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RESUMO

Introducdo: A lesdo do poddcito exerce um papel critico na nefropatia diabética (ND) e
é um fator preditivo de albumindria patolégica e progressao da doenca. Neste estudo foi
avaliada a expressdo génica de proteinas associadas ao podocito na urina de pacientes

diabéticos em diferentes estagios da ND e em individuos com pré diabetes.

Material e Métodos: Foram estudados 67 pacientes diabéticos com normo (n=34), micro
(n=14) ou macroalbumindria (n=19), dezenove individuos pré diabéticos e 15 controles
saudaveis. O RNAm de nefrina, podocina, podocalixina, sinaptopodina, Transient
Receptor Potential Cation Channel 6 (TRPC®6), alfa actinina-4 e TGFp; foi quantificado
por PCR em tempo real (2*“") em células do sedimento urinario. A expressdo dos
genes alvo do podacito foi correlacionada com albumindria, controle glicémico e funcgéo
renal. O desempenho diagndstico dos genes para albuminuria patologica foi
determinado por curva ROC, e o seu efeito independente sobre esse desfecho foi

avaliado por anélise de regressao de Poisson.

Resultados: O RNAmM na urina dos genes alvo foi significativamente maior nos
pacientes diabéticos em comparacdo aos ndo diabéticos, exceto de sinaptopodina e
TGFp;. A expressdo de nefrina foi mais elevada nos individuos diabéticos micro e
macroalbuminuricos comparado aos controles (p=0,04 e p<0,001 respectivamente), pré
diabéticos (p<0,05) e normoalbumindricos (p<0,05). Embora sua expressao tenha sido
maior do que nos ndo diabéticos, os genes TRPC6, podocalixina e alfa actinina-4 néo
discriminaram os estdgios da ND. A correlacdo da expressdo dos genes com
albumindria e hemoglobina glicada foi estatisticamente significativa. Pacientes pré
diabéticos tiveram expressdo génica semelhante aos controles. Na analise multivariada,

apenas o gene da nefrina foi preditivo de albuminuria patolégica.



ConclusBes: A expressao das proteinas associadas ao poddcito na urina foi maior nos
pacientes diabéticos, mas ndo houve correlacdo direta do RNAmM dos genes com niveis
crescentes de albumindria, exceto de nefrina. O gene da nefrina foi o Unico que
discriminou os diferentes estagios da ND e foi preditivo de albumindria patoldgica, mas
a podocalixina e 0 TRPC6 também se correlacionaram com albumindria e controle
glicémico. Neste estudo preliminar ndo se identificou aumento da expressdo génica das

proteinas do poddcito na urina em individuos com pré diabetes.

Palavras chave: poddcito, nefropatia diabética, albumindria, nefrina, TRPC6



ABSTRACT

Introduction: Podocyte damage plays a critical role in the development of diabetic
nephropathy (DN). The present study evaluated gene expression of podocyte-associated

proteins in urine of pre-diabetic and diabetic patients at different stages of DN.

Material and Methods: We studied 19 pre-diabetic patients, 67 diabetic patients with
normo (n = 34), micro (n = 15), or macroalbuminuria (n = 19), and 15 healthy controls.
Levels of mMRNA of nephrin, podocin, podocalyxin, synaptopodin, transient receptor
potential cation channel 6 (TRPC6), alpha-actinin-4, and TGF-B. were quantitatively
measured by real-time polymerase chain reaction in urinary sediment. Gene expression
was correlated with albuminuria, glycemic control, and renal function. The diagnostic
performance of the genes for detecting pathological albuminuria was assessed by the

receiver operating characteristic (ROC) curve and Poisson regression.

Results: The mRNA expression of target genes in urinary sediment was significantly
higher in diabetic compared to pre-diabetic patients and controls. Levels of nephrin
were higher in diabetic patients with micro or macroalbuminuria than controls (p= 0.04
and p<0.001, respectively), pre-diabetic (p<0.05), and diabetic patients with
normoalbuminuria (p<0.05), and increased with increasing rates of albuminuria. Gene
expression was similar in pre-diabetic patients and controls. There was a significant
positive correlation of gene expression with albuminuria and glycated hemoglobin. In

the multivariate analysis, only nephrinuria predicted pathological albuminuria.

Conclusions: The expression of podocyte-associated proteins in urine was higher in

diabetic patients, but only nephrin correlated with increasing albuminuria and predicted



pathological albuminuria. This preliminary study did not find increased gene

transcription in pre-diabetic patients.

Keywords: podocyte, diabetic nephropathy, pre-diabetes, nephrin, podocin, TRPC6
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No século XXI, o Diabetes Mellitus (DM) é a primeira causa de doenca renal
cronica terminal (DRCT) nos Estados Unidos (1, 2). Nos ultimos 25 anos, a prevaléncia
de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) nos Estados Unidos como etiologia de DRCT quase
duplicou, sendo mais prevalente que hipertenséo arterial sisttmica ou glomerulonefrite
cronica. Em paises asiaticos, a prevaléncia de DM2 aumentou de trés a cinco vezes (3).
De acordo com a Organizagdo Mundial de Salde (OMS), a China e india terdo
aproximadamente 130 milhdes de individuos diabéticos em 2025, consumindo cerca de
40% do orcamento de seu pais em salde (4). Em 2007, o nimero de pessoas com
diabetes no mundo era de 246 milhdes, e em 2025 esse nUmero é estimado em
380 milhdes. Ja para individuos com intolerancia a glicose ou "estado pré
diabético”, que em 2007 era de 308 milhdes, para 2025 a estimativa é de 418 milhdes
(5). O aumento da prevaléncia de DM sera maior nos paises em desenvolvimento, por

exemplo, em 2025 no México 18% de sua populacdo adulta tera DM2 (6).

No mundo, 20% a 40% das pessoas que iniciam o tratamento para DRCT tem
como causa nefropatia diabética (ND). Em paises norte americanos, quatro em cada dez
novos casos que surgem de DRCT sdo de ND, uma propor¢do que tem aumentado de
forma constante ao longo das ultimas décadas e parece ndo diminuir. Aproximadamente
30% dos individuos com Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) e 10% dos individuos com
DM2 irdo desenvolver DRCT (7). Na Australia, a prevaléncia de dialise por ND
aumentou cinco vezes em quatorze anos. Entre 1983 e 2005, no Japdo, o aumento do
numero de pacientes que iniciaram terapia de substituicdo renal devido a DM foi sete
vezes maior, correspondendo a 40% de todas as novas incidéncias (8). Sabe-se que
1,1 trilhdes de ddlares sdo investidos em dialise no mundo, aproximadamente 30%

desse valor custeia o tratamento de diabéticos com nefropatia (9).
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No Brasil, a incidéncia de DRC ndo € bem conhecida, e tomando-se como
referéncia dados da populagdo norte-americana, a prevaléncia estimada de DRC seria de
1,87% na populacdo brasileira adulta (10). Conforme os dados do censo de 2011 da
Sociedade Brasileira de Nefrologia, 91.314 pacientes estavam em tratamento
hemodialitico, e em relacdo a mortalidade anual de pacientes em hemodialise, o dado
mais recente é de 17%, referente ao ano de 2009 (11). As principais causas de DRCT
foram hipertensdo arterial (26%), DM (18%) e glomerulonefrite cronica (11%) (12).
Assim, a doenga glomerular diabética e ndo diabética tem um forte impacto nos custos
impostos ao sistema de salde, pois a doenca é progressiva e evolui para DRCT, dialise

ou transplante (13).

O estudo "United Kingdom Prospective Diabetes Study" (UKPDS), mostrou que
a taxade progressao da ND nos estagios de normoalbumindria, microalbumindria
e macroalbumindria foi de 2% a 3% ao ano (14). No seguimento de 4000 participantes,
quase 40% desenvolveram microalbumindria ao longo de 15 anos e, aproximadamente,
30% desenvolveram insuficiéncia renal, dos quais 50% ndo tinham aumento prévio de
albumindria (15). Em outro estudo, o "Developing Education for Awareness of Renal
and Cardiovascular Risk in Diabetes" (DEMAND), que incluiu 32.208 individuos com
DM2 de 33 paises, 39% tinham microalbuminuria, e a sua prevaléncia aumentou com
a idade, tempo de diabetes e presenca de hipertensdo arterial (16). A reducdo da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e 0 aumento da albumindria causada pela ND séao fatores de
risco  independentes para eventos cardiovasculares e morte (17). Portanto,
estratégias para detectar a doenca renal diabética precocemente incluem a dosagem da
albumindria e a estimativa da TFG através de equagfes que utilizam a creatinina sérica

para o célculo.
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Outra dificuldade a ser superada é a falta de informacéo dos pacientes sobre sua
condicdo. Baseado em estudos populacionais, para cada paciente diabético
conhecido, existe pelo menos um que ndo sabe que é portador de DM (5); apenas
8,7% da populacdo foi capaz de identificar o DM como fator de risco para a doenca
renal (18). Assim, a educacdo publica é a terceira etapa necesséria para o controle da

doenca renal diabética na comunidade (19).

A patogénese da ND ndo estd totalmente elucidada. Estudos recentes
mostraram que os poddcitos desempenham um papel critico na progressdo desta doenca
(20). Foi encontrada uma correlacdo inversa entre o numero de poddcitos nos
glomérulos e o grau de proteindria (21), e a reducdo no nimero de poddcitos por
glomérulo esta relacionada com glomerulosclerose, lesdo que contribui para a
progressdio da ND (22, 23). O controle glicémico, juntamente com medidas
farmacoldgicas, pode diminuir mas ndo interromper a progressdo da ND para DRCT
(24, 25). Para estes pacientes, a Unica solucao disponivel ¢é a terapia de substituicdo da
funcdo renal, didlise ou transplante. Face aos niveis epidémicos de obesidade e diabetes
em populacdes de muitos paises ocidentais, uma melhor compreensdo da etiopatogenia
da doenca renal diabética é necessaria, para que novas terapias possam ser
desenvolvidas. Muitos esforcos estdo sendo destinados para a identificacdo dos
mecanismos da ND em que o tratamento possa ser feito de forma mais especifica, e
antes que a lesdo renal irreversivel ocorra. Atualmente, a proteindria, mais
especificamente a microalbumindria, é o principal e mais precoce marcador da lesdo

renal induzida pelo DM (26).
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2.1. ALBUMINURIA E DIABETES

A presenca de proteinas na urina € indicativa de alguma lesdo na barreira de
filtro do glomérulo na doenca renal diabética. A microalbumindria esta presente quando
a albumindria ajustada para creatininaria for 30-300 mg/g de creatinina (amostra de
urina) ou 20-200 pg/min (urina de 24 h), macroalbumindria >300 mg/g de creatinina ou
>200 pg/min e a proteindria >430 mg/g de creatinina ou >500 mg/24h, respectivamente

(27).

