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Resumo

Objetivos: A obesidade estd associada a lesGes glomerulares e injuria ao poddcito.
O objetivo deste estudo foi correlacionar diferentes graus de obesidade e
sobrepeso com a expressao dos RNAm associados ao podécito, e determinar a
relacdo entre podocitiria e parametros metabdlicos e inflamatorios nesta populagéo

de pacientes.

Material e Métodos: Foram estudados 83 pacientes com obesidade grau I, Il ou IlI
ou sobrepeso, e como controles 18 individuos saudaveis. A expressdo do RNA
mensageiro (RNAm) urinario da nefrina podocina, podocalixina, alfa actinina-4,
a3B1lintegrina, e dos fatores de crescimento derivado do endotélio (VEGF-A) e
transformador beta (TGF[;) foi quantificada pela reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (PCR-RT). O RNAm dos genes foi correlacionado com o indice de
massa corporal (IMC), parametros de sindrome metabdlica, albumindria e

inflamacéo.

Resultados: Vinte e um (20,8%) pacientes tinham sobrepeso, 12(11,9%) obesidade
grau I, 10(9,9%) obesidade grau Il e 40(39,6%) obesidade grau Ill. Obesos grau lll
tinham maiores niveis de lipidios, glicemia, HbA1C, resisténcia insulinica e proteina
C reativa (p<0,05), com critérios de sindrome metabolica em 33% dos casos
(p=0,003 vs. demais grupos). Albumindria acima de 30 mg/g creatinina foi
observada em 14%, 8%, 10% e 23% dos pacientes com sobrepeso, obesidade
grau I, Il e Il respectivamente (p=0,548). A expressdo de todos os RNAmM
associados ao poddcito variou com o IMC, sendo significativamente maior nos

obesos grau lll em relacdo aos controles e demais pacientes (p<0,05); pacientes
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com sobrepeso, obesidade grau | ou grau Il, quando comparados aos controles,
também tiveram maior expressdo do RNAm de alguns genes: nefrina (p=0,021),
alfa actinina-4 (p=0,014), a3pB1integrina (p=0,036) e TGFB.(p=0,005). Pacientes
hiperinsulinémicos e aqueles com nivel elevado de proteina C reativa, compativel

com inflamacao sistémica, também tiveram maior grau de podocituria.

Conclusdo: Pacientes com obesidade moérbida apresentaram maior grau de
podocitiria mesmo quando a albumindria era normal, sugerindo que a deteccdo
dos produtos do podécito na urina pode indicar injaria precoce as células epiteliais
glomerulares na obesidade grave. Hiperinsulinemia e inflamacgé&o sistémica também

se correlacionaram com maior grau de podocituria.

Palavras-chave: obesidade, lesdo glomerular, podécito, albumindria, sindrome

metabdlica, inflamacéo sistémica
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Abstract

Objective: Obesity is associated with glomerular lesions and podocyte injury. This
study aimed to correlate different degrees of obesity and overweight with
expression of podocyte-associated messenger RNA (mMRNA) and to search whether
a relationship exists between podocyturia and metabolic and inflammatory

parameters in this patient population.

Materials and Methods: The sample comprised 83 patients with overweight or class
[, Il, or lll obesity and 18 healthy controls. Expression of nephrin, podocin,
podocalyxin, alpha-actinin-4, integrin a3p1, vascular endothelial growth factor
(VEGF-A), and transforming growth factor-beta (TGFBi) mRNA in urine was
guantified by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). mRNA expression was
correlated with body mass index (BMI), markers of the metabolic syndrome,

albuminuria, and inflammation.

Results: Twenty-one patients (20.8%) were overweight, 12 (11.9%) had class |
obesity, 10 (9.9%) had class Il obesity, and 40 (39.6%) had class Ill obesity.
Patients with class Il obesity had higher serum lipid, plasma glucose, HbA1C,
insulin resistance, and C-reactive protein levels (p<0.05), with 33% of subjects in
this group meeting criteria for the metabolic syndrome (p=0.003 vs. other groups).
Albuminuria >30 mg/g creatinine was observed in 14%, 8%, 10%, and 23% of
patients with overweight, class 1, class Il, and class Il obesity respectively
(p=0.548). Expression of all podocyte-associated mRNAs varied with BMI. Patients
with class 1l obesity had significantly higher levels than controls and other patients

(p<0.05). Patients with overweight, class I, or class Il obesity, also had higher levels
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of some mMRNAs as compared with controls: nephrin (p=0.021), alpha-actinin-4
(p=0.014), integrin a3B1 (p=0.036), and e TGFpB: (p=0.005). Hyperinsulinemic
patients and those with C-reactive protein levels consistent with systemic

inflammation also exhibited a higher degree of podocyturia.

Conclusion: Patients with morbid obesity exhibited greater podocyturia even at
normal urinary albumin excretion rates, which suggests that detection of podocyte
products in urine may indicate early glomerular epithelial cell injury in severe
obesity. Hyperinsulinemia and systemic inflammation also correlated with a higher

degree of podocyturia.

Keywords: obesity, glomerular injury, podocyte, albuminuria, metabolic syndrome,

systemic inflammation
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1. Introducéo

A prevaléncia mundial da obesidade aumentou de forma acentuada de
aproximadamente 200 milhdes de adultos em 1995 para mais de 300 milhdes de
adultos no ano 2000. Atualmente, o nimero de adultos com excesso de peso ou
obesos em nivel mundial excede 1 bilhdo de individuos (1). A obesidade acarreta
uma sobrecarga metabdlica e inicia uma série de mecanismos de lesdo renal que
incluem um metabolismo lipidico anormal, o papel das citocinas pro-inflamatorias e

fatores hemodinamicos potenciais que ainda s&o subdimensionados (2,3).

Nas ultimas décadas, a epidemia de obesidade tem levado a um aumento
progressivo do nimero de pacientes obesos com critérios clinico-laboratoriais para
doenca glomerular, em que a obesidade esta etiopatogenicamente relacionada ao
desenvolvimento da glomerulopatia (4-6). As caracteristicas clinicas de individuos
obesos com alteracdes sistémicas e/ou renais aparentes tem sido agrupados no
termo Glomerulopatia Associada a Obesidade (Obesity Related Glomerulopathy,
ORG), que incluem inicialmente microalbumindria e na sequencia proteinuria
patolégica e perda lenta e progressiva de funcdo renal secundaria a
glomeruloesclerose segmentar e focal. O paciente evolui para um quadro de
doenca renal crbnica clinicamente manifestae algumas vezes necessidade de
terapia de substituicdoda fungéo renal (dialise ou transplante) (7-10).

Ao longo das duas ultimas décadas, a prevaléncia da doenca renal cronica
(DRC) teve um aumento superior a 100%, apesar da diminuicdo dos fatores de
risco cardiovascular tradicionais, comotabagismo, dislipidemia e hipertensao
arterial, conforme dados das coortes dos estudos NHANES |, Il e Ill (11). Diversos

estudos epidemiolégicos indicam uma associacao entre a obesidade e a DRC (12-
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17). A perda de funcdo renal, mensurada pela taxa de filtracdo glomerular
(TFG),est4 associada a perda das funcbes regulatorias, excretérias e enddcrinas
do rim. Quando a TFG atinge valores muito baixos, inferiores a 15 mL/min/1,73m?,
estabelece-se o que denominamos faléncia funcional renal (FFR) ou doenca renal
cronica terminal (DRCT), ou seja, 0 estagio mais avancado do continuum de perda
funcional progressiva observado na DRC (16).

N&o existem estudos no Brasil que avaliaram a associacdo de obesidade e
dano glomerular. Como em nosso pais a prevaléncia de obesidade e de doenca
renal cronica séo crescentes, a determinacao precoce de glomerulopatia associada
a obesidade na incidéncia de novos casos de DRC deve ter um impacto clinico

relevante (17).
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2. Revisao da literatura

2.1. Obesidade

A obesidade € uma doenca cronica caracterizada pelo acimulo excessivo de
tecido adiposo no organismo. Sua prevaléncia aumentou acentuadamente nas
Ultimas décadas, principalmente nos paises em desenvolvimento. Sua causa €
multifatorial e depende da interacdo de fatores genéticos, metabdlicos, sociais,

comportamentais e culturais (18,19).

A obesidade tornou-se um problema de saude publicano mundo. Cerca de
1,6 bilhdo de adultos com idade superior a 15 anosséo considerados portadores de
sobrepeso, definido por indice de massa corporal (IMC) entre 25 e 29,9 kg/m2 e
400 milhdes séo obesos (IMC = 30 kg/m2). Em 2015, espera-se que 2,3 bilhdes de
pessoas em todo o mundo estardo com sobrepeso e 700 milhdes serdo obesos

(19).

A prevaléncia de obesidade nos Estados Unidos é alta, superior a 30% para
ambos 0s sexos e em quase todos 0s grupos etarios e étnicos (19). Esta
proporgdo continua a aumentar gradualmente. Uma analise do Centro de Controle
e Prevencédo de Doencgas americano (CDC) mostra que houve um aumento de
1,1% na prevaléncia entre 2007 e 2009, o que corresponderia a aproximadamente
outros 2,4 milhdes de individuos obesos. Este dado conduz a uma projecao para
2050 de que quase toda a populacao dos Estados Unidos estara sendo classificada

comotendo sobrepeso (IMC> 25 kg/m2) ou obesidade (IMC = 30 kg/m2) (20).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica a obesidade com base no
indice de massa corporal (IMC) definido pelo calculo do peso corporal, em
quilogramas, dividido pelo quadrado da altura, em metros quadrados (IMC=kg/m?),
e também pelo risco de mortalidade associada. A obesidade é caracterizada
quando o IMC encontra-se acima de 30 kg/m® A OMS define a gravidade da
obesidade em grau | (leve) quando o IMC situa-se entre 30 e 34,9 kg/m? em
obesidade grau Il (moderada) quando o IMC esta entre 35 e 39,9 kg/m? e em
obesidade grau Ill (mérbida) quando o IMC ultrapassa 40 kg/m?(18). O aumento no
namero de obesos na populacdo mundial tem grandes implicacdes para 0s custos
de saude. Servigos de saude publicos e privados nos Estados Unidos, em conjunto,
gastam cerca de 147 bilhdes de dolares por ano com as doencas relacionadas a

obesidade (21).

O peso médio dos brasileiros também tém aumentado nos ultimos
anos,conforme dados da Pesquisa de Or¢camento Familiar (POF) do periodo 2008-
2009, que foi realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
em parceria com o Ministério da Saude (22). O peso elevado era considerado
problema somente em paises desenvolvidos, no entanto, o sobrepeso e a
obesidade estdo em draméatica ascensdo nos paises em desenvolvimento. Em
2005, a OMS informou que 53,5 e 47,4% da populacdo feminina e masculina
brasileira encontrava-se com sobrepeso e 18,3 e 8,7% apresentavam obesidade,
respectivamente. A projecao para 2015 € que esse indice eleve-se para 73,6 e

67,2% de sobrepeso e 39,7 e 21,6% de obesidade, respectivamente (18).
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2.2. Glomerulopatia relacionada a obesidade

A obesidade é um fator de risco modificavel que esta associado a diversas
condigbes metabdlicas, incluindo hiperinsulinismo, hiperglicemia, intolerancia a
glicose, diabete melito tipo 2, dislipidemia, hipertensédo arterial e doenca arterial
coronariana, fatores potencialmente relacionados ao desenvolvimento de leséao

renal e glomerular (23,24).

A prevaléncia na populacdo de obesos da Obesity Related Glomerulopathy
(ORG), termo que sera utilizado nesta revisdo, ainda é indefinida. A incidéncia de
ORG em um estudo do grupo da Columbia, New York (3) mostrou um aumento de
0,2% (periodo 1990-1995) para 2% (periodo 1996-2000). Em outro estudo que
incluiu 95 pacientes com obesidade severa (IMC =35 kg/m?) e filtracdo glomerular
acima de 90 ml/min/1,73 m? a prevaléncia de microalbumindria foi de 41% e de
macroalbumindria 4% (25). A andlise histopatolégica através da bidpsia renal
destes pacientes foi compativel com Glomeruloesclerose Segmentar e Focal
(GESF) em 5,3% dos casos; em 73% deles havia hipertrofia podocitaria e
proliferacdo e aumento de matriz mesangial, e 38% apresentava aumento do
volume glomerular caracterizando glomerulomegalia. Valensi et al (26) relataram
uma prevaléncia de 12% de microalbumindria em pacientes obesos nao portadores

de Diabete Melito.

2.2.1 Alteragdes estruturais do rim na ORG
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Vérias alteragBes estruturais sdo observadas em biopsias de pacientes
obesos com glomerulopatia. Na microscopia Optica (MO), glomeruloesclerose
segmentar e focal (GESF) principalmente peri-hilar, e glomerulomegalia sdo as
lesbes mais comuns. Outras lesdes descritas sdo aumento da matriz e da
celularidade mesangial, hialinose, hipertrofia podocitaria e espessamento focal da
membrana basal glomerular (MBG). Em comparacdo com casos de GESF priméria
(n&o ORG), verifica-se menor grau de glomeruloesclerose, fibrose intersticial e
arterioesclerose na ORG (3). Na imunofluorescéncia (IF) os achados séao
inconstantes e inespecificos, com predominancia de depdsitos de IgM e C3, de
forma granular nas areas de glomeruloesclerose. Na microscopia eletrénica (ME)
observam-se podécitos hipertrofiados com edema e vacuoliza¢do do citoplasma; a
fus@o podocitaria é discreta e focal, e ocorre degeneracdo dos microvilos. Existem
retracdo e degeneracdo do corpo celular do poddcito, focalmente separado da
MBG, e posteriormente descolamento da MBG com formagéao de uma capa de neo-
membrana. Nao se observam depdsitos eletro-densos (27). As irregularidades da
MBG sédo segmentares, diferentes da GESF primaria onde sao difusas, sugerindo
mecanismos etiopatogénicos diferentes na ORG. A camada endotelial perde as
fenestras, existe edema e descolamento da MBG com expansdo das areas
subendoteliais (3,5,27). Em pacientes com obesidade morbida grave (IMC meédio
de 53), Serra et al (24) descreveram lesbes semelhantes as anteriormente
descritas na MO, IF e ME, mas a porcentagem de glomeruloesclerose segmentar e

focal ou esclerose glomerular global ndo diferiu dos casos de GESF primaria.

Um estudo avaliou a influéncia da obesidade nas alteracdes estruturais do

rim em obesos com outras glomerulopatias, como nefropatia por IgA,
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nefroesclerose benigna e doenca de membrana fina, comparando com obesos sem
glomerulopatia e controles ndo obesos (27). Nos pacientes com obesidade
moderada ou severa foi observado um maior indice de lesdes de
glomeruloesclerose focal e/ou global, glomerulomegalia e espessamento da MBG,
0 que n&o ocorreu nos controles ou em pacientes com obesidade leve. Em geral, a
obesidade mais grave foi significativamente associada com estas alteracdes

histolégicas, independente do tipo de glomerulopatia.

2.2.2 Fisiopatologia da ORG

Uma forte correlacdo entre IMC e glomerulomegalia tem sido descrita,
sugerindo uma resposta mal-adaptativa da hemodinamica renal a obesidade
(5,9,26). O aumento do volume glomerular é usualmente consequéncia de uma
hiperfiltracdo glomerular e pode estar associado com expansdo e estresse
mecanico (shear stress) sobre as alcas capilares (5,9). Esta tensdo altera a
morfologia do poddcito, provocando estiramento, edema e alargamento dos
pedicelos e reorganizacédo do citoesqueleto, na tentativa de cobrir uma area maior
dos capilares glomerulares. Em um limiar critico de estresse mecanico, ocorre
descolamento do poddcito, podocituria e adesdo da MBG desnuda a capsula de

Bowman, levando a formacédo de sinéquias e lesdo de esclerose glomerular

(9,26,28).

Os mediadores desse estresse mecanico sdo multiplos, incluindo
substancias vasoativas e fatores de crescimento, como angiotensina Il, TGF-B e

espécies ativas de oxigénio que inibem a expressdo de nefrina, ZO-1, a3p1
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integrina e VEGF-1, e estimulam a apoptose, a hipertrofia e o descolamento dos

poddcitos que sdo excretados na urina (5,28-30).

Existem evidéncias que a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia
estimulam a expressdo de TGF[, e também estimulam a atividade do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, promovendo apoptose dos podécitos (13,
14,28,30,31,32). A resisténcia a insulina ocorre na obesidade devido a deficiéncia
de receptores de insulina e de adiponectina e niveis elevados de leptina sérica. A
ocupacdo dos receptores por produtos da glicosilagdo avancada nos poddcitos
inibe a producdo de energia na mitocondria na célula epitelial, promove dano
endotelial e inflamacao (33). Adicionalmente, o tecido adiposo produz citocinas pro-
inflamatérias, como fator de necrose tumoral, interleucina-1 e interleucina-6, as
quais induzem injaria oxidativa no podécito e inibem a transcricdo dos genes de
proteinas do diafragma em fenda, como a nefrina (28,34). Um mecanismo
recentemente descrito por Sharma et al (35) na ORG ¢é a sinalizacédo deficiente da
adiponectina para os podocitos Os poddcitos expressam o receptor AdipoR1, e
neste estudo experimental com camundongos a falta da ligacdo da adiponectina a
esses receptores promoveu estresse oxidativo via estimulo da Nox4 (NADPH
oxidase 4). O tratamento com adiponectina exdégena normalizou a proteinaria
nesses animais, sugerindo que a adiponectina exerce efeitos protetores sobre os

podacitos, restaurando a funcéo destas ceélulas.

2.2.3 Apresentacao clinica da ORG
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Clinicamente, a ORG manifesta-se inicialmente por albuminuria ou
proteiniria em nivel subnefrético ou nefrético, mas mesmo com proteindria
nefrética (> 3 g/24 h) raramente ocorre hipoalbuminemia, edema e hiperlipidemia,
ou seja, é incomum a ORG se apresentar com sindrome nefrotica. Essa
apresentacdo clinica é semelhante a outras formas de GESF secundaria, como
nefropatia do refluxo e reducdo da massa renal. Na fase inicial, a filtracdo
glomerular é normal, mas apds o desenvolvimento de albumindria pode ocorrer
perda lenta e progressiva da funcéo renal e DRC (3,5,36,37). Os fatores clinicos de
risco associados ao desenvolvimento de ORG séo principalmente a idade (quinta
década), peso corporal, IMC e resisténcia & insulina, mas IMC >30 kg/m? é o fator
que se mantém independentemente associado & ORG em analise multivariada

(24).

Em um estudo com diabéticos albuminuricos, Zheng et al (38) observaram
uma excrec¢do urindria significativamente maior de podocina, podocalixina, alfa-
actinina 4, sinaptopodina e CD2-AP em correlacdo positiva com maior nivel de
albumindria e creatinina sérica. Do ponto de vista fisiopatolégico, € possivel
estabelecer a hipotese de que essas alteragbes também ocorram na ORG, na qual
sabidamente ocorre injuria ao podocito, manifestando-se pela reducdo da
expressdo dos RNAm associados dos dominios subcelulares do poddcito no tecido

renal e aumento de sua excrecao nas células do sedimento urinario.

2.2.4. Tratamento da GESF associada a obesidade
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O prognéstico da ORG € melhor do que o da GESF priméria, mas em
longo prazo permanece uma doenga de mau prognostico pelo potencial de
evolucao para DRCT (23). O principal alvo do tratamento € a redugdo da injuria ao
poddcito e da proteinuria, com medidas que incluem perda de peso e controle da
hipertenséo arterial sistémica e intra-glomerular, utilizando-se bloqueadores da

enzima conversora da angiotensina ou inibidores do receptor da angiotensina (39).

Outras estratégias de terapéuticas incluem reducdo da insulina circulante e

de fatores de crescimento, e também o controle glicémico (40).

2.3. Componentes do filtro glomerular

O filtro glomerular tem uma seletividade para macromoléculas baseada em
carga elétrica e tamanho molecular. Proteinas de alto peso molecular sdo excluidas
do filtrado glomerular, e proteinas pequenas sao parcialmente filtradas, podendo
ser reabsorvidas no tubulo proximal. A ultrafiltracdo glomerular ocorre através de
trés camadas, o endotélio fenestrado (fenestras de 50-100 nm), a membrana basal
glomerular (MBG, com espessura de 300 nm) e as ceélulas epiteliais ou

poddcitos,interligadospelo diafragma em fenda (40 nm) adjacente a MBG (12).

Os podocitos sao células epiteliais altamente diferenciadas e
especializadas, sem capacidade proliferativa, e que tem prolongamentos primarios
e secundarios, denominados pedicelos, os quais cobrem a superficie externa da
membrana basal glomerular. Embriologicamente derivam das células

mesenquimais, e o corpo celular do poddécito maduro situa-se no espaco urinario no
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lado luminal, e seus pedicelos (processos podocitarios) estdo situados no lado
oposto estdo ancorados a MBG por agPiintegrinas e o f-distroglicanos. Os
pedicelos estdo conectados entre si através de uma estrutura especializada de
juncdo célula-célula, denominada diafragma em fenda. O diafragma em fenda
situa-se entre dois poddcitos adjacentes, e atualmente considera-se ser um
segmento importante para barreira de filtracdo de proteinas (13,14). O endotélio
fenestrado parece ser muito grande para impor perme-seletividade a
macromoléculas, mas em que proporcdo a camada endotelial, a MBG e os

podadcitos contribuem para o processo de filtracdo ainda nédo € claro (12-15).

