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RESUMO 

 

Introdução: A podocitopenia e a podocitúria são marcadores de injúria glomerular em 

podocitopatias (POD) e glomerulonefrites proliferativas (GNsP), e mesmo em fases iniciais 

destas doenças mecanismos pró-fibróticos indutores de glomeruloesclerose e fibrose renal 

progressiva estão ativados.  

Objetivo: Avaliar pacientes portadores de glomerulopatias biopsiados em diferentes 

tempos de evolução clínica, correlacionando lesões morfológicas dos compartimentos 

glomerular e túbulo-intersticial com a expressão dos RNAm de proteínas associadas ao 

podócito e de fatores pró-fibróticos no tecido renal.     

Materiais e Métodos: Foram incluídos no estudo oitenta e quatro pacientes adultos 

portadores de glomerulopatias de diferentes etiologias submetidos à biópsia renal por 

indicação clínica. As lesões histológicas foram individualizadas e a porcentagem de fibrose 

intersticial e atrofia tubular foi quantificada na coloração de Tricrômio de Masson. Foram 

mensurados no tecido renal o log 10 do RNAm pela reação em cadeia da polimerase em 

tempo real das proteínas associadas ao podócito alfa actinina-4, podocina e podocalixina e dos 

fatores pró-fibróticos fator de crescimento transformador ₁ (TGF₁),  fator de crescimento do 

tecido conectivo (CTGF) e fator de crescimento derivado do endotélio A (VEGF-A). A 

secção livre de neoplasia de rins removidos por câncer renal foram usados como controles da 

expressão dos RNAm.  

Resultados: No grupo POD, os diagnósticos histopatológicos foram: 

Glomeruloesclerose segmentar e focal (n=20), GN membranosa (n=12), Nefropatia diabética 

(n=9) e Lesões mínimas (n=7); no grupo GNsP foram Nefropatia por IgA (n=15), GN 

membranoproliferativa (n=5), Nefrite lúpica (n=5) e GN proliferativa mesangial (n=4), e 

outros diagnósticos (n=7).  O RNAm do tecido renal nos pacientes com POD e GNsP foi 

significativamente menor comparado ao dos controles para todos os genes estudados. A 

presença de crescentes, independente do estágio evolutivo, foi associada à maior expressão do 

RNAm de alfa actinina-4 (p=0,04), podocina (p=0,01) e podocalixina (p=0,038). O RNAm 

dos genes pró-fibróticos também estava inibido comparado a sua expressão no rim normal. 

Nas GNsP, o VEGF-A (p<0,001) e o CTGF (p<0,001) foram os genes com menor nível de 

expressão comparado aos controles. Em relação às biópsias com lesões crescênticas, tanto o 

RNAm do TGFβ1 (p=0,001) como do CTGF (p=0,041) tiveram maior expressão comparado 

ao RNAm das biópsias sem crescentes. Nas biópsias com fibrose intersticial superior a 30%, a 

expressão do RNAm de TGFβ1, (p=0,038) e do VEGF-A (p=0,040) foi maior do que nas 



 
 
 

 

biópsias com fibrose leve. O maior tempo entre o início da doença clínica e a realização da 

biópsia renal não teve influência detectável na expressão tecidual do RNAm dos 

biomarcadores estudados.  

  Conclusões: Pacientes com podocitopatias ou glomerulonefrites proliferativas 

apresentaram inibição da expressão do RNAm de proteínas associadas ao podócito e de 

fatores indutores de fibrose renal, achados compatíveis com injúria podocitária e 

podocitopenia. Nas biópsias renais com maior grau de fibrose intersticial e atrofia tubular, 

assim também como naquelas com lesões crescênticas, a expressão do RNAm de fatores 

fibrogênicos como TGF-β1 e CTGF foi significativamente aumentada, o que pode sugerir 

supra-regulação de moléculas associadas a mecanismos de fibrose renal e patologia 

glomerular. 

 

Palavras-chave: glomerulonefrite, podocitopatia, fibrose renal, fatores pró-fibróticos, 

podocina, fator de crescimento transformador beta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Both podocitopenia and podocyturia are markers of glomerular injury in 

podocytopathies (POD) and proliferative glomerulonephritis (PGNs), and even in the early 

stages of these diseases pro-fibrotic mechanisms leading to glomerulosclerosis and 

progressive renal fibrosis are running.  

Objective: This study evaluated patients with glomerulopathies who were biopsied at 

different times of clinical evolution, correlating morphological lesions of the glomerular and 

tubulointerstitial compartments with renal messenger RNA (mRNA) expression of podocyte-

associated proteins and pro-fibrotic factors.  

Materials and Methods: The study included eighty-four adult patients with 

glomerulopathies of different etiologies undergoing kidney biopsy as clinically indicated. The 

histological lesions were individualized and the percentage of interstitial fibrosis and tubular 

atrophy was quantified on Trichrome Masson staining. Tissue log 10 mRNA of the podocyte 

proteins alpha-actinin-4, podocin and podocalyxin and of the pro-fibrotic factors transforming 

growth factor β₁ (TGFβ₁), connective tissue growth factor (CTGF) and vascular endothelium 

growth factor A (VEGF-A) was measured by real time polymerase chain reaction. The 

sections free of neoplasia of kidneys removed for renal cancer were used as controls for the 

mRNA tissue expression.  

 Results: Results: In the POD group, the histopathological diagnoses were: focal 

segmental glomerulosclerosis (n=20), membranous (n=12), diabetic nephropathy (n=9) and 

minimal changes (n=7); in PGNs group were IgA nephropathy (n=15), membranoproliferative 

(n=5), lupus nephritis (n=5) and mesangial proliferative (n=4), and other diagnoses (n=7). 

Messenger RNA expression of POD and PGNs groups was significantly lower compared to 

controls for all the studied genes. The presence of crescents, regardless of their evolutive 

stage, was associated with higher mRNA expression of alpha-actinin-4 (p=0.04), podocin 

(p=0.01) and podocalyxin (p=0.038). The mRNA of pro-fibrotic genes was also inhibited 

compared to their expression in normal kidneys. In PGNs, VEGF-A (p<0.001) and CTGF 

(p<0.001) were the genes with lowest mRNA levels compared to controls. Regarding the 

biopsies with crescentic lesions, both the mRNA of TGFβ1 (p=0.001) and CTGF (p=0.041) 

were highly expressed as compared to those of biopsies without crescents. In biopsies with 

moderate to severe interstitial fibrosis (more than 30%), the mRNA expression of TGFβ1 

(p=0.038) and VEGF-A (p=0.040) was highly expressed compared to biopsies with mild 

fibrosis. A longer interval between the clinical disease and the performance of kidney biopsy 



 
 
 

 

did not have a detectable influence on tissue mRNA expression of the studied biomarkers. 

 Conclusions: Patients with POD or PGNs presented inhibition of the mRNA 

expression of podocyte-associated proteins and pro-fibrotic factors, findings that are 

consistent with podocyte injury and podocitopenia. In renal biopsies with a higher degree of 

interstitial fibrosis and tubular atrophy, as well as those with crescentic lesions, the mRNA 

expression of fibrogenic factors such as TGF-β1 and CTGF was significantly increased, 

which may suggest upregulation of molecules associated with mechanisms of renal fibrosis 

and glomerular pathology. 

 

Keywords: glomerulonephritis, podocytopathy, renal fibrosis, pro-fibrotic factors, podocin, 

transforming growth factor β. 
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1. INTRODUÇÃO  

 Os rins são órgãos fundamentais para a manutenção da homeostase do corpo 

humano e a diminuição progressiva da função renal implica no comprometimento das 

funções metabólicas, excretora e de regulação do equilíbrio hidroeletrolítico, além de afetar 

outros órgãos e sistemas. A função renal é mensurada pela taxa de filtração glomerular 

(TFG), e o desenvolvimento de dano crônico intra-renal estabelece um processo de perda 

progressiva de função renal que culmina na doença renal crônica (DRC), com manifestações 

clínicas e laboratoriais em geral tardias (1). O marcador mais acurado e precoce de dano 

renal continua sendo a albuminúria, que expressa a ruptura da barreira que o filtro 

glomerular impõe à passagem de macromoléculas para o espaço urinário (2). 

O filtro glomerular, composto pelo endotélio fenestrado, membrana basal glomerular 

(MBG) e pelas células epiteliais denominadas podócitos, é o principal sítio de lesão que 

resulta no aumento da excreção urinária de proteínas (3). Particularmente, as células 

podocitárias têm sido foco de intensa investigação, pois esse segmento da barreira 

glomerular é crítico para o desenvolvimento da proteinúria (4-6) e pode ter importantes 

implicações diagnósticas e terapêuticas (7). O dano funcional e estrutural do podócito têm 

sido demonstrado em diferentes tipos de glomerulopatias (GPs), tanto primárias, como em 

lesões mínimas (LM), glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF), glomerulonefrite 

membranosa (GNM), nefropatia por IgA (NIgA) (8-10), como também nas formas 

secundárias, a exemplo da nefrite lúpica (NL) (11,12), nefropatia diabética (ND) (13,14), 

glomerulopatia associada a obesidade (15) e nefropatia hipertensiva (16), entre outras. 

A biópsia renal constitui um método acurado para o diagnóstico, prognóstico e 

indicação de tratamento em diversos tipos de doenças renais, permitindo a detecção de dano 

nos compartimentos glomerular, túbulo-intersticial e vascular, em geral de forma associada, 

mas com diferentes intensidades (11,17). Em nível glomerular, o exame anátomo-patológico 

permite visualizar algumas alterações podocitárias, mas é na ultra-estrutura, definida pela 

microscopia eletrônica de transmissão, que se identifica a fusão, alargamento e menor 

densidade dos podócitos, alterações morfológicas que resultam de diferentes agressões ao 

glomérulo. No tecido renal, denomina-se podocitopenia a redução do número e densidade 

dos podócitos no filtro glomerular, cujos mecanismos fisiopatogênicos foram propostos 

inicialmente por Kritz et al (4) e posteriormente aprofundados por outros grupos (3,5,6,18-

20). 
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O podócito apresenta uma multiplicidade de proteínas dispostas em um arranjo 

arquitetônico em diferentes domínios. Paralelo a podocitopenia tecidual, o descolamento 

dos podócitos da MBG no espaço urinário de Bowman, tanto viáveis como em apoptose, 

desencadeiam a podocitúria, permitindo que técnicas não invasivas possam identificar de 

forma indireta a injúria podocitária que ocorre no tecido renal, como demonstrado em 

diversos estudos em humanos e em modelos animais (21-27). A quantificação dos RNA 

mensageiros (RNAm) dos subprodutos do podócito no tecido renal e na urina em 

indivíduos saudáveis e em pacientes com doença renal tem sido uma ferramenta 

importante para o entendimento da expressão normal e anormal que reflete diferentes 

fases da doença glomerular primária e secundária (28). 

Mecanismos de progressão para dano crônico intra-renal são ativados nas 

glomerulonefrites (GNs) não diagnosticadas e não tratadas precocemente (4,29). Lesões 

glomerulares como glomeruloesclerose segmentar e global, fibrose intersticial e atrofia 

tubular se estabelecem, e manifestam-se clinicamente por perda progressiva da função renal, 

DRC estabelecida e necessidade de terapia de substituição renal (TSR) no futuro (30). A 

glomeruloesclerose global frequentemente está presente na maioria das nefropatias crônicas, 

e caracteriza-se inicialmente pela formação de sinéquias de segmentos dos tufos capilares 

que aderem à Cápsula de Bowman, e depois pela esclerose glomerular inicialmente 

segmentar e focal, com acúmulo e expansão da matriz mesangial (4,5). 

Fatores pró-fibróticos participam ativamente deste processo. O fator de crescimento 

transformador- (TGF-) é uma citocina pró-fibrótica e antiinflamatória que regula a 

produção de matriz extracelular (MEC), pois sua ativação resulta na secreção de 

angiotensina II, potente hormônio vasoconstrictor (31), do fator de crescimento do tecido 

conjuntivo (CTGF) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), além de outros 

fatores vasoativos, que resultam em isquemia, secreção de fibroblastos e deposição de 

colágeno, produzindo acúmulo da matriz mesangial e inibição das metaloproteinases que 

reabsorvem a MEC (21,32-34).  

Pode-se dizer que os mecanismos de fibrose renal ainda não são totalmente claros, 

apesar de intensamente estudados. Estudos recentes têm demonstrado o valor preditivo dos 

RNAm urinários específicos do podócito para progressão da doença renal, sendo mais 

específicos que a variação da proteinúria para predizer a sobrevida renal em diversos tipos 

de GPs (23,35). Entretanto, a mensuração intra-renal dos RNAm do podócito e 

principalmente dos fatores de crescimento associados a fibrose renal em diferentes fases da 

evolução da doença glomerular, e especificamente a sua correlação com o grau de 
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podocitúria, proteinúria, variação da função tem sido pouco investigada. Neste contexto, 

desenvolvemos este estudo transversal para avaliar a associação entre marcadores 

histológicos de lesão glomerular, como glomeruloesclerose global, sinéquias e expansão de 

matriz mesangial, e de lesão tubulo-intersticial, como porcentagem de fibrose intersticial e 

atrofia tubular, com o RNAm de proteínas específicas do podócito e de fatores pró-fibróticos 

em diferentes tipos de doença glomerular, diagnosticada com diferentes tempos de evolução 

clínica. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Doença glomerular 

 

As doenças glomerulares podem ser dividas em primárias, quando não há uma 

doença sistêmica associada, ou secundárias, quando outra doença afeta os rins, como 

diabetes mellitus, doenças autoimunes e infecções virais, entre outras. As GNs são 

patologias que acometem os glomérulos de diferentes formas, mas possuem em comum a 

lesão do filtro glomerular e das três camadas que o compõe. Nas GNs o compartimento 

túbulo-intersticial também está afetado, assim como a vasculatura intra-renal, 

comprometendo artérias e arteríolas (16,36). São doenças com etiopatogenias variadas, 

algumas de natureza aguda, em geral inflamatórias e proliferativas, e outras subagudas ou de 

curso mais crônico, mais frequentemente associadas à síndrome nefrótica idiopática sem 

elementos inflamatórios (29). 

Em ordem decrescente, a prevalência do tipo histológico das glomerulopatias 

primárias no adulto é: GESF, GNM, NIgA, LM e glomerulonefrite membranoproliferativa 

(GNMP). Do ponto de vista clínico, a GESF, a LM e GNM manifestam-se mais 

frequentemente por síndrome nefrótica (edema, proteinúria acima de 3 g/24 horas e 

hipoalbuminemia), a NIgA por alterações urinárias assintomáticas como hematúria e 

proteinúria não nefrótica, e a GNMP por síndrome nefrótica e/ou síndrome nefrítica, muitas 

vezes acompanhada de insuficiência renal aguda (37). 

Nas GPs em geral, a lesão inicial ao filtro capilar glomerular parece ter mecanismos 

comuns de injúria às células epiteliais podocitárias e a seus prolongamentos, os pedicelos. 

Após a injúria, os podócitos se descolam MBG provocando o seu desnudamento e a adesão 

do tufo capilar à cápsula de Bowman, produzindo sinéquias que irão se estender no 

glomérulo e progredir para glomeruloesclerose progressiva (5,36). A estrutura e função dos 

podócitos serão abordadas a seguir. 

 

2.2. A célula epitelial podocitária e as podocitopatias 

Os podócitos são células epiteliais altamente diferenciadas e especializadas, sem 

capacidade proliferativa. Possuem prolongamentos primários e secundários, denominados 

pedicelos, os quais cobrem a superfície externa da membrana basal glomerular. Kerjaschki 

(38) descreveu o podócito como uma estrutura com quatro diferentes domínios, baseado na 

anatomia molecular de cada segmento: diafragma em fenda, domínio da membrana luminal, 

domínio basal e citoesqueleto. 
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Um conjunto de proteínas associadas ao podócito, representadas na figura 1, 

desempenha múltiplas e diferentes funções como: a) manutenção da integridade de barreira 

(tamanho e carga) às proteínas e outras macromoléculas; b) manutenção da forma da alça 

capilar glomerular; c) manter oposição à pressão gerada dentro do glomérulo; d) síntese e 

manutenção da membrana basal glomerular; e) produção e secreção do VEGF necessário 

para a integridade da célula endotelial do capilar glomerular (2,3,5,6,39).  

Embriologicamente os podócitos derivam das células mesenquimais. O corpo celular 

do podócito maduro situa-se no espaço urinário no lado luminal e seus pedicelos estão 

situados no lado oposto, ancorados à MBG por 31-integrinas e --distroglicanos que 

pertencem ao domínio basal do podócito (40). Os pedicelos estão conectados entre si através 

de uma estrutura especializada de junção célula-célula, denominada diafragma em fenda. O 

diafragma em fenda situa-se entre dois podócitos adjacentes, e atualmente considera-se ser 

um segmento importante para barreira de filtração de proteínas (41,42). 

Este primeiro domínio, o diafragma em fenda, é composto por proteínas como a 

nefrina, a podocina, NEPH-1, CD2AP e zona occludens-1, entre outras. A nefrina é o 

produto do gene NPHS1 que participa das funções do citoesqueleto do podócito, interagindo 

com a actina, através de proteínas adaptadoras NcK, e com a proteína NEPH-1, formando 

cis-oligômeros heterogêneos (43-45). A podocina é codificada pelo gene NPHS2 que está 

associada ao componente lipídico e apresenta forma de “grampo de cabelo”, esta proteína 

interage com a nefrina e com a CD2AP, resultando em uma relação com filamentos de 

actina, facilitando a sinalização da nefrina e a estabilização estrutural do diafragma em fenda 

(10,44). 

No domínio de membrana luminal situam-se as sialoproteínas podocalixina, 

podoplanina e o Transient Receptor Potential Cation Channel Member 6 (TRPC6), cuja 

função principal é manter a separação física dos podócitos adjacentes. São moléculas 

sinalizadoras, ao mesmo tempo em que mantém a arquitetura do podócito e a integridade do 

filtro glomerular (25,46).  

No domínio basal é que ocorre o ancoramento do podócito na MBG, através das 

α3β₁-integrinas e dos α-β-distroglicanos. Essas proteínas ligam-se a diversos componentes da 

membrana, como colágeno IV, fibronectina, laminina e endactina, assim como às proteínas 

do citoesqueleto do podócito, como a alfa actinina-4 e a sinaptopodina, o que permite que as 

alterações da pressão intra-capilar glomerular causem adaptação através de mudança de 

forma e movimento do podócito (15,47). 
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No domínio citoesqueleto os principais componentes moleculares são a F-actina, 

sinaptopodina, alfa actinina-4 e podoplanina. Rico em microfilamentos de F-actina e 

miosina, o citoesqueleto é constituído por três elementos ultraestruturais: microfilamentos 

(7-9nm), filamentos intermediários (10nm) e microtúbulos (24nm). A sinaptopodina interage 

diretamente com a alfa actinina-4, modulando a sua expressão e promovendo o alongamento 

dos filamentos de actina, assim modificando a forma do podócito e produzindo achatamento 

ou simplificação dessas células (32,48-50). 

 

Figura 1. Estrutura do podócito e principais proteínas associadas dos diferentes 

domínios. Adaptado de Barisoni et al (3). 

 

A análise da expressão gênica das moléculas associadas ao podócito tem contribuído 

para o entendimento da patogênese da proteinúria. Parâmetros clínicos, laboratoriais e 

histológicos muitas vezes não distinguem os diferentes tipos de GNs, e tem se investigado o 

valor diagnóstico e prognóstico destas moléculas em estudos clínicos e experimentais 

(18,19,22,23,35). A análise molecular das proteínas associadas ao podócito no tecido renal 

tem sido o método de referencia para determinar lesão podocitária (18,29,51), e mais 

recentemente a identificação de podocitúria e a quantificação do RNAm das proteínas do 

podócito em células do sedimento urinário em diferentes nefropatias (22,52-55) tem sido 

uma ferramenta não invasiva útil para determinar atividade e progressão de doenças 

glomerulares (19,23,35).  
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A fisiopatologia das podocitopatias varia conforme o tipo de injúria que ocorre em 

nível glomerular. Ainda é controverso como estes mecanismos se desenvolvem nas 

diferentes GPs proteinúricas, cuja etiopatogenia envolve fusão podocitária, fatores de 

permeabilidade glomerular circulantes, deposição de imuno-complexos, estresse oxidativo, 

ação de proteases e/ou inflamação (29). Entretanto, o mecanismo comum que se segue à 

injúria podocitária é o descolamento da MBG e a excreção de podócitos na urina, viáveis ou 

em apoptose (56). Diferenças na expressão intra-renal e urinária do RNAm de moléculas do 

podócito tem sido descritas em GPs não inflamatórias, como GESF, LM e GNM 

(7,22,36,57). Poucos estudos avaliaram a expressão destas moléculas simultaneamente nos 

dois compartimentos, tecido e urina, apresentando resultados heterogêneos (51,58). Na NL 

ativa foi descrito redução da expressão dos podócitos glomerulares e aumento da podocitúria 

(59), o que não foi observado na doença inativa. Na ND, o RNAm intra-renal das proteínas 

do podócito correlacionou-se com  redução do número de podócitos glomerulares, função 

renal e aumento da fibrose túbulo-intersticial, mas estes parâmetros  não se correlacionaram 

com a expressão o RNAm na urina (58).  

Entretanto, a quantificação da podocitopenia intra-renal através da expressão dos 

RNAm associados ao podócito em diferentes fases de evolução das glomerulonefrites, e 

especificamente a sua associação com parâmetros histológicos de dano crônico (ex., 

glomeruloesclerose e grau de fibrose renal) e com fatores pró-fibróticos, ainda tem sido 

pouco investigada. 

 

2.3. Fatores de crescimento, fator derivado do endotélio e a fibrose renal 

2.3.1. Fator de crescimento transformador beta (TGF-) 

O TGF- é um fator de crescimento secretado por uma ampla variedade de tecidos, 

sendo encontrado principalmente como formas homodímeras de distintos produtos dos 

genes TGF-1, TGF-2 ou TGF-3. O TGF-  desempenha um papel no desenvolvimento 

embrionário, na diferenciação celular, na secreção de hormônios e na função imunológica. 

Nas células mesangiais, é liberado dentro de um complexo latente, o qual é estocado na 

MEC para promover a estabilidade de sua atividade molecular e também como fonte de 

ativação dos componentes da matriz (60).  

Esta ativação do TGF- mediada por plasmina nas células mesangiais, no entanto, 

pode ser neutralizada por um sistema de feedback negativo, desde que TGF- ativo induza a 

produção do inibidor-1 do ativador de plasminogênio (PAF-1) que diminui a formação de 
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plasmina ativa nas células mesangiais (61). Entre as moléculas conhecidas como ativadoras 

do TGF- latente citam-se a plasmina, o trombospondina-1 (TSP-1), espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e as integrinas v6 e v8 (62-64).  

Além das células mesangiais, o TGF- latente também pode ser ativado pelas células 

epiteliais podocitárias. Esta ativação talvez seja mediada pelo sistema renina-angiotensina-

aldosterona (RAAS), pois o RAAS induz estresse oxidativo e assim injúria podocitária, 

como demonstrado em estudos experimentais (65-67). O uso do antioxidante metalotionina 

induziu recuperação funcional dos podócitos em modelo experimental, sugerindo que o dano 

oxidativo ao podócito é etiopatogenicamente importante ND (68). Em geral, a lesão 

podocitária mediada pelo RAAS parece induzir a produção de ROS, as quais podem ativar o 

TGF- latente localizado em sua superfície pela ativação de enzimas proteolíticas, o que foi 

demonstrado na DRC (69).  

 

2.3.2. Efeito do TGF- na patologia glomerular 

O TGF-β está supra-regulado na doença podocitária, o que resulta do aumento da 

pressão de cadeias biomecânicas sobre o podócito. O TGF-β atua no tecido renal por 

diversos mecanismos, como depósito mesangial de proteínas e espessamento da MBG, 

inibição da degradação das proteínas da matriz (metaloproteinases), apoptose do podócito e 

indução da transição epitélio-mesenquimal podocitária. Adicionalmente, o TGF- induz a 

secreção de CTGF e do VEGF pelos podócitos, os quais têm efeito parácrino necessário para 

o acúmulo de matriz mesangial. Estas alterações, em conjunto, resultam no desenvolvimento 

de fibrose renal progressiva (69,70). Ao contrário das células mesangiais, os podócitos não 

expressam TGF- em resposta a um estímulo metabólico comum, o que sugere que estas 

células respondam ao efeito do TGF- produzido pela célula mesangial (71). 

Ainda em modelos experimentais, verificou-se que a super-expressão de TGF- em 

camundongos transgênicos produz expansão mesangial, glomeruloesclerose, fibrose 

intersticial e insuficiência renal (72), que é atenuada pela administração de anticorpo 

monoclonal anti-TGF- em GN proliferativa experimental (73). Além disso, foi constatado 

que as células mesangiais secretam TGF- em resposta a estímulos fibrogênicos em modelo 

in vitro que resulta, principalmente, na produção de proteínas de MEC em doença 

glomerular crônica (74).  
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Apesar disso, a marcação imunohistoquímica de TGF- no mesângio é 

frequentemente negativa na doença glomerular crônica em humanos, sugerindo que os 

complexos de TGF- latente secretados pelas células mesangiais podem ser estocados na 

matriz mesangial e assim não ser detectáveis por técnicas de imunopatologia. Em contraste 

com as células mesangiais, os podócitos presentes em segmentos escleróticos do glomérulo 

exibem expressão elevada do RNAm de TGF- e de sua proteína, como demonstrado em 

pacientes com NIgA e GESF (75,76).  

 

2.3.3. Fator de crescimento de tecido conectivo (CTGF) 

 O CTGF é o mais importante fator de crescimento autócrino induzido por TGF-. 

Faz parte da família CCN de proteínas de matriz celular. Entre as proteínas CCN, apenas a 

CCN2 (CTGF) tem propriedades pró-fibróticas, agindo em conjunto com o TGF-1 (77). A 

ação do CTGF é promover adesão celular através da indução de integrinas e proteoglicanos 

na superfície celular, facilitando a interação com a MEC. Além disso, sabe-se que o CTGF é 

induzido durante a reparação tecidual, pois a modificação experimental do citoesqueleto de 

F-actina é um estímulo potente para induzir a expressão de CTGF (78,79).  

 

2.3.4. Efeitos do CTGF na patologia glomerular 

Durante a injúria podocitária, ocorre secreção ativa de CTGF para reparação das 

alterações estruturais das fibras de actina no citoesqueleto. A persistência da injúria acarreta 

danos estruturais e funcionais à célula epitelial, mantendo uma expressão elevada de CTGF, 

que por sua vez leva ao acúmulo progressivo de MEC e inicia o processo de 

glomeruloesclerose (80). O CTGF é então um marcador de fibrose renal em diversos tipos 

de nefropatias crônicas, incluindo as GPs, e também em outras doenças crônicas não renais 

(81-85).  

A indução de CTGF por TGF- em podócitos se restringe às linhagens de células 

mesenquimais (86). Um estudo com modelo in vitro demonstrou que a exposição do 

podócito ao CTGF recombinante modifica o citoesqueleto de actina e induz a fosforilação da 

quinase, produzindo adesão focal e sinalização extracelular para a produção de fibroblastos, 

fibronectina e colágeno tipo I, III e IV (87).  

Na doença glomerular crônica o CTGF parece ter um efeito parácrino sobre a sua 

expressão em células mesangiais. Em pacientes com NIgA, NL e outras GNs proliferativas 

observa-se positividade imunohistoquímica para CTGF no mesângio, cuja intensidade 
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depende da progressão da lesão mesangial (85). A expansão da matriz mesangial é 

produzida, em sequência, pela via de sinalização do TGF-/Smad em podócitos e indução de 

CTGF, cujos efeitos parácrinos em células mesangiais criam uma alça de retroalimentação 

positiva, estimulando a expressão de mais CTGF. Nas células mesangiais, o CTGF induz a 

expressão do receptor da 51-integrina ao qual se liga a fibronectina, a qual se polimeriza 

em uma matriz fibrilar. Esta matriz promove mais deposição de fibronectina e de colágeno, 

resultando na acumulação da matriz mesangial, deposição de colágeno e fibrose renal 

progressiva (88).  

 

2.3.5. Fator de crescimento derivado do endotélio vascular (VEGF) 

O VEGF se expressa em glomérulos normais, particularmente no podócito e nas 

células endoteliais. Pertence a superfamília do fator derivado de plaquetas (PDGF), e é 

composta por cinco membros: VEGF (também chamado de VEGF-A), fator de crescimento 

de placenta (PIGF), VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D. Essas proteínas ligam-se a receptores 

específicos, na sequência VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. O VEGF é uma glicoproteína 

dimérica quase que exclusivamente expressa por podócitos em desenvolvimento e em 

glomérulos maduros, e tem um papel essencial na formação e manutenção do funcionamento 

da barreira do filtro glomerular (89). A isoforma mais abundante de VEGF expressa no rim é 

a VEGF165, a qual sinaliza predominantemente para o receptor VEGFR-2 (39).  

O VEGF é um mediador de vários tipos de neovascularização e do aumento da 

permeabilidade vascular, além de proteger a célula endotelial de apoptose em vasos 

neoformados. Em modelos experimentais, o VEGF acelera a regeneração renal na 

microangiopatia trombótica, e na insuficiência renal crônica a excreção urinária de VEGF 

aumenta em proporção indireta com a queda da filtração glomerular (90,91). O VEGF 

estimula a expressão do receptor VEGF-1 e VEGF-2 em células mesangiais, e desta ligação 

resulta a síntese de fibronectina e colágeno, os quais constituem a base estrutural da fibrose 

renal identificadas por técnicas de imunopatologia (92). 

 

2.3.6. Efeitos do VEGF na patologia glomerular 

O VEGF expresso nos podócitos exerce uma regulação parácrina sobre as células 

endoteliais adjacentes e sobre as células mesangiais. Além disso, possui uma regulação 

autócrina em podócitos (39). Assim como o CTGF, o VEGF é induzido por TGF- e possui 

um importante papel no desenvolvimento da fibrose glomerular. 
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Um estudo experimental em ratos diabéticos avaliando a expressão renal de VEGF 

mostrou aumento desta expressão em podócitos, o que foi associado ao espessamento da 

MBG e à expansão mesangial (91). Quando ocorre perda progressiva de podócitos como nas 

doenças glomerulares crônicas, a expressão de VEGF reduz significativamente, o que foi 

demonstrado em pacientes com GNM primária (92). 

 

2.4. Resumo sobre doença glomerular e mecanismos pró-fibróticos 

O TGF- é o fator regulador chave da MEC, mediando o desenvolvimento de 

acúmulo da matriz mesangial e glomeruloesclerose. As células mesangiais secretam TGF- 

em resposta a estímulos fibrogênicos. Mesmo que a marcação imunohistoquímica seja 

frequentemente negativa para TGF-, a sua expressão e ativação por podócitos agredidos 

por diversos insultos (ex.: hemodinâmicos, autoimunes, metabólicosou tóxicos) já está bem 

demonstrada em estudos que utilizaram análise molecular para quantificação do RNAm do 

TGF- em biópsias renais. A sinalização da via TGF-/Smad pelos podócitos induz a 

expressão tanto de CTGF quanto de VEGF. O CTGF parece ter efeitos parácrinos sobre as 

células mesangiais para estimular a sua própria expressão, estimulando a secreção de 

fibronectina via ligação com 51-integrina expressa na superfície das células mesangiais. 

A hiper-expressão de VEGF-A também parece ter uma ação parácrina sobre as células 

mesangiais que supra-regulam os receptores de VEGF, produzindo aumento da MEC. 

Assim, o CTGF e o VEGF contribuem para o acúmulo da matriz mesangial em doenças 

glomerulares crônicas, culminando no desenvolvimento de glomeruloesclerose. Em revisão 

recente, Lee (70) sugere que em conjunto, esses mecanismos são críticos para a formação de 

MEC, deposição de colágeno, glomeruloesclerose e fibrose renal progressiva.  

 

2.5. Estratégia para localizar e selecionar informações 

Esta revisão da literatura focou nos aspectos relacionados às proteínas associadas ao 

podócito e aos fatores pró-fibróticos com base na sua participação na etiopatogênese das 

GPs primárias e secundárias e no desenvolvimento de fibrose renal e DRC. A estratégia de 

busca envolveu as seguintes bases de dados:  PubMed, SciELO, LiLaCs, no período de 1990 

a 2015. Foram realizadas buscas através dos termos “Glomerular disease”, 

“Glomerulonephritis”, “Podocytopathy”, “Chronic Kidney Disease”, “Kidney Fibrosis”, 

“Podocin”, “Podocalyxin”, “Alpha actinin-4”, “Connective Tissue Growth 

Factor”,“Transforming growth factor beta”, “Vascular endothelial growth factor”. 
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3. JUSTIFICATIVA 

As doenças glomerulares constituem a terceira causa de doença renal crônica 

terminal no Brasil e no mundo, tendo um grande impacto nos elevados custos derivados da 

diálise e do transplante renal. 

Na última década, o papel crítico do podócito na etiopatogenese da proteinúria foi 

bem estabelecido e diversos estudos têm mostrado que a camada epitelial do filtro 

glomerular é determinante para a retenção proteínas de maior peso molecular e contribui 

significativamente para o processo de filtração. Evidências apontam que a redução da 

expressão do RNAm das proteínas do podócito no tecido renal – podocitopenia - é uma 

evidência de dano glomerular, tanto nas podocitopatias primárias quanto nas lesões 

proliferativas e inflamatórias, comuns nas doenças sistêmicas com envolvimento renal. O 

tempo de evolução clínica até a biópsia renal, quando a glomerulopatia é definida 

histologicamente, pode ter associação com uma redução progressiva da transcrição gênica e 

intensificação da podocitopenia, pois os mecanismos de injúria glomerular muitas vezes se 

mantêm independente do tratamento anti-proteinúrico e/ou imunossupressor instituído. 

Adicionalmente, após a indução de remissão pode ocorrer recidiva da doença, com um novo 

surto nefrótico ou nefrítico. Neste contexto, os fatores de crescimento transforming growth 

factor , connective tissue growth factor and vascular endothelial growth factor tem sido 

associados ao desenvolvimento de fibrose renal progressiva e doença renal crônica, afetando 

um grande número de indivíduos portadores de diferentes nefropatias crônicas. 

A associação entre parâmetros histológicos de dano crônico, como 

glomeruloesclerose segmentar ou global, sinéquias, grau de fibrose renal túbulo-intersticial e 

crescentes fibrocelulares ou fibrosas, e a expressão do RNAm tecidual de proteínas 

associadas ao podócito e de fatores pró-fibróticos tem sido pouco investigada. Este estudo 

tem como objetivo mensurar, em pacientes com glomerulopatias cujo diagnóstico 

histológico ocorreu em diferentes tempos de evolução da doença, a expressão molecular 

intra-renal de proteínas do podócito e de fatores pró-fibróticos, e avaliar a sua associação 

com o tipo de glomerulopatia e parâmetros histológicos de dano tecidual. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

 

4.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar a associação entre a expressão intra-renal do RNA mensageiro de proteínas 

associadas ao podócito e de fatores pró-fibróticos em biópsias renais de pacientes com 

glomerulopatias primárias e secundárias e parâmetros histológicos de dano tecidual e de 

fibrose renal. 

 

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

 Quantificar a expressão intra-renal do RNAm da podocina (diafragma em fenda), alfa 

actinina-4 (citoesqueleto) e podocalixina (membrana luminal) em pacientes portadores 

de glomerulopatias cujo diagnóstico histológico inicial ocorreu em diferentes tempos de 

evolução da doença.  

 Quantificar a expressão intra-renal do RNAm dos fatores indutores de fibrose renal 

transforming growth factor , connective tissue growth factor and vascular endothelial 

growth factor em pacientes portadores de glomerulopatias cujo diagnóstico histológico 

inicial ocorreu em diferentes tempos de evolução da doença.  

 Comparar a expressão do RNAm dos biomarcadores de injúria tecidual em biópsias 

renais de pacientes com podocitopatias primárias, glomerulonefrites proliferativas e rim 

histologicamente normal.  

 Avaliar a associação entre a expressão gênica dos biomarcadores do podócito e dos 

fatores pró-fibróticos com parâmetros histológicos de dano glomerular e com a 

porcentagem de fibrose renal da biópsia inicial do paciente. 
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RESUMO 

Introdução: A podocitopenia e a podocitúria são marcadores de injúria glomerular 

em podocitopatias (POD) e glomerulonefrites proliferativas (GNsP), e mesmo em fases 

iniciais destas doenças mecanismos pró-fibróticos indutores de glomeruloesclerose e fibrose 

renal progressiva estão ativados.  

Objetivo: Avaliar pacientes portadores de glomerulopatias biopsiados em diferentes 

tempos de evolução clínica, correlacionando lesões morfológicas dos compartimentos 

glomerular e túbulo-intersticial com a expressão dos RNAm de proteínas associadas ao 

podócito e de fatores pró-fibróticos no tecido renal.     

Materiais e Métodos: Foram incluídos no estudo oitenta e quatro pacientes adultos 

portadores de glomerulopatias de diferentes etiologias submetidos à biópsia renal por 

indicação clínica. As lesões histológicas foram individualizadas e a porcentagem de fibrose 

intersticial e atrofia tubular foi quantificada na coloração de Tricrômio de Masson. Foram 

mensurados no tecido por renal o log 10 do RNA mensageiro (RNAm) pela reação em 

cadeia da polimerase em tempo real das proteínas associadas ao podócito alfa actinina-4, 

podocina e podocalixina e dos fatores pró-fibróticos fator de crescimento transformador ₁ 

(TGF₁),  fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF) e fator de crescimento derivado 

do endotélio A (VEGF-A). A secção livre de neoplasia de rins removidos por câncer renal 

foram usados como controles da expressão dos RNAm.  

Resultados: No grupo POD, os diagnósticos histopatológicos foram: 

Glomeruloesclerose segmentar e focal (n=20), GN membranosa (n=12), Nefropatia diabética 

(n=9) e Lesões mínimas (n=7); no grupo GNsP foram Nefropatia por IgA (n=15), GN 

membranoproliferativa (n=5), Nefrite lúpica (n=5) e GN proliferativa mesangial (n=4), e 

outros diagnósticos (n=7).  O RNAm do tecido renal nos pacientes com POD e GNsP foi 

significativamente menor comparado ao dos controles para todos os genes estudados. A 

presença de crescentes, independente do estágio evolutivo, foi associada à maior expressão 

do RNAm de alfa actinina-4 (p=0,04), podocina (p=0,01) e podocalixina (p=0,038). O 

RNAm dos genes pró-fibróticos também estava inibido comparado a sua expressão no rim 

normal. Nas GNsP, o VEGF-A (p<0,001) e o CTGF (p<0,001) foram os genes com menor 

nível de expressão comparado aos controles. Em relação à biópsias com lesões crescênticas, 

tanto o RNAm do TGFβ1 (p=0,001) como do CTGF (p=0,041) tiveram maior expressão 

comparado ao RNAm das biópsias sem crescentes. Nas biópsias com fibrose intersticial 

superior a 30%, a expressão do RNAm de TGFβ1, (p=0,038) e do VEGF-A (p=0,040) foi 
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maior do que nas biópsias com fibrose leve. O maior tempo entre o início da doença clínica 

e a realização da biópsia renal não teve influência detectável na expressão tecidual do 

RNAm dos biomarcadores estudados.  

  Conclusões: Pacientes com podocitopatias ou glomerulonefrites proliferativas 

apresentaram inibição da expressão do RNAm de proteínas associadas ao podócito e de 

fatores indutores de fibrose renal, achados compatíveis com injúria podocitária e 

podocitopenia. Nas biópsias renais com maior grau de fibrose intersticial e atrofia tubular, 

assim também como naquelas com lesões crescênticas, a expressão do RNAm de fatores 

fibrogênicos como TGF-β1 e CTGF foi significativamente aumentada, o que pode sugerir 

supra-regulação de moléculas associadas a mecanismos de fibrose renal e patologia 

glomerular. 

 

Palavras-chave: glomerulonefrite, podocitopatia, fibrose renal, fatores pró-fibróticos, 

podocina, fator de crescimento transformador beta. 
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ABSTRACT 

Introduction: Both podocitopenia and podocyturia are markers of glomerular injury 

in podocytopathies (POD) and proliferative glomerulonephritis (PGNs), and even in the 

early stages of these diseases pro-fibrotic mechanisms leading to glomerulosclerosis and 

progressive renal fibrosis are running.  

Objective: This study evaluated patients with glomerulopathies who were biopsied at 

different times of clinical evolution, correlating morphological lesions of the glomerular and 

tubulointerstitial compartments with renal messenger RNA (mRNA) expression of 

podocyte-associated proteins and pro-fibrotic factors. 

Materials and Methods: The study included eighty-four adult patients with 

glomerulopathies of different etiologies undergoing kidney biopsy as clinically indicated. 

The histological lesions were individualized and the percentage of interstitial fibrosis and 

tubular atrophy was quantified on Trichrome Masson staining. Tissue log 10 mRNA of the 

podocyte proteins alpha-actinin-4, podocin and podocalyxin and of the pro-fibrotic factors 

transforming growth factor β₁ (TGFβ₁), connective tissue growth factor (CTGF) and vascular 

endothelium growth factor A (VEGF-A) was measured by real time polymerase chain 

reaction. The sections free of neoplasia of kidneys removed for renal cancer were used as 

controls for the mRNA tissue expression.  

 Results: Results: In the POD group, the histopathological diagnoses were: focal 

segmental glomerulosclerosis (n=20), membranous (n=12), diabetic nephropathy (n=9) and 

minimal changes (n=7); in PGNs group were IgA nephropathy (n=15), 

membranoproliferative (n=5), lupus nephritis (n=5) and mesangial proliferative (n=4), and 

other diagnoses (n=7). Messenger RNA expression of POD and PGNs groups was 

significantly lower compared to controls for all the studied genes. The presence of crescents, 

regardless of their evolutive stage, was associated with higher mRNA expression of alpha-

actinin-4 (p=0.04), podocin (p=0.01) and podocalyxin (p=0.038). The mRNA of pro-fibrotic 

genes was also inhibited compared to their expression in normal kidneys. In PGNs, VEGF-A 

(p<0.001) and CTGF (p<0.001) were the genes with lowest mRNA levels compared to 

controls. Regarding the biopsies with crescentic lesions, both the mRNA of TGFβ1 

(p=0.001) and CTGF (p=0.041) were highly expressed as compared to those of biopsies 

without crescents. In biopsies with moderate to severe interstitial fibrosis (more than 30%), 

the mRNA expression of TGFβ1 (p=0.038) and VEGF-A (p=0.040) was highly expressed 

compared to biopsies with mild fibrosis. A longer interval between the clinical disease and 

the performance of kidney biopsy did not have a detectable influence on tissue mRNA 
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expression of the studied biomarkers. 

 Conclusions: Patients with POD or PGNs presented inhibition of the mRNA 

expression of podocyte-associated proteins and pro-fibrotic factors, findings that are 

consistent with podocyte injury and podocitopenia. In renal biopsies with a higher degree of 

interstitial fibrosis and tubular atrophy, as well as those with crescentic lesions, the mRNA 

expression of fibrogenic factors such as TGF-β1 and CTGF was significantly increased, 

which may suggest upregulation of molecules associated with mechanisms of renal fibrosis 

and glomerular pathology. 

 

Keywords: glomerulonephritis, podocytopathy, renal fibrosis, pro-fibrotic factors, podocin, 

transforming growth factor β. 
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Introdução 

As doenças glomerulares constituem a terceira causa de doença renal crônica 

terminal com ingresso em diálise no Brasil (1) e na América do Norte (2). A 

glomeruloesclerose e a fibrose intra-renal são a expressão histológica de dano crônico 

decorrentes de diferentes mecanismos etiopatogênicos, comuns em diversas nefropatias 

crônicas. Na fase inicial da injúria renal, a proteinúria é o biomarcador de dano tecidual mais 

utilizado na clínica, associando-se a desfechos renais adversos (3,4). Ainda não é totalmente 

claro como estes mecanismos se desenvolvem nas glomerulopatias proteinúricas, mas 

fatores circulantes e hemodinâmicos intra-glomerulares, deposição de imuno-complexos, 

inflamação, distúrbios metabólicos e isquemia renal estão envolvidos (5-7).   

A célula podocitária que compõe a barreira glomerular tem sido alvo de intensa 

investigação nas últimas duas décadas. A análise molecular das proteínas dos diferentes 

domínios do podócito, como nefrina, podocina, podocalixina e alfa actinina-4 tem 

contribuído para o entendimento da patogênese da proteinúria, uma vez que parâmetros 

clínicos, laboratoriais e histológicos muitas vezes não distinguem os diferentes tipos de 

glomerulonefrites (GNs) (8,9). A redução da expressão do RNA mensageiro (RNAm) das 

proteínas do podócito no tecido renal (10,11) e o aumento do seu RNAm urinário (12-14) 

são evidências indiretas de injúria podocitária, indicando atividade de doença (15), mas 

também evolução para dano crônico progressivo (16). Entretanto, a intensidade da lesão 

inicial, o estágio da doença, a atividade imunológica e o tratamento imunossupressor podem 

ser determinantes de maior ou menor grau de lesão e suas sequelas. 

A podocitopenia intra-renal e podocitúria são marcadores de injúria glomerular 

recente, tanto em glomerulopatias (GPs) primárias (10,17,18) como nas formas secundárias 

(10,19,20). Contudo, já na fase aguda da doença glomerular ocorre supra-regulação no 

podócito de fatores pró-fibróticos como o fator de crescimento transformador ₁ (TGF₁), o 

qual induz expansão de matriz extracelular (MEC), espessamento da membrana basal 

glomerular (MBG), apoptose e transição epitélio-mesenquimal dos podócitos, mecanismos 

que culminam em glomeruloesclerose e fibrose túbulo-intersticial (21). A ativação da 

sinalização da via do TGF/Smad induz supra-regulação do fator de crescimento do tecido 

conectivo (CTGF) e do fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF). Ambos atuam 

por mecanismo parácrino sobre as células mesangiais, estimulando a síntese de proteínas da 

MEC e mais tardiamente induzindo glomeruloesclerose e fibrose renal progressiva (22,23). 

A injúria podocitária aguda e a ativação de mecanismos pró-fibróticos intra-renais 

são eventos patológicos sequenciais que refletem diferentes fases de evolução das GNs. 
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Postula-se que a quantificação do RNAm de moléculas do podócito e de marcadores de 

fibrose renal na biópsia realizada em fase inicial ou mais tardia da doença glomerular possa 

refletir diferentes eventos intra-renais. Neste estudo avaliamos pacientes portadores de GPs 

biopsiados em diferentes tempos de evolução clínica, correlacionando lesões morfológicas 

dos compartimentos glomerular e túbulo-intersticial com a expressão dos RNAm de 

proteínas associadas ao podócito e de fatores pró-fibróticos no tecido renal.  

 

Materiais e Métodos 

Delineamento 

Estudo transversal, com enfoque fisiopatológico. 

 

Pacientes 

Foram incluídos no estudo oitenta e quatro pacientes adultos portadores de GNs de 

diferentes etiologias submetidos à biópsia renal por indicação clínica no Serviço de 

Nefrologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), no período de março de 2012 à 

junho de 2015. Os pacientes apresentavam GNs primárias ou secundárias e foram 

estratificados de acordo com o diagnóstico histológico em: GNs não proliferativas, 

correspondendo às podocitopatias (n=49), GN proliferativas (n=29), e outros diagnósticos 

(GPO, n=6). O material para análise histológica e molecular foi derivado da primeira biópsia 

do paciente, indicada por seu médico assistente. 

Para o grupo controle foram incluídos 12 pacientes submetidos à nefrectomia por 

tumor renal localizado, e que não apresentavam evidência de outra doença renal ou qualquer 

doença sistêmica, utilizando-se somente o tecido livre de neoplasia. Este estudo está em 

conformidade com a Declaração de Helsinki de 1975, e todos os pacientes que aceitarem 

participar da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

Foram avaliados os seguintes dados demográficos e clínicos coletados do prontuário 

eletrônico: idade, sexo, raça, nível de pressão arterial sistólica e diastólica, tempo entre o 

início das manifestações clínicas da GP e a realização da biópsia renal em meses, creatinina 

sérica, albumina sérica, colesterol total, HDL e LDL, triglicerídeos, proteinúria derivada do 

índice proteinúria/creatininúria (IPC) em amostra aleatória de urina, e taxa de filtração 

glomerular estimada (TFGe) pela equação do CKD-EPI. Considerou-se como manifestações 

clínicas de GP a presença de edema, proteinúria não nefrótica, síndrome nefrótica, hematúria 

e cilindros celulares no exame qualitativo de urina, síndrome nefrítica, e injúria renal aguda 

ou doença renal crônica (DRC) atribuíveis à doença glomerular. 
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Biópsia renal 

A biópsia renal foi realizada mediante orientação por ultrassonografia, com pistola 

automatizada (Pro Magnum), agulha 16G, submetido à rotina de processamento para 

microscopia óptica (MO) e imunofluorescência (IF). Foram obtidos dois fragmentos, e um 

quarto do segundo fragmento foi congelada a -80° C para as análises moleculares. As 

lâminas foram submetidas a colorações de hematoxilina e eosina, ácido periódico de Schiff, 

prata metenamina e tricrômio de Masson. O diagnóstico histopatológico foi por 

nefropatologista na rotina de atendimento assistencial. Foram determinados na biópsia: 

número total de glomérulos na amostra, número total de glomérulos globalmente 

esclerosados, hipercelularidade endocapilar, mesangial ou extracapilar, presença de 

crescentes (celulares, fibrocelulares ou fibrosas), espessamento da cápsula de Bowman, 

ruptura do membrana basal glomerular e/ou da cápsula de Bowman, espessamento da MBG, 

expansão de matriz mesangial, infiltrado inflamatório intersticial, fibrose da camada íntima 

dos vasos, hipertrofia da camada muscular dos vasos e porcentagem de fibrose intersticial e 

atrofia tubular (FIAT) semi-quantificada somente em córtex renal na coloração tricrômio de 

Masson. Considerou-se o ponto de corte de 30% para separar fibrose leve de fibrose 

moderada a severa, com base na estratificação convencional de fibrose leve (<25%), 

moderada (25-50%) e severa (>50%) (24). Em relação ao tecido renal dos controles, para ser 

considerado um tecido normal, os glomérulos deviam ter normocelularidade, capilares e 

MBG normais, matriz e celularidade mesangial normais, ter segmento tubular e intersticial 

normais, ausência de alterações vasculares e não haver evidência de tumor no fragmento 

examinado. 

 

Quantificação da expressão gênica no tecido renal  

   A quantificação do RNAm das proteínas do podócito e de fatores pró-fibróticos foi 

realizada no tecido renal pela reação em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-RT). 

Foram quantificados os genes da podocina (diafragma em fenda), alfa actinina-4 

(citoesqueleto) e da podocalixina (membrana apical). Como fatores indutores de fibrose 

renal foram quantificado o RNAm de TGF-β1, CTGF e VEGF. 

 

Extração do RNA mensageiro e transcrição do DNA complementar 

Para a extração do material foi utilizado QIAamp® 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 extração do RNA. A urina foi centrifugada a 1800 
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rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 

solução salina tamponada, e centrifugado por 10 minutos e armazenado a -80ºC até ser 

utilizado. A quantificação 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 razão de absorbâncias em espectrofotômetro, nos comprimentos de onda 260/280 nM. 

A transcrição reversa do RNA total foi feita utilizando-se o cDNA High Capacity Kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante, a 

um volume final de 20 uL, e armanzenado a -20ºC.  

 

PCR em tempo real 

A PCR-RT foi realizada usando o Taqman Universal PCR Master Mix, composto 

pelo AmpliTaq Gold
® 

DNA polymerase, Amperase UNG, referência passiva (ROX), tampão 

e dNTP’s (Applied Bioystems, Foster City, CA, USA) e primers específicos para a 

amplificação do RNAm dos seguintes genes (todos provenientes da Applied Bioystems, 

Foster City, CA, USA): CTGF (ID: Hs00170014_m1); TGFβ1 (ID: HS00998133_m1), 

VEGF-A (ID:HS00173626_m1); NPSH2, podocina (ID: Hs00387817_m1); alfa actinina-4 

(ID:Hs00245168_m1) e podocalixina (ID:Hs01574644_m1), de acordo com as instruções do 

fabricante. O controle endógeno utilizado foi o 18s rRNA (Taqman
® 

 PDAR) para 

normalização das amostras. As sondas FAM (6-carboxyfluorescein) e VIC Taqman minor 

groove binder (MGB) foram utilizadas como reporters e conjugadas com as terminações 5’ 

para detecção dos produtos de amplificação. A quantidade de fluorescência de FAM ou VIC 

em cada reação liberada pela degradação da exonuclease durante a amplificação da PCR foi 

medida como função do ciclo de PCR-RT usando o ABI PRISM 7000 (Applied Bioystems, 

Foster City, CA, USA).  

A PCR-RT foi realizada em duplicata em placas com 96 poços com 2uL de cDNA. 

As condições térmicas dos ciclos foram 50ºC por 2 minutos, 60ºC por 30 minutos seguido 

por 95ºC por 5 minutos, e 40 ciclos usando temperaturas de 94ºC por 20 segundos e 62ºC 

por 60 segundos. Os dados foram coletados no termociclador ABI PRISM 7000 SDS 

(Applied Bioystems). A quantificação relativa da expressão do gene alvo foi realizada 

usando o método comparativo 2
-∆∆Ct

, onde o valor do CT (threshold cycle) é definido pelo 

ponto onde ocorre um aumento estatisticamente significativo da fluorescência.  
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Análise estatística 

Os dados são apresentados como análise descritiva, média ± desvio padrão (DP), ou 

mediana e percentis (P25-P75). A normalidade das variáveis foi estabelecida pelo teste de 

Shapiro Wilk. A associação entre variáveis categóricas foi medida pelo teste do Qui-

quadrado e Exato de Fisher. Os valores do RNAm foram logaritmizados para redução da 

assimetria. A comparação de variáveis contínuas foi feita pelo Teste t independente, 

ANOVA ou Kruskal Wallis, quando apropriado. O coeficiente de correlação de Spearman 

foi utilizado para a análise de correlações entre a expressão dos RNAm no tecido renal com 

os parâmetros histopatológicos por compartimento e com o grau de fibrose renal. Todas as 

análises foram realizadas pelo software SPSS for Windows (versão 21.0, SPSS Inc., 

Chicago, IL). O nível de significância foi estabelecido como P menor que 0,05. 

 

Resultados 

Características clínicas e achados da histopatologia renal 

As características demográficas e clínicas da amostra estudada estão apresentadas na 

tabela 1. Os pacientes tinham em média 46 anos, em sua maioria mulheres (58%) e da raça 

branca (89%), com uma TFGe média de 59 ml/min/1,73 m
2
 mas com ampla variação (12 a 

148 ml/min/1,73 m
2
), envolvendo pacientes com função renal normal até aqueles com uma 

perda funcional grave. A mediana do tempo entre o início das manifestações clínicas e a 

realização da biópsia renal foi 4 (2-18) meses.  

No grupo podocitopatias, os diagnósticos histopatológicos foram: 

Glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF, n=20), GN membranosa (GNM, n=12), 

Nefropatia diabética (ND, n=9) e Lesões mínimas (LM, n=7); no grupo GNs proliferativas 

foram Nefropatia por IgA (NIgA, n=15), GN membranoproliferativa (GNMP, n=5), Nefrite 

lúpica (NL, n=5) e GN proliferativa mesangial (GNPM, n=4); os diagnósticos do grupo 

GPO (n=7) são apresentados na tabela 2. 

A frequência das alterações morfológicas dos compartimentos glomerular, túbulo-

intersticial e vascular é mostrada na tabela 3. A mediana da porcentagem de 

glomeruloesclerose global foi 13 (0-30), sendo que em 30% dos casos havia esclerose global 

em mais de 30% dos glomérulos. As alterações mesangiais foram prevalentes: expansão da 

matriz (58%) e hipercelularidade (44%), seguidas de espessamento da MBG (43%) e 

sinéquias (41%). FIAT com extensão superior a 30% do compartimento túbulo-intersticial 

ocorreu em 31% das biópsias.  
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Expressão do RNAm das proteínas associadas ao podócito no tecido renal 

O RNAm do tecido renal nos pacientes com podocitopatias e GNs proliferativas foi 

significativamente menor comparado ao dos controles para todos os genes estudados, como 

mostra a figura 1. Apesar de não atingir significância estatística, o nível de expressão do 

RNAm nas GNs proliferativas foi sistematicamente menor quando comparado às 

podocitopatias. A presença de crescentes, independente do estágio evolutivo, foi associada à 

maior expressão do RNAm de alfa actinina-4 (p=0,04), podocina (p=0,01) e podocalixina 

(p=0,038), como mostra a tabela 4. Houve também associação entre a presença de 

hipertrofia da camada muscular dos vasos e aumento de expressão de podocalixina no tecido 

renal (p=0,018). Quanto aos demais parâmetros morfológicos da biópsia não foram 

detectadas associações com o RNAm tecidual dos genes estudados. Também não houve 

correlação da expressão gênica com a proteinúria ou a taxa de filtração glomerular. 

A extensão da fibrose renal não se correlacionou com o RNAm de alfa actinina-4 e 

podocalixina, mas houve correlação com o RNAm da podocina (p=0,046). Nos pacientes 

com porcentagem de FIAT superior a 30% do compartimento túbulo-intersticial, a expressão 

de podocina foi significativamente maior do que naqueles com menos de 30% de fibrose e 

atrofia (figura 3A). Entretanto, a porcentagem de glomeruloesclerose global superior a 30% 

não se correlacionou com nenhum dos genes estudados (p>0,05), e embora a alfa actinina-4 

tenha tido a menor expressão no tecido renal, a diferença não foi estatisticamente 

significativa. 

 

Expressão do RNAm dos fatores pró-fibróticos no tecido renal 

A diferença de expressão do RNAm de TGFβ1, VEGF e CTGF no tecido renal 

comparando pacientes com podocitopatias ou GNs proliferativas com os controles foi ainda 

mais acentuada que das moléculas do podócito, conforme mostra a figura 2. O RNAm dos 

genes de fibrose nos pacientes com GPs estava inibido comparado a sua expressão no rim 

normal. Nas GNs proliferativas, o VEGF-A (p<0,001) e o CTGF (p<0,001) foram os genes 

com menor nível de expressão comparado aos controles. Em relação a biópsias com lesões 

crescênticas, tanto o RNAm do TGFβ1 (p=0,001) como do CTGF (p=0,041) tiveram maior 

expressão comparado ao RNAm das biópsias sem crescentes (tabela 4). Houve associação 

entre hipertrofia da camada muscular dos vasos e aumento de expressão de TGFβ1 

(p=0,003), VEGF-A (p=0,026) e CTGF (p=0,024) no tecido renal. Os demais parâmetros 

morfológicos da biópsia não tiveram associação com o RNAm tecidual destes genes. A 
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proteinúria e a taxa de filtração glomerular não se correlacionaram com a magnitude do 

RNAm dos genes expressos no tecido. 

Houve associação entre extensão da fibrose renal e expressão do RNAm do  TGFβ1, 

VEGF-A e CTGF (tabela 5). A proporção de pacientes com maior magnitude de expressão 

(valores de RNAm positivos) de TGFβ1, VEGF-A e CTGF e área de fibrose superior a 30% 

foi significativamente maior em relação àqueles com menos de 30% de fibrose na biópsia 

(p=0,016, p=0,040 e p=0,036, respectivamente). Da mesma forma, quando a porcentagem de 

FIAT era superior a 30% do compartimento túbulo-intersticial, observou-se uma expressão 

do log 10 do RNAm de TGFβ1, (p=0,038) e do VEGF-A (p=0,040) significativamente maior 

do que nos pacientes com menos de 30% de fibrose e atrofia na biópsia (figura 3B). 

Entretanto, a porcentagem de glomeruloesclerose global superior a 30% não se 

correlacionou com nenhum dos fatores pró-fibróticos (p>0,05), que apresentaram uma 

distribuição aleatória dos log10 do RNAm, conforme ilustrado na figura 4B. 

 

Influência do tempo de doença na expressão do RNAm dos biomarcadores 

O tempo entre o início das manifestações clínicas e a biópsia renal foi dividido em 

três períodos: ≤ 3meses (n=31), 3 a 12 meses (n=25) e > 12 meses (n=21). A média da TFGe 

nestes períodos foi 64±38, 61±37 e 56±32 ml/min/1,73 m
2
, respectivamente (p=0,041), mas 

não houve diferença estatística no nível de proteinúria ou porcentagem de FIAT entre os 

períodos (p>0,05). A expressão do RNAm tecidual de alfa actinina-4, podocina, 

podocalixina, TGFβ1, VEGF-A e CTGF no tecido renal também não foi diferente nos três 

períodos considerados (p>0,05 para todas as comparações). 

 

Discussão 

O podócito tem diversas funções que incluem filtração glomerular, biossíntese e 

manutenção da arquitetura do capilar glomerular. Apesar de seu complexo papel na função 

glomerular, as manifestações clínicas da disfunção podocitária são limitadas a proteinúria e 

insuficiência renal. A injúria glomerular promove ruptura e destabilização do diafragma em 

fenda e rearranjos dos feixes contráteis do citoesqueleto do podócito, formando uma rede 

epitelial densa com perda do padrão interdigital dos pedicelos o que resulta, em proteinúria 

(25). O podócito maduro não prolifera exceto em condições específicas, e é incapaz de repor 

o epitélio visceral sobre a MBG tornando o capilar glomerular sem “cobertura” susceptível a 

insultos variados (6,9). Nas glomerulopatias proteinúricas, independente do insulto inicial, 

ocorre descolamento de podócitos da MBG, podocitopenia e excreção de podócitos 
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apoptóticos na urina. Postula-se que esse seja o mecanismo mais importante de progressão 

da glomerulopatia crônica, envolvendo um denominador comum que culmina em 

glomeruloesclerose e fibrose túbulo-intersticial (7,11,12,15,16). Neste estudo envolvendo 

pacientes com podocitopatias e glomerulonefrites proliferativas observamos podocitopenia 

intra-renal, detectada pela redução expressiva do RNAm das moléculas intrínsecas do 

podócito. Concomitantemente, a presença de fibrose intersticial de maior magnitude 

comparado a fibrose de grau leve, foi associada a maiores níveis do RNAm de fatores 

parácrinos indutores de fibrose renal, sugerindo já nesta fase da doença ativação de 

mecanismos fibrogênicos e uma resposta mal-adaptativa à injúria glomerular. A 

glomeruloesclerose global considerada isoladamente, entretanto, não teve associação com a 

distribuição dos RNAm no tecido.  

Histologicamente, a fibrose como expressão de dano crônico renal consiste em 

alterações como glomeruloesclerose, fibrose túbulo-intersticial, hialinose e esclerose 

vascular. A patologia podocitária na fibrose renal desenvolve-se por desdiferenciação do 

podócito, disfunção endotelial e transição epitélio-mesenquimal mediadas pelo epitélio 

visceral. Segue-se proliferação de fibroblastos, acúmulo de constituintes da MEC e 

deposição de colágeno, principalmente colágeno IV (26). Em modelos experimentais e em 

estudos clínicos, a supra-regulação de TGF- produz expansão e acúmulo de matriz 

mesangial, glomeruloesclerose, fibrose intersticial e insuficiência renal progressiva (21-

23,27).  

Em nosso estudo, mais de dois terços dos pacientes foram biopsiados nos primeiros 

seis meses das manifestações clínicas (mediana de 4 meses), podendo-se considerar ainda 

período de fase aguda de doença. Provavelmente deve-se a isso o fato das lesões histológicas 

predominantes expressarem mais uma reação aguda do glomérulo à injúria, como expansão 

da matriz mesangial, hipercelularidade mesangial, espessamento de MBG e infiltrado celular 

inflamatório, do que dano crônico. Apenas 30% e 31% das biópsias respectivamente tinham 

mais de 30% de glomeruloesclerose global e de fibrose intersticial. Globalmente, não 

detectamos supra-regulação dos fatores pro-fibróticos TGF-β1, CTGF e VEGF-A nestas 

biópsias, nem separando as podocitopatias das lesões proliferativas. Assim, deduzimos que 

esses achados são mais compatíveis com supressão do RNAm tecidual das proteínas 

específicas do podócito em fase aguda de doença, como tínhamos demonstrado previamente 

em glomerulopatias primárias e secundárias (18,28). Entretanto, nos rins com maior grau de 

fibrose e atrofia, o aumento da expressão de TGF-β1 e VEGF-A foi estatisticamente 

significativo; e também de CTGF,  embora sem atingir significância (figura 3B). É 
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pertinente considerar, no entanto, que por limitações da técnica utilizada não tenhamos 

detectado de forma mais precoce a supra-regulação de fatores pró-fibróticos nestas biópsias 

que já apresentavam expansão de matriz mesangial e espessamento de MBG, como  descrito 

em outros estudos (21-23,26,29).  

Interessante observar que na presença de crescentes celulares ou fibrocelulares, 

detectadas em 12% dos casos, os níveis de RNAm das proteínas do podócito, de TGF-β1 e de 

CTGF estavam significativamente aumentados em comparação com as biópsias sem 

crescentes. O RNAm dos marcadores do podócito alfa actinina-4, podocina e podocalixina  

também foi mais expresso nas lesões crescênticas. A crescente decorre de uma agressão 

severa ao glomérulo comum a podocitopatias proliferativas e vasculites, caracterizada por 

ruptura da cápsula de Bowman, extravasamento de proteínas do plasma, proliferação e 

hipertrofia podocitária exuberante e uma reação inflamatória vigorosa. Segue-se secreção de 

fibrina, fibroblastos e deposição de colágeno, que culmina na crescente fibrosa (5-7). Os 

podócitos na crescente sofrem desdiferenciação celular e expressam fortemente TGF-β1 já 

na fase inicial de sua formação, induzindo hiperplasia podocitária através de vias anti-

apoptóticas de sinalização como Ras/Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), 

Phosphatidyl Inositol-3-Kinase (PI3K) e Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK) 

(26,30). A supra-regulação de TGF-β1 e secundariamente do CTGF também induz apoptose 

do podócito pela via Smad, o que o descola o podócito e desnuda a MBG, resultando em 

podocitopenia, sinéquias e progressão da glomeruloesclerose e fibrose intersticial reparativa 

(30). Nesta fase da doença, como demonstrado nos nossos pacientes com podocitopatias e 

lesões proliferativas e perda de função renal, a expressão do RNAm está inibida em relação 

aos indivíduos com rim normal, o que é compatível com podocitopenia.  

Neste estudo não foi possível demonstrar diferenças de expressão gênica de acordo 

com o tempo de evolução da doença glomerular, definindo-se arbitrariamente como fase 

aguda até 3 meses, sub-aguda de 3 a 12 meses e crônica mais que 12 meses de manifestações 

clínicas até a realização da biópsia renal. Consideramos que o método de quantificação da 

fibrose renal utilizado não é suficientemente acurado para capturar a extensão do processo 

reparativo de fibrose do compartimento túbulo-intersticial (24). A utilização de técnicas 

mais sensíveis e específicas, como imunohistoquímica do anticorpo monoclonal anti-HFF35 

que marca miofibroblastos (31), ou também a coloração de Sirius Red (32) que mostra alta 

afinidade para fibras do colágeno, podem fornecer uma análise quantitativa mais acurada da 

fibrose renal. 
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   Este estudo apresenta limitações, pois seria necessário considerar a influência que 

outros fatores exercem sobre a lesão podocitária e a consequente fibrose renal. Dentre estes, 

podemos citar a melhor definição de parâmetros de intensidade da injúria glomerular inicial, 

a atividade ou inatividade imunológica no momento da biópsia e principalmente o efeito de 

agentes imunossupressores sobre doença glomerular. A evolução da lesão podocitária 

depende da interrupção do insulto agudo e da restituição da arquitetura glomerular e do 

fenótipo primário do podócito. Assim, o efeito de drogas imunossupressoras sobre a 

morfologia e restauração da função do podócito na barreira do filtro glomerular pode 

influenciar o desfecho da lesão (33,34). Em estudo anterior do nosso grupo em pacientes 

glomerulopatas, a podocitúria foi seriada aos 0, 6 e 12 meses da terapia imunossupressora. O 

RNAm urinário da nefrina, podocina, podocalixina e alfa actinina-4 reduziu 

significativamente ao longo do tempo, de forma mais marcada  nas glomerulopatias 

proliferativas (18).   

Em conclusão, pacientes com podocitopatias ou glomerulonefrites proliferativas 

apresentaram inibição da expressão do RNAm de proteínas associadas ao podócito e de 

fatores indutores de fibrose renal, compatíveis com injúria podocitária e podocitopenia. Nas 

biópsias renais com maior grau de fibrose intersticial e atrofia tubular, assim também como 

naquelas com lesões crescênticas, a expressão do RNAm de fatores fibrogênicos como TGF-

β1 e CTGF foi significativamente aumentada, o que pode sugerir supra-regulação de 

moléculas associadas a mecanismos de fibrose renal e patologia glomerular. 
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Tabela 1. Dados demográficos e clínicos dos pacientes estudados 

¹média ±DP; ²mediana e intervalo interquartil; ³equação estimada pela CKD-EPI; ⁴em amostra isolada de urina. 

  

 Casos 

(N=84) 

Valor 

mínimo 

Valor 

máximo 

    

Idade (anos) 46±15¹ 18 81 

Sexo (feminino) 49 (58) - - 

Raça (branca)  75 (89) - - 

Tempo entre sintomas/biópsia (meses) 

 

4 (2-18)² 1 228 

Taxa de filtração glomerular (ml/min/1,73m²)³ 

 

Índice proteinúria/creatininúria⁴ 

      59±36 

 

3,5 (1,5-5,7) 

12 

 

0,20 

148 

 

19,4 

 

Albumina sérica (g/dl) 

 

Colesterol total (mg/dl) 

 

Glicemia (mg/dl) 

 

3,3±0,7 

 

241±63 

 

96±22 

 

1,5 

 

79 

 

68 

 

4,6 

 

404 

 

219 
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Tabela 2. Diagnósticos histopatológicos das biópsias renais 

 n(%) 

Podocitopatias  

        Glomeruloesclerose segmentar e focal 20(24) 

        Membranosa 13(15) 

        Nefropatia diabética 

  

9(11) 

        Lesões mínimas  7(8) 

GPs
1
 Proliferativas  

         Nefropatia por IgA 

 

15(18) 

         Membranoproliferativa 5(6) 

         Nefrite lúpica  5(6) 

         Proliferativa mesangial 4(5) 

Outros
2
     6(7) 

Total 84(100) 

1
GPs: Glomerulopatias. 

2
Outros: nefroesclerose hipertensiva (n=3), microangiopatia trombótica (n=1); 

amiloidose renal (n=1); Nefropatia do C1q (n=1). 
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Tabela 3. Achados histopatológicos das biópsias renais 

 

 

Casos  

(N=84) 

  

Número total de glomérulos 16±8¹ 

Esclerose glomerular global (%) 13(0-30)² 

Glomeruloesclerose global               

 

 

       <30% 

 

 59(70)³ 

       ≥30% 

 

25(30) 

Expansão de matriz mesangial 49(58) 

Hipercelularidade mensagial 37(44) 

Espessamento da membrana basal glomerular 36(43) 

Sinéquias 35(41) 

Crescentes  10(12) 

Infiltrado celular focal ou difuso 46(55) 

Fibrose intersticial/atrofia tubular  

 

 

 

       <30% 

 

  58(69) 

        ≥30% 

 

  26(31) 

¹média±DP; ²mediana e intervalo interquartil; ³n(%). 
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Tabela 4. Expressão do RNA mensageiro das proteínas do podócito e dos marcadores de 

fibrose de acordo com a presença ou não de crescentes na biópsia renal.  

Gene Biópsia com 

crescentes (n=10) 

Biópsia sem 

crescentes (n=74) 

p-valor¹ 

    

Alfa actinina-4 0,71(-0,64 - 1,60)² -0,09(-1,37 - 0,72) 0,04 

Podocina 1,56(0,07 - 1,90) 0,03(-1,93 - 1,53) 0,01 

Podocalixina 1,04(-0,07 - 2,07) 0,14(-1,60 - 1,03) 0,038 

TGFβ₁ 1,53(0,11 - 1,96) -0,38(-1,88 - 0,96) 0,001 

VEGF-A 0,94(0,04 - 1,40) 0,25(-1,65 - 1,35) 0,290 

CTGF 1,13(-0,50 - 1,90) -0,46(-1,35 - 0,94)     0,041 

TGFβ₁: Transforming growth factor β₁; VEGF-A: Vascular endothelial growth factor A; CTGF: Connective 

tissue growth factor; ¹Teste de Mann-Whitney; ²mediana e intervalo interquartil. 
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Tabela 5. Associação entre nível de expressão maior (positiva) ou menor (negativa) do 

RNAm dos fatores pró-fibróticos e a extensão da fibrose renal/atrofia tubular na biópsia 

renal 

Gene Expressão positiva 

de RNAm(%) 

Expressão negativa 

de RNAm(%) 

p-valor¹ 

TGFβ₁ 

    FIAT<30% 

    FIAT≥30% 

 

 

41 

71 

 

59 

29 

 

0,016 

VEGF-A 

    FIAT<30% 

    FIAT≥30% 

 

51 

75 

 

49 

25 

 

0,040 

 

CTGF 

    FIAT<30% 

    FIAT≥30% 

 

 

41 

68 

 

 

59 

32 

 

 

0,036 

TGFβ₁: Transforming growth factor β₁; FIAT: Fibrose intersticial/atrofia tubular; VEGF-A: Vascular 

endothelial growth factor A; CTGF: Connective tissue growth factor; ¹Teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher. 
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Figura 1.  Comparação da expressão do RNAm entre glomerulopatas e controles 
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Figura 2. Comparação da expressão do RNAm entre glomerulopatas e controles 
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Figura 3. Magnitude da expressão do RNAm de acordo com a porcentagem de fibrose 

intersticial e atrofia tubular na biópsia renal 

 

A 

 

Eixo vertical: escala do log10 do RNAm das proteínas do podócito no tecido renal.  

Grupo 0: <30%; Grupo 1: ≥30%. 

 

B 

 

 

Eixo vertical: escala do log10 do RNAm dos fatores pró-fibróticos no tecido renal.  

Grupo 0: <30%; Grupo 1: ≥30%. 
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Figura 4. Magnitude da expressão do RNAm de acordo com a porcentagem de 

glomeruloesclerose global na biópsia renal 

 

A 

 

Eixo vertical: escala do log10 RNAm das proteínas do podócito no tecido renal.  

Grupo 0: <30%; Grupo 1: ≥30%; p>0,05 para todas as comparações.  

 

B 

 

 

Eixo vertical: escala do log10 do RNAm dos fatores pró-fibróticos no tecido renal.  

Grupo 0: <30%; Grupo 1: ≥30%; p>0,05 para todas as comparações.  
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Legenda das figuras 

 

Figura 1. Expressão do log10 do RNAm das proteínas associadas ao podócito nas 

podocitopatias, glomerulonefrites proliferativas e nos controles sem doença glomerular. Os 

controles diferem das podocitopatias e das glomerulonefrites proliferativas, que não diferem 

entre si (p<0,05 para todas as comparações). 

 

Figura 2. Expressão do logo10 do RNAm dos marcadores de fibrose nas podocitopatias, 

glomerulonefrites proliferativas e nos controles sem doença glomerular. Os controles 

diferem das podocitopatias e das glomerulonefrites proliferativas, que não diferem entre si 

(p<0,05 para todas as comparações). 

 

Figura 3. Expressão do log10 do RNA mensageiro das proteínas associadas ao podócito 

(Painel A) e dos fatores pró-fibróticos (painel B) conforme a porcentagem de fibrose 

intersticial e atrofia tubular (FIAT) na biópsia renal, <30% versus ≥30%. Pacientes com 

maior extensão de área de fibrose na biópsia apresentaram maior nível de expressão de 

podocina (p=0,046), de TGFβ₁  (p=0,038) e de VEGF-A (p=0,040) no tecido renal. 

 

Figura 4. Expressão do log10 do RNA mensageiro das proteínas associadas ao podócito 

(Painel A) e dos fatores pró-fibróticos (painel B) conforme a porcentagem de glomérulos 

globalmente esclerosados na biópsia renal, <30% versus ≥30% (p>0,05 para todas as 

comparações). 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A glomerulonefrite crônica é a terceira causa de doença renal crônica terminal no 

Brasil e no mundo, e um problema de relevância clínico- epidemiológica que exige múltiplas 

abordagens no seu manejo. Entre os fatores prognósticos estão a albuminúria, a proteinúria e 

a perda da função renal que evoluem progressivamente para necessidade de diálise ou 

transplante renal. Em meio a diversas medidas nefroprotetoras comprovadamente eficazes, 

essa evolução ainda é inevitável pela incapacidade de se modificar o curso evolutivo das 

doenças glomerulares. 

As podocitopatias são consideradas hoje a base fisiopatológica da proteinúria, e 

derivam de insultos hemodinâmicos, tóxicos, auto-imunes, inflamatórios e metabólicos, 

ainda não totalmente claros apesar de intensamente investigados. Neste contexto, a 

mensuração acurada do dano podocitário e da sua participação no processo de fibrose renal 

progressiva em glomerulopatias de diferentes etiologias, e de diferentes tempos de evolução, 

é primordial para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos que auxiliem no controle 

destas doenças.  

Neste estudo avaliamos a expressão gênica de moléculas associadas ao podócito em 

biópsias renais em dois grupos de glomerulopatias proteinúricas, as podocitopatias e as 

glomerulonefrites proliferativas. Em acordo com os dados da literatura, nosso estudo 

demonstrou inibição da expressão do RNAm de podocina, podocalixina e alfa actinina-4 no 

tecido renal indicando injúria podocitária e podocitopenia, e aumento concomitante da 

expressão do RNAm de fatores pró-fibróticos - TGFβ₁, VEGF-A e CTGF  - em biópsias com 

fibrose renal moderada a severa, sugerindo que mecanismos de fibrogênes operam já nos 

meses iniciais da doença glomerular. O RNAm das proteínas do podócito, bem como dos 

fatores pró-fibróticos foi também associado a uma forma grave de lesão glomerular, a  

crescente, que pode ocorrer em virtualmente todas as glomerulonefrites. 

Os resultados deste estudo não são conclusivos e apenas suscitam a busca de mais 

evidências, principalmente porque métodos mais acurados de quantificação da fibrose renal, 

como imunohistoquímica ou colorações especiais como o Picrosirius, precisam ser 

empregados para capturar com mais precisão associações entre os genes de fibrose e o 

estágio evolutivo da doença glomerular, o que não foi possível com o método adotado neste 

trabalho.  
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8. PERSPECTIVAS 

Neste estudo não foi possível demonstrar diferenças de expressão gênica de acordo 

com o tempo de evolução da doença glomerular. Assim, necessitamos empregar um  método 

de quantificação da fibrose renal suficientemente acurado para capturar com precisão a 

extensão do processo reparativo de fibrose do compartimento túbulo-intersticial. A próxima 

etapa deste trabalho vai envolver a utilização de técnicas mais sensíveis e específicas de 

quantificação da fibrose renal, como, por exemplo, a imunohistoquímica do anticorpo 

monoclonal anti-HFF35 que marca miofibroblastos, ou também a coloração de Sirius Red 

que mostra alta afinidade para fibras do colágeno. Estas técnicas, preferencialmente 

mensuradas por método digital, devem auxiliar na melhor elaboração de nossa hipótese de 

trabalho.   
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9. ANEXOS 

Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (pacientes) 

 

 Estamos convidando o(a) Sr.(a) __________________________________ a 

participar do estudo “CORRELAÇÃO DO GRAU DE FIBROSE INTRA-RENAL COM A 

EXPRESSÃO DOS RNAm ASSOCIADOS AO PODÓCITO E DE FATORES PRÓ 

FIBRÓTICOS EM DIFERENTES TIPOS DE GLOMERULONEFRITE” que será realizado 

com o objetivo de identificar alterações em células importantes para o bom funcionamento 

dos rins que podem levar a perda de função e insuficiência renal.  

Como parte do seu atendimento, seu médico indicou uma biópsia renal para avaliar o 

seu rim e definir um diagnóstico. Por meio deste documento, solicitamos a sua autorização 

para utilizar um pequeno pedaço deste fragmento, que será retirado do seu rim, para nossa 

pesquisa. Este pedaço será analisado posteriormente no Laboratório do Serviço de 

Nefrologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre através de técnicas específicas que 

avaliarão níveis de fatores que induzem a fibrose e o dano às células importantes dos rins. 

Também será necessário o acesso ao seu prontuário para coleta de resultados de exames 

laboratoriais. Os pesquisadores deste projeto se comprometem a manter confidencial os seus 

dados de identificação pessoal e a divulgação dos resultados da pesquisa será feita de 

maneira agrupada e sem nome dos participantes. 

Não são conhecidos riscos aplicados a este projeto de pesquisa, uma vez que o 

procedimento da biópsia renal será realizado por indicação do seu médico. Somente será 

utilizado para pesquisa o material dos pacientes que apresentarem algum tipo de 

glomerulonefrite. Após a divulgação do resultado da biópsia, caso não seja identificado 

qualquer tipo de glomerulonefrite, o seu material não será utilizado para esta pesquisa. O(a) 

Sr(a) tem a liberdade de retirar a qualquer momento o seu consentimento, sem que isto traga 

prejuízo à continuação de seu tratamento. A participação no estudo não envolve custos aos 

participantes e não está previsto nenhum tipo de remuneração. Sendo assim, não há 

benefícios diretos, mas sua colaboração será muito importante para o aumento do 

conhecimento sobre danos renais e ajudará o tratamento e o controle de futuros pacientes 

com glomerulonefrite.  

O participante receberá uma via deste termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE) assinada pelo pesquisador responsável. Para esclarecimento de dúvida sobre o 

presente estudo a qualquer momento ou em caso de necessidade o(a) Sr.(a) poderá entrar em 

contato com os membros da equipe de pesquisa do Serviço de Nefrologia, procurando os 
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pesquisadores responsáveis Dr. Francisco Veronese ou Maysa Lucena pelos telefones (51) 

3395-8295 ou (51) 3395-8121, e também em caso de dúvidas sobre os direitos e deveres dos 

participantes desta pesquisa poderão entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa 

(51) 3359.7640, 2º andar HCPA, sala 2227, de segunda à sexta-feira das 8h às 17h. 

 

Eu, __________________________________ aceito participar do estudo 

______________________________________________________________________ e 

declaro que fui bem informado. 

 

Nome do participante: ____________________________Assinatura:________________ 

Nome do responsável:____________________________ Assinatura:________________ 

Nome do pesquisador_____________________________Assinatura:________________ 

 

Local:_______________________ Data:____/____/____ 
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (controle) 

 

Estamos convidando o (a) Sr.(a) __________________________________ a 

participar do estudo “CORRELAÇÃO DO GRAU DE FIBROSE INTRA-RENAL COM A 

EXPRESSÃO DOS RNAm ASSOCIADOS AO PODÓCITO E DE FATORES PRÓ 

FIBRÓTICOS EM DIFERENTES TIPOS DE GLOMERULONEFRITE” que será realizado 

com o objetivo de identificar alterações em células importantes para o bom funcionamento 

dos rins que podem levar a perda de função e insuficiência renal. 

Embora o(a) Sr.(a) não apresente evidência de glomerulonefrite, mas necessita 

remover um rim por um tumor renal como indicado pelo seu médico, estamos lhe 

convidando a participar da pesquisa e fazer parte de um grupo de comparação. Durante o 

procedimento ao qual o(a) Sr.(a) será submetido para retirada de um rim, será coletado um 

pequeno fragmento deste rim através de uma biópsia. Isto não lhe causará qualquer prejuízo, 

pois todo o seu rim será retirado como tratamento de sua doença. 

Por meio deste documento, solicitamos a sua autorização para utilizar este pequeno 

fragmento para nossa pesquisa. Um pedaço deste fragmento livre de neoplasia indicado pelo 

patologista será analisado posteriormente no Laboratório do Serviço de Nefrologia do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre através de técnicas específicas que avaliarão níveis de 

fatores que induzem a fibrose e o dano às células importantes dos rins. Também será 

necessário o acesso ao seu prontuário para coleta de resultados de exames laboratoriais. Os 

pesquisadores deste projeto se comprometem a manter confidencial os seus dados de 

identificação pessoal e a divulgação dos resultados da pesquisa será feita de maneira 

agrupada e sem nome dos participantes. 

Não são conhecidos riscos aplicados a este projeto de pesquisa, uma vez que o 

procedimento da biópsia renal será realizado por indicação do seu médico. O(a) Sr(a) tem a 

liberdade de retirar a qualquer momento o seu consentimento, sem que isto traga prejuízo à 

continuação de seu tratamento. A participação no estudo não envolve custos aos 

participantes e não está previsto nenhum tipo de remuneração. Sendo assim, não há 

benefícios diretos, mas sua colaboração será muito importante para o aumento do 

conhecimento sobre danos renais e ajudará o tratamento e o controle de futuros pacientes 

com glomerulonefrite.  

O participante receberá uma via deste termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE) assinada pelo pesquisador responsável. Para esclarecimento de dúvida sobre o 

presente estudo a qualquer momento ou em caso de necessidade o Sr.(a) poderá entrar em 
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contato com os membros da equipe de pesquisa do Serviço de Nefrologia, procurando os 

pesquisadores responsáveis Dr. Francisco Veronese ou Maysa Lucena pelos telefones (51) 

3395-8295 ou (51) 3395-8121, e também em caso de dúvidas sobre os direitos e deveres dos 

participantes desta pesquisa poderão entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa 

(51) 3359.7640, 2º andar HCPA, sala 2227, de segunda à sexta-feira das 8h às 17h. 

 

 Eu, __________________________________ aceito participar do estudo 

______________________________________________________________________ e 

declaro que fui bem informado. 

 

Nome do participante: ____________________________Assinatura:________________ 

Nome do responsável:____________________________ Assinatura:________________ 

Nome do pesquisador_____________________________Assinatura:________________ 

 

Local:_______________________ Data:____/____/____ 
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Anexo 3: Protocolo de Coleta de Dados 

 

Identificação 

Nome  Protocolo 

n 

 

Idade  Sexo  1=Masc 

 2=Fem 

Etnia  1=Branco  

 2=Negro  

Registro HCPA 

 

Dados clínicos e exames laboratoriais  

Hipertensão arterial: (    ) Sim    (    ) Não 

PAS: ____/___mmHg PAD:____/___mmHg 

Medicações em uso e doses (incluir 

data de início) 

Albumina sérica (mg/dl): 1. 

Creatinina sérica (mg/dl): 2. 

TFGe (ml/min/1,73 m
2
): 3. 

Índice proteinúria/creatininúria na urina:  4. 

5. 

Colesterol total:                        HDL: 

LDL:                       Triglicerídeos: 

6. 

 

Histopatologia: biópsia renal. 

Porcentagem de fibrose intersticial e atrofia tubular na biópsia  ______ % 

Nº total de glomérulos/nº total de glomérulos globalmente esclerosados:_______ 

Hipercelularidade endocapilar  (    )   Hipercelularidade mesangial (     ) 

Crescentes: celulares  (    )      fibrocelulares (      )    fibrosas (     ) 

Espessamento da membrana basal glomerular  (    ) 

Expansão  da matriz mesangial (      )         Infiltrado intersticial: focal (     )  difuso (     ) 

Fibrose da camada íntima dos vasos (   )  Hipertrofia da camada muscular dos vasos (   ) 
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Análises Moleculares: tecido renal. 

Gene/RNAm Quantificação do RNAm (2
-ΔΔCt

) 

CTGF  

TGF-beta  

VEGF-A  

Podocina  

Alfa actinina-4  

Podocalixina  

 

 

 