A albuminuria atualmente é considerada uma varidvel continua (28), em que
niveis de albumina acima daquele considerado “normal” (<30 mg/L) apresentam um
risco maior para o desenvolvimento de doenca renal cronica (29). Individuos com ND
que apresentam niveis elevados de proteindria (>500 mg/24 h) evoluem para doenca
renal terminal mais freqlentemente do que individuos com niveis mais baixos de

proteindria (30).

O uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ACEi) e
bloqueadores do receptor 1 de angiotensina Il (ARBSs), juntamente com o controle
glicémico, estdo associados com uma diminui¢cdo na deterioracdo da funcdo renal e
retardo no desenvolvimento da doenca renal terminal, tanto na ND quanto nas
nefropatias ndo diabéticas (31). Estudos realizados mostraram que o bloqueio precoce
do sistema renina-angiotensina (RAS) com ACEi ou ARBs, como o captopril, enalapril,
losartan ou irbesartan, ndo sé reduz a pressdo arterial e a proteiniria, como também retarda a

progressdo da doenca glomerular na ND (32, 33).

Estudos tém demonstrado um efeito benéfico do bloqueio do RAS usando
irbesartan em ratos diabéticos (34, 35). O estudo realizado por Dai et al mostrou que
intervengdo precoce com irbesartan em ratos diabéticos atenua significativamente 0s
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danos renais e a transdiferenciacdo dos poddcitos, e fornece uma visdo inovadora para a

aplicacdo antecipada de ARBs para prevenir o desenvolvimento da ND (36).

A identificacdo das proteinas dos diferentes dominios do poddcito pode ser feita
através de técnicas de imunohistoquimica ou por analise molecular. A
imunohistoquimica detecta o produto do gene, a proteina, apds a sua translacdo do
nacleo para o citoplasma ou superficie da célula. A analise molecular em tempo real
(PCR-RT) quantifica a transcricdo do RNAm do gene de interesse, o qual codifica uma
proteina especifica. Como técnica, 0 PCR em tempo real tem as vantagens de excelente
sensibilidade, acurécia e reprodutibilidade, e é capaz de quantificar o RNAm dos genes
em baixas concentracdes (37). Recentemente, com o desenvolvimento de métodos de
extracdo de RNAm a partir de células do sedimento urinario e aplicacdo da técnica do
PCR em tempo real, a quantificagdo da expressao de RNAmM no sedimento urinario
surgiu como um metodo emergente para estudar a patologia renal. Estudos preliminares
sugerem que a determinacdo do RNAmM do sedimento urinario pode ser valioso para

identificacdo e o controle da progressao da doenca renal (38, 39).

2.2. AS CELULAS PODOCITARIAS DO FILTRO GLOMERULAR

O filtro glomerular tem uma seletividade bem definida para macromoléculas
baseada em carga elétrica e tamanho. Proteinas de alto peso molecular sdo excluidas do
filtrado glomerular, e proteinas pequenas sdo parcialmente filtradas, podendo ser
reabsorvidas no tabulo proximal. A ultrafiltracdo glomerular ocorre atraves de trés

camadas, o endotélio fenestrado (fenestras de 50-100nm), a membrana basal glomerular
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(MBG) com espessura de 300 nm, e os poddcitos com o diafragma em fenda (40nm)
adjacente a membrana basal (40).

Os poddcitos séo células epiteliais altamente especializadas e diferenciadas, com
prolongamentos primarios e secundarios, denominados pedicelos, que cobrem a
superficie externa da MBG. Embriologicamente derivam das células mesenquimais, € 0
corpo celular do poddcito maduro situa-se no espago urinario no lado luminal, e seus
pedicelos (processos podocitarios) situados no lado oposto estdo ancorados & MBG via
a3P1 integrinas e a, B distroglicanos (41) .

Os pedicelos estdo conectados entre si através de uma estrutura especializada de
juncdo célula-célula, denominada diafragma em fenda (DF). O DF situa-se entre dois
poddcitos adjacentes, e atualmente considera-se ser uma importante barreira a filtracdo
de proteinas (42). Ele é formado por um complexo de proteinas trasmembrana: nefrina,
NEPH1-3, podocina, FAT1, ve-caderina, e P-caderina (43). A nefrina, NEPHL,
podocina, e FAT1 sdo necessarios para a formacdo da barreira de filtracdo glomerular;
(44) P-caderina ndo parece ser essencial para filtracdo glomerular (45) e os papéis de
ve-caderina e NEPH2-3 no glomérulo sdo desconhecidos (46). O endotélio fenestrado
parece ser muito grande para impor perme-seletividade as macromoléculas, mas em que
proporcdo a membrana basal e o poddcito contribuem para esse processo, assim como
se seletividade por carga ou por tamanho € o mecanismo mais determinante, séo
perguntas que ainda ndo tem uma resposta definitiva até 0 momento (47).

Os poddcitos sdo células polarizadas e sua forma Unica é devida a grande
concentracdo de actina no citoesqueleto, servindo de estrutura para o poddcito e
permitindo uma adaptacdo de sua arquitetura quando ocorre algum estresse
hemodindmico ou mecanico, por exemplo (48). Os filamentos de actina permitem ao

podacito alterar sua forma e também manter a sua funcdo em condicdes basais.
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O citoesqueleto compreende 3 diferentes estruturas: microfilamentos,
filamentos intermediarios e microtubulos. Os microfilamentos sd8o o0s principais
constituintes do citoesqueleto dos pedicelos, e contem uma grande quantidade de
filamentos de actina e miosina. Existem outras proteinas ligantes como a sinaptopodina
(49) e a-actinina 4 (50) nos poddcitos, que também sdo importantes para manter sua
estrutura. A a-actinina 4 atua na regulacdo da morfologia e da motilidade do poddcito e
também na cascata de sinalizagdo intracelular (48).

Kerjaschki (51) caracterizou trés diferentes dominios do podocito com base na
anatomia molecular de cada segmento, conforme ilustrado na Figura 1 e descrito

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

Hermann Pavenstédt et al.) (42)

Dominio juncional: Os espacos entre 0s processos podocitarios sdo poros de

filtracdo altamente organizados, medindo entre 25-60 nm, onde o DF serve de “ponte”
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entre dois poddcitos. Na ultra-estrutura, descrita inicialmente por Karnovsky (52),
observa-se séries de retangulos de 4x14 nm de area que configuram uma estrutura tipo
“ziper”, que anatomicamente constituiria uma barreira de macromoléculas na fungao de
filtro do glomérulo.

A estrutura molecular do DF é composta por uma variedade de proteinas, que
estdo ancoradas ao citoesqueleto do poddcito através de interagcGes com outras proteinas,
como, por exemplo, a CD2AP (CD2- Associated Protein), um ligante da molécula de

adesdo CD2. Outras proteinas importantes do poddcito sdo descritas a seguir:

1) Nefrina: Foi primeiramente descoberta por Tryggvason (44), é um produto
do gene NPHSI1, sendo uma molécula de adesdo da superfamilia das
imunoglobulinas (Ig). Contem um dominio extracelular com 8 repeticdes de
imunoglobulinas, um mddulo de fibronectina tipo 111 e um pequeno dominio
intracelular. Essas moléculas estendem-se uma sobre as outras, ligadas por
pontes dissulfeto, permitindo o fechamento da fenda como um ziper (53).
Uma mutacdo autossdmica recessiva pode causar a sindrome nefrotica
congeénita, tipo Finnish, desencadeando uma proteindria macica intra-uterina
(47, 53). Niveis reduzidos de nefrina foram descritos em modelos animais de
ND e em humanos, o que talvez possa ser mediado pela sinalizacdo da
proteino-quinase C-a e reducdo da fosforilacho da via da quinase-

fosfatildilinositol-3 intra-citoplasmatica (54, 55).

2) Podocina: Proteina codificada pelo gene NPHS2, pertencendo a familia das
estomatinas (56). Schwartz et al. referem que a podocina estd associada ao
componente lipidico do DF como se fosse um “grampo de cabelo”, ¢

interage com a nefrina e o CD2AP (57). Essa interacdo sugere que a
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3)

4)

5)

podocina auxilia na organizacao estrutural do DF, pois estudos mostram que
a nefrina e a podocina interagem com os filamentos de actina do
citoesqueleto (58). A mutagcdo do gene NPHS2 esta presente em familias
com glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) hereditaria. Sua
apresentacdo fenotipica é a sindrome nefrética cortico-resistente, com baixo

risco de recorréncia no rim transplantado (59, 60).

CD2AP: E uma molécula adaptadora, que se liga no citoplasma do dominio
CD2. E uma proteina de membrana da célula T e células natural Killer.
Contem um sitio ligante de actina na porcdo N-terminal (61). Interage com a
nefrina ancorando-a ao citoesqueleto e mantendo estavel a arquitetura do DF

(62).

Nephl: Contem cinco dominios extracelulares do tipo imunoglobulina e
estruturalmente esta relacionado a nefrina, e interage com a terminacao
carboxi da podocina. E uma proteina sinalizadora através do sitio de ligacéo
Grb2 SH2, e participa da interacdo célula-célula. Sua delecdo em
camundongos knockout causa achatamento podocitario, expansao e
hipercelularidade mensangial, proteindria e morte do animal até a oitava

semana de vida (63).

Transient Receptor Potential Cation Channel 6 (TRPC6): O TRPC6 é um
membro da subfamilia C dos canais de potencial de receptor transitorio. E
um grupo de canais seletivos para ions calcio (Ca2+) e é composto por seis
subgrupos, sendo que o0 TRPC2 é um pseudogene. Com base na sequencia de
aminoacidos, os canais TRPC se dividem em 3 grupos: 1) TRPC1; 2) TRPC4

e TRPC5; e 3) TRPC3, TRPC6 e TRPC7. O TRPC6 é uma proteina
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transmembrana de canais i6nicos localizada na membrana celular do
poddcito, adjacente ao DF (64). Uma mutacdo no TRPC6 estd associada com

0 desenvolvimento de GESF (65).

Dominio Apical: A membrana apical do poddcito é carregada negativamente,

devido a presenca de sialoproteinas aniénicas como a podocalixina (Pdx), podoplanina
e podoendina (66). Essas proteinas exercem duas fungdes, a manutencdo da carga
negativa da MBG, o que limita a passagem de albumina, e a manutencdo da separacao

fisica de poddcitos adjacentes (67).

A Pdx é a maior das sialoproteinas e , provavelmente, a proteina marcadora mais
utilizada para fenotipar os poddcitos na urina. Esta localizada na membrana plasmatica
dos poddcitos e possui uma importancia critica para a formacdo e preservacdo da
arquitetura dos poddcitos, possivelmente impedindo a adesdo dos podocitos as células
parietais da capsula de Bowman (68). Devido a sua localizagdo na membrana apical,
permanece bem preservada em muitas glomerulopatias, independente da integridade do
diafragma em fenda. A Pdx é um indicador de poddcitos, ndo s6 na ND, mas em
diversas doencas renais, como glomerulopatia membranosa, glomerulonefrite
membranoproliferativa, GESF, Nefropatia por IgA e purpura de Henoch-Schoenlein
Parpura (69), nefrite lapica e pré-eclampsia (70). Em comparacdo com outros
marcadores, a Pdx provou ser o marcador mais reprodutivel para identificacdo de
poddcitos na urina. De acordo com Vogelmann et al. (71), as células positivas para Pdx
sdo também positivas para outros marcadores do podécito em 30-40% das vezes, mas as
células positivas para outros marcadores especificos de poddcitos sempre serdo

positivas para Pdx. E importante notar que a expressdo de Pdx ndo é especifica para 0s
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poddcitos, pois ela também estd presente nas células endoteliais, plaquetas,
megacariécitos e células epiteliais parietais (CEPS). Embora fosse demonstrado que a
Pdx na urina ndo marca os marcadores endoteliais e mesangiais, a proporcao de células

positivas entre PECs e Pdx ndo € bem conhecida (72, 73).

Citoesqueleto: O citoesqueleto dos poddcitos, € constituido unicamente por
filamentos de actina e de proteinas associadas, como a a-actinina 4, miosina, a talina e
a vinculina. Estas proteinas desempenham um papel importante na fixacdo dos
poddcitos & MBG e na adaptacdo da forma e no movimento dos poddcitos para
acomodar injuria a elevacédo da pressdo intracelular do glomérulo (74).

A sinaptopodina interage com a o-actinina 4 no citoesqueleto, modulando a sua
expressdo e promovendo o alongamento dos filamentos de actina, permitindo que as
alteracbes da membrana basal repercutam na forma e no movimento do poddcito,
achatamento ou a simplificacdo dessas células (75). No entanto, sua expressao também
pode ser encontrada em dendritos telencefalicos (49). Semelhante a nefrina e podocina,
a expressao de sinaptopodina nos podocitos estd diminuida em bidpsias de pacientes
com doencas renais (76). Segundo De Petris et al. (77), a expressao de sinaptopodina
medida por RT-PCR tem sido utilizada para a identificacdo de poddcitos na urina,
corroborando com este estudo de Peterman et al. em modelo de roedor com nefrite
induzida por puromicina, que mostrou a expressdo aumentada de sinaptopodina e

diminuida de podocina (78).

Dominio Basal: O dominio basal é constituido por proteinas que tem a funcéo de

ancorar o podocito na MBG, como as a3f1 integrinas e 0S o,p distroglicanos (41). A
a3B1 integrina ¢ a isoforma mais abundante. A cadeia a3 € necessaria para o

desenvolvimento do tufo glomerular. Estudos experimentais mostraram que a
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deficiéncia de integrina-a3 ocasiona defeitos no capilar glomerular e na formacgédo dos
pedicelos (79). Ratos nos quais o gene da integrina o3 ¢ inativado durante o
desenvolvimento dos poddcitos, atraves da utilizacdo do sistema de recombinagéo Cre-
loxP, desenvolvem proteindria macica dentro da primeira semana de vida e a
microscopia eletronica do rim mostra a retracdo dos pedicelos da MBG (80). Assim, a
integrina a3 também € necessaria para a maturagdo do filtro glomerular
Em resumo, a complexa arquitetura das proteinas que constituem o poddcito é
necessaria para que esta célula especializada realize as seguintes funcbes: a)
manutencdo da integridade da barreira as proteinas; b) manutencdo da forma da alca
capilar glomerular; c) oposicdo a pressdo gerada dentro do glomérulo; d) sintese e
manutencdo da MBG; e) producdo e secrecdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) necesséario para a integridade da célula endotelial glomerular.
Qualquer alteracdo em uma dessas funcdes apoOs a lesdo ao poddcito pode ocasionar
proteinuria, sindrome nefrética e perda da funcéo renal (81).
A microalbumindria é um marcador precoce da doenca renal no diabetes
e resulta do dano na barreira do filtro glomerular, em nivel das células epiteliais do
capilar glomerular. Esse dano ocorre por diferentes mecanismos que serdo citados
adiante, e resulta em diversas alteragdes na estrutura e organizacdo dos podocitos,
permitindo o escape de proteinas como a albumina para o espaco urinario de Bowman,

tabulos e intersticio renal.

2.3. ALESAO RENAL E PODOCITARIA NO DIABETE MELITO
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A hiperglicemia é um pré-requisito para o desenvolvimento da ND,
desencadeando alteracfes metabolicas intracelulares quando a fisiologia celular ndo é
capaz de utilizar as quantidades excessivas de glicose (82). Um estudo com pacientes
diabéticos do tipo 1, normotensos e albumindricos, mostrou que o numero de podécitos
estava significativamente reduzido (83). No DM2, resultados semelhantes tambem

foram descritos (84).

A hiperglicemia ativa inimeras vias intracelulares em diferentes tipos de células
renais, com pequenas excecoes relacionadas a especificidade de cada tecido. Em geral,
os eventos celulares incluem um fluxo aumentado de polidis e hexosaminas, a geragao
de produtos de glicacdo avancada (AGE) e o aumento da atividade de proteina quinase
C, citocinas e fatores de crescimento, como a Angiotensina Il e o fator de crescimento
transformador beta (TGFf). Também ocorre uma expressao aumentada de enzimas que
degradam a matriz extracelular (MEC) e de seus inibidores, e um aumento na sintese e
deposicdo de MEC. As espécies reativas de oxigénio (ROS) tém sido associadas a
sinalizacdo intracelular envolvida em todos estes eventos (85). As ROS exercem o seu
efeito prejudicial ndo s6 por oxidacdo de proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, mas
também por interferirem em moléculas sinalizadoras. Como moléculas sinalizadoras, as
ROS ativam a transducdo de sinal intracelular e as cascatas de transcricdo, nas quais
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS) e o Fator Nuclear Kappa B (NF-

kB) desempenham papéis cruciais (86).

A analise ultraestrutural na fase inicial na ND mostra lesdes especificas da
unidade do poddcito, que incluem hipertrofia celular, achatamento ou simplificacdo dos
poddcitos e reducdo de seu numero e densidade, como resultado de apoptose e/ou

descolamento da MBG, em paralelo com a expansdo de matriz e acimulo de proteinas
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de matriz como fibronectina, laminina e coldgeno. Em nivel molecular, a reducéo do
conteldo de nefrina no diafragma em fenda tem sido demonstrada em modelos
experimentais (87) e em humanos (26).

A sequéncia detalhada de eventos em nivel molecular ainda ndo é clara. Uma
das possibilidades é que o processo degenerativo possa ser iniciado por defeitos
moleculares na estrutura do DF. Um dano neste segmento do filtro glomerular ocasiona
0 escape de albumina, provocando lesdo nos poddcitos e perda dos mesmos como um
evento secundario (88). Estudos em pacientes diabéticos tém mostrado que a
diminuicdo dos poddcitos esta diretamente relacionada ao grau de proteinlria e a
progressao da doenga, e que o0 numero original de poddcitos poderia prever o indice de

aumento da albuminaria (89).

Como a contagem de poddcitos pode variar entre individuos, a densidade do
volume numeérico ao invés do nimero de células absoluto foi sugerida como fator mais
especifico de progressdo da doenca (90). Na diabetes, entretanto, a hipertrofia
glomerular excede o limiar determinado, e com isso 0s poddcitos ndo sdo mais capazes
de manter a distancia estreita entre as células vizinhas. Nesta fase, a hipertrofia
compensatdria é acompanhada por alteracdes morfoldgicas do poddcito e na expressdo
das proteinas dos seus diferentes dominios. As alteracbes estdo associadas a
susceptibilidade dos poddcitos em se descolar da MBG, reduzindo ainda mais a sua

densidade (91).

As alteragdes fisiopatoldgicas que causam o comprometimento precoce dos
podécitos na ND ainda estdo indefinidas. No entanto, fatores metabdlicos e
hemodinamicos, estdo envolvidos neste processo (91). Fatores metabdlicos incluem

hiperglicemia e produtos de reacGes ndo enzimaticas da glicose, tais como auto-
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oxidacdo ou glicacao de proteinas, o estresse oxidativo (dano ocasionado pelas espécies
ativas de oxigénio), os produtos da glicosilagdo avancada (interacdo da glicose com
moléculas protéicas ou lipidicas) e os efeitos bioquimicos e desregulatérios da
hiperglicemia e da glicose intracelular sobre os podécitos. Os fatores hemodindmicos
determinantes s&o a hipertrofia e a hiperfiltragdo glomerular, que ocasionam aumento
da pressdo hidraulica transcapilar, lesando a MBG, causando descolamento de poddcito,
e, induzindo o desenvolvimento de glomeruloesclerose. Uma variedade de citocinas e
fatores de crescimento sdo ativados por vias complexas de transducgéo de sinal, como o
TGFB, considerado um mediador do desenvolvimento de hipertrofia renal, acimulo de
matriz mesangial extracelular e fibrose renal. Entretanto, a sua relacdo causal na génese
da albumindria na ND ainda é controversa (85).

Sabe-se que niveis elevados de albumina na urina sobrecarregam a capacidade
de reabsorcdo e metabolizacdo dos tabulos renais, promovendo inflamacao,
glomeruloesclerose, fibrose intersticial e atrofia tubular e resultando na reducdo da
TFG. Uma intervencado antes de estes eventos ocorrerem € critica, pois cicatrizes da fase
crénica da nefropatia sdo irreversiveis. O surgimento de albumindria também pode
refletir uma disfuncédo generalizada do endotélio vascular em nivel sistémico, podendo
se manifestar de forma semelhante no glomérulo e caracterizando um outro mecanismo
de lesdo renal (92). Zanatta CM et al (93), demonstraram uma expressdo aumentada de
endotelina 1 em células endoteliais de glomérulos e de capilares peritubulares em
biopsias de pacientes com ND, em associagdo com niveis significativamente
aumentados de proteindria quando comparado a rins histologicamente normais. No
entanto, ainda faltam evidéncias que mostrem claramente a célula endotelial como

célula alvo para lesdo e progressdo da doenca renal diabética. Estudos recentes tém
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apontado a célula epitelial do capilar glomerular — o poddcito - como a chave para o

inicio da les@o na doenca renal diabética e para o desenvolvimento de proteindria (94).

2.4. ESTUDOS CLINICOS E EXPERIMENTAIS DE PODOCITOPATIA NA

NEFROPATIA DIABETICA

Os mecanismos fisiopatoldgicos que resultam na reducdo da densidade dos
poddcitos na doenca renal diabética, assim como nas nefropatias ndo diabéticas, tém
sido intensamente investigados. Atualmente duas hipoteses sdo descritas: a ocorréncia
de apoptose do poddcito e/ou o descolamento do podécito da MBG aparecendo como
célula vidvel na urina, ambos mecanismos levando a uma reducdo significativa do

numero de poddcitos nos glomérulos renais (95).

Estudos clinicos tem demonstrado que a diminuicdo dos poddcitos por apoptose
ou por descolamento nos glomerulos é um achado frequente na ND (83, 84). A
podocitopenia esta diretamente relacionada com a progressdo da doenca, e inversamente

correlacionada com o controle da hipertenséo arterial e da diabetes (96).

Nakamura et al demonstraram em humanos a presenca de podocitopenia na ND
e também em diversas nefropatias ndo diabéticas, como a GESF, a nefrite IUpica e na
nefropatia por IgA (97). Estudando 50 pacientes diabéticos (10 normoalbumindricos, 15
microalbumindricos, 15 macroalbumindricos e 10 renais crbnicos) e 10 individuos
normais como controles, esses autores quantificaram a podocituria por
imunofluorescéncia com anticorpo anti-podocalixina, proteina expressa na membrana
externa dos poddcitos, e correlacionaram a podocitiria com a excre¢do urinaria de
albumina. A podocituria estava ausente nos controles e nos diabéticos com

normoalbuminuria, e ocorreu em 53% e 80% dos casos de ND com micro e
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macroalbuminuria, respectivamente. N&o foi encontrada correlacdo entre podocituria e
albuminuria. Utilizando pioglitazona em diabéticos com microalbuminuria, esses
autores também demonstraram uma reducdo tanto da microalbumindria quanto da
podocitdria (98).

Meyer et al (84) observaram em diabéticos com nefropatia que o numero
reduzido de poddcitos, quantificado na anélise morfoldgica de bidpsias renais, foi um
fator preditivo forte para piora da albumindria e progressdo mais rapida da ND. Dalla
Vestra et al (23) avaliando o nimero e a densidade dos poddcitos por microscopia
eletronica nas diferentes fases da ND, verificaram reducdo de ambos os parametros ja
nas fases iniciais da nefropatia, em correlagdo negativa com o nivel de albumindria.
Essa correlacdo negativa entre podocitopenia e albumindria em pacientes com ND
também foi observada por White et al (83) , tanto em um corte transversal quanto em
um seguimento longitudinal de 3 anos. Na comparagdo entre pacientes com ND e
individuos saudaveis, Zheng et al (99) mostraram que a expressdo génica de
sinaptopodina, CD2AP, a-actinina 4, podocalixina e podocina estava significativamente
aumentada nos pacientes diabéticos. Adicionalmente, estratificando os pacientes
diabéticos pelo nivel de albumindria, estes autores demonstraram um aumento crescente
da expressao destas moléculas, diretamente proporcional ao aumento da albumindria.

Hara et al. (100) detectaram poddcitos e seus fragmentos na urina de humanos
com diversas doencas glomerulares por imunofluorescencia com anticorpos anti-
podocalixina. Lemley et al. (101) demonstraram podocitdria na urina de humanos com
nefropatia por IgA e lGpus eritematoso sistémico (LES), em correlacdo com a gravidade
da doenca. Em pacientes com glomeruloesclerose diabética, a expressdao de nefrina

estava significativamente aumentada quando comparada a pacientes diabéticos
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microalbumindricos. Entretanto, ndo foi encontrada diferenca na expressdo de nefrina

comparando diabéticos microalbumindricos com individuos saudaveis (102).

Wang et al (103) relataram o aumento da expressdo de RNAm das proteinas do
poddcito (nefrina, podocina, sinaptopodina e a-actinina 4 no sedimento urinario de
pacientes com ND comparados com individuos saudaveis. Em outro estudo do mesmo
grupo com pacientes diabéticos, 0 numero de poddcitos por unidade de glomérulo se
correlacionou significativamente com a expressao intra renal de nefrina e podocina, e
com a expressdo de sinaptopodina na urina. Além disso, a expressdo de todos 0s genes
foi correlacionada com a funcdo renal basal, e inversamente correlacionada com o
indice de fibrose tubular e intersticial do tubulo renal (38). Em pacientes com doenca
renal progressiva, como por exemplo GESF, nefropatia membranosa e ND, o aumento
do niveis de TGFp foi observado nas células podocitarias. O TGFp por se tratar de um
marcador de fibrose, foi estudado por Wahab et al (104) em pacientes diabéticos com
glomeruloesclerose, mostrando que os poddcitos adjacentes aos segmentos de esclerose
tinham uma expressdo aumentada do RNAm do TGFp e de sua proteina. Esse aumento

da expressdo de TGFp também ocorreu nos poddcitos de animais diabéticos (105).

Outro mecanismo que pode levar a podocitopenia € a apoptose. Susztak et al.
(106) demonstraram que a producdo aumentada de ROS tem um papel importante na
apoptose de podocitos e no descolamento da MBG in vitro e in vivo. Em condicgdes
normais, os podocitos ndo podem se proliferar pois sdo células terminais, assim a lesao

ou a perda dos poddcitos constitui um fator de lesdo glomerular na ND.

O aumento da producdo de ROS, ativa a proteina quinase mitogénica p38
(MAPK) e a caspase 3, ambas moléculas pro-apoptoticas. Niveis elevados de glicose

também resultam na ativagao de proteina quinase C-bl e do NF-kB, ambos associados
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com a patogénese da hiperglicemia mediada pelo estresse. O aumento no nivel do
p27KIP dependente de ciclina - inibidor da quinase, sensibiliza os poddcitos para
hipertrofia e apoptose. Além disso, aumenta a expressdo de TGFp, a sinalizacdo do
receptor do TGFp Il e do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A). Os
niveis aumentados de TGFp, uma citocina pro-apoptotica, resulta na morte programada

dos podacitos (107).

Um estudo recente com poddcitos expostos a altas concentragBes de glicose
identificou uma diminuicdo da expressdo de a-actinina 4, bem como inibicdo de
anexinas (Anexina 3 e 6) em nivel da proteina e do RNAm (108). As anexinas
desempenham um papel importante na organizacdo da membrana celular e estas
alteracbes podem estar envolvidas na reorganizacdo de dominios especializados da
membrana dos poddcitos, tais como o DF, o qual é de importancia critica para a funcao

anti-proteindrica destas células.
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Capitulo 3. Justificativa
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A nefropatia diabética (ND) é a primeira causa de doenca renal crénica terminal
no mundo, impondo elevados custos ao sistema de satde decorrentes do alto indice de
morbidade e mortalidade cardiovascular e da necessidade de métodos de substituicdo de

funcdo renal como dialise e transplante renal.

Na ultima década, o papel critico do poddcito na proteindria foi bem
estabelecido e diversos estudos tém mostrado que a camada epitelial do filtro
glomerular € determinante para a retencdo de proteinas de maior peso molecular,
contribuindo significativamente para o processo de filtracdo. As fungdes do poddcito
incluem manutencdo da integridade da barreira de filtracdo, sintese e manutencdo da
membrana basal glomerular (MBG), producéo e secrecdo dos fatores de crescimento,
neutralizacdo da pressdo gerada no capilar glomerular, e regulacdo dindmica de sua

arquitetura.

A investigacdo dos mecanismos de proteindria, o principal e mais precoce
marcador de lesdo renal na ND, tem sido intensa. A identificacdo precoce da lesdo
podocitaria € comumente feita no tecido renal, em que a expressao do RNAm dos genes
das proteinas do poddcito esta suprimida. Mais recentemente tem sido utilizada uma
ferramenta ndo invasiva para diagnostico da podocitopatia, a analise molecular dos
genes alvo do poddcito em células do sedimento urinario. O aumento do RNAm dos
genes do poddcito é uma evidéncia do descolamento destas células da MBG, excretadas
como células viaveis ou em apoptose. O RNAm dos genes alvo tem mostrado boa
correlacdo com albumindria e reducdo da taxa de filtracdo glomerular na ND, sendo

preditivos de progressdo da doenca.

O melhor entendimento dos mecanismos de proteindria e podocitdria é crucial

para o diagnostico e prognéstico da ND, além de auxiliar no desenvolvimento de
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terapias especificas para reduzir a leséo renal e atenuar a sua progressdo. Assim, esse
estudo se justifica por identificar a lesdo podocitéaria de forma néo invasiva em pacientes
diabéticos, e por investigar a podocitopatia antes do diagnéstico do diabetes, avaliando

individuos de risco com preé diabetes e sindrome metabolica.
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Capitulo 4. Objetivos
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4.1 . Objetivo Primario

Quantificar a expressdo génica de proteinas do poddcito nas diferentes fases da
nefropatia diabética em pacientes diabéticos do tipo 1 ou do tipo 2, e em individuos pré

diabéticos.

4.2. Objetivos Secundarios

1. Quantificar a expressdo do RNAmM de moléculas estruturais do poddcito em células
do sedimento urinrio de pacientes portadores de Diabetes Mellitus do tipo 1 ou do tipo
2, com e sem aumento de albumindria, comparado a individuos normais e pré

diabéticos.

2. Avaliar se pacientes pré diabéticos apresentam precocemente podocitdria através da
quantificacdo do RNAmM de moléculas estruturais do poddcito na urina, comparado a

individuos saudaveis

3. Avaliar a correlagdo da expressdo das moléculas estruturais do poddcito com

albumindria, taxa de filtracdo glomerular e controle glicémico.

4. Determinar a acuracia dos genes alvo do poddécito para diagndstico de albumindria

patoldgica
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Abstract

Introduction: Podocyte damage plays a critical role in the development of diabetic
nephropathy (DN). The present study evaluated gene expression of podocyte-associated

proteins in urine of pre-diabetic and diabetic patients at different stages of DN.

Material and Methods: We studied 19 pre-diabetic patients, 67 diabetic patients with
normo (n = 34), micro (n = 15), or macroalbuminuria (n = 19), and 15 healthy controls.
Levels of mRNA of nephrin, podocin, podocalyxin, synaptopodin, transient receptor
potential cation channel 6 (TRPC6), alpha-actinin-4, and TGF-f, were quantitatively
measured by real-time polymerase chain reaction in urinary sediment. Gene expression
was correlated with albuminuria, glycemic control, and renal function. The diagnostic
performance of the genes for detecting pathological albuminuria was assessed by the

receiver operating characteristic (ROC) curve and Poisson regression.

Results: The mRNA expression of target genes in urinary sediment was significantly
higher in diabetic compared to pre-diabetic patients and controls. Levels of nephrin
were higher in diabetic patients with micro or macroalbuminuria than controls (p= 0.04
and p<0.001, respectively), pre-diabetic (p<0.05), and diabetic patients with
normoalbuminuria (p<0.05), and increased with increasing rates of albuminuria. Gene
expression was similar in pre-diabetic patients and controls. There was a significant
positive correlation of gene expression with albuminuria and glycated hemoglobin. In

the multivariate analysis, only nephrinuria predicted pathological albuminuria.

Conclusions: The expression of podocyte-associated proteins in urine was higher in
diabetic patients, but only nephrin correlated with increasing alouminuria and predicted
pathological albuminuria. This preliminary study did not find increased gene

transcription in pre-diabetic patients.
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Introduction

Diabetic nephropathy (DN) has significantly increased as a leading cause of chronic
renal disease (ESRD) worldwide. In Brazil, 28% of hemodialysis patients have DN as
the etiology of ESRD (1). The pathogenesis of DN is not yet fully understood, and
research studies have focused on the mechanisms of glomerular injury and podocyte

damage.

Proteinuria, more specifically microalbuminuria, is a known early marker of diabetes
mellitus (DM)-induced damage to the glomerular filtration barrier. Clinical and
experimental studies suggest that the onset of albuminuria is associated with podocyte
injury, when there are podocyte hypertrophy and effacement. The mechanisms of injury
in DN include glomerular hyperfiltration, toxicity from active oxygen specimens,
advanced glycation end-products, angiotensin Il, and cytokine and growth factors
secretion (2-5). Podocytes detach from the glomerular basement membrane (GBM) and
are shed into the urine as viable and/or apoptotic cells which can be detected by

different techniques (5-7).

Several methods have been used to quantitatively measure gene expression of
podocyte-associated proteins in renal tissue. However, renal biopsy is usually not
indicated for diagnosis of DN. Recently, detection of podocyturia became possible (8,9)
and mRNA quantification of podocyte-associated molecules in urine has emerged as a
useful non-invasive tool as a marker of podocyte injury (9,10). Podocyturia is
associated with increased levels of albuminuria and could be a marker of disease
acitivity in DN (10). In addition, oral anti-diabetics and ARB-2 have been clinically and

experimentally shown to reduce podocyte injury (10-12).
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Preliminary data suggest that gene transcription of podocyte-associated proteins
increase parallel with albuminuria and severity of DN (10,13). It is speculated whether
podocyte injury and podocyturia may occur at very early stages in pre diabetes,
associated with glucose intolerance and other factors. However, this hypothesis has not
yet been tested in clinical studies. In the present study, we evaluated gene expression of
podocyte-associated proteins in urinary sediment of diabetic patients and assessed its
correlation with different stages of DN. We also investigated whether pre-diabetic
patients have an early increase of gene transcription of podocyte proteins compared to

healthy controls.

Patients and Methods

Study Population

We selected 67 adult patients with DM type 1 or type 2 and 19 pre-diabetic adult
individuals attending outpatient clinics of Endocrinology and Nephrology at Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (HCPA), from December 2010 to January 2012,

DM was defined as: fasting glucose >126 mg/dL at two separate examinations or
glucose tolerance test (GTT) 75 g in 2 hours >200 mg/dL, regardless of fasting blood
glucose. Diabetic patients were divided into three groups based on their urinary
excretion of albumin: normoalbuminuria (NO) (<30 mg/g creatinine; n = 34);
microalbuminuria (MI) (30-300 mg/g creatinine; n = 14); and macroalbuminuria (MA)

(>300 mg/g creatinine; n = 19).

A pre-diabetic state was defined as impaired glucose tolerance (GTT 75 g in 2
hours 140-199 mg/dL) or impaired fasting glucose (fasting glucose 100-125 mg/dL).
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The control group consisted of 15 healthy individuals without any clinical and
laboratory evidence of renal disease. Pre-diabetic and diabetic patients were matched for
age and gender. Diabetic patients with unstable renal function, those with acute
cardiovascular events, urinary tract infection or any acute medical complications were

excluded from the study.

Demographic, clinical, and laboratory data were collected from medical records
including age, gender, ethnicity, body mass index (BMI), type of DM (1 or 2), DM
duration (years), systolic (SBP) and diastolic (DBP) blood pressure, use of ACE or
ARB-II, serum creatinine, blood glucose, glycated hemoglobin (HbAlc), and
albuminuria. An estimated glomerular filtration rate (eGFR) was calculated using the
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) equation (14).
Urinary albumin excretion was measured in a random sample by immunoturbidimetric
method. HbAlc was measured by high-performance liquid chromatography and was

used as a measure of glycemic control.

The study was approved by the institutional review board at HCPA. All subjects

agreed to participate in the study and signed an informed consent form.

Quantification of gene expression in renal tissue and urine sediment

Levels of MRNA of podocyte-associated proteins were quantitatively measured
in urinary sediment in morning urine samples (whole stream). Gene expression of
nephrin, podocin, alpha-actinin-4, synaptopodin, podocalyxin and transient receptor
potential calcium channel 6 (TRPC6) was measured. Human transforming growth factor

B1 (TFG-B,1) was used as a marker of renal fibrosis.
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MRNA extraction and complementary DNA transcription

The material was extracted from urine samples using QIlAamp® RNA Blood
Mini Kit (Qiagen Inc. Chatsworth, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Urine samples were centrifuged at 1,800 rpm for 10 minutes. The
supernatant was discarded and the pellet resuspended with buffered saline and
centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes and stored at —80°C until use. Total RNA was
quantified with NanoDrop® 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA). The ratio of absorbance at 260/280 nM was used to assess
RNA purity. Reverse transcription of total RNA was performed using the High-
Capacity cDNA Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The final volume of purified RNA was 20 uL and stored at

-20°C.

Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)

Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed using Tagman®
Universal PCR Master Mix. It contains AmpliTag Gold® DNA Polymerase,
AmpErase® UNG, ROX passive reference, buffer and dNTPs (Applied Bioystems,
Foster City, CA, USA), and gene-specific primers to mRNA amplification of the
following genes (all from Applied Bioystems, Foster City, CA, USA) according to the
manufacturer's instructions: NPSH1, nephrin (ID: Hs00190446_m1); NPSH2, podocin
(ID: Hs00387817_m1l); podocalyxin (ID: Hs01574644 m1l); synaptopodin (ID:

Hs00326493 m1), alpha-actinin-4  (ID:  Hs00245168 ml), TRPC6 (ID:
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Hs00395102_m1) and TGF-p; (ID: Hs00998133_m1). In addition, 18s rRNA (Tagman®
PDAR, Foster City, CA, USA) was used as endogenous control to correct for variations
in the samples. VIC® dye-labeled or FAM™ (6-carboxyfluorescein) dye-labeled
TagMan® MGB (minor groove binder) probes were used as reporters conjugated to 5'
terminations to the detection of amplification products. The amount of FAM™ or VIC®
fluorescence released in each reaction during exonuclease degradation was measured in
the PCR cycle using the ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied

Bioystems, Foster City, CA, USA).

RT-PCR was performed in duplicate in 96-well plates containing 2 uL cDNA.
The thermal conditions of the cycles included 50°C for 2 minutes, 60°C for 30 minutes
followed by 95°C for 5 minutes, and 40 cycles at 94°C for 20 seconds and 62°C for 60
seconds. Data were collected in the ABI PRISM SDS 7000 thermal cycler (Applied
Bioystems). Relative quantification of target gene expression was performed using 2
AACt

comparative method where the threshold cycle (CT) value is defined by the point at

which there is a statistically significant detectable increase in fluorescence.

Statistical Analysis

Descriptive statistics are presented as mean + standard deviation or median and
percentiles (P25-P75). The association between categorical variables was assessed by
the chi-square test and Fisher exact test. mMRNA values were log transformed to reduce
asymmetry. Independent t-test or Mann-Whitney test was used to compare differences
between two groups, and the Kruskal-Wallis test or ANOVA for more than two groups.
Spearman’s correlation coefficient was used to assess correlations of genes with

albuminuria, renal function and glycemic control (HbALlc).
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Sample size was calculated by the Win-Pepi program v. 9.7. Based on previous
data from our laboratory, we considered meanSD values of nephrin log10 mRNA in
urine as 2.0+0.9 and 3.4+1.4 for healthy individuals and diabetic patients, respectively.
For 90% study power and 5% level of significance a sample of at least 63 diabetic

patients and 14 controls was required.

The performance of genes in urine for diagnosis of pathological albuminuria
(>30 mg/g creatinine) was assessed by the receiver operating characteristic (ROC) curve
and accuracy was calculated. Poisson regression was used to assess the independent
effect of age, gender, diabetes mellitus, renal function, and gene expression to the
development of pathological albuminuria. All analyzes were performed by SPSS for
Windows (version 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL). The level of significance was set at

p<0.05.

Results
Demographic and clinical characteristics

Table 1 shows the demographic and clinical characteristics of pre-diabetic and
diabetic patients and controls. Twenty-one (31%) patients had DM type 1 and 46 (69%)
type 2, with a mean disease duration of 18+7 and 158 years, respectively. The
prevalence of NO, MA and MI in diabetic patients was 54%, 21% and 28%,
respectively. Of those diabetic patients with NO, MA, and MI, 54%, 78%, and 86%
respectively (p = 0.032) were on ACE inhibitors or ARB-2. Of pre-diabetic patients,

56% were on ACE inhibitors or ARB-2.

The variable age was similar in pre-diabetic and diabetic patients, but controls

were younger. BMI was higher among pre-diabetics compared to controls, and SBP and
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DBP were also higher in pre-diabetics and diabetics. No pre-diabetic patient had
increased albuminuria. Although diabetic patients presented a lower eGFR, this

difference did not reach statistical significance compared to the other groups.

Gene expression of podocyte-associated proteins in urine in pre-diabetic and diabetic

patients and controls

The urinary levels of mRNA of all genes studied were significantly higher in
diabetic compared to pre-diabetic patients and controls (Figure 1). There were no
differences in gene expressions between patients with diabetes type 1 or type 2 (data not

shown).

Table 2 shows gene expressions by level of albuminuria (NO, MI, or MA) in
diabetic patients compared to pre-diabetic patients and controls. Expression levels of
nephrin mRNA were significantly increased in diabetic patients with MA compared to
controls, pre-diabetic, and diabetic patients with NO. Despite the higher nephrin mRNA
levels in diabetics with MA compared to all other groups, no statistical difference was
found with those with MI (Figure 2). Regarding expression levels of podocalyxin
MRNA, diabetic patients at any level of albuminuria showed increased expression
compared to controls; and the same was seen in diabetic patients with NO and Ml
compared to pre-diabetic patients. TRPC6 expression were higher in diabetic patients
with MA compared to pre-diabetics and controls, and was also higher in those with NO
compared to controls. The urinary mRNA of alpha-actinin-4 were higher in diabetic
patients with MI compared to pre-diabetics as well as in diabetics with NO compared to
pre-diabetics and controls. The mMRNA expression levels of podocin, synaptopodin and

TGF-B, did not differ among all five groups studied.
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Correlation between gene expression of podocyte-associated proteins and albuminuria

and glycemic control

Table 3 shows the Spearman’s correlation coefficients of genes and albuminuria and
glycemic control. Nephrin, podocalyxin, and TRPC6 were significantly correlated with
albuminuria. There was a weaker though significant correlation of albuminuria with
podocin and alpha actinin-4 genes. Gene expression was positively and significantly
correlated with glycemic control as well. However, no correlation was found of

albuminuria and glycemic control with synaptopodin and TGF-f; genes.

Effect of clinical variables and gene expression on albuminuria

The univariate analysis of the effect of age, gender, diabetes mellitus, renal function,
and mRNA levels on the outcome (albuminuria >30 mg/g creatinine) showed that the
presence of diabetes and nephrin, TRPC6 and podocin genes increased significantly the
risk of albuminuria. However, in the multivariate regression analysis adjusted for age,
gender, diabetes and level of renal function, only urinary nephrin mRNA increased the
risk of pathological albuminuria: for every one-unit increase in log10 of nephrin mMRNA

the risk of albuminuria increased by 20% (Table 4).

ROC curves for diagnosis of pathological albuminuria

The diagnostic performance and accuracy parameters of podocyte-associated proteins
for diagnosis of pathological alouminuria were determined by the ROC curve as shown
in Figure 3. Greater areas under the curve and accuracy were found for nephrin,

podocalyxin, TRPC6, and alpha actinin-4 genes than for the other genes. The sensitivity
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of the genes for diagnosis of pathological albuminuria was greater than 80% and
specificity ranged between 60% and 70%. The positive predictive value ranged between

63% and 80%, and the negative predictive value ranged between 54% and 79%.

Values greater than the cutoffs determined by the ROC curve were used to define high
or low expression of nephrin, podocalyxin, TRPC6, and alpha actinin-4 in urine (Figure
3). Only the nephrin gene was able to discriminate increasing levels of albuminuria in
diabetic patients, and nephrinuria (high expression) was found in 53%, 71% and 90% of
patients with NO, MI, and MA, respectively (p=0.023). This difference was not

statistically significant for all other genes analyzed.

Discussion

The role of podocytes in the pathogenesis of DN has been extensively investigated.
Reduction in glomerular podocyte number and density has been observed at early stages
of DN, predicting progression of albuminuria and correlating with poor control of DM
(7,15-17). Podocyte detachment from the GBM results in podocytopenia and podocyte
excretion in urine as viable or apoptotic cells, which have been demonstrated in DN
(10,16-19) and in non-diabetic glomerulopathies (18,20). Sustained hyperglycemia and
protein glycation, and hemodynamic factors such as intracapillary hypertension and
angiotensin Il action activate intracellular signaling pathways that damage the
architecture of podocyte cytoskeleton and the glomerular slit diaphragm, leading to
podocyte detachtment and podocyturia (2,4,21,22). Denuded areas in GBM form
synechiae with Bowman’s capsule, that is probably the initial step to development of

progressive glomerulosclerosis and decline in renal function (3,5,6).
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Increased gene transcription of podocyte-associated molecules in urinary cells can be a
direct evidence of detachted podocytes or their fragments as a result of glomerular
injury. Anti-podocalyxin antibodies has been used to phenotype podocytes in urine, but
this method is time-consuming and requires immunocytologic analysis (8,10).
Messenger RNA of nephrin, podocalyxin, alpha actinin-4 and of other podocyte-
specific molecules in urine correlates with podocyte injury and albuminuria, and has
been shown to be a valuable non-invasive tool for assessing disease activity and

progression of DN (13,18,23-26).

Clinical studies in diabetic patients showed reduced intra-renal expression and
increased urinary excretion of nephrin and alpha-actinin-4 evidencing loss of
cytoskeletal integrity (10,24-26). In addition to nephrin, other proteins can also be
suppressed in the renal tissue and/or be increased in urine of those patients including
podocin, podocalyxin, synaptopodin, alpha-actinin-4 (10,13,18,24,26), and Wilms’

tumor protein (WT-1), a phenotypic marker of mature podocytes (24).

TRPC6 located at the luminal membrane regulates intracellular calcium concentration,
and its induction disregulates the actin cytoskeleton resulting in proteinuria in acquired
kidney disease (27). Graham et al (28) demonstrated in experimental diabetes that
hyperglycemia, reactive oxygen species, and protein kinase C suppress the expression
of TRPC6 in the glomerulus in diabetic rats. However, there are no clinical data
evaluating the urinary excretion of TRPC6 in patients with incipient or clinical DN.
Additionally, pro-fibrotic growth factors also play a role in podocyte damage;
suppression of TGF-B; has pro-differentiation effects and its induction activates pro-

apoptotic signaling pathways and podocyte apoptosis (29).
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Some studies with diabetic patients (either type 1 or type 2) have investigated
whether damaged podocytes correlate with the stage of DN and severity of albuminuria
(10,13,26,30,31). We studied the expression of podocyte-associated molecules in urine
and found a significantly higher gene transcription in diabetics compared with pre-
diabetics and controls, but individual analyses by stage of DN showed non-uniform
gene expression patterns. Most important, normoalbuminuric diabetic patients already
showed high mRNA levels of nephrin, TRPC6 and alpha actinin-4 compared to healthy
individuals and pre diabetics, suggesting that podocyte damage may occur early in
diabetes as reported by other authors (13,26,31). However, a longitudinal study is

needed to determine if early podocyturia can predict subsequent diabetic renal disease.

Despite gene expression being always higher in diabetic patients compared to controls
or pre diabetic individuals, messenger RNA of podocalyxin, TRPC6 and alpha-actinin-4
did not correlated directly with increasing rates of albuminuria. It is possible that
podocyte damage and GBM denudation in DN to be morphologically not uniform,
depending on how severe and extensive is the podocyte effacement along the GBM,
even in early stages of DN. Lemley et al (32) reported that macroalbuminuric patients
with DM type 2 had increased filtration of high-molecular-weight dextrans through
enlarged pores which act as molecular shunts, but in patients with lower levels of

albuminuria the shunt size did not differ from controls.

One important finding of our study was that nephrin had the highest correlation with
albuminuria and stage of DN, and was the only gene to predict pathological alouminuria
in the multivariate analysis. Nephrin is a major component of the slit diaphragm and a
podocyte-specific protein, and a well-known early marker of podocyte injury in diabetes

(15,25,31). Experimentally, immortalized podocytes from diabetic patients with
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different mutations do not express nephrin rendering podocytes unresponsive or less
responsive to insulin. Nephrin facilitates the fusion of GLUT-1 and GLUT-4 (glucose
transporters)-rich vesicles in the podocyte cell membrane making it insulin-sensitive,
and its suppression may be associated with albuminuria and progression of DN (33,34).
We do not know if nephrinuria correlates with decreased glomerular podocyte number
or podocyte effacement, but it certainly does with albuminuria. Jim et al (26) found
nephrinuria as a sensitive biomarker of pre-clinical DN, as 54% of the

normoalbuminuric diabetic patients had a high expression of urinary nephrin.

The cytoskeleton protein alpha-actinin-4 had a more pronounced excretion in diabetic
patients with normo and microalbuminuria, and correlated with poor glycemic control.
Wang et al. (24) also described increased expression of alpha-actinin-4 in urine of
patients with DN. Kimura et al. (36) found direct correlation of suppression of alpha-
actinin-4 transcripts with mesangial expansion in biopsies of patients with DN.
However, synaptopodin and podocin had similar expression in diabetics and controls
contrasting to other studies that measured either the mRNA in urine (13) or the protein
in kidney biopsies by immunohistochemistry (26). Accordingly, Wang et al. (35) did
not find either any correlation between the expression of glomerular and urinary
podocin and synaptopodin, and Szeto et al. (18) reported a marginal correlation of
synaptopodin with proteinuria and decline in glomerular filtration rate. Other studies
reported suppression of nephrin rather than podocin in DN (15,25). These conflicting
data may be attributed to the inclusion of patients at different stages of DN and to
variable cut off points of high/low gene expression set by molecular analysis or other

methods.
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No clinical studies evaluated so far the urinary expression of TRPC6 of diabetic
patients. The present study showed that TRPC6 mRNA was higher in the diabetics than
in controls, and correlated with higher alouminuria and HbAlc. These findings suggest
that TRPC6 can disrupt and dissociate from the luminal membrane, and could be
another biomarker of renal podocyte dysfunction in DN, as demonstrated in
experimental models (28). Longitudinal studies are needed to assess accuracy of TRPC6
in pre-clinical stages of DN to predict progression of nephropathy to clinical proteinuria

and renal failure.

All genes (except synaptopodin and TGF-B;) correlated positively with the levels of
HbA1c parallel to albuminuria, a finding that seems logical as it reflects uncontrolled
diabetes mellitus. However, there was no correlation with eGFR. In contrast, Wang et al
(24) measured synaptopodin urinary mRNA and reported an inverse correlation with
eGFR. Jim et al (26) negatively correlated eGFR with glomerular downregulation of
nephrin, podocin and synaptopodin. This discrepancy may be occurred because our
study included diabetic patients with less compromised renal function (mean eGFR = 85
mL/min/1.73 m2) compared to that of Jim (mean eGFR = 13.3 mL/min/1.73 m?) or
Wang (53.2 mL/min/1.73 m?2). Perhaps they included patients with more advanced
stages of DN when podocyte disruption is more pronounced and its relation to renal

function becomes evident.

TGF-p; is a marker of fibrosis and chronic intra-renal damage in DN (37). Wahab et
al (38) reported that glomerular expression of TGF-; mRNA and protein in podocytes
increased with the stage of DN; i.e., TGF-B; expression was lower at an early stage of
DN and more pronounced in clinical nephropathy, suggesting that TGF-f; induces pro-

fibrotic responses that leads to glomerulosclerosis. Earlier studies found a correlation of
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increased urinary excretion of TGF-B;, measured by enzyme immunoassay, with
increasing levels of albuminuria in patients with type 1 DM (39). Overall, we found that
TGF-B1 mRNA expression was significantly higher in diabetics than in pre-diabetics or
controls. The analysis of each stage of DN showed higher TGF-; mMRNA expression in
patients with macroalbuminuria, but the difference was not statistically significant
compared to the other groups. Sample size and patients with a less advanced DN may
have influenced the lack of significance. Further studies evaluating progressive stages of
DN are needed to evaluate the correlation of TGF-B; with increasing rates of

albuminuria.

So far no clinical study evaluated if podocyturia could represent an early marker of
glomerular epithelial cell injury in the pre diabetic state. We found that podocyte-
associated molecules in pre-diabetic patients and controls were similarly expressed.
Despite the fact that pre diabetic individuals were more obese, blood pressure, blood
glucose and HblAc levels did not differ from controls. Perhaps glucose intolerance
could not induce major podocyte damage as it occurs in established diabetes, but the

small sample size prevents a reliable interpretation of these data.

Some important limitations need to be considered. First, the study used a cross-
sectional design, a relatively small sample size, and molecular analysis of the urine
sediment only. However, renal biopsies were not usually performed in diabetic patients
with a typical clinical presentation, and the use of biopsies from patients suspicious of
having other glomerulopathies can potentially confound the results. It is also
noteworthy the effect of angiotensin inhibitors, which was not controlled for in this
study. These drugs can reduce either proteinuria and podocyturia, as described in DN

(40) and other nephropathies (41), and may have attenuated podocyte injury and urinary
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podocyte excretion, thus reducing the differences between diabetics and healthy

individuals.

In conclusion, the expression of podocyte-associated proteins in urine was
significantly higher in diabetic than non-diabetic individuals, but no direct correlation of
gene expression and increasing albuminuria levels was evidenced except for nephrin.
Nephrinuria discriminated the different stages of DN and was a predictor of
pathological albuminuria. This preliminary study did not identify increased expression

of podocyte-associated proteins in pre-diabetic individuals.
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Table 1: Demographic and clinical data of controls, pre-diabetic and diabetic patients

Controls Pre- Diabetics
p-value
diabetics

(n=15) (n=19) (n=67)
Age (years) 40 +11° 61 £12° 53 +13° <0.001
Gender (female) 8 (53%) 15 (79%) 42 (63%) 0.267
Ethnicity (white) 86.7% 94.7% 73.1% 0.091
BMI (kg/m2) 251+24° 316%7.7° 28.9+6.5 0.016
SBP (mm Hg) 116 + 9f 128 +13 137 + 189 <0.001
DBP (mm Hg) 727" 77 10 80 = 8' 0.006
Serum creatinine (mg/dL) 0.86 +£0.20' 0.77 +0.10% 1.55+1.19' 0.011
eGFR (mL/min/1.73m?  98.8%231 957+218 84.9 +39.0 0.117
Blood glucose (mg/dL) 90 + 11" 105+ 11" 162 + 60° <0.001
Hb1Ac (%) 5.14+0.62" 581+055° 870+193  <0.001
Albuminuria (mg/g 3.2(15 9.6 (3.7 375.0 (12.0-
creatinine) 6.6)° 6.6)" 1340.5)" <0.001

BMI = body mass index; SBP = systolic blood pressure; DBP = diastolic blood

pressure; eGFR = estimated glomerular filtration rate; Hb1Ac = glycated hemoglobin;

Age: p<0.001: b>a ; p=0.001: c>a ; BMI: p=0.012: e>d ; SBP: p<0.001: g>f ;DBP:

p=0.004: i>h; creatinine: p=0.027: 1>k ; p=0.039: I>j ; Blood glucose: p<0.001: o>n.m

; Hb1Ac: p<0.001: r>q,p; albuminuria: p<0.001: u>t,s
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Table 2: Medians and 25"-75" percentiles (P25-P75) of logl0 mRNA of podocyte-

associated proteins in urine by stage of diabetic nephropathy, and in pre-diabetic

patients and controls

Diabetic
Log 10 _ Pre Diabetic
MRNA Urinary Healthy (n=15) (n=19) Normoalbuminuria Microalbuminuria Macroalbuminuria . . -
(n=34) (n=15) (n=19) P

Nephrin 2.03 (1.49 - 2.67)* 2.03 (1.20 - 2.93)> 2.85 (2.14 - 3.63)° 3.35(2.14 - 5.48)° 4.21 (3.16 - 4.95)° <0.001
Podocin 157 (1.32-2.33) 2.22(1.83-3.25) 267 (2.12-4.00) 254 (1.72-3.99) 2.33(1.64-3.62) 0.150

Podocalyxin ~ 1.68 (1.18 - 2.53)" 2.10 (1.41-2.83)° 3.04 (2.35-3.76)" 3.51(2.79-5.13)' 2.89 (2.69 - 3.42)' <0.001
Synaptopodin  1.72 (1.30 - 2.60) 1.86 (1.22-2.29) 2.93 (1.88-3.12) 2.61(1.13-3.33) 1.62(1.02-4.30) 0.112

TRPC6 1.97 (1.21-2.83)* 1.69 (0.97 - 2.53)' 3.06 (1.96 - 3.83)™ 2.40 (1.89 -4.17) 3.06 (2.25-4.29)" 0.001

Alpha actinin-4 1.94 (1.24 -3.11)° 2.44 (1.74 - 2.67)° 3.26 (2.48 - 4.23)" 3.54 (2.45-4.75)" 2.70 (2.38 - 4.08) <0.001
TGFp1 2.21(0.78-2.96) 2.59 (1.98-3.30) 2.75(2.25-3.86) 2.31(1.40-4.18) 3.02(1.97-4.15) 0.241

Nephrin: P<0,001: e>a ; e>b ; P<0,03: d>b ; e>c ; P=0,048: d>a ; Podocalyxin:
P<0,001: i>f ; P<0,01: j>f; h>f ; i>g ; P=0,035=h>g ; TRPC6: P<0,02: n>l ; m>l| ;

P=0,049 = n>k ; Alpha actinin-4: P<0,01: g>p ; g>0 ; P=0,032 = r>p
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Table 3: Spearman’s correlation coefficients of gene expression of podocyte-associated

proteins with albuminuria and glycemic control

Albuminuria Hb1Ac
r p-value r p-value
Nephrin 0.628  <0.001 0.346 <0.001
Podocin 0.254 0.010 0.280 0.005
Synaptopodin 0.123  0.220 0.186 0.063
Podocalyxin 0.452 <0.001 0.441 <0.001
TRPC6 0.455 <0.001 0.318 0.001
Alpha actinin-4  0.210  0.036 0.301 0.002
TGFB; 0.104  0.301 0.074  0.465

r: correlation coefficient; Hb1Ac: glycated hemoglobin

Significance levels for all correlations of podocyte-associated proteins

with albuminuria and glycemic control were p<0.05, except for

podocalyxin and TGFp.
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Table 4: Poisson regression analysis of the effect of gene expression of podocyte-
associated proteins on the outcome (albuminuria >30 mg/g creatinine) adjusted for age,

gender, diabetes, and renal function

Exp(B) 959% CI p-value
Age 0.997 0.982-1.012 0.673
Gender 0.876 0.644-1.191 0.398
Diabetes 15.496 2.128-112.867 0.007
eGFR 0.994 0.989-0.999 0.190
MRNA of nephrin 1.206 1.086-1.1338 <0.001
Podocin 1.073 0.965-1.193 0.190
TRPC6 0.938 0.795-1.108 0.452

eGFR: estimated glomerular filtration rate
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Figure 2
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Figure 3
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PPV 80% 70% 76% 63%
NPV 68% 79% 61% 54%
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Legend to figures

Figure 1. Box-plots showing medians and 25™-75" percentiles (P25-P75) of urinary

podocyte-associated proteins mMRNA, log transformed and normalized (2*")

comparing controls, pre-diabetic, and diabetic patients.

Figure 2. Box-plots showing medians and 25"-75" percentiles (P25-P75) of urinary
nephrin mRNA, log transformed and normalized (2**“T), comparing controls, pre-
diabetic and diabetic patients (with normoalbuminuria, microalbuminuria, and

macroalbuminuria).

Nephrin: *p<0.05 (diabetic patients with macroalbuminuria vs. controls, pre-diabetic
and diabetic patients with nomoalbuminuria; diabetic patients with microalbuminuria

vs. pre-diabetic patients and controls)

Figure 3. Diagnostic performance of nephrin, podocalyxin, TRPC6, and alpha-actinin-4
for diagnosis of albuminuria >30 mg/g creatinine determined by the receiver operating
characteristic (ROC) curve with related accuracy parameters, expressed as percentages.
AUC: area under the curve; PPV: positive predictive value, NPV: negative predictive

value.
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Capitulo 7. Consideragdes Finais
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Neste estudo avaliamos a expressdo génica de moléculas associadas ao poddcito
em celulas do sedimento urindrio de pacientes diabéticos e com pré diabetes. Os
achados deste trabalho mostram que a expressio do RNAm de nefrina, podocina,
podocalixina, TRPC6 ¢ a-actnina 4, mas ndo de sinaptopodina e TGFp;, foi
significativamente mais elevada nos pacientes diabéticos em comparacdo aos nao
diabéticos. Quando a expressdo foi analisada individualmente nas diferentes fases da
nefropatia diabética (normo, micro e macroalbuminaria), a expressdo de nefrina teve um
aumento consistente nos pacientes micro e macroalbumindricos em relagdo aos
controles, pré diabéticos e normoalbuminuricos. A podocalixina, 0 TRPC6 e a alfa
actinina-4 estavam elevados nos diabéticos independente do grau de albumindria, e esse
aumento ndo foi proporcional a niveis crescentes de albuminuria. A expressdo de
podocina e sinaptopodina ndo diferiu dos controles. Os niveis de TGFB; nos diabéticos
também ndo diferiu dos individuos ndo diabéticos, talvez por aqueles apresentarem um

grau menos avancado de nefropatia.

O RNAm da nefrina, podocina, podocalixina, TRPC6 e alfa actinina-4 na urina
correlacionaram-se positivamente com a albuminuria. Também foi observada uma
correlacdo significativa, porém mais fraca, das moléculas associadas ao podocito com o

controle glicémico.

Este estudo apresenta limitacdes, como delineamento transversal, numero
relativamente pequeno de pacientes e analise molecular apenas urina, € ndo na urina e
no tecido simultaneamente. Outro aspecto a ser comentado € o efeito dos inibidores da
angiotensina, utilizados na maioria dos diabéticos micro e macroalbumindricos e nos

pré diabéticos, de reduzir a proteiniria em paralelo com a podocituria, como descrito na
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ND e em outras nefropatias, 0 que pode ter atenuado a lesdo do poddcito e sua excrecao

na urina, diminuindo as diferencas entre 0s grupos.

Em conclusdo, a expressdo de proteinas associadas ao poddcito na urina nestes
diabéticos foi significativamente maior que nos nao diabéticos, mas ndo houve
correlacdo direta dos genes com niveis crescentes de albumindria. O gene da nefrina foi
0 Unico que discriminou os diferentes estagios da ND, e foi preditivo de albumindria
patoldgica. Os genes da podocina, podocalixina, TRPC6 e alfa actinina-4 também se
correlacionaram com albumindria e controle glicémico. Neste estudo preliminar ndo se
identificou aumento da expressdo génica das proteinas do poddcito em individuos com

pré diabetes.
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8. Anexos
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PACIENTES)

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 com o objetivo de identificar alteracGes nos rins relacionadas a
sua doenca, o diabetes. O diabetes pode levar a perda de proteinas na urina, o que se
chama de albuminuria. O objetivo dessa pesquisa é aplicar um teste em uma amostra de
urina, para ajudar a entender como ocorre a perda de proteina na urina no diabetes. Os
procedimentos a que os (as) Sr. (as) serdo submetidos sdo uma coleta de urina e uma
coleta de sangue ( 5mL ). Este material sera analisado no Laboratério de Biologia

Molecular do Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Nenhum beneficio financeiro serd obtido na participacdo do presente estudo, tanto
para o Servico de Nefrologia quanto para o (a) Sr.(a), mas a sua ajuda serd& muito
importante para o entendimento do porque os diabéticos perdem proteina urina, pois

essa perda é um sinal de que o rim esta doente e pode passar a ndo funcionar bem.

Para seu esclarecimento a qualquer momento ou em caso de necessidade o Sr. (a)
podera entrar em contato com 0s membros da equipe de pesquisa do Servico de
Nefrologia pelos telefones 3395-8295, 3359-8121 ou ainda pelo telefone celular do Dr.
Francisco Veronese -99693920 ou do académico Jonathan Fraportti do Nascimento —
91874397. Ainda em caso de urgéncias com o plantdo do Servigo de Nefrologia do

HCPA pelo telefone 3395-8000.
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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 continuagdo de meu cuidado e tratamento;

e Do caréater confidencial das informagdes relacionadas com minha privacidade;

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

e De que néo terei despesas por participar do estudo.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador

ou responsavel legal

Data: / /
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (CONTROLES)

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 com o objetivo de identificar como ocorre a perda de proteina
na urina. O diabetes é uma doenca que afeta muitas pessoas, e que pode levar a perda de
proteinas na urina, o que se chama de albumindria. O objetivo dessa pesquisa é aplicar
um teste em uma amostra de urina, para ajudar a entender como ocorre a perda de
proteina na urina no diabetes. Entretanto, precisamos comparar a urina de pessoas
diabéticas com a urina de pessoas que nao tem nem diabetes e nem qualquer doenca de
rim que leve a perda de proteina pela urina, como o Sr.(a.), para ter um valor de

comparacao e saber o que é doenca e o que é normalidade.

O Unico procedimentos ao qual o(a) Sr. (a) sera submetido serd uma coleta de uma
amostra de urina em um frasco e uma coleta de sangue (5mL). Este material sera
analisado no Laboratério de Biologia Molecular do Servigco de Nefrologia do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre.

Nenhum beneficio financeiro sera obtido na participacdo do presente estudo, tanto
para o Servico de Nefrologia quanto para o (a) Sr.(a), mas a sua ajuda sera muito
importante para o entendimento do porque os diabéticos perdem proteina urina, pois

essa perda € um sinal de que o rim esta doente e pode passar a ndo funcionar bem.

Para seu esclarecimento a qualquer momento ou em caso de necessidade o Sr. (a)
poderd entrar em contato com os membros da equipe de pesquisa do Servico de

Nefrologia pelos telefones 3395-8295, 3359-8121 ou ainda pelo telefone celular do Dr.
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Francisco Veronese -99693920 ou do académico Jonathan Fraportti do Nascimento —
91874397. 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:

¢ 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 De que néo terei despesas por participar do estudo.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador

ou responsavel legal

Data: / /
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

IDENTIFICACAO

NOME: IDADE
Sexo: Masculino |:|
Feminino ETNIA 1=Afrodesc Prontuario:
endente
2=N&o- Solicitacao:
Afrodescen
dente
PESO: ALTUR IMC:
A
DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS
Diabetes Mellitus tipo:1( ) 2( ) Tempo de doenca (Anos):

Hipertensdo Arterial: () Sim  (
) Nao

MedicagBes em uso e doses:

PAS:

PAD:

Albumindria ( mg/g de creatinina):
l3coleta_ / /  RESULTADO:
22coleta_ / |/ ~ RESULTADO:
3coleta_ / /  RESULTADO:

Creatinina sérica ( mg/dl):

HbALC (%)

l3coleta__ / /  RESULTADO: lécoleta__/ /  RESULTADO:

22coleta / /| ~ RESULTADO: 28coleta _ / /  RESULTADO:

Jcoleta  / /|  RESULTADO: Jcoleta  / /|  RESULTADO:

Glicose: MDRD / CKD-EPI (filtracdo glomerular estimada
lacoleta / /|  RESULTADO: em ml/min/1,73 m?):

2¢coleta_ / /|  RESULTADO:

Jcoleta  / |/  RESULTADO:
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