2.3.1 Estrutura molecular do poddécito

Os poddcitos sdo células polarizadas, carregadas negativamente, e sua
forma peculiar e dinamicamente modificavel deve-se ao citoesqueleto rico em
microfilamentos de F-actina e miosina. O citoesqueleto é constituido por trés
elementos ultraestruturais: microfilamentos (7-9 nm), filamentos intermediarios (10
nm) e microtdbulos (24 nm). Diversas proteinas mantém a arquitetura podocitaria
através de ligacbes com a actina, como a sinaptopodina, que conecta-se com a
membrana luminal, e a alfa actinina-4, préxima a membrana basal. A alfa actinina-4

atua na regulacdo da morfologia e da motilidade do poddcito, e também na cascata

de sinalizacao intracelular (16).

Kerjaschki (17) caracterizou os dominios do poddécito com base na

anatomia molecular de cada segmento, conforme ilustrado no figura 1.
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Os espacos entre 0s processos podocitarios sado poros de filtracao
altamente organizados, medindo entre 25 a 60 nm, onde o diafragma em fenda
serve de “ponte” entre dois poddcitos. Esse diafragma tem 6 nm de espessura e
localiza-se 60 nm acima da membrana basal glomerular. Na ultraestrutura, descrita
inicialmente por Karnovsky (41), observa-se séries de retangulos que medem 4x14
nm de area que configuram uma estrutura tipo “ziper’, que anatomicamente
constituiria uma barreira de tamanho a macromoléculas na funcao de filtro do

glomérulo.

A estrutura molecular do diafragma em fenda inclui um nimero crescente
de proteinas, que estdo organizadas em microdominios funcionais dentro de um
componente lipidico e se prendem ao citoesqueleto através de interacbes com
outras proteinas como a CD2 (CD2AP), um ligante da molécula de adesdo CD2
(13-15). A seguir sdo caracterizadas as proteinas mais importantes da célula

podocitéria.

1. Diafragma em fenda

a) Nefrina: descoberta inicialmente por Tryggvason (42), a nefrina é o
produto do gene NPHS1, uma molécula de adesdo da superfamilia das
imunoglobulinas. Contém um dominio extracelular longo com oito repeticdes tipo
imunoglobulina e um modulo de fibronectina tipo Ill, e um pequeno dominio
intracelular. A nefrina interage com a actina, através de proteinas adaptadoras
NcK, e com a proteina NEPH1, formando cis-oligdbmeros heterogéneos. Uma
mutacdo autossdmica recessiva da nefrina causa sindrome nefrética congénita tipo

Finlandés, com surgimento de proteinuria ainda intra-atero, que € histologicamente
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caracterizada por esclerose mesangial, perda progressiva de fungéo renal e

evolugéo para DRC terminal (42,43).

b) Podocina: o gene NPHS2 codifica a podocina, uma proteina de 42-kDa
da familia das estomatinas, de localizacao intracitoplasmatica que esta associada a
componente lipidico e apresenta forma de “grampo de cabelo”. A podocina interage
com a nefrina e com a CD2AP, facilitando a sinalizagdo da nefrina. A interacéo
entre nefrina e podocina resulta em uma estreita relagdo com filamentos de actina,
0 que deve ocasionar estabilizagdo estrutural do diafragma em fenda (44,45). A
mutacdo do gene NPHS2 esta presente em familias com glomeruloesclerose
segmentar e focal (GESF) hereditéria, expressando-se frequentemente na infancia,
mas também em adultos. Sua apresentacao fenotipica é sindrome nefrética cortico-

resistente com baixo risco de recorréncia em transplante renal (46,47).

2. Dominio de membrana apical

7z

A membrana apical do poddcito é carregada negativamente devida a
presenca de diversas sialoproteinas de superficie aniénicas, como a podocalixina,
podoplanina e podoendina. Essa carga negativa limita a passagem de albumina,
molécula carregada negativamente, e mantém a separacédo fisica dos poddcitos

adjacentes (30).

a) A podocalixina € a maior das sialoproteinas e é uma proteina
transmembrana (165-kDa) que pertence a familia das sialomucinas, e tem uma
importancia critica para a formacdo e preservacdo da arquitetura celular dos
podaocitos, impedindo a adesdo das ceélulas parietais da capsula de Bowman aos

podaocitos (48).
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b) O Transient Receptor Potential Cation Channel Member 6 (TRPC6) esta
localizado na membrana luminal do poddcito. Comunica-se com a alfa-actinina do
citoesqueleto sendo assim uma molécula sinalizadora, ao mesmo tempo que
mantem a arquitetura do poddcito e a integridade do filtro glomerular (49). Mdltiplas
injurias renais resultam na desregulacdo das fun¢des do TRPC6, induzindo
proteindria em glomerulopatias proteindricas adquiridas (50). Recentemente,
Nascimento et al (51) demonstraram em pacientes diabéticos e pré diabéticos
aumento da expressdo urinaria do RNAm de TRPC6 e de outras moléculas
especificas do podécito comparado a individuos saudaveis. Nos pacientes
diabéticos, a nefrinaria foi preditiva de albumindria patologica, e houve uma
correlagdo positiva e significativa entre o estagio da nefropatia diabética e a

nefrindria.

3) Dominio basal

Neste dominio ocorre o ancoramento do poddcito na MBG adjacente,
através de duas proteinas, aspi-integrinas e o p-distroglicanos. Essas proteinas
ligam-se a diversos componentes da membrana, como colageno |V, fibronectina,
laminina e endactina, e também a proteinas do corpo podocitario, como a alfa
actinina-4 e a sinaptopodina do citoesqueleto, permitindo que as alteracbes da
membrana basal repercutam na forma e no movimento do podocito (30).A
sinaptopodina interage diretamente com a alfa actinina-4 no citoesqueleto,
modulando a sua expressdo e promovendo o alongamento dos filamentos de

actina, assim modificando a forma do podocito e produzindo achatamento ou
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simplificacdo dessas células e protegendo a célula epitelial das variacbes da

pressao hidraulica transcapilar glomerular (52).

Podocalixina

Sinaptopodina

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

Barisoni e Mundel, referencias 13 e 16).

2.4. Fatores de crescimento e sua relacdo com a podocitopatia

2.4.1. Fator de crescimento vascular derivado do endotélio

O fator de crescimento vascular derivado do endotélio (VEGF) expressa-se

no glomérulo normal, no podécito e nas células endoteliais. O VEGF pertence a

7

superfamilia do fator derivado de plaquetas (PDGF), e € composta por cinco
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membros: VEGF (também chamado VEGF-A), PIGF (placental growth fator),
VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D. Essas proteinas ligam-se a receptores (VEGFR-1,
VEGFR-2 e VEGFR-3) de sinalizacéo intracelular. A sinalizacdo via VEGFR-2 é
considerada a mais angiogénica, e o0 VEGFR-1 é um regulador negativo da
angiogénese. O VEGF-B tem um potencial angiogénico muito limitado e esti

associado ao metabolismo dos lipidios(53).

O VEGF apresenta uma expresséao variavel no tecido renal em nefropatias
como na sindrome nefrotica idiopética: aumentada nas alteracdes glomerulares
minimas e reduzida na glomeruloesclerose segmentar e focal em relacdo a
controles normais; a sua reducdo confere uma pior evolucao clinica aos pacientes

com sindrome nefrética (54).

A administracdo de VEGF esta associada com estabilizacdo da funcao renal
em varios modelos de fibrose renal. Em sua forma endégena o VEGF é relacionado
a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de células endoteliais glomerulares.
Essa acao protetora se deve, principalmente, a preservacdo das estruturas dos

capilares glomerulares e peritubulares (55).

2.4.2 Fator de crescimento transformador beta

O fator de crescimento transformador beta (TGFB) estd supra-regulado na
doenca podocitaria progressiva, o que resulta do aumento da pressdo mecanica
das cadeias biomecanicas sobre o poddcito. O TGFB desencadeia diversos
mecanismos pro-fibréticos, entre os quais citam-se os depdsitos de proteinas na
matriz extra-celular e espessamento da MBG, inibicdo da degradacdo das

proteinas da matriz, apoptose do poddcito e a transicdo epitélio-mesénquima do
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poddcito, que em conjunto resultam no desenvolvimento de fibrose renal

progressiva (56).

2.5. Proteinuria e Glomeruloesclerose

A proteinuria é consequéncia da fusdo e achatamento das células epiteliais
podocitarias decorrente da disfuncdo de diversos segmentos do poddcito. A
desagregacdo ou mutacdo das proteinas do diafragma em fenda (nefrina,
podocina, CD2AP, Nephl) (57,58), da interacdo poddcito-MBG (intergrinas,
distroglicanos) (59), a reorganizagao do citoesqueleto (a actinina-4, sinaptopodina)
(60,61) e a perda das cargas negativas (podocalixina) (62) sdo mecanismos de

proteindria j& demonstrados em modelos experimentais e em estudos clinicos.

Apds uma injuria sobre o poddécito de qualquer natureza (hemodinamica,
imunoldgica, toxica, infecciosa ou isquémica), o poddcito maduro apresenta uma
capacidade limitada para se dividir e proliferar in situ. A deplecdo podocitaria ocorre
por trés mecanismos: a) necrose, apoptose ou perda de adesdo a MBG; b)
hipertrofia glomerular e podocitopenia relativa; c) mudanca fenotipica do poddcito,
gue torna-se incapaz de manter a sua estrutura e funcdo (65). Em modelos
experimentais a reposicdo da célula podocitaria poderia ocorrer, por migragdo
sanguinea de células tronco da medula 6éssea ou mesmo das células parietais da

capsula de Bowman ao tufo glomerular (30,63).

O mecanismo de glomeruloscleroseda forma segmentar e focal né&o

colapsante foi descrito por Kritz e cols (65). A deplecdo do nimero de poddcitos
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resulta em areas de desnudamento da MBG, e a presséo intracapilar elevada faz
com gue essas areas se desloquem em direcdo a capsula de Bowman, levando a
formacao de sinéquias entre as células parietais e as areas desnudas. O processo
de glomerulosclerose segmentar e ap0s esclerose global ai se inicia associado a
filtracdo de proteinas dentro do intersticio, contribuindo para a fibrose intersticial

gue acompanha esse processo, 0 qual culmina na DRC terminal.

2.6. Diagnéstico néo invasivo da podocituria

Antes de 1995 as proteinas do poddcito eram identificadas exclusivamente
no tecido renal obtido por biopsia, através de técnicas muito laboriosas como
imunofluorescencia, imunohistoquimica, TUNEL e hibridizag&o in situ, entre outras.
Entretanto, a bidpsia renal percutanea € um procedimento invasivo néo isento de
riscos. O reconhecimento do descolamento dos podécitos da MBG apés
estabelecida a lesdo podocitdria e seu “escoamento” na urina abriu novas
possibilidades de diagndstico ndo invasivo para a deteccdo de células podocitarias
no sedimento urinario, primeiro em modelos experimentais e depois em humanos.
Hara e cols. (66-69) detectaram poddcitos viaveis e seus produtos proteicos em
diversos tipos de glomerulonefrites. Lemley e cols. (70) correlacionaram podocituria
com atividade da nefropatia por IgA, e Patari e cols. (71) detectaram nefrina por
Western blot em urina de pacientes diabéticos. Yu e cols. (72), em estudo
experimental, sugeriram que a podocitiria ndo seria apenas um reflexo da
proteindria, mas um marcador ainda mais sensivel e especifico do que esta para

detectar atividade de doenca e dano glomerular.
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Posteriormente foi possivel quantificar o RNA mensageiro (RNAm) de
proteinas do podocito em células do sedimento urinario em modelos experimentais
(73) e em pacientes com glomerulopatias proteindricas (74). Nesse estudo, a
expressdo do RNAm da nefrina e podocina correlacionou-se com o declinio da
funcao renal. Em trabalho experimental recente, Sato e cols. (75) demonstraram a
utiidade clinica e a acurdcia da podocitiria seriada para diagnéstico e
monitorizagdo da progressdo da doenca glomerular. A podocitiria elevada e
persistente apresentou uma correlacdo positiva com proteindria e com dano

glomerular histologicamente comprovado.

Trabalhos do nosso grupo tem demonstrado a existéncia de inibicdo da
transcricdo génica de proteinas especificas do podécito no tecido renal
(podocitopenia) e aumento da excrecado urinaria dos RNAm associados ao podécito
(podocitaria) em diferentes glomerulopatias primarias e secundarias (Rodrigues et
al, IntJ ClinExp Pathol 2014: in press). Adicionalmente, o uso de drogas
imunossupressoras no tratamento das doencas glomerulares tem efeitos sobre a
podocituria. Neste estudo, verificamos a reducdo dos niveis urinarios dos RNAm
associados ao poddécito apos 6 meses de tratamento imunossupressor, 0s quais se
mantiveram em niveis baixos ao final de um ano de seguimento. Em pacientes com
nefropatia diabética e em individuos com pré diabetes, demonstramos que a
podocituria apresenta boa correlagdo com o estagio de doenca e tem valor
preditivo para proteinaria patologica (51), corroborando o achado de outros autores
gue também correlacionaram a podocitiuria com atividade de doenca, evolucéo

clinica pos tratamento e progresséo para doenca renal cronica (76-78).
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3. Objetivos

3.1. Geral

Avaliar a associacdo entre obesidade ou sobrepeso e a injuria podocitaria,
manifestada pelo aumento da expressdo urindria do RNA mensageiro (RNAm)de

moléculas associadas do podécito.

3.2. Especificos

1. Quantificar a expressdo do RNAm de proteinas associadas ao poddcito
em células do sedimento urinério de pacientes obesos ou com excesso de peso em

relacdo a individuos normais.

2. Determinar a prevaléncia de glomerulopatia associada a obesidade em

uma amostra de pacientes obesos ou com sobrepeso.

3. Correlacionar a expressao urindria do RNAm de proteinas do poddcito

como nivel de albumindria e taxa de filtracdo glomerular dess=tes pacientes.

4. Correlacionar a expressdao do RNAmM de proteinas do poddcito com a
insulinemia, o indice de resisténcia a insulina (HOMA), o nivel de HbA1C e o

marcador de inflamacéo proteina C reativa.
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Resumo

Objetivos: A obesidade esta associada a lesdes glomerulares e injaria ao podadcito.
O objetivo deste estudo foi correlacionar diferentes graus de obesidade e
sobrepeso com a expressao dos RNAm associados ao podécito, e determinar a
relacdo entre podocituria e parametros metabdlicos e inflamatérios nesta populacéo

de pacientes.

Material e Métodos: Foram estudados 83 pacientes com obesidade grau I, Il ou lll
ou sobrepeso, e como controles 18 individuos saudaveis. A expressdo do RNA
mensageiro (RNAm) urinario da nefrina podocina, podocalixina, alfa actinina-4,
a3B1lintegrina, e dos fatores de crescimento derivado do endotélio (VEGF-A) e
transformador beta (TGF[B;) foi quantificada pela reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (PCR-RT). O RNAm dos genes foi correlacionado com o indice de
massa corporal (IMC), parametros de sindrome metabdlica, albumindria e

inflamacéo.

Resultados: Vinte e um (20,8%) pacientes tinham sobrepeso, 12(11,9%) obesidade
grau I, 10(9,9%) obesidade grau Il e 40(39,6%) obesidade grau Ill. Obesos grau llI
tinham maiores niveis de lipidios, glicemia, HbA1C, resisténcia insulinica e proteina
C reativa (p<0,05), com critérios de sindrome metabolica em 33% dos casos
(p=0,003 vs. demais grupos). Albumindria acima de 30 mg/g creatinina foi
observada em 14%, 8%, 10% e 23% dos pacientes com sobrepeso, obesidade
grau I, Il e Il respectivamente (p=0,548). A expressdo de todos os RNAmM
associados ao poddcito variou com o IMC, sendo significativamente maior nos

obesos grau lll em relacdo aos controles e demais pacientes (p<0,05); pacientes
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com sobrepeso, obesidade grau | ou grau Il, quando comparados aos controles,
também tiveram maior expressdo do RNAm de alguns genes: nefrina (p=0,021),
alfa actinina-4 (p=0,014), a3pB1integrina (p=0,036) e TGFB.(p=0,005). Pacientes
hiperinsulinémicos e aqueles com nivel elevado de proteina C reativa, compativel

com inflamacao sistémica, também tiveram maior grau de podocituria.

Conclusdo: Pacientes com obesidade moérbida apresentaram maior grau de
podocitiria mesmo quando a albumindria era normal, sugerindo que a deteccgéo
dos produtos do poddcito na urina pode indicar injaria precoce as células epiteliais
glomerulares na obesidade grave. Hiperinsulinemia e inflamacgé&o sistémica também

se correlacionaram com maior grau de podocituria.

Palavras-chave: obesidade, lesdo glomerular, poddécito, albumindria, sindrome

metabdlica, inflamacéo sistémica
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Introducéo

Nas ultimas décadas, a epidemia de obesidade tem levado a um aumento da
incidéncia da glomerulopatia associada a obesidade (ORG), manifestada
clinicamente por proteintria e perda de funcdo renal, e histologicamente por

glomerulomegalia e esclerose glomerular (1).

Tem sido descrita a correlacdo entre indice de massa corporal e
glomerulomegalia, 0 que sugere uma resposta mal-adaptativa da hemodinamica
renal a obesidade. A hiperfiltracdo e o estresse mecanico sobre o capilar
glomerular alteram a morfologia e a funcdo do poddcito, que se descola da
membrana basal glomerular (MBG) e é excretado na urina. O desnudamento da
MBG leva a formacdo de sinéquias e esclerose glomerular na forma de
glomeruloesclerose segmentar e focal (1-3). S&0 mediadores desse estresse
mecanico fatores de crescimento, como TGF-$ e VEGF-1, que inibem a expresséao
do RNAm de proteinas dos microdominios do poddcito, como a nefrina, podocina,

podocalixina, alfa actinina-4 e a3B1 integrina (1,4).

Existem evidéncias que a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia em
individuos obesos estimulam a expressdo de TGFB e ativam o sistema renina-
angiotensina-aldosterona, promovendo lesdo e apoptose dos podocitos (5).
Adicionalmente, o tecido adiposo produz citocinas pro-inflamatérias que induzem
injuria oxidativa podocitaria e inibem a transcricio dos RNAm associados ao

podacito (4,6).

O grau de injaria podocitaria pode ter correlacdo com a gravidade da

obesidade, ou em uma fase mais precoce da doenca, com sobrepeso, o que ainda
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nao foi estudado em nosso meio. Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi
correlacionar diferentes graus de obesidade e sobrepeso com a expressdo dos
RNAm associados ao poddcito na urina, buscando evidenciar dano podocitario na
auséncia de glomerulopatia clinicamente manifesta. A relagdo entre podocituria e
albumindria, funcdo renal e sindrome metabdlica também foi estudada nestes

individuos obesos e com sobrepeso.
Materiais e Métodos

Pacientes

Este estudo transversal incluiu 83 pacientes portadores de obesidade ou
sobrepeso procedentes das unidades ambulatoriais do Servico de Nefrologia e
Servico de Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no
periodo de marco de 2012 a setembro de 2013. Utilizou-se a classificagdo do
indice de Massa Corporal da Organizacdo Mundial da Satde (7) em kg/m?
sobrepeso (25 a 29,9), obesidade grau | (30 a 34,9), obesidade grau Il (35 a 39,9) e
obesidade grau Il (acima de 40). considerando controles os pacientes com IMC de
(18,5 a 24,9). Pacientes com diagnostico de diabetes mellitus ou com evidéncia

clinica e laboratorial de nefropatia prévia foram excluidos do estudo.

Foram incluidos no grupo controle individuos saudaveis com IMC <24,9
kg/m?, sem histéria pessoal ou familiar de doenca renal, com pressdo arterial
<149x90 mmHg, taxa de filtracdo glomerular estimada maior que 90 e ml/min/1,73
m?, e auséncia de hematuria ou proteintria no exame comum de urina. Este estudo

foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, em conformidade com a
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Declaracao de Helsinki de 1975, e todos os participantes assinaram, previamente a

sua inclusao, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Dados demograficos e clinicos

Foram coletados dados de idade, sexo, raca, nivel de pressdo arterial
sistélica (PAS) e de pressao arterial diastélica (PAD), existéncia de edema
periférico, medicacdes em uso. Sindrome metabdlica foi definida pela presenca de
obesidade central (circunferéncia da cintura > 88 com para mulheres ou > 102 cm
para homens), colesterol HDL <40 mg/dL (homens) ou < 50 mg/dL (mulheres),
triglicerideos >150 mg/dL e glicemia de jejum alterada (100-125 mg/dL) (8). Os
niveis séricos de insulina foram mensurados por quimioluminescéncia, com valores
de referéncia entre 3,0 a 25,0 pU/mL. O indice de Resisténcia a Insulina (HOMA-
IR) foi calculado através da férmula: (glicemia de jejum (mg/dL)/18) x (insulina de
jejum (ugU/mL))/22,5, considerando-se resisténcia insulinica como valores de
HOMA-IR superiores a 2,5 (9).

A creatinina sérica e urinaria foram mensuradas pelo método de Jaffe
automatizado (Modular P Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), e a taxa de
filtracdo glomerular foi estimada (TFGe) pela equacdo do CKD-EPI. Hiperfiltracdo
glomerular foi considerada como TFGe superior a 130 ml/min/1,73 m?(10). A
concentragdo urinaria de albumina em uma amostra casual foi mensurada por
imunoturbidimetria, e o0s resultados da albuminiria sdo apresentados como
albumina em mg/grama de creatinina (normal: < 30 mg/g creat; microalbumindria:

30-300 mg/g creat; macroalbumindria: > 300 mg/g creat). A hemoglobina glicada
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(HbA1C) foi dosada por High Performance Liquid Chromatography e expressa em
porcentagem, conforme o National Glycohemoglobin Standardization Program
(NGSP), e foi utilizada como medida do controle glicémico. O colesterol total,
colesterol HDL e triglicerideos foram mensurados por ensaio enzimatico
colorimétrico e o colesterol LDL pela formula de Friedwald. A proteina C reativa
ultra-sensivel foi mensurada pelo método de imunoturbidimetria, e a presenca de

inflamacéo sistémica foi definida por valores superiores a 3 mg/L.

Quantificagdo dos RNAm associados ao poddcito

A guantificacdo do RNAm das proteinas associadas ao poddcito foi feita pela
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-RT) em células do
sedimento urindrio, provenientes de uma amostra matinal de urina (toda a miccao),
conforme previamente descrito (11). Foram analisados os genes da nefrina,
podocina, podocalixina, alfa actinina-4 e a3B1integrina. O RNAm do fator de
crescimento vascular endotelial A (VEGF-A) e do fator de crescimento
transformador beta-1 (TGF-B;) foi utilizado como marcador de proliferacdo
endotelial e de fibrose intra-renal, respectivamente. O aumento da expressdo dos
RNAmM na urina destas moléculas foi definido em relacdo ao nivel do RNAmM

detectado nas amostras do grupo controle (12).

Em resumo, para a extragdo do RNAm foi utilizado QlAamp® RNA Blood
Mini Kit (Qiagen Inc. Chatsworth, CA, USA), de acordo com o protocolo do

fabricante. A quantificacdo do RNA total foi feita com Nano’Drop® 1000
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Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) e a
pureza do RNA foi determinada como razdo de absorbéncias em
espectrofotometro, nos comprimentos de onda 260/280 nM. A transcricdo reversa
do RNA total foi feita utilizando-se o cDNA High Capacity Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) de acordo com as instru¢gbes do fabricante, a um volume
final de 20 uL. Para a PCR-RT foi utilizado o Tagman Universal PCR Master Mix,
composto pelo AmpliTaq Gold® DNA polymerase, Amperase UNG, referencia
passiva (ROX), tampao e dNTP’s (Applied Bioystems, Foster City, CA, USA) e
primers especificos para a amplificacdo do RNAm dos seguintes genes (todos
provenientes da Applied Bioystems, Foster City, CA, USA): NPSH1, nefrina
(ID:HS00190446_m1); NPSH2, podocina (ID: Hs00387817_m1l); podocalixina
(ID:Hs01574644 _m1); a3Blintegrina (ID: Hs00989190 _m1l); alfa actinina-4
(ID:Hs00245168_m1); VEGF-A  (ID:HS00173626_ ml1) e TGFB; (ID:
HS00998133 m1l), de acordo com as instrucbes do fabricante. O controle
endégeno utilizado foi o 18s rRNA (Tagman® PDAR) para normalizacdo das
amostras. A técnica do PCR em tempo renal foi realizada em duplicata em placas
com 96 pogos com 2 uL de cDNA. As condi¢Bes térmicas dos ciclos foram 50°C por
2 minutos, 60°C por 30 minutos seguidos por 95°C por 5 minutos, e 40 ciclos
usando temperaturas de 94°C por 20 segundos e 62°C por 60 segundos. Os dados
foram coletados no termociclador ABI PRISM 7000 SDS (Applied Bioystems, Foster
City, CA, USA). A quantificagdo relativa da expressdo do gene alvo foi realizada
usando o método comparativo 224C onde o valor do CT (threshold cycle)
corresponde ao ponto onde ocorre um aumento estatisticamente significativo da

fluorescéncia.
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Analise estatistica

Os dados sao apresentados como frequéncia absoluta e porcentagem,
médiatdesvio padrao (DP), ou mediana e percentis (P25-P75). A associacao entre
variaveis categoricas foi analisada pelo teste do Qui-quadrado ou exato de Fisher.
Os valores do RNA foram logaritmizados para redugcdo da assimetria. A
comparacao de variaveis continuas foi feita por ANOVA ou Kruskal Wallis. O
coeficiente de correlagdo de Spearman foi utilizado para estabelecer o grau de
correlacdo dos RNAm associados ao poddcito entre si, e dos RNAmM com
parametros metabolicos, albuminuria, funcdo renal e inflamacédo. Todas as analises
foram realizadas pelo software SPSS for Windows (version 18.0, SPSS Inc.,

Chicago, IL). O nivel de significaAncia foi estabelecido como P menor que 0,05.

Resultados

Perfil clinico e metabdlico dos pacientes com sobrepeso ou obesidade

A amostra foi constituida por 101 individuos, sendo 83 casos e 18 controles.
Os dados demograficos e clinicos dos casos e controles sdo apresentados na
tabela 1. Pela classificacdo do IMC, 21(20,8%) pacientes tinham sobrepeso,
12(11,9%) obesidade grau I, 10(9,9%) obesidade grau Il e 40(39,6%) obesidade
grau lll. Quinze (18%) pacientes com obesidade apresentaram edema discreto (+
a ++/4+). Estavam em uso de inibidores da angiotensina 33(40%) pacientes com

sobrepeso ou obesidade, sendo que 22(27%) eram obesos grau Il (p=0,001).
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Houve diferenca significativa entre pacientes com obesidade grau Il ou Il em
relacdo aos controles quanto a pressao arterial sistélica e diastélica. A TFGe nédo
diferiu entre casos e controles; nenhum individuo obeso apresentou doenca renal
cronica, definida por TFGe <60 ml/min/1,73 m?, e trés obesos grau Ill apresentaram
TFGe superior a 130 ml/min/1,73 m? sendo considerados hiperfiltrantes.
Albumindria acima de 30 mg/g creatinina foi observada em 14%, 8%, 10% e 23%
dos pacientes com sobrepeso, obesidade grau I, Il e Il respectivamente (p=0,548).
Dez pacientes apresentavam microalbumindria e quatro macroalbuminuria (665,

955, 1034 e 2022 mg/g creatinina), sendo estes obesos grau lll.

A prevaléncia do estado microinflamatorio variou de 50% a 88% nas trés
categorias de obesidade (p<0,001). Os maiores niveis de PCRus foram nos casos

de obesidade morbida, com mediana de 12,6(6,3-18,0) mg/L (tabela 1).

Os dados do perfil metabdlico sdo mostrados na tabela 2. Sindrome
metabdlica foi diagnosticada em 0, 25, 10 e 33% dos pacientes com sobrepeso,
obesidade grau I, Il e lll respectivamente (p=0,003). Para fins de comparacéo, 0s
pacientes com sobrepeso, obesos grau | ou Il foram agrupados, pois ndo houve
diferencas significativas nos parametros metabalicos entre estes pacientes. Obesos
grau Il diferiram significativamente dos controles (exceto TFGe e albuminudria) em
todos os parametros metabolicos (p<0,05), e do grupo do sobrepeso, obesidade |
ou Il na glicemia, HbA1C, insulinemia, HOMA-IR e PCRus (p<0,05), o que
demonstra o perfil metabdlico mais grave dos obesos moérbidos. O grupo do
sobrepeso, obesidade | ou Il em comparagcdo com 0s controles tiveram niveis
maiores de colesterol total, HDL e LDL colesterol, insulina sérica, HOMA-IR e

PCRus (p<0,05), mas nao diferiram na glicemia, HbA1C e triglicerideos.
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Expressdo dos RNAm associados ao poddécito na urina dos pacientes com

sobrepeso ou obesos

Como a expressdao dos RNAm associados ao poddécito na urina ndo diferiu
significativamente entre pacientes com sobrepeso, obesos grau | ou Il (exceto
maior expressdo de nefrina, podocina e podocalixina nos obesos grau Il), estes
casos foram agrupados para fins de comparacdo. Nas figuras 1, 2 e 3 séo
apresentadas as medianas e percentis dos RNAmM do podécito grupo composto,
obesos grau lll e individuos saudaveis. A expressdo dos RNAm associados ao
poddcito na urina foi associada com trés parametros: maior indice de massa
corporal, hiperinsulinemia e inflamacdo. Comparando obesos mérbidos com os
demais grupos, o nivel de podocittria foi significativamente maior para todos os
genes estudados, incluindo o fator de crescimento endotelial (VEGF-A) e o gene
associado a fibrose (TGFB;). Os obesos morbidos apresentaram o0s maiores
indices de RNAm, tanto em relacdo ao grupo composto quanto aos controles.
Quatro genes foram mais expressos na urina dos pacientes com obesidade menos
severa (I ou Il) ou sobrepeso em relacdo aos controles: nefrina (p=0,021), alfa
actinina-4 (p=0,014), a3B1integrina (p=0,036) e TGFB; (p=0,005). Nos pacientes
inflamados, foram observados maiores niveis do RNAmM de todos os genes (com
uma tendéncia para podocalixina e VEGF-A). Pacientes com hiperinsulinemia
tiveram maiores niveis urinarios de nefrina (p<0,001), podocina (p=0,026),
podocalixina (p=0,16) e VEGF-A (p=0,027). Ndo houve associacao entre expressao

génica das moléculas associadas ao podocito com funcéo renal e HOMA-IR. Em
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relagdo a albumindria, somente a nefrindria associou-se com niveis maiores que 30

mg/g creatinina (p=0,039).

Correlacbes de Spearman dos RNAmM associados ao poddécito com parametros

metabdlicos e inflamacgéo nos pacientes com sobrepeso ou obesos

A correlacdo da expressao urinaria dos genes entre si foi forte, variando entre
0,635 e 0,861, com valores de p sempre inferiores a 0,001. Na tabela 3 séo
apresentados os valores do coeficiente de Spearman e respectivos valores de p
para as correlacdes dos RNAm do poddcito com glicemia, HbA1C, insulina e
PCRus. Estas correlacbes dos RNAmM do podécito com o perfil metabdlico dos

pacientes e inflamacéo foram fracas, mas significativas.

Discussao

O aumento dramético da incidéncia de obesidade em todo mundo tem
direcionado a atengdo da comunidade cientifica para as complicacdes desta
doenca, ndo sO cardiovasculares e metabdlicas, mas também renais como a
doenca renal cronica (3). A ligacdo entre obesidade morbida, proteindria e doenca
glomerular foi estabelecida por Weisinger et al em 1974 (13). Esta condicao,
posteriormente denominada  Obesity-related glomerulopathy (ORG), foi
caracterizada em adultos obesos como tendo incidéncia crescente, proteinuria
usualmente nao nefrética, fusdo dos pedicelos do podécito, glomerulomegalia

seguida de esclerose segmentar e focal e progressdo para insuficiéncia renal
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cronica (14). Com o aumento do IMC ocorre hipertrofia e hiperfiltragdo glomerular
decorrente da grande demanda metabdlica, gerando estresse mecéanico sobre a
parede do capilar glomerular e injuria as células epiteliais podocitérias. Quando a
hipertrofia do poddcito torna-se desporporcional a glomerulomegalia, ocorre
descolamento do podécito da membrana basal glomerular e sua excre¢cdo na urina
(2,4). A reducé@o do numero e densidade dos poddcitos pela fusdo e alargamento
dos pedicelos, com reducéo da frequencia dos poros do diafragma em fenda, séo

as principais alteragdes ultra-estruturias descritas na ORG (15,16).

A andlise molecular dos produtos subcelulares do poddcito na urina na obesidade
e na sindrome metabdlica tem sido pouco estudada. Em estudo prévio (11),
observamos que individuos obesos com pré-diabetes mas sem microalbumindria,
com média de IMC de 32 kg/m? e glicemia de 107 mg/dL, tiveram maior express&o
urinaria de podocina, podocalixina, alfa actinina-4 e TGFf; comparado a individuos
saudaveis, suscitando a hipétese que uma injaria podocitaria precoce poderia estar
associada a alteracdes metabolicas. No presente estudo, em 73% dos obesos grau
[l com albumindria normal foram detectados RNAmM de produtos do podécito na
urina. Na sua maioria, estes pacientes tinham maiores niveis de lipidios e HbA1C,
resisténcia insulinica e inflamacgéao sistémica. Wu et al (17) demonstraram aumento
da expressdo de micro-RNAs de genes candidatos associados a ORG,
relacionados ao metabolismo dos lipidios, citocinas inflamatérias e resisténcia
insulinica. Interessante observar que genes associados a modulacdo da matriz
extracelular e do endotélio vascular, como o TGFB; e o VEGF respectivamente,

também estavam supra-regulados no tecido renal daqueles pacientes com ORG.
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Estudos tem mostrado uma forte associacdo entre IMC e doenca renal cronica
(DRC). Dados da coorte de Framingham (18) mostraram que, para cada aumento
de 1 desvio padrao do IMC, controlando para idade, diabetes mellitus, tabagismo e
TFGe basal, a incidéncia de TGFe <60 ml/min/1,73 m? aumentava em 21%. Hsu et
al (19) avaliaram 320 mil individuos adultos, constatando que, em relacdo ao IMC
ideal, o risco relativo de DRC terminal para obesidade grau |, Il e Ill era de 3,57,
6,12 e 7,07 respectivamente, ajustado para pressado arterial basal e diabetes
mellitus. Nosso estudo mostrou uma nitida relacédo entre IMC e podocituria, definida
pelo aumento do RNAm de proteinas especificas do poddcito na urina em relacéo a
individuos saudaveis. Entretanto, ndo houve associacdo entre podocitdria e
hiperfiltracdo glomerular, albuminuria ou nivel de TFGe, o que pode ser explicado
por estas alteracbes terem sido detectadas em uma fase muito precoce e
subclinica da lesdo glomerular. O seriamento longitudