina, podocalixina, sinaptopodina e
alfa actinina-4 por PCR em tempo real. A expressdo génica foi correlacionada com a
proteindria e a funcdo renal, e a variagdo do RNAm ao longo do tempo foi comparada
entre os grupos pela Equagédo de Estimativas Generalizadas. Resultados: O RNAm dos
genes (exceto da sinaptopodina) no tecido estava significativamente reduzido no grupo
GPNP. No grupo GPP, a expressao também foi menor, mas apenas o0 gene da podocina
teve diferenca estatistica comparado aos controles. Em paralelo, 0 RNAmM dos mesmos
genes na urina basal foi mais elevado nos pacientes, e mais marcadamente no grupo
GPP. Ap0s seis meses de tratamento imunossupressor associado ou ndo a inibidores da
angiotensina, no grupo GPP houve uma reducéo significativa da expresséo de podocina,
podocalixina e alfa actinina-4 aos 6 e 12 meses quando comparando ao nivel basal
(p<0,001). No grupo GPNP, apenas a alfa actinina-4 diminuiu (p=0,008) com uma
tendéncia de reducdo da podocalixina (p=0,08). Verificou-se uma forte correlacdo entre
0s genes na bidpsia (exceto com sinaptopodina), mas na urina esta correlagdo foi fraca.

Houve correlagdo moderada mas significativa dos genes na urina com a proteindria



basal e dos 6 meses, mas nenhum gene correlacionou-se com a taxa de filtracdo
glomerular. Conclusdo: Nestes pacientes com glomerulopatias proteindricas em fase
aguda de doenca, a expressdo génica de proteinas associadas ao poddcito estava
reduzida na bidpsia renal concomitante com aumento da excre¢do urindria, sugerindo a
presenca de podocitopenia intra-renal e podocitiria, respectivamente. O RNAm destes
genes reduziu em paralelo com a proteiniria com 0 uso de imunossupressores,
sugerindo reorganizacdo estrutural dos poddcitos. Os resultados deste estudo ndo séo
conclusivos sobre diferengcas qualitativas da podocitopatia com base em tipos

histoldgicos especificos.

PALAVRAS-CHAVE
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Abstract

Introduction: Injury to the glomerular podocyte has a critical role in the
development of proteinuria in different glomerulopathies. In this study, gene expression
of podocyte-associated proteins was evaluated in kidney biopsies and urine
simultaneously in patients with proliferative (PGP) and non proliferative (NPGP)
glomerulopathies. The effect of immunosuppressive treatment on the expression of
these molecules was also studied. Material and Methods: Seventy-five adult patients
were included, 35 with NPGP and 41 cases of PGP. Twenty-one individuals without
renal disease were included as controls. The mRNA was quantified by real time PCR in
renal tissue (baseline) and in urinary sediment cells (at biopsy, at 6 and 12 months) for
the following genes: nephrin, podocin, podocalyxin, synaptopodin and alpha actinin-4.
Gene expression was correlated with proteinuria and renal function, and variation in
MRNA levels over time was compared between groups by Generalized Estimating
Equation. Results: The mRNA of all genes (except synaptopodin) in renal tissue was
significantly decreased in NPGP group. In the PGP, this expression was also lower, but
only podocin had statistical difference as compared to controls in parallel, mMRNA of the
same genes was increased in baseline urine of the patients, but more markedly in PGP
group. After six months of immunosuppressive treatment, with or without angiotensin
inhibitors, there was a significative reduction in urinary expression of podocin,
podocalyxin and alpha actinin-4 at 6 and 12 months as compared to baseline levels. In
the NPGP group, only alpha actinin-4 decreased in the urine (p=0,008) and there was
also a trend to reduction of podocalyxin (p=0,08). There was a strong correlation
between all genes (except for synaptopodin) in biopsy, but in the urine this correlation
was weak. There was also a moderate but significative correlation between urinary

genes and baseline and six-month proteinuria, but no gene correlated with glomerular



filtration rate. Conclusion: In these patients with proteinuric glomerulopathies in the
acute phase of disease, gene expression of podocyte-associated proteins was decreased
in kidney biopsy concurrent with increased levels in the urine, suggesting the presence
of intra-renal podocytopenia and podocyturia respectively. The mRNA of these genes
decreased in parallel with proteinuria along with immunosuppressive treatment,
suggesting structural reorganization of podocytes. The findings of this study cannot be
conclusive about qualitative differences of the podocytopathy based on specific

histologic types.
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Podocyte, glomerulopathies, gene expression, podocin, nephrin
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1. INTRODUCAO

O aumento da incidéncia da doenca renal cronica (DRC) tem atingido
proporg¢des epidémicas em todo o mundo. O custo da didlise e transplante nos Estados
Unidos atinge cifras ao redor de 20 bilhdes de ddlares anualmente (1). Evidéncias
recentes sugerem que o manejo adequado da DRC em seus estagios iniciais pode
prevenir morte por doenca cardiovascular e retardar do inicio de didlise (2,3).

A incidéncia da DRC no Brasil ndo € bem conhecida e, tomando-se como
referéncia os dados da populagdo norte-americana, a prevaléncia estimada de DRC seria
de 1,87% da populacéo brasileira adulta (4). Conforme os dados do censo de 2011 da
Sociedade Brasileira de Nefrologia, 91.314 pacientes estavam em tratamento
hemodialitico. Com relacdo a mortalidade anual de pacientes em hemodidlise, o dado
mais recente é de 19,9% (5). O impacto da DRC é tdo grande a ponto de ser considerada
um problema de saude publica, exigindo portanto politicas de controle rigoroso no que
se refere a rastreamento, diagndstico precoce, estadiamento e seguimento dos pacientes.
O custo ao sistema de saude derivado da dialise crénica e do transplante ¢ muito
elevado, em 2010 foi cerca de 1,8 bilhdo de reais (6).

Doencas glomerulares sdo uma das principais causas de doenca renal cronica.
Como tal, ttm um impacto significativo na expectativa e na qualidade de vida dos
pacientes. Dados do United States Renal Data System mostram que, dos pacientes com
doenca renal crénica terminal (DRCT), 56% tem doenca glomerular secundéaria a
nefropatia diabética, glomerulonefrite primaria ou nefropatia por HIV, e outra parcela
importante tem glomeruloesclerose hipertensiva (7).

No Brasil, os dados apontam como principais causas de DRC terminal

hipertensdo arterial (26%), diabete melito (18%) e glomerulonefrite (11%) (8). Assim, a
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doenca glomerular diabética e ndo diabética tem um forte impacto nos custos impostos
ao sistema de saude, pois podem evoluir para DRCT com necessidade de terapia
substitutiva da funcdo renal, dialise ou transplante (9).

A proteindria ¢ a manifestacdo clinica primordial das doencas glomerulares,
além de ser um importante fator de risco para progressdo da doenca renal. Os seus
mecanismos fisiopatoldgicos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (10).

O filtro glomerular, composto pelo endotélio fenestrado, membrana basal
glomerular (MBG) e pelas células epiteliais denominadas podécitos, é o principal sitio
de lesdo que resulta no aumento da excrecdo urinaria de proteinas. Particularmente, as
células podocitérias tém sido foco de intensiva investigacdo, pois parecem criticas para
o desenvolvimento da proteinuria (7,11,12). O dano ao poddcito tém sido demonstrado
nos diferentes tipos de glomerulopatias primarias, como glomeruloesclerose segmentar
e focal, nefropatia membranosa, nefropatia por IgA (13) e nas formas secundérias, como
nefrite lGpica (14), nefropatia diabética (15,16) e nefropatia hipertensiva (17).

O tratamento imunossupressor (7,11), inibidores da angiotensina (18,19) e
agentes hipoglicemiantes (20) podem restituir a integridade funcional e estrutural dos

poddcitos, em paralelo com a redugéo da proteindria e a melhora da funcéo renal.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O sistema renal é o principal responsavel pela filtracdo do sangue. A cada ciclo
cardiaco o rim, mais especificamente os glomérulos, filtram o sangue até formar um
ultrafiltrado, a urina. O glomérulo consiste em um tufo de capilares glomerulares,
células e matriz mesangial, a capsula de Bowman e o espacgo urinario (11).

A filtracdo glomerular ¢é caracterizada por uma seletividade para
macromoléculas, em que proteinas de alto peso molecular sdo excluidas do filtrado. As
proteinas menores sdo parcialmente filtradas, mas reabsorvidas no tubulo proximal (7).
Estruturalmente, o filtro glomerular é composto por trés camadas: uma camada de
células endoteliais separadas por fenestragbes de 50-100 nm, a membrana basal
glomerular (MBG), que tem cerca de 300 nm de espessura, as células epiteliais dos
poddcitos, com seu diafragma em fenda. Esta compreensdo do filtro glomerular s6 foi
possivel apds a identificagdo ultraestrutural e molecular destas trés camadas, em que 0
poddcito e o diafragma em fenda adjacente sdo determinantes a retengdo de proteinas

(7,21).

2.1 Estrutura do Poddcito

O poddcito é uma célula epitelial altamente diferenciada, com morfologia celular
complexa. E uma célula embrionéria derivada de células mesenquimais e cada poddcito
maduro tem uma distingdo anatémica e funcional (11). Estdo localizados no interior do

glomérulo, que é responsavel pela filtracdo do sangue (22). Estudos mostram que a
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principal barreira do filtro glomerular é sua fenda diafragmatica, que permite a
passagem de proteinas de dimensdes menores mas retém macromoléculas (23,24).

O poddcito € uma célula polarizada, carregada negativamente, e sua forma
peculiar é dinamicamente modificdvel. 1Isso se deve ao citoesqueleto rico em
microfilamentos de F-actina e miosina (25). O citoesqueleto é constituido por trés
elementos ultraestruturais: microfilamentos (7-9nm), filamentos intermediarios (10nm)
e microtubulos (24nm) (11).

O corpo celular do poddcito é o centro da célula e encontra-se no espaco
urinario. Nele encontram-se o nucleo da célula, o complexo de Golgi, o reticulo
endoplasmatico e as mitocondrias. A partir do corpo celular surgem longos processos
primérios, que sdo denominados pedicelos. Os poddcitos estdo ancorados a membrana
glomerular basal através de proteinas “fixadoras”, principalmente a 3 p 1-integrinas e a,
[ -distroglicanos (11).

Os pedicelos estdo interligados entre si por um diafragma em fenda, e esta fenda
é a principal barreira de filtracdo. Sendo assim, qualquer injuria altera esta arquitetura e
leva & retracdo dos poddcitos em relacdo a MBG, desencadeando perda de proteinas.
Por isso, este processo é altamente controlado pela expressdo de moléculas especificas
(22).

O diafragma em fenda mede aproximadamente 30-40nm de comprimento (22).
Na ultraestrutura, descrita inicialmente por Karnovsky (26), observam-se séries de
retdngulos de 4 x 14 nm de area que configuram uma estrutura tipo “ziper”, que
anatomicamente constituiria uma barreira contra macromoléculas, na funcéo de filtro do
glomérulo.

Este diafragma tem 6 nm de espessura e localiza-se 60 nm acima da membrana

basal glomerular. A estrutura molecular do diafragma em fenda inclui um namero
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crescente de proteinas que estdo organizadas em microdominios funcionais dentro de
um componente lipidico e se conectam com o citoesqueleto através de interagdes com

outras proteinas sinalizadoras do poddcito (26).

2.3 Estrutura molecular do poddcito

A primeira molécula identificada no poddcito, mais especificamente no
diafragma em fenda, foi a Zona ocludens 1, ZO-1, originalmente descrita como um
componente da face citoplasmatica. Schnabel et al (27) localizou a ZO-1 no epitélio dos
pedicelos no ponto de insercdo com a fenda diafragmatica (24). Estd geralmente
presente em interacOes labeis, capazes de sofrer rdpido rearranjo. Seu significado €
incerto no diafragma em fenda (23), mas estudos mostraram que a ZO-1 interage com a
Nephl (25). Com isto, desempenha um papel importante na manutengdo da funcéo de
barreira do poddcito (28).

Outra proteina que é um componente chave da fenda diafragmatica é a nefrina.
Descoberta inicialmente por Tryggvason em 1998, a nefrina é um produto do gene
NPHS1 que esta relacionada com a sindrome nefrética congénita do tipo Finlandés.
Possui um dominio extracelular longo com oito repeti¢des do tipo imunoglobulina, com
um unico modulo fibronectina tipo 111, e um pequeno dominio intracelular. E uma
molécula de adesdo da superfamilia das imunoglobulinas (23), e esta relacionada com a
manutencdo da citoarquitetura do poddcito, interagindo com a actina através de
proteinas adaptadoras NcK, e com a proteina NEPH1, formando cis-oligdbmeros
heterogéneos. As moléculas de nefrina estendem-se umas sobre as outras a partir das
interdigitacdes dos pedicelos, com disposicdo em paralelo e ligado por pontes

dissulfeto, permitindo o fechamento da fenda como um “ziper” (7), como ilustra a
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figura 1 (22). Mais recentemente, foi demonstrado que a nefrina também pode agir
como uma molécula de sinalizagdo (29). A nefrina faz o recrutamento de proteinas que
incluem CD2AP e podocina, que sdo necessarias para a manutencdo da estrutura
molecular e estabilidade do poddcito (30).

Relacionada ao diafragma em fenda, atuando na organizacdo estrutural deste, foi
identificada também a podocina (23). Ela é uma proteina codificada pelo gene NPHS2,
composta de 42-k-Da da familia das estomatinas. A podocina tem uma estrutura
incomum, com um dominio transmembrano Unico no centro da célula, e se encontra
dentro do citoplasma. Associada a um componente lipidico, apresenta uma forma de
“grampo de cabelo” (31,32), e a mutacdo deste gene resulta em sindrome nefrotica
autossdmica recessiva resistente a corticosteroides. Além disso, em alguns estudos, a
podocina, juntamente com a nefrina, tem relagdo com filamentos de actina (33). A
podocina, assim como a nefrina, interage com CD2AP, facilitando a sinalizacdo da
nefrina para o meio intracelular (31,32).

Embora a nefrina e a podocina se expressem somente nos glomérulos do rim,
estudos demonstraram que 0 RNAm da podocina também estid expresso no coragao
fetal, possivelmente contribuindo para o desenvolvimento cardiaco normal (34).

A proteina CD2AP é uma molécula adaptadora de 80k-Da que se liga no
citoplasma a CD2, uma proteina de membrana da célula T, de células natural killer
(35). Ratos knockout para esta proteina apresentam defeitos nas células T de sinalizacdo
e evoluem para 6bito algumas semanas depois do nascimento, em consequéncia de
intensa proteindria, glomeruloesclerose e uremia. Estudos também verificaram que
camundongos knockout para CD2AP apresentam sindrome nefrética e insuficiéncia

renal, semelhante a glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) (7). Sua expressao é
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restrita ao poddcito e interage com a nefrina, ancorando-a ao citoesqueleto e mantendo a

arquitetura do diafragma em fenda (35).

A Nephl, proteina ja citada pela sua relacdo estrutural com a nefrina, contém
cinco dominios extracelulares do tipo imunoglobulina e interage com a terminagao
carboxi da podocina. E uma proteina sinalizadora através do sitio de ligagdo Grb2 SH2,
e participa da interacdo célula-célula. Sua delecdo em camundongos knockout causa
achatamento podocitario, expansdo e hipercelularidade mesangial, proteinaria e morte

do animal até a oitava semana de vida (36).

2.3.1 Dominio de membrana apical

A membrana apical do poddcito é carregada negativamente devida & presenca de
diversas sialoproteinas de superficie anibnica, como a podocalixina, podoplanina e
podoendina. Essa carga negativa limita a passagem de albumina carregada
negativamente, e mantém a separacdo fisica dos poddcitos adjacentes (11). A
podocalixina ¢ a maior das sialoproteinas transmembrana (165-kDa) e pertence a
familia das sialomucinas (37). Inicialmente foi identificada no rim, mas ela ndo é uma
proteina especifica do rim, estando presente em células progenitoras, endoteliais,
plaguetas e em um subconjunto de neurdnios.

Ela aparece no poddcito pouco antes da formagéo dos pedicelos e da fenda, e €
sempre encontrada na superficie apical (38). Sua importancia é critica para a formacéo e
preservacao da arquitetura celular dos poddcitos, possivelmente impedindo a adesdo das
células parietais da capsula de Bowman junto a estes (39). Devido a sua localizacéo

externa, é utilizada como marcador fenotipico dos poddcitos em diversas
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glomerulopatias, como glomeruloesclerose segmentar e focal, nefropatia por IgA,
nefrite lupica (NL), nefropatia diabética (ND) entre outras (40,41). De acordo com
Volgelmann et al (42), as células que sdo positivas para podocalixina continuam

positivas em 30-40% para outros marcadores fenotipicos do poddcito.

2.3.2 Dominio basal e citoesqueleto

Este dominio é necessario para ancorar o poddcito na membrana basal adjacente,
0 que ocorre através de a3 3 1-integrinas e a., B -distroglicanos. Essas proteinas ligam-se
a diversos componentes da membrana, como colageno 1V, fibronectina, laminina e
endactina, e também a proteinas do corpo podocitario, como alfa actinina-4 e
sinaptopodina do citoesqueleto, permitindo que as alteracbes da membrana basal
repercutam na forma e no movimento do podacito (11).

A sinaptopodina é uma proteina de actina especifica do poddcito localizada no
citoesqueleto e tem um papel crucial na estabilizacdo da integridade da fenda
diafragmatica (43). Estudos indicam que, além de sua presenca nos poddcitos, €
encontrada em compartimentos celulares das gémulas dos dendritos neuronais (44),
ainda sendo associada ao citoesqueleto (11). Encontra-se diminuida em pacientes
portadores de nefropatias (37) e apresenta correlacdo com gravidade de doenca (22). A
sinaptopodina interage diretamente com a alfa actinina-4 no citoesqueleto, modulando a
sua expressdo e promovendo o alongamento dos filamentos de actina, assim
modificando a forma do poddcito e produzindo achatamento ou simplificacdo dessas
células (39). A utilidade da sinaptopodina tem sido questionada por Ihmoda et al (45),

onde foi visto que em 100 pacientes com proteindria, a deteccdo dos poddcitos na urina
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com a utilizagdo de anticorpos anti-sinaptopodina foi positiva em um Unico paciente,
sendo entdo pouco sensivel para a identificacdo destas células.

A alfa actinina-4 é um filamento de actina, que esta envolvida em certas formas
de GESF (22). O gene da alfa actinina-4 foi identificado por Kaplan et al (46) na
mutacdo da forma autossdmica dominante da glomeruloesclerose segmentar e focal
familiar (47). Esta proteina € um componente do citoesqueleto, sem divida desempenha
um papel fundamental na integridade dos pedicelos, contribuindo para a formacéo e
manutencdo da integridade do citoesqueleto. Também é uma proteina importante para

adesdo do poddcito a membrana basal glomerular (48).

.
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Figura 1. Estrutura do poddcito e principais proteinas associadas (adaptado de

Barisoni e Mundel, ref. 22).

2.4 Funcdes do podocito



23

A complexa arquitetura das proteinas constitutivas do poddcito é necessaria para
o desempenho das mdaltiplas fungdes que essa célula altamente especializada exerce
(7,11). A funcdo do poddcito baseia-se principalmente na regulacdo dindmica da sua
arquitetura, tanto do seu corpo quanto dos pedicelos (20). Além da manutencdo da
integridade de barreira as proteinas (tamanho e carga) e da forma da alca capilar
glomerular (7,11), o poddcito também é responsavel pela neutralizacdo da pressao
gerada dentro do glomérulo, sintese e manutengdo da membrana basal glomerular e
producdo e secregdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), necessario
para a integridade da célula endotelial do capilar glomerular (7,11,20-22). Os poddcitos
tém mobilidade e acomodacdo, o que faz com que auxiliem na preservacdo da
arquitetura do filtro glomerular (49).

A alteracdo de uma ou mais dessas func¢des apos uma injuria ao podocito resulta
em proteindria, sindrome nefrética e perda de fungéo renal.
2.5 Classificacdo das podocitopatias e resposta podocitdria a lesao

glomerular

As doencas glomerulares podem ser consideradas como uma consequéncia da
disfuncéo do poddcito causada por fatores genéticos e ambientais (11). Os mecanismos
envolvidos na lesdo do poddcito sdo complexos e envolvem alteragbes nas proteinas
expressas no nucleo, citoplasma e membranas celulares. O dano celular pode ser
causado por um disturbio congénito ou adquirido (50). A agressdo ao poddcito produz
um processo ativo de fusdo, retracdo e simplificacdo dos pedicelos, que € uma reacdo

estereotipada a lesdes de qualquer natureza, e morfologicamente identificada pelo
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achatamento destas células epiteliais que cobrem a membrana basal glomerular. As
doencas tipicamente se manifestam por proteindria, com ou sem sindrome nefrotica,
esta definida como a excrecdo de proteinas na urina superior a 3,5 gramas em 24 horas,
acompanhada de hipoalbuminemia e edema. O fendtipo clinico da doenca dependera de
guando e em que intensidade e rapidez a agressao ao glomérulo se estabeleceu (11).

A proteinuria, como caracteristica tipica das doencas podocitarias, ocorre pela
disfuncédo de diversos segmentos do podocito. A desagregacdo ou mutacdo das proteinas
do diafragma em fenda (nefrina, podocina, CD2AP, Nephl) (10,50), da interagédo
poddcito-MBG (intergrinas, distroglicanos) (7), a reorganizagdo do citoesqueleto (a
actinina-4, sinaptopodina) (51,52) e a perda das cargas negativas (podocalixina) (53),
sd0 mecanismos de proteindria ja demonstrados em modelos experimentais e em

estudos clinicos.

2.6 Podocitopatias

2.6.1 Glomerulopatias primarias

A Nefropatia membranosa (NM) é uma doenga causada pela deposicdo de
imunocomplexos com ligacdo de anticorpos na camada epitelial. A lesdo é mediada pelo
complexo de ataque a membrana C5b-9 (11) contra um antigeno ainda desconhecido em
nivel subeptelial. Estudos recentes apontam o receptor da fosfatase A2 (PLA-2R) como
um possivel antigeno alvo na NM (54). E uma das principais causas de sindrome
nefrética em adultos e é mais frequente no sexo masculino. Caracteriza-se por depdsitos
imunes contendo 1gG e C3 subepiteliais, apagamento das células epiteliais viscerais

glomerulares e espessamento difuso da membrana basal glomerular (55). A proteindria
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é em nivel nefrdtico, podendo ser acompanhada de hematuria, hipertensdo arterial e
perda da fungéo renal (56).

Na glomerulopatia por alteragdes glomerulares minimas (AGM), as células T
estdo envolvidas na lesdo podocitaria, e seu mecanismo mediador ainda é indefinido,
mas especula-se a existéncia de um fator que altera a permeabilidade glomerular a
albumina (11). E prevalente em criancas, mas ocorre em adultos. Na microscopia
eletronica identifica-se fusdo e achatamento dos poddcitos. Manifesta-se por sindrome
nefrética, em geral sem hematdria, hipertensdo ou perda da funcéo renal (57).

A nefropatia por IgA é o tipo mais prevalente de glomerulonefrite priméaria em
todo o mundo. A presenca de hematiria, proteindria ndo nefrética e mais raramente
nefrética, hipertensdo arterial e insuficiéncia renal progressiva sdao manifestacdes
clinicas diversas que ocorrem nesta doenca (58). Dado que a hipertensdo é um
importante fator de risco para a progresséo das doencas glomerulares, uma variacdo dos
genes relacionados a pressdo arterial podem estar associados ao progndstico renal de
pacientes com nefropatia por IgA (59).

Intensas pesquisas tém dedicado atencdo para a relagdo entre dano ao podaocito e
o desenvolvimento de glomeruloesclerose. Apds uma lesdo ao poddcito de qualquer
natureza (imunoldgica, toxica, infecciosa, isquémica), o poddcito maduro apresenta uma
capacidade limitada para se dividir e proliferar in situ. A deple¢do podocitéria ocorre
por trés mecanismos: a) necrose, apoptose ou perda de adesdo a MBG; b) hipertrofia
glomerular e podocitopenia relativa; c) alteracdo fenotipica do poddcito, que se torna
incapaz de manter a sua estrutura e funcdo (60). Em modelos experimentais a reposi¢ao
da célula podocitaria poderia ocorrer por migracdo sanguinea de células tronco da
medula dssea ou mesmo das células parietais da capsula de Bowman ao tufo glomerular

(61).



26

A glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) pode ser primdria ou
secundaria. Na GESF hereditéaria ocorre uma mutagdo da o actinina-4 e de podocina. A
GESF é caracterizada pela presenca de proteinaria nefrotica, hematdria e diminuicdo da
funcédo renal, muitas vezes evoluindo para insuficiéncia renal cronica terminal (46). A
lesdo da GESF também envolve fatores circulantes que tem como mecanismo mediador
o fator de permeabilidade glomerular a albuminuria, na forma hereditaria esporadica
(112).

O mecanismo de glomeruloesclerose na forma segmentar e focal primaria foi
descrito por Kritz e cols (62). A deplecdo do nimero de poddcitos resulta em &reas de
desnudamento da MBG, e a pressdo intracapilar elevada faz com que essas areas se
desloquem em dire¢do a cdpsula de Bowman, levando a formacédo de sinéquias entre as
células parietais e as areas desnudas. A glomeruloesclerose segmentar evolui para
esclerose global, associado a filtragdo de proteinas dentro do intersticio, contribuindo
para a fibrose intersticial que acompanha esse processo, o qual culmina na DRC
terminal (62).

A sindrome de Alport é uma forma de glomeruloesclerose hereditaria. E
responsdvel por 3% dos casos de doenca renal cronica terminal criangas. Esta
relacionada as mutagcdes nos genes que codificam as cadeias alfa3, alfa4 e alfa5 do

colageno tipo IV (63).

2.6.2 Glomerulopatias Secundarias

Além da GESF priméria, diversas patologias como obesidade severa, nefropatia

do refluxo, hipertensdo arterial, oligomeganefronia e rim Unico sdo causas de GESF
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secundaria (11). Pacientes podem apresentar GESF colapsante por infec¢des ou drogas,
principalmente o HIV e parvovirus B19. (11). Uma caracteristica desta doencga € a
hipertrofia e hiperplasia das células epiteliais que recobrem o glomérulo, com colapso
do tufo glomerular (64). Assim como a GESF classica, é caracterizada por proteindria
em geral nefrética, mas a perda da funcdo renal é répida e a maioria dos pacientes
evoluem para DRC terminal, independente do tratamento (65).

Na GESF colapsante ocorre uma diferenciagdo do podocito e mudanca de seu
fendtipo, com perda de marcadores como WT1 (Wilms Tumor 1), nefrina,
sinaptopodina, podocalixina e GLEPP1, e expressdo de marcadores de células imaturas
(PAX1, citoqueratina 8). Ocorre desagregacao do citoesqueleto, mas nesse processo 0s
poddcitos tornam-se capazes de entrar novamente no ciclo celular e proliferar, com

intensa hiperplasia formando lesGes semelhantes a pseudocrescentes (60,66).

A nefropatia diabética (ND) é a principal causa de estagio final da doenga renal
e afeta cerca de 25-30% dos pacientes portadores de diabetes. O aumento nos casos de
ND tem resultado em um significativo aumento de DRC terminal (67). A patogénese da
ND ndo esta totalmente elucidada, mas estudos tem mostrado que a hiperglicemia
favorece a formacdo de produtos de glicosilacdo avancada (AGES) e de espécies ativas
de oxigénio que lesam o poddcito, desempenhando um papel importante na génese e
progressio desta doenca (12). E caracterizada por proteindria crescente, desde
microalbumindria até macroproteinuria, declinio da funcéo renal, e é responsavel por
um aumento significativo de morbilidade e mortalidade cardiovascular (19).

A nefrite lapica (NL) é uma das manifestacdes clinicas mais graves do lupus
eritematoso sistémico. Acredita-se que o desenvolvimento da lesdo renal origina-se a

partir de uma desregulacéo do sistema imune, em que ocorre hiperatividade de células B
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e reducdo da apoptose de células, com intensa resposta inflamatéria. Os auto-anticorpos
sdo formados contra antigenos nucleares, nucleossomos e histonas. A perda dos
poddcitos € um marcador de atividade de doenca, e pode ser revertida através de terapia
imunossupressora (14). A doenca pode ndo apresentar sintomas, sendo identificada
apenas pela bidpsia renal, ou mais frequentemente, se manifestar proteindria, hematdria,
sindrome nefrética e/ou nefritica, esta com réapida progressdo para insuficiéncia renal
(68).

Na tabela abaixo é apresentada a correlacdo entre tipo histoldgico da

glomerulopatia e a respectiva alteragdo bioldgica do poddcito.

Tipo histologico Podocitopatia

Esclerose mesangial difusa Parada do desenvolvimento glomerular

Defeito de construcdo/manutencdo da
Sindrome de Alport

MBG
Alteracdes glomerulares
Mudanca de fen6tipo do poddcito
minimas
GESF Deplecédo de poddcitos (podocitopenia)
GESF colapsante Desdiferenciacao do poddcito
GN
Lesdo, perda e proliferacdo de poddcitos
inflamatdrias/imunolégicas
Glomeruloesclerose Podocitopenia  relativa e  estresse
hipertensiva mecanico
Glomeruloesclerose Podocitopenia por estresse oxidativo
diabética Hipertrofia glomerular (podoc. relativa)

Podocitopenia, causa indefinida
Obesidade (GESF)
Hipertrofia glomerular (podoc. relativa)
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Envelhecimento Dano ao DNA (lesdo oxidativa

(glomeruloesclerose) mitocondrial)

Adaptado de Wiggins RC (ref. 60).

2.7 ldentificacdo das proteinas do poddcito no tecido renal e na urina

Antes de 1995 as proteinas do podocito eram identificadas exclusivamente em
tecido renal por biopsia, procedimento invasivo sabidamente ndo isento de riscos. O
reconhecimento do descolamento dos poddcitos da MBG depois de estabelecida a lesdo
e sua “descamacdo” na urina, abriu novas possibilidades de diagnostico ndo invasivo
para a deteccdo de podocitiria em modelos experimentais e em rins humanos. Hara e
cols. (40,41,69,70) detectaram podadcitos viaveis e seus produtos em diversos tipos de
glomerulonefrites. Lemley e cols. (71) correlacionaram podocitiria com atividade de
nefrite lUpica e nefropatia por IgA, enquanto Patari e cols. (72) detectaram nefrina por
Western blot em urina de pacientes diabéticos. Yu e cols. (73), em estudo experimental,
sugeriram que a podocituria ndo seria apenas um reflexo da proteindria, mas um
marcador ainda mais sensivel e especifico para detectar atividade de doenca e dano
glomerular.

Posteriormente foi possivel quantificar o RNA mensageiro (RNAm) de proteinas
do poddcito em células do sedimento urinario em modelos experimentais (74) e em
pacientes com glomerulopatias proteindricas (23). Sato e cols. (75) demonstraram a
utilidade clinica e a acurécia da podocitdria seriada para diagndstico e monitorizacdo da
progressdo da doenca glomerular. A podocitiria elevada e persistente apresentou uma
correlacdo positiva com proteindria e com dano glomerular histologicamente

comprovado (76).
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Wang e cols.(14) avaliaram a expressdo das proteinas na urina de pacientes
portadores de nefrite IUpica, no qual a concentracdo da nefrina, podocina e
sinaptopodina foi significativamente mais elevada nos pacientes doentes relacionados
ao pacientes sadios. Neste estudo houve correlagdo da expressdo da podocina e
sinaptopodina com o declinio da funcdo renal. Navarro-Munoz et al (13) também
avaliaram a expressdo das celulas do sedimento urindrio em 69 pacientes com
glomerulopatias proteindricas, proliferativas (1gA e glomerulonefrite
membranoproliferativa, GMP) e ndo proliferativas (GESF, AGM, NM) a nefrina estava
mais elevada nos pacientes doentes do que em controles saudaveis. Wang e cols
estudaram 21 pacientes diabéticos, observando diferenca significativa na expressao da
podocina, nefrina, sinaptopodina e alfa actinina-4 entre diabéticos e saudaveis (16).
Estes resultados foram reduzidos em pacientes com nefropatia hipertensiva (17).

Um dos marcadores fenotipicos mais robustos para a podocitiria é a
podocalixina, que assim como as proteinas do diafragma, também desempenha um
papel importante no diagndstico ndo invasivo de lesdo do filtro glomerular. Pela sua
localizagéo externa, e mais preservada em algumas glomerulopatias, e tem sido usada
para identificar excrecdo de podocitos em diversas doencas renais (NM, GESF, ND,
NL, GMP e NIgA). Comparada as outras proteinas, a podocalixina provou ser o

marcador mais acurado e reprodutivel nessas patologias (76).

2.8 Efeitos do manejo terapéutico da proteindria sobre a podocituria

Ainda ndo sdo bem conhecidos os efeitos das drogas utilizadas no tratamento das

glomerulopatias proteinuricas sobre a podocitdria. Estd bem demonstrado que o

bloqueio do eixo renina-angiotensina Il e a reducdo da hipertensdo intraglomerular e
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sistémica diminui a proteindria na doenca renal diabética e ndo diabética. Uma vez que
a angiotensina Il (AG-Il) atua diretamente sobre o poddcito através de inducdo de
apoptose, redistribuicdo da actina, reducdo dos niveis de nefrina e ZO-1, teoricamente o
bloqueio da AG-II, de seu receptor ou de ambos poderia reduzir os efeitos deletérios da
AG-11 sobre os poddcitos e o nivel de resposta a essas agressdes (11,60).

Poucos estudos até 0 momento avaliaram os efeitos de drogas especificas sobre a
podocituria. Nakamura e cols. (77) em estudo clinico com 52 pacientes portadores de
nefropatia por IgA ou glomerulonefrite mesangial difusa mensuraram o efeito do
verapamil, trandolapril, candesartan ou placebo usados por trés meses sobre a
proteindria e a podocitdria. Poddcitos urinarios ndo foram encontrados nos controles
saudaveis. A redugdo do numero de poddcitos e da proteinuria foi estatisticamente
significativa em favor do trandolapril e candesartan quando comparados a verapamil e
placebo, sugerindo que a podocitlria pode ser um marcador de atividade de doenca e
que o bloqueio da AG-1l é mais efetivo os antagonistas do célcio na reducdo da
podocituria.

Outro estudo avaliando 71 pacientes com nefropatia diabética (18) mostrou que a
expressdo do RNAm da sinaptopodina na urina reduziu apds trés meses de uso da
combinagéo inibidor da enzima conversora da angiotensina com irbersatan, sugerindo
gue a medida seriada de marcadores do poddcito na urina pode ser clinicamente util na
monitorizacdo do efeito terapéutico dessas drogas. Efeitos similares foram obtidos com
0 emprego de uma estatina em pacientes com glomerulonefrite crénica (78) e com
pioglitazona em diabéticos do tipo 2 com microalbumindria (20).

Os corticosterdides sdo as drogas mais usadas no tratamento das
glomerulonefrites proteindricas, e além dos seus efeitos imuno-moduladores podem

também ter efeitos diretos sobre o poddcito, como redugdo de apoptose, inibigdo de
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genes pré apoptoticos como o p53 e estabilizacdo da actina, entre outras ac¢fes (79).
Entretanto, apenas trés estudos clinicos do mesmo grupo com poucos pacientes foram
publicados abordando o efeito de imunossupressores na reducdo da podocituria. Em
pacientes com nefrite lUpica proliferativa ndo houve diferenca entre plasmaferese em
comparacdo a ciclofosfamida endovenosa, observando-se efeito similar dos dois
tratamentos (80). A ciclofosfamida oral foi comparada a azatioprina por 12 meses,
sendo a ciclofosfamida superior a azatioprina (81), e em relacéo ao corticosterdide, um

estudo isolado com 8 pacientes mostrou auséncia de podocitiria ap6s o tratamento (82).

2.9 Aplicabilidade clinica da avalia¢cdo das podocitopatias

Na pratica clinica, o diagnostico da doenca glomerular baseia-se exclusivamente
na histopatologia cldssica. Embora muito atil para o manejo clinico, a analise
histoldgica ndo contempla toda a etiopatogenia das glomerulopatias, e é provavel que
mais de uma anormalidade molecular ou celular cause uma lesdo histopatoldgica
especifica.

A histdria natural das diferentes formas histoldgicas bem como sua resposta as
intervencgdes terapéuticas sdo muito varidveis, o que sugere uma lacuna entre o valor
preditivo da lesdo que o patologista identifica e 0s mecanismos subjacentes que geram a
doenca. A identificacdo de mutagdes nos genes que codificam as proteinas que compde
a arquitetura do poddcito e do diafragma em fenda, assim como a determinacdo de
alteracOes nos niveis de expressdo de seus produtos, tem potencial impacto clinico por
diversas razdes (7). Entre elas, citam-se: refinar o diagnostico da doenca glomerular,
subcategorizar os defeitos moleculares definindo a etiologia das sindromes clinicas,

predizer que pacientes podem se beneficiar de terapias imunossupressoras, detectar
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precocemente a doenca em pacientes com funcdo renal ainda normal e proteindria de
baixo grau possibilitando intervengbes precoces e preservacdo da funcdo renal e

constituir biomarcadores ndo invasivos de atividade de doenga.
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3. JUSTIFICATIVA

As doencas glomerulares constituem a terceira causa de doenca renal crénica no
Brasil e no mundo, tendo um grande impacto nos custos derivados da dialise e do
transplante renal.

Na dltima década, o papel critico do poddcito na proteindria foi bem
estabelecido e diversos estudos tem mostrado que a camada epitelial do filtro
glomerular € determinante para a retencao proteinas de maior peso molecular e contribui
significativamente para o processo de filtracdo. As funcBes do podocito incluem
manutencdo da integridade da barreira de filtracdo, sintese e manutencdo da membrana
basal glomerular (MBG), producéo e secrecdo dos fatores de crescimento, neutralizagdo
da presséo gerada no capilar glomerular, e regulacdo dindmica de sua arquitetura,

Estudos clinicos e experimentais tem demonstrado que a injuria ao podadcito,
causada por fusdo podocitaria, deposicdo de anticorpos e imunocomplexos e/ou
inflamacdo induz a diminuicdo da expressdo de suas proteinas no tecido renal.
Especula-se que o descolamento dos poddcitos da MBG e consequente excrecao
urinaria de celulas viaveis ou em apoptose podem ser identificados pelo aumento da
expressaio do RNAm de proteinas como a nefrina, podocina, podocalixina,
sinaptopodina e alfa actinina-4. A pesquisa translacional nesta area tem mostrado que a
expressao génica das proteinas do poddcito em células do sedimento urinario constitui
uma ferramenta ndo invasiva com valor diagnéstico e prognostico, e pode contribuir
para o entendimento da fisiopatologia das doencas glomerulares e para 0 seu manejo
terapéutico.

Estudos sdo necessarios para investigar os mecanismos de lesdo do filtro

glomerular que desorganizam a arquitetura do podocito e produzem proteindria, achado
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sensivel mas inespecifico presente em diferentes tipos de glomerulonefrite primarias e
secundarias, tanto proliferativas como ndo proliferativas.

Em funcdo disso, nosso estudo se propdem a aprofundar o entendimento da
expressao génica das proteinas do poddcito em pacientes portadores de glomerulopatias
proliferativas e ndo proliferativas, comparando esta expressao com pacientes saudaveis

e avaliando o efeito do tratamento sobre a expressdo das proteinas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal
Avaliar a expressao génica de moléculas associadas ao poddcito em bidpsias
renais e em células do sedimento urinario de pacientes com glomerulopatias

proteindricas.

4.2 Objetivos secundarios

1. Quantificar a expressio do RNA mensageiro (RNAm) de moléculas
associadas ao poddcito no tecido renal e a urina, mensurar a podocitiria no periodo
basal (pré tratamento),e aos 6 meses e 12 meses de tratamento de glomerulopatias
primarias e secundarias nas formas proliferativas e ndo proliferativas.

2. Verificar a correlagdo entre a expressdo do RNAm de moléculas associadas ao
poddcito em dois compartimentos, as células do sedimento urinario e o tecido renal.

3. Correlacionar o nivel de expressdo do RNAm de proteinas do poddcito com o
grau de proteinaria e a funcdo renal no periodo basal, aos seis e aos doze meses de
acompanhamento.

4. Comparar a expressdo do RNAm das proteinas do podécito em pacientes
portadores de glomerulopatias ndo proliferativas e proliferativas em relagdo a individuos

normais.
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RESUMO

Introducdo: A injuria ao podocito glomerular tem um papel critico para o
surgimento de proteinairia em diferentes glomerulopatias. Neste estudo avaliamos a
expressao génica das proteinas associadas ao poddcito em bidpsias renais e na urina
simultaneamente em pacientes com glomerulopatias proliferativas (GPP) e néo
proliferativas (GPNP) proteindricas, assim como a efeito do tratamento
imunossupressor sobre a expressdo destas moléculas. Material e Métodos: Setenta e
cinco pacientes adultos foram incluidos, 35 com diagnostico de GPNP e 41 casos de
GPP. Vinte e um individuos sem doenca renal foram incluidos como controles. O
RNAm foi quantificado no tecido renal (basal) e em células do sedimento urinario (na
bidpsia, aos 6 e 12 meses) dos genes nefrina, podocina, podocalixina, sinaptopodina e
alfa actinina-4 por PCR em tempo real. A expressdo génica foi correlacionada com a
proteindria e a funcdo renal, e a variagdo do RNAm ao longo do tempo foi comparada
entre os grupos pela Equagédo de Estimativas Generalizadas. Resultados: O RNAm dos
genes (exceto da sinaptopodina) no tecido estava significativamente reduzido no grupo
GPNP. No grupo GPP, a expressao também foi menor, mas apenas o0 gene da podocina
teve diferenca estatistica comparado aos controles. Em paralelo, 0 RNAmM dos mesmos
genes na urina basal foi mais elevado nos pacientes, e mais marcadamente no grupo
GPP. Ap0s seis meses de tratamento imunossupressor associado ou ndo a inibidores da
angiotensina, no grupo GPP houve uma reducéo significativa da expresséo de podocina,
podocalixina e alfa actinina-4 aos 6 e 12 meses quando comparando ao nivel basal
(p<0,001). No grupo GPNP, apenas a alfa actinina-4 diminuiu (p=0,008) com uma
tendéncia de reducdo da podocalixina (p=0,08). Verificou-se uma forte correlacdo entre
0s genes na bidpsia (exceto com sinaptopodina), mas na urina esta correlagdo foi fraca.

Houve correlagdo moderada mas significativa dos genes na urina com a proteindria
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basal e dos 6 meses, mas nenhum gene correlacionou-se com a taxa de filtracdo
glomerular. Conclusdo: Nestes pacientes com glomerulopatias proteindricas em fase
aguda de doenca, a expressdo génica de proteinas associadas ao poddcito estava
reduzida na bidpsia renal concomitante com aumento da excre¢do urindria, sugerindo a
presenca de podocitopenia intra-renal e podocitiria, respectivamente. O RNAm destes
genes reduziu em paralelo com a proteiniria com 0 uso de imunossupressores,
sugerindo reorganizacdo estrutural dos poddcitos. Os resultados deste estudo ndo séo
conclusivos sobre diferengcas qualitativas da podocitopatia com base em tipos

histoldgicos especificos.

PALAVRAS-CHAVE

Poddcito, glomerulopatias, expressdo génica, podocina, nefrina
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Introdugéo

A célula epitelial glomerular ou poddcito tem diversas fun¢bes que incluem a
filtracdo glomerular, a biossintese e a manutencdo da arquitetura do capilar e da
membrana basal glomerular (MBG). Estudos tem mostrado que a principal barreira da
filtracdo glomerular é o diafragma em fenda dos poddcitos, onde se expressam proteinas
como a nefrina e a podocina em inter-relagdo direta com proteinas do citoesqueleto,
como a alfa actinina 4 e a sinaptopodina, as quais permitem um rearranjo dindmico e
estabilizacdo de sua arquitetura (1). O poddcito é uma célula carregada negativamente e
na sua membrana apical expressam-se proteinas como a podocalixina € o receptor
GLEEP-1, e adjacente a membrana basal estdo presentes as proteinas de ancoragem,

a3,B1-integrinas ¢ a,B-distroglicanos (2).

A andlise da expressdo génica das moléculas associadas ao poddcito tem
contribuido para o entendimento da patogénese da proteindria (3). Parametros clinicos,
laboratoriais e histoldgicos muitas vezes nao distinguem os diferentes tipos de
glomerulonefrites, e tem se investigado o valor diagnostico e progndstico destas
moléculas em estudos clinicos e experimentais. A analise molecular das proteinas
associadas ao podacito no tecido renal tem sido o método de referencia para determinar
lesdo podocitéria (4,5), mas recentemente a identificacdo de podocituria (6,7) e a
quantificacdo do RNA mensageiro das proteinas do poddcito na urina em diferentes
nefropatias (8-10) tem sido uma ferramenta ndo invasiva Util para determinar atividade e
progressdo de doencas glomerulares (11). Existem evidéncias de que o tratamento das
glomerulopatias pode reduzir a podocitdria, tanto imunossupressores (12,13), agentes

hipoglicemiantes (14) ou inibidores da angiotensina (15).
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A expressdo das proteinas associadas ao poddcito varia entre as diferentes
glomerulopatias, e também com a gravidade da lesdo glomerular. A consequéncia da
lesdo podocitaria € o descolamento da MBG e excre¢do de poddcitos na urina, viaveis
ou em apoptose (11). Diferengas na expressdo intra-renal e urinaria do RNAm de
moléculas como nefrina, podocina, podocalixina, sinaptopodina e alfa actinina-4 tem
sido descritas em glomerulopatias ndo inflamatérias como glomeruloesclerose
segmentar e focal, lesdes minimas e membranosa (4-6, 8, 16). Poucos estudos avaliaram
a expressao destas moléculas simultaneamente nos dois compartimentos, tecido e urina,
apresentando resultados heterogéneos. Na nefrite lUpica ativa foi descrito reducdo da
expressao dos poddcitos glomerulares e aumento da podocitaria (17), o que ndo foi
observado na doenca inativa. Na nefropatia diabética, 0 RNAm intra-renal das proteinas
do poddcito correlacionou-se com reducdo do nimero de poddcitos glomerulares,
funcdo renal e aumento da fibrose tdbulo-intersticial, mas estes pardmetros ndo se
correlacionaram com a expressdo 0 RNAm na urina (18). Ainda é controverso como
estes mecanismos se desenvolvem nas diferentes glomerulopatias proteindricas, cuja
etiopatogenia envolve fusdo podocitéria, fatores circulantes, deposi¢cdo de imuno-

complexos e/ou inflamacéo.

O presente estudo investigou a expressdo génica de proteinas do podocito no
tecido renal e na urina simultaneamente de pacientes com glomerulopatias
proteindricas, testando a hipdtese de que existem diferencas entre as formas
proliferativas e ndo proliferativas, e que o tratamento imunossupressor reduz esta

expressao ao longo do tempo.

Pacientes e Métodos
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Delineamento

Estudo transversal com seguimento longitudinal, com enfoque fisiopatolégico.

Pacientes

Foram incluidos setenta e seis pacientes adultos submetidos a bidpsia renal por
indicacdo clinica no Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), no periodo de setembro de 2009 a maio de 2012. Os pacientes apresentavam
glomerulopatias (GP) primérias ou secundarias e foram estratificados de acordo com o
diagnostico histolégico em GP nao proliferativas (grupo GPNP, n=35) e proliferativas
(grupo GPP, n=41). Todos os pacientes tiveram tecido renal e urina coletados no
periodo basal (bidpsia), e somente urina aos 6 meses (N=56) e aos 12 meses (N=43) do
inicio do tratamento da glomerulopatia. Para o grupo controle do tecido, foi utilizado o
fragmento livre de neoplasia de 11 pacientes submetidos a nefrectomia por tumor, que
ndo apresentavam evidéncia de outra doenca renal, e outros 10 individuos saudaveis que
coletaram amostra de urina para comparagao, em um total de 21 individuos.

Foram avaliados os seguintes dados demograficos e clinicos coletados do
prontuario eletrénico: idade, sexo, etnia, nivel de pressdo arterial sistélica (PAS) e
diastolica (PAD), medicacBes em uso como imunossupressores e/ou inibidores da
enzima conversora da angiotensina (IECA) /bloqueadores do receptor 1 da angiotensina
Il (ARA-2), creatinina serica, albumina sérica, proteindria calculada pelo indice
proteindria/creatinindria (IPC) em amostra de urina, e taxa de filtragdo glomerular
estimada (TFGe) pela equacdo do CKD-EPI. Os pardmetros analisados aos 6 e 12 meses

nos pacientes com glomerulopatias foram creatinina sérica, IPC e TFGe.

Tratamento da glomerulopatia nos grupos GPNP e GPP
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Os protocolos de imunossupressdao dos diferentes tipos de glomerulopatias
seguiram as diretrizes da Sociedade Brasileira de Nefrologia (19), e foram padronizados
no Servico de Nefrologia do HCPA. Os critérios de resposta ao tratamento foram: a)
Total: redugdo do IPC < 0,35 e elevacdo da albumina sérica > 3,5 g/dl; b) Parcial:
reducdo do IPC entre 0,35 e 3,5 ou pelo menos 50% de reducéo na proteinuria basal; c)
Sem resposta: IPC > 3,5 até o sexto més de tratamento imunossupressor (20). Os
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e nefropatia diabética foram tratados com agentes
hipoglicemiantes e inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) ou
bloqueadores do receptor 1 da angiotensina 1l (ARA-2). No periodo basal, 92% dos
pacientes do grupo GPNP e 71% do grupo GPP utilizavam IECA (p=0,024), e 9% e
15% utilizava ARA-2, respectivamente (p=0,494).

Todos os participantes concordaram em participar do estudo através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, o qual é acreditado pelo Conselho
Nacional de Pesquisa do Ministério da Salde brasileiro e registrado no Gabinete para
Protecdo de Humanos em Pesquisa (Office of Human Research Protections - OHRP-

USDHHS), IRB 00000921.

Biopsia Renal

A bidpsia renal foi guiada por ultrassonografia, com pistola semi-automatica e
agulha 16-G. Foram removidos dois fragmentos, para anatomopatolégico e
imunofluorescéncia, e separado um tergco do segundo fragmento para analise molecular,

armazenado a -80°C. Foram realizadas as coloragdes histologicas convencionais. O
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diagnostico histopatoldgico e a porcentagem de fibrose intersticial e atrofia tubular

(FI/AT) da biopsia foram estabelecidos por patologista renal.

No grupo GPNP, os diagnosticos histopatoldgicos foram: GESF (primaria, n=21
e secundaria, n=1), GNM (n=4), AGM (n=2) e nefropatia diabética, (ND) (n=7); no
grupo GPP: nefrite lapica, (NL) (n=19), sendo classe IV (n=11), classe Ill (n=5) e classe
Il (n=3), nefropatia por IGA (n=14), GN membranoproliferativa, (GNMP) (n=6) e GN

crescéntica (n=2).

Quantificacao da expressao génica no tecido renal e urina
A quantificacdo do RNAm das proteinas do poddcito foi feita no tecido renal e
em ceélulas do sedimento urinario em amostra matinal de urina (toda a micgdo) sendo
analisados genes de diferentes dominios do poddcito: diafragma em fenda, nefrina e
podocina; citoesqueleto, alfa actinina-4 e sinaptopodina e membrana apical,

podocalixina.

Extracdo do RNA mensageiro e transcricdo do DNA complementar

Para a extracdo do material foi utilizado QlAamp® RNA Blood Mini Kit
(Qiagen Inc. Chatsworth, CA, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. O tecido
renal foi triturado, macerado e processado para a extracdo de RNA. A urina foi
centrifugada a 1800 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi descartado e o sedimento
resuspendido em solucdo salina tamponada, e centrifugado por 10 minutos e
armazenado a -80°C até ser utilizado. A quantificagdo do RNA total foi feita com
Nano’Drop® 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,

USA) e a pureza do RNA foi determinada como razdo de absorbancias em
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espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda 260/280 nm. A transcri¢cdo reversa do
RNA total foi feita utilizando-se o cDNA High Capacity Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante, a um volume final de

20 uL, e armazenado a -20°C.

PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada usando o Tagman Universal PCR Master
Mix, composto pelo AmpliTagq Gold® DNA polymerase, Amperase UNG, referencia
passiva (ROX), tampdo e dNTP’s (Applied Bioystems, Foster City, CA, USA) e
primers especificos para a amplificacio do RNAm dos seguintes genes (todos
provenientes da Applied Bioystems, Foster City, CA, USA): NPSH1, nefrina (ID:
Hs00190446_m1), NPSH2, podocina (ID: Hs00387817_m1l), podocalixina (ID:
Hs01574644 m1), sinaptopodina (ID: Hs00326493 ml) e alfa actinina-4 (ID:
Hs00245168 m1), de acordo com as instru¢cBes do fabricante. O controle enddgeno
utilizado foi 0 18s rRNA (Tagman® PDAR) para normalizagdo das amostras. As sondas
FAM (6-carboxyfluorescein) e VIC Tagman minor groove binder (MBG) foram
utilizadas como reporters e conjugadas com as terminagdes 5’ para deteccdo dos
produtos de amplificacdo. A quantidade de fluorescéncia de FAM ou VIC em cada
reacdo liberada pela degradacdo da exonuclease durante a amplificacdo da PCR foi
medida como funcéo do ciclo de PCR usando o ABI PRISM 7000 (Applied Bioystems,
Foster City, CA, USA).

A PCR em tempo renal foi realizada em duplicata em placas com 96 pogos com
2 uL de cDNA. As condicOes térmicas dos ciclos foram 50°C por 2 minutos, 60°C por
30 minutos seguido por 95°C por 5 minutos, e 40 ciclos usando temperaturas de 94°C

por 20 segundos e 62°C por 60 segundos. Os dados foram coletados no termociclador
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ABI PRISM 7000 SDS (Applied Bioystems). A quantificacdo relativa da expresséo do

2724Ct onde o valor do CT

gene alvo foi realizada usando o método comparativo
(threshold cycle) é definido pelo ponto onde ocorre um aumento estatisticamente

significativo da fluorescéncia.

Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como andlise descritiva, média + desvio padréo,
mediana e percentis (P25-P75). A normalidade das variaveis foi estabelecida pelos
testes Kolmogorov-Smirnov e Shapiro Wilk. A associacdo entre variaveis categoricas
foi analisadas pelo teste do Qui-quadrado e exato de Fisher. Os valores do RNAm foram
logaritmizados para reducdo da assimetria. A comparacdo de varidveis continuas foi
feita por ANOVA ou Kruskal Wallis, e o teste de Friedman foi utilizado para
comparacdo das medianas do RNAm nos trés periodos estudados (bidpsia, 6 e 12
meses). O coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para a anélise de
correlagOes entre 0s genes, e para as correlagcdes dos genes com a proteinuria e a funcéo

renal.

A comparacéo da evolugdo do RNAmM na urina dos grupos GPNP e GPP nos trés
periodos estudos foi analisada pela Equacdo de Estimativas Generalizadas (GEE),
utilizando a distribuicdo gama com funcgéo de ligacdo logaritmica, onde é analisado o
comportamento do RNAm por grupo, por momento e na interagdo momento-grupo. Os
resultados foram expressos como média e 1C95%. Todas as analises foram realizadas
pelo software SPSS for Windows (version 18.0, SPSS Inc., Chicago, IL). O nivel de

significancia foi estabelecido como P menor que 0,05.

Resultados
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As caracteristicas demograficas e clinicas sdo apresentadas na tabela 1.
Conforme esperado, os grupos GPNP e GPP diferiram significativamente dos controles
em relacdo & média de PAS e PAD, creatinina sérica, TFGe, albumina sérica,
proteindria e na porcentagem de FI/AT da bidpsia renal.

Setenta e seis pacientes foram analisados no periodo basal. Destes 76, 56(74%)
foram avaliados também aos 6 meses, e dos 56, 43 (57% do total) pacientes
completaram o seguimento ate 12 meses. As razdes de seguimento incompleto foram:
material coletado somente para o periodo basal (n=17) por inclusdo tardia no estudo,
perda de seguimento (n=4), mudanca de endereco (n=4), transplante renal ou
hemodialise (n=4) ou bbito (n=5).

Ao0s 6 meses, 63% e 54% dos pacientes nos grupos GPNP e GPP continuavam
em uso de I-ECA (p=0,418); 6% e 15% estavam usando ARA-2 (p=0,275). Aos 12
meses, 57% e 48% usavam IECA (P=0,598) e 5% e 12% usavam ARA-2 (p=0,06),
respectivamente.

A evolucdo da proteindria e da fungdo renal dos pacientes com GPNP ou GPP
foi determinada até o décimo segundo més de seguimento. Em ambos 0s grupos houve
uma reducdo significativa da proteindria até 12 meses (GPNP: 5,10+4,70 vs. 2,36%2,19,
p=0,02); GPP: 4,40+3,80 vs. 2,39+2,10, p=0,019). O IPC manteve-se estavel entre 6 e
12 meses (p=0,503). A TFGe no grupo GPNP foi significativamente maior aos 12
meses em relagdo ao valor basal (58,4+41,6 vs. 67,3£42,1, p=0,046), assim como no
grupo GPP (62,3+41,8 vs. 75,3+£36,0, p=0,029), ndo variando entre 6 e 12 meses
(p=0,698).

Dos 48 pacientes tratados com imunossupressdo (excluindo-se pacientes com
nefropatia diabética e GESF secundaria), 35 apresentaram resposta total (n=9) ou

parcial (n=26) ap6s 6 meses de tratamento. Treze pacientes ndo responderam: GESF,
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n=5, NL, n=4, sendo 1 de classe Il e 3 de classe IV; IgA, n=2 e GNMP, n=2. O IPC na
bidpsia e aos 6 meses do grupo respondedor foram 4,80+3,78 e 1,30+1,01 (p<0,001) e
no nédo respondedor 5,60+5,41 e 4,86+£2,61 (p=0,630), respectivamente. A TFGe basal
comparada aos 6 meses foi 78,3+36,2 e 55,2+44,0 mg/dl (p=0,04) no grupo
respondedor, e 63,8+48,2 mg/dl e 62,2+39,8 mg/dl (p=0,985) no ndo respondedor,

respectivamente.

Expressdo génica no tecido renal

A expressdo do RNAm dos genes na bidpsia renal foi significativamente menor
nos grupo GPNP em relagdo aos controles (tabela 2), exceto para o gene sinaptopodina.
O grupo GPP apresentou menor nivel de podocina e uma tendéncia de menor expressao
de nefrina, podocalixina e alfa actinina-4 na biopsia renal. Globalmente, embora a
expressao génica também estivesse reduzida nas glomerulopatias proliferativas,
pacientes com GESF, GNM, AGM ou ND mostraram reducdo mais marcada da

expressdo destas moléculas (figural).

Expressdo génica no sedimento urinario

O padrédo de expressao do RNAmM dos genes na urina — exceto sinaptopodina -
foi o oposto do encontrado no tecido renal, isto é, niveis mais elevados de RNAmM em
comparagdo aos controles (tabela 3). O aumento do RNAm de nefrina, podocina e
podocalixina foi de maior magnitude no grupo GPP em relacdo ao grupo GPNP e aos
controles, como mostra a figura 2. No grupo GPNP verificou-se apenas um aumento
marginal da expressao de nefrina. Ambos os grupos diferiram significativamente dos

controles quanto a maior expressdo do RNAm da alfa actinina-4. Apesar da quantidade
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de RNAm da podocina e da podocalixina ser maior no grupo GPNP guando comparado

aos controles, esse aumento nédo atingiu significancia estatistica

Efeito do tratamento imunossupressor sobre a expressao génica das proteinas
do poddcito na urina

Globalmente, houve reducdo nas medianas do RNAmM dos genes podocina,
podocalixina e alfa actinina-4 comparando a urina basal vs. 6 meses e 12 meses
(p<0,001, para os trés genes). Apesar de haver reducdo no nivel do RNAmM da nefrina ao
longo dos 12 meses, esta diferenca ndo foi estatisticamente significante; o RNAm da
sinaptopodina foi similar nos trés periodos. A analise individual dos grupos (tabela 4)
mostra que esta reducdo persistente no RNAm dos genes ocorreu predominantemente
nas glomerulopatias proliferativas, onde a diminuicdo na expressdo de podocina e
podocalixina (basal vs. 6 e 12 meses) e de alfa actinina-4 (basal vs. 6 meses) foi
estatisticamente significante. Nas glomerulopatias nédo proliferativas, houve reducdo na
expressdo de alfa actinina-4 (basal vs. 6 e 12 meses, p=0,011), e uma tendéncia de
reducdo na podocalixina (basal vs. 6 e 12 meses, p=0,080). Neste grupo, o nivel de
nefrina apresentou discreta mas significativa elevacao.

A transcricdo génica no tecido e urina foi comparada entre pacientes
respondedores e ndo respondedores ao tratamento imunossupressor. O nivel do RNAmM
das proteinas associadas ao poddcito no periodo basal ndo diferiu entre os dois grupos, e
mesmo no grupo ndo respondedor houve uma reducéo estatisticamente significativa da
expressao génica (exceto de sinaptopodina) aos 6 meses e 12 meses pos tratamento.
Utilizando modelo de Regressdo de Cox (n=56), verificou-se que nenhum dos cinco
genes foi preditivo de ndo resposta ao tratamento imunossupressor (IPC >3,5) aos 6

meses.
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A anélise da EEG mostra o comportamento dos genes na urina, nos trés periodos
estudados, expresso como média e 1C95% (figura 3). As médias de nefrina (Wald Chi-
Square: 4,33; p=0,037) e podocalixina (Wald Chi-Square: 8,61; p=0,003) foram mais
elevadas no grupo GPP. O momento da medida n&o influenciou a expressdo da nefrina,
mas houve efeito de momento na expressdo de podocalixina e alfa actinina-4. Ocorreu
interacdo para 0 gene da podocina entre momento e grupo, 0 que indica que a sua
expressdo depende do efeito conjunto do momento e do grupo na qual foi medida (Wald
Chi-Square: 23,037; p<0,001). Assim, o grupo GPP apresentou uma redugdo mais
acentuada de podocina do que o grupo GPNP do periodo basal até o sexto més. O
RNAmM da sinaptopodina nédo diferiu entre os grupos e ndo variou ao longo do tempo

(figura 3).

Correlacéo entre os genes no tecido e a na urina, e dos genes com a proteinaria
e funcéo renal

A tabela 5 apresenta os coeficientes de correlacdo de Spearman entre 0s genes
no tecido e na urina basal. Globalmente, as correlagGes entre os genes no tecido renal
foram, em sua maioria, forte e estatisticamente significativa (p<0,001), exceto para
sinaptopodina. Na wurina basal, a nefrina e a podocina correlacionaram-se
significativamente entre si e com 0s demais genes, mas as correlagdes foram mais fracas
do que no tecido. N&o houve correlagdo na urina entre podocalixina, sinaptopodina e
alfa actinina-4.

Analisando a correlagdo entre proteinUria e expressdo génica na urina, verificou-
se que no momento da bidpsia houve correlacdo positiva e significativa com nefrina
(r=0,637, p<0,001), podocina (r=0,513, p=0,002), alfa actinina-4 (r=0,340, p=0,05) e

uma tendéncia para podocalixina (r=0,320, p=0,06). Aos 6 meses (mas ndo aos 12
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meses), esta correlacdo manteve-se para os mesmos genes: nefrina (r=0,621, p=0,001),
podocina (r=0,576, p=0,003), podocalixina (r=0,577, p=0,003), com uma tendéncia
para alfa actinina-4 (r=0,345, p=0,09).N& houve correlacdo entre proteiniria e a
expressao génica no tecido.

N&o houve correlacdo entre funcdo renal e RNAm dos genes na urina no periodo
basal, apenas uma tendéncia de correlacdo inversa da TFGe com podocina (r=-0,272,
p=0,08), podocalixina (r =-0,303, p=0,051) e alfa actinina-4 (r=-0,320, p=0,06). As
medianas do RNAmM no tecido e na urina dos cinco genes em pacientes com variagao
positiva ou negativa da TFGe (TFGe aos 12 meses — TFGe basal) ndo diferiram.
Também ndo houve correlagcdo dos genes no tecido e na urina basal com o grau de

fibrose intersticial e atrofia tubular aferidos na biépsia renal.

Discussao

A proteinuria na doenca glomerular resulta de alteragdes estruturais e funcionais
do filtro glomerular ainda ndo bem definidas. Evidéncias recentes mostram que a injdria
ao podocito e as proteinas de seus diferentes dominios tem um papel critico neste
processo, no qual diferentes mecanismos podem iniciar a lesdo, como células
inflamatorias, ativagdo do complemento, fatores circulantes e deposicdo de
imunocomplexos (1-3). Existe controveérsia se a podocituria e a proteindria sdo eventos
glomerulares diferentes ou se tem relagdo de causa e efeito, e qual marcador é mais
acurado para refletir atividade de doenca. A sequencia de eventos que levam a
podocitopenia intra-renal, caracteristica da GESF, envolve fusdo e achatamento dos
poddcitos que se desprendem da MBG e sdo excretadas como células viaveis na urina,
posteriormente sofrendo apoptose ou necrose (3,11). Com base nesta hipétese

estudamos em diferentes glomerulopatias a expressdo génica simultanea das proteinas
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do podécito em bidpsias renais e nas células do sedimento urinario, pressupondo que a
podocitopenia ocorre simultaneamente com a podocituria e que a analise do RNAm das

proteinas do poddcito € uma evidéncia direta de sua presenga na urina.

Tem sido demonstrado em estudos experimentais e clinicos que a expressao de
nefrina, podocina, podocalixina e sinaptopodina esta reduzida no tecido renal em
glomerulopatias como GESF, GNM, NL e ND, tanto em nivel pos translacional (4,21)
qguanto do RNAm (5 16, 22, 23). Em acordo com o0s esses estudos, observamos que a
expressdo de nefrina, podocina, podocalixina e alfa actinina-4 foi marcadamente
reduzida nas glomerulopatias ndo proliferativas ndo inflamatorias. E possivel que a
fusdo podocitéria desestabilize a ligacdo célula-célula e induza um rearranjo estrutural
do diafragma em fenda e do citoesqueleto, com redistribuicdo e menor expresséo dessas
proteinas no glomérulo (1-3, 16, 24). Por outro lado, proliferacdo endocapilar ou
extracapilar, invasdo de células inflamatérias e depositos de imunocomplexos,
caracteristicas da NL, GNMP e IgA também produzem lesdo podocitaria como
demonstrado em estudos experimentais (25). Entretanto, ainda ndo é claro em que
intensidade esses fendmenos ocorrem. Em nosso estudo, observamos que a expressao
das moléculas do poddcito nas bidpsias de glomerulonefrites proliferativas e
inflamatorias foi marginalmente inferior aos controles, mas a podocitdria foi mais
intensa que nas formas ndo proliferativas, dado a ser mais investigado em outros
estudos. Os diferentes niveis de transcri¢cdo génica observados nos grupos GPNP e GPP
ndo pode ser atribuida ao grau de proteinria no momento da bidpsia, que foi

semelhante nos dois grupos.

A resposta do poddcito a diferentes injarias ndo parece ser estereotipada. Um
dos mecanismos é a perda ou reducdo da adesdo de proteinas como nefrina, podocina e

podocalixina que leva ao desnudamento da MBG; os poddcitos remanescentes tentam
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recobrir estas areas, hipertrofiando-se e fundindo-se na camada externa. A menor
adesdo leva ao descolamento e excre¢do de podocitos no espaco urinario, na forma de
células viaveis ou em apoptose ou necrose (3, 6, 7, 11). Experimentalmente, poddcitos
lesados podem manter a expressdo de suas proteinas especificas e sobreviver até 2
semanas antes de entrar em apoptose (6). Diversos estudos tem identificado a presenca
de poddcitos na urina pela quantificagdo do RNAm de suas proteinas em diferentes
glomerulopatias (8, 10, 21, 26, 27) e também na nefroesclerose hipertensiva (9). Em
modelo experimental, esta ferramenta ndo invasiva mostrou maior especificidade que a

proteindria para deteccdo de dano glomerular, atividade de doenca e sua sequela (28).

No presente estudo verificamos uma maior expressdo génica de nefrina,
podocina, podocalixina e alfa actinina-4 na urina, tanto nas glomerulopatias
proliferativas como nas ndo proliferativas, e houve uma correlagdo positiva e
significativa entre podocitdria e proteindria tanto pré como pos tratamento
imunossupressor.  Entretanto, somente nos pacientes com glomerulonefrites
proliferativas houve uma diferenca consistente e significativa em relagdo aos controles.
Este achado foi inesperado, pois se ocorre maior podocitopenia glomerular, como
descrito nas formas nao proliferativas onde predomina a fusdo podocitaria, se esperaria
maiores niveis de podocitiria nesses pacientes (29). Pode-se argumentar que a
correlagdo entre numero de podocitos por glomérulo e RNAmM das moléculas do
podacito no tecido e na urina ndo é absoluta (18). No estudo de Navarro-Mufioz (30) o
RNAmM de nefrina em células do sedimento urinario estava aumentado ndo sé nas lesdes
ndo proliferativas (principalmente na GESF) mas também nas glomerulonefrites
proliferativas (GNPM, IgA). Essas diferencas podem ser atribuidas a diferentes critérios

de diagnostico e também pelo emprego de diferentes metodologias na analise molecular.
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Deposi¢édo de anticorpos e imunocomplexos, ativacdo do complemento e
inflamacdo s&o mecanismos de podocitopatia em glomerulonefrites proliferativas
inflamatdrias. Curiosamente, na Nefropatia por IGA os depdsitos se localizam no
mesangio glomerular, e ndo existem receptores para IgA1 no poddcito. Apesar disso, a
expressao de marcadores do poddcito esta diminuida no rim, possivelmente associada a
injaria de mediadores inflamatorios secretados pela célula mesangial, como fator de
necrose tumoral alfa e fator de crescimento transformador beta, que alteram a
permeabilidade glomerular (31). Niveis de podocalixina e nimero de poddcitos na urina
correlacionam-se com a gravidade das lesGes extracapilares e de esclerose segmentar
em pacientes com Nefropatia por IgA (32). Na nefrite lapica, a ruptura do filtro
glomerular e a podocitiria podem estar associadas a alteragdes na dindmica do podocito
decorrentes da deposi¢cdo de imuno-complexos e da secre¢do de fatores humorais, e se
correlacionam com a gravidade da les&o proliferativa e o escore de atividade de doenca
(10, 17). Adicionalmente, a magnitude da expressdo génica no tecido e na urina pode
depender de outros fatores, como intensidade da lesdo inicial, fase da doenca, atividade
ou inatividade imunoldgica e efeito de imunossupressores. No presente estudo, a maior
parte dos pacientes foram biopsiados e coletaram urina em fase aguda de doenca, antes
do tratamento imunossupressor, quando a lesdo podocitaria é intensa.

A sinaptopodina foi a Unica proteina que, tanto no tecido como na urina, ndo se
correlacionou com tipo de lesdo histoldgica, proteiniria ou creatinina sérica. Tem sido
considerado um controle enddgeno (housekeeping gene) devido a sua expressao ser
relativamente constante no citoesqueleto do poddcito, e possivelmente por ndo afetar a
permeabilidade glomerular as proteinas nos processos patoldgicos (33). Outros autores
também ndo encontraram correlacdo entre sinaptopodina e outras moléculas do poddcito

em glomerulopatias proteindricas (5, 8).
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O efeito do tratamento imunossupressor e de outras intervencdes como IECA,
ARA- 2 e agentes hipoglicemiantes sobre a podocitdria foi investigado em estudos
experimentais (34-37), e clinicos (12-15). Teoricamente a evolucdo da lesdo podocitaria
depende da interrupgédo do insulto agudo e da restituicdo da arquitetura glomerular e do
fenotipo primario do poddcito, e a imunossupressdo por restituir a barreira do filtro
glomerular pode influenciar o desfecho da lesdo. Avaliando a podocitiria seriada até 12
meses do inicio do tratamento, 0 RNAm da podocina, podocalixina e alfa actinina-4
reduziu significativamente, de forma mais marcada nas glomerulopatias proliferativas.
Entretanto, ndo avaliamos se a reducdo da podocitlria se acompanha de retencdo das
moléculas do poddcito no glomérulo, pois ndo havia indicacdo clinica de re-bidpsia

nesses pacientes.

A nefrina aumentou em relacdo ao valor basal apesar do tratamento, 0 que
também foi relatado em pacientes com nefropatia diabética em uso de IECA e/ou ARA-
2 (38). Talvez a nefrina seja um marcador mais sensivel da disfuncdo do diafragma em
fenda, e a imunossupressdo néo restaure completamente a sua conformacgao molecular e
a redistribuicdo na MBG. Considerando que apenas nove pacientes apresentaram
resposta total ao tratamento persistindo com proteinaria subnefrdtica, é possivel que a
podocitdria ainda ocorra em paralelo com a proteindria. No nosso estudo e também em
outros (10), o tipo de resposta ao tratamento imunossupressor ndo foi fator preditivo de

reducdo da podocitdria.

A correlacdo entre as proteinas dos diferentes dominios do poddcito foi
significativa, mas mais forte no tecido do que na urina, talvez apontando para uma
excrecdo errdtica das moléculas apds o seu descolamento da MBG. Na urina, o
comportamento da sinaptopodina foi Unico pois ndo mostrou correlagdo com as demais

proteinas, sugerindo uma expressdo de menor variabilidade. Schmid et al (5) estudando
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glomerulopatias proteindricas priméarias encontraram correlacdes semelhantes, mas
também para sinaptopodina. Alguns estudos mostraram correlagdo das proteinas do
poddcito com a proteindria e com evolucdo da funcdo renal em diferentes
glomerulopatias (8, 10, 17, 18, 27, 39). Embora se possa presumir uma correlagao direta
da proteindria com a expressao génica das proteinas na urina, refletindo a quebra da
barreira do filtro glomerular, e uma correlagéo inversa com a expressao tecidual (40),
encontramos correlagdo significativa apenas com a podocitiria. Também ndo houve
correlagdo com a funcéo renal basal, e mesmo pacientes com variagdo positiva ou

negativa da TFGe tiveram niveis de RNAm semelhantes no tecido e na urina.

Este estudo apresenta limitagcdes, pois incluiu um nimero pequeno de pacientes
por tipo histoldégico e ndo houve controle da expressdo génica por gravidade da
proteindria, presenca de insuficiéncia renal e uso correto das drogas imunossupressoras
prescritas. Devido aos diferentes mecanismos de injuria ao poddécito e da variabilidade
de resposta ao tratamento nos diferentes tipos histolégicos, € necessario um estudo
envolvendo um ndmero maior de pacientes, individualizando as glomerulopatias com

base em sua etiopatogenia.

Este estudo mostrou que pacientes com glomerulopatias proteindricas
apresentam simultaneamente reducdo da expressdo génica das proteinas do poddcito no
tecido renal e aumento de sua excrecao urinéria na fase aguda da doenca. A podocituria
diminuiu significativamente pelo efeito do tratamento imunossupressor até doze meses
de seguimento. Nenhum dos genes estudados foi preditivo de ndo resposta ao
tratamento. Entretanto, os resultados deste estudo ndo s&o conclusivos em relagdo a
caracteristicas especificas da podocitopatia em glomerulopatias que apresentam lesdes

proliferativas ou ndo proliferativas.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com glomerulopatias e

controles
Controles
GPNP GPP P
Urina Tecido
N 35 41 10 11
Idade (anos) 41+17° 35+11° 44+12° 59+11°  <0,001
Sexo (masculino) 10 (54) 19 (46) 4 (40) 6(54) 0,185
Etnia (brancos) 26 (74) 37 (90) 9(90) 9(81) 0,137
PAS (mm/Hg) 133+15° 134 + 12° 111+7,2°  115+7,9° <0,001
PAD (mm/Hg) 81 + 10° 85 + 10° 71+7,3°  72465°  <0,001
Creatinina sérica
2,11+1,44° 2,33+1,72°  0,83+0,17° 0,88+0,14° 0,046
(mg/dl)
TFGe
_ , 5844lLE"  623+41,8°  92,1+9" 852+11,3° 0,008
(ml/min./1,73m
Proteindria (IPC)  5,10+4,70° 4,40+3,80°  0,05+0,04° 0,06+0,03° 0,01
Albumina sérica  3,07+0,92° 3,08£0,84*  4,51+0,32° 4,28+0,38" <0,001
FI/AT (%) 24+20° 18+16° - 3+2° 0,002
PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; TFGe: taxa de filtracdo
glomerular estimada; IPC: indice proteinaria/creatininaria; FI/AT: fibrose
intersticial/atrofia tubular; GPNP: Glomerulopatias n&o proliferativas; GPP:

Glomerulopatias proliferativas; * ou ° : médias ou medianas seguidas de letras diferentes

apresentam diferenca estatisticamente significativa entre si (p<0,05).
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Tabela 2: Expressé@o génica das proteinas associadas ao podocito no tecido renal dos

pacientes com glomerulopatias em comparagao ao controles

Grupo Controles Glomerulopatia Glomerulopatia P
Gene (n=11) n&o proliferativa Proliferativa (n=41)
(n=35)

Nefrina 2,00 (1,07- 0,87 (0,02-1,10) 0,86 (0,51-2,08) 0,009
2,56)

Podocina 2,04 (1,43- 0,89 (0,24 -1,60) 1,12 (0,05-1,85) 0,007
3,04)

Podocalixina 1,86 (1,21- 0,76 (0,38 -1,22) 0,96 (0,39-1,75) 0,031
2,53)

Sinaptopodina 1,46 (1,21 - 1,05 (0,68 - 1,80) 1,23 (0,74 - 2,01) 0,133
2,70)

Alfaactinina4  1,70(1,39- 0,66 (0,40 -1,47) 1,01(0,41-1,60) 0,019
2,57)

Nefrina: GPNP vs. C: p= 0,009; GPP vs. C: p=0,08; podocina: GPNP vs. C: p=0,045,
GPP vs. C: p=0,024; podocalixina: GPNP vs. C: p= 0,027; GPP vs. C: p=0,064; alfa
actinina-4: GPNP vs. C: p=0,014; GPP vs. C p=0,055; GPNP: Glomerulopatias nédo

proliferativas; GPP: Glomerulopatias proliferativas.
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Tabela 3: Expressdo génica das proteinas associadas ao poddcito na urina basal dos

pacientes com glomerulopatias em comparacgao aos controles

Glomerulopatia

Grupos Controles _ _ Glomerulopatia
ndo Proliferativa ) )
Gene (n=10) Proliferativa (n=41)
(n=35)
_ 2,29 (0,64 -
Nefrina 2,13 (1,69 - 3,17) 2,87 (2,16 -3,64) 0,015
2,58)
) 1,92 (0,85 -
Podocina 2,85 (1,97 - 3,64) 4,82 (4,15-552) <0,001
3,05)
o 2,33(0,90 -
Podocalixina 3,01) 2,98 (2,41 -3,94) 3,97 (3,63 -4,42) <0,001
_ _ 2,15(1,12 -
Sinaptopodina 2.71) 1,98 (1,87 — 2,78) 1,99 (1,72 -3,12) 0,702
Alfa actinina- 1,42 (1,11-

2,38 (1,87-2,99) 2,42 (2,05-3,16) 0,011
4 2,23)

Nefrina: GPP vs. C: p= 0,048; GPP vs. GPNP: p=0,060; podocina: GPP vs. C: p <
0,001; GPP vs. GPNP: p < 0,001; podocalixina: GPP vs. C: p < 0,001; GPP vs. GPNP:
p= 0,001; alfa actinina-4: GPP vs. C: p= 0,009; GPNP vs. C: p= 0,038; GPNP:

Glomerulopatias ndo proliferativas; GPP: Glomerulopatias proliferativas;
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Tabela 4: Efeito do tratamento imunossupressor sobre a expressdo génica das proteinas

do poddcito na urina aos 6 e 12 meses em comparagdo ao valor basal

Tempo
Basal 6 meses 12 meses p
Gene
) 2,13 (1,69 — 2,11 (1,65 - 2,33(1,67- 0,017
GPNP Nefrina
3,17) 2,64) 2,67)
_ 2,85 (1,97 2,10 (1,72 - 1,99 (1,67-
Podocina 0,678
-3,64) 2,99) 3,08)
o 2,98 (2,41 - 1,92 (1,18 - 1,84 (1,38 -
Podocalixina 0,080
3,94) 3,05) 2,73)
) ) 1,98 (1,87 1,96 (1,55 - 1,94 (1,50 -
Sinaptopodina 0,502
-2,78) 3,05) 3,07)
o 2,38 (1,87- 1,37 (0,84 - 1,58 (1,25 -
Alfa actinina-4 0,011
2,99) 2,54) 2,03)
) 2,87 (2,16 2,50 (1,55 - 2,29 (1,78 -
GPP Nefrina 0,237
-3,64) 3,59) 3,18)
_ 4,82 (4,15 2,49 (1,96 -
Podocina 3,04 (1,97 - 3,95) <0,001
-5,52) 3,47)
o 3,97 (3,63 - 2,44 (1,79 - 2,39 (1,78 -
Podocalixina <0,001
4,42) 3,35) 3,11)
) ) 1,99 (1,72 2,26 (1,79 - 2,26 (1,70 -
Sinaptopodina 0,961
-3,12) 2,92) 2,92)
. 2,42 (2,05 1,72 (1,07 - 1,87 (1,26 -
Alfa actinina-4 0,007
-3,16) 2,37) 2,68)

GPNP: Glomerulopatias ndo proliferativas; GPP: Glomerulopatias proliferativas;
GPNP: Alfa actinina-4: Basal vs. 6meses (p=0,008); GPP - Podocina: Basal vs. 6meses,

12 meses (p<0,001); Podocalixina: Basal vs. 6meses, 12meses(p<0,001); Alfa actinina-
4. Basal vs. 6meses (p=0,006).
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Tabela 5: Correlagdes entre os genes das proteinas do podocito no tecido e urina

Coeficiente de

x Alfa .. . .
correlacao (r, Actinina-  Sinaptopodina Podocalixi Podoci  Nefri
valor 4 na na na
de P)
Tecido Nefrina 0,722 0,224, 0,768 0,655 1
Renal <0,001 0,042 <0,001 <0,001
Podocina 0,529 0,209 0,548 1
<0,001 0,073 <0,001
Podocalixina 0,867 0,072, 1
<0,001 0,482
. . 0,104,
Sinaptopodina 0.261 1
Alfa Actinina-4 1
Sﬁ‘:i'rr]gfi”go Nefrina 0,376 0,233, 0393 0497
<0,001 0,038 <0,001 <0,001
(basal)
Podocina 0,223 0,267, 0,583 1
0,039 0,013 <0,001
. 0,193 0,168,
Podocalixina 0.075 0.123 1
. . 0,101
Sinaptopodina 0.355 1

Alfa Actinina-4

1
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Legendas para as figuras

Figura 1: Expressio do RNAm dos genes nefrina, podocina, podocalixina,
sinaptopodina e alfa actinina-4 no tecido renal comparando pacientes com GPNP, GPP
e controles. GPNP: Glomerulopatias néo proliferativas; GPP: Glomerulopatias

proliferativas.

Figura 2: Expressio do RNAmM dos genes nefrina, podocina, podocalixina,
sinaptopodina e a alfa actinina-4 na urina basal (momento da bidpsia) comparando
pacientes com GPNP, GPP e controles. GPNP: Glomerulopatias ndo proliferativas;

GPP: Glomerulopatias proliferativas.

Figura 3: Efeito do tratamento imunossupressor sobre a expressdo génica das proteinas
do podadcito na urina aos 6 meses e 12 meses de seguimento nos pacientes com GPNP e
GPP. Barras: as barras de erro apresentam o intervalo de confianga de 95%. GPNP:

Glomerulopatias néo proliferativas; GPP: Glomerulopatias proliferativas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo avaliamos a expressdo génica de moléculas associadas ao poddcito
em biopsias renais e em células do sedimento urinario em dois grupos de
glomerulopatias proteinuricas, as formas proliferativas e ndo proliferativas. O achado
mais importante deste trabalho foi que, em acordo com os dados da literatura, a
expressdo do RNAm de nefrina, podocina, sinaptopodina e alfa actinina-4 esta
significativamente reduzida no tecido renal, em paralelo com uma aumento significativo
na urina. A reducdo no tecido foi mais intensa nos pacientes com glomerulopatias ndo
proliferativas como glomeruloesclerose segmentar e focal, lesdes minimas, membranosa
e nefropatia diabética, mas a magnitude da expressdo urinaria foi maior nas lesdes
proliferativas, como nefrite IUpica, nefropatia por IgA, e nas glomerulonefrites
membranoproliferativa e crescéntica. O tratamento com imunossupressores e/ou
inibidores da angiotensina influenciou essa expresséo, reduzindo-a em relagdo aos
valores basais ja no sexto més, e mantendo niveis baixos até 12 meses. Por outro lado,
nenhum gene foi preditivo de ndo resposta aos imunossSupressores.

O RNAm das proteinas do poddcito correlacionou-se positivamente com a
proteindria, mas ndo mostrou correlacdo com a taxa de filtracdo glomerular. Também
ndo observamos correlagcdo com o grau de fibrose intersticial e atrofia tubular presente
na biopsia.

As limitacGes deste estudo precisam ser citadas. Pequeno nimero de pacientes por
tipo histoldgico, ndo controle da expressdao génica por gravidade da proteindria
(presenca de sindrome nefrotica), presenca de insuficiéncia renal e uso correto das
drogas imunossupressoras prescritas. Adicionalmente, os resultados deste estudo néo

sdo conclusivos em relacdo a caracteristicas especificas da podocitopatia em
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glomerulopatias que apresentam lesdes proliferativas ou ndo proliferativas.
Considerando os diferentes mecanismos de injaria ao poddcito e a variabilidade de
resposta ao tratamento nos diferentes tipos histoldgicos, € necessario um estudo
envolvendo um ndmero maior de pacientes, individualizando as glomerulopatias com

base em sua etiopatogenia.
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8. ANEXOS
8.1 Protocolo de coleta de dados

Identificacdo

Nome Data Nascimento: Protocolo N° AP:
nO
Idade Sexo | [ 1=Masc Etnia | [] 1=Branco Registro HCPA Telefone:
[]2=Fem []2=Negro
Dados clinicos e laboratério basal
Hipertensdo arterial: ( ) Sim () Néo Medicagdes em uso e doses (listar)
indice proteindria/creatininGria: 1.
Creatinina sérica (mg/dl): 2.
MDRD (filtragdo glomerular estimada, em ml/min/1,73 | 3.
m?: 4
5.
Albumina: 6.
EQU: hemécia ( ) Sim () Ndo N Doencas Sistémicas:
Observacoes:
Puncdo Biopsia Renal
Data Indicacéo Diagnostico Protocolo de tratamento Duragéo do
Histoldgico (imunossupressao) tratamento
FI/AT:

Presséo arterial

Data Presséao

Evolucéo laboratorial

Parametro

6 meses 12 meses

indice proteindria/creatinintria

Creatinina sérica (mg/dl)

MDRD (filtragdo glomerular estimada, em
ml/min/1,73 m?

Anélise Molecular
URINA

Gene / RNAmM Basal

6 meses 12 meses

Nefrina

Podocina

Podocalixina

Sinaptopodina

Alfa actinina-4

TECIDO RENAL

Gene / RNAmM

Biopsia renal (periodo basal)

Nefrina

Podocina

Podocalixina

Sinaptopodina

Alfa actinina-4
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8.2 Termo de consentimento livre e esclarecido

O Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo presente termo de

consentimento convida o(a) Sr.(a) a

participar de um estudo que serd elaborado com o objetivo de identificar alteragdes
renais relacionadas a sua doenca dos rins que leva a perda de proteinas na urina,
chamada de glomerulonefrite. O objetivo dessa pesquisa € desenvolver um teste facil de
aplicar, feito em uma amostra de urina, para ajudar no diagndstico de sua doenca e
verificar como o(a) Sr.(a) est4 respondendo as medicagdes que o0 seu médico prescreveu.
Os procedimentos a que o0s (as) Sr. (as) serdo submetidos sdo uma coleta de urina em
trés momentos, minutos antes da bidpsia do rim indicada pelo seu médico, e depois de 6
meses e 12 meses do inicio do tratamento. Adicionalmente, um pequeno fragmento do
seu rim que serd removido pela biopsia, indicada para 0 manejo de sua doenca que faz
perder proteinas na urina, sera examinada por técnicas utilizadas neste estudo, chamadas
de biologia molecular e imunohistoquimica. Estes materiais serdo analisados no
Laboratorio de Biologia Molecular do Servigo de Nefrologia.

As coletas de urina no frasco que ndo oferecem nenhum risco. A bidpsia do rim é um
procedimento que envolve riscos de complicacBes. A complicacdo mais freqliente € a
perda de sangue pela urina que ocorre em quase todos 0s casos, e nao requer nenhum
tratamento especifico. Também podem ocorrer hematomas ao redor ou dentro do rim,
qgue em geral sdo pequenos, e as vezes podem dar dor na regido das costas do lado
biopsiado. Nos raros casos de hemorragias mais graves pode ser necessario transfusoes
sanguineas e/ou cirurgia para estancar o sangramento, o que pode ocorrer em até 3% e
2% dos casos respectivamente. Para evitar as complicagBes descritas e trata-las com a
maior brevidade é necessario estar em jejum por 6 horas antes da bidpsia e 4 horas apds,
permanecendo em repouso absoluto no leito do hospital por 24 horas apds a bidpsia, 0
que diminui muito esses riscos.

Nenhum beneficio financeiro seré obtido na participacdo do presente estudo tanto para
o Servico de Nefrologia, quanto para os(as) Sr.(as), mas a sua ajuda serd muito
importante na pesquisa de melhores diagndsticos e verificacdo do efeito do tratamento
sobre essas doencas do rim que fazem perder proteina na urina (glomerulonefrites) para

futuros pacientes.
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Para seu esclarecimento a qualquer momento ou em caso de necessidade o Sr. (a)
poderd entrar em contato com 0s membros da equipe de pesquisa do Servigo de
Nefrologia pelos telefones 3359-8295, 3359-8121 ou ainda pelo telefone celular do Dr.
Francisco Veronese -99693920 ou do Dr. Elvino Barros — 99861619. Ainda em caso de
urgéncias com o plantdo do Servico de Nefrologia do HCPA pelo telefone 3359-8000.

Eu, aceito participar do estudo

e declaro que fui também informado:

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

e 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 informacdes relacionadas com minha privacidade;

e Da disponibilidade de tratamento médico caso existam complica¢fes causadas por
esta pesquisa;

¢ De que ndo terei despesas por participar do estudo.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador

ou responsavel legal
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8.2.Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Controles)

O Servigo de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo

presente termo de consentimento convida o(a) Sr.(a)

a participar de um estudo que tem por
objetivo identificar alteracdes dos rins relacionadas a nefrites (inflamacao do
rim) que levam a perda de proteinas na urina. Essa pesquisa visa desenvolver
um teste facil de aplicar, feito em uma amostra de urina, para ajudar no
diagnostico e no melhor entendimento das nefrites. A nefrite é uma doenca que
afeta muitas pessoas, e que pode levar a perda de proteinas na urina, o que se
chama de proteindria. Entretanto, precisamos comparar a urina de pessoas que
tem nefrite com a urina de pessoas que nao tem nem nefrite e nem perda de
proteina pela urina, como o Sr.(a.), para ter um valor de comparagao e saber o
que é doenca e o que é normalidade.

Os procedimentos aos quais o(a) Sr. (a) serd submetido serdo: 1) Uma coleta
de uma amostra de urina em um frasco, o que ndo envolve nenhum risco para
o(a) Sr(a).; 2) Ap6s a retirada do seu rim, indicada pelo seu médico urologista
para tratar a sua lesdo renal, e com o rim ja fora do seu corpo depositado em
uma bacia com soro gelado, sera feita uma biépsia com agulha para retirada de
um pequeno pedaco do rim (como uma tira fina, de 1 cm de comprimento por
0,4 cm de largura). Como a bidpsia serd feita no rim apds o mesmo ser retirado
do seu corpo, este procedimento ndo envolve nenhum risco para o seu
organismo. Estes materiais serdo analisados no Laboratério de Biologia
Molecular do Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

O seu rim serd encaminhado apés para o Servico de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, onde sera examinado pelo patologista na rotina
normal do hospital para confirmar o seu diagnostico.

Nenhum beneficio financeiro sera obtido na participacdo do presente estudo

tanto para o Servico de Nefrologia, quanto para os(as) Sr.(as), mas a sua ajuda



90

serd muito importante para o entendimento das nefrites e da perda de proteinas
que elas causam.

Para seu esclarecimento a qualquer momento ou em caso de necessidade o Sr.
(a) poderé entrar em contato com os membros da equipe de pesquisa do Servigo
de Nefrologia pelos telefones 3395-8295, 3395-8121 ou ainda pelo telefone
celular do Dr. Francisco Veronese -99693920 ou do Dr. Elvino Barros - 99861619.
Ainda em caso de urgéncias com o plantdo do Servico de Nefrologia do HCPA

pelo telefone 3395-8000.

Eu, aceito participar do estudo

e declaro que fui também informado:

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

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

e Do cardter confidencial das informacgdes relacionadas com minha
privacidade;

e De que nao terei despesas por participar do estudo.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador

ou responséavel legal

Data: / /
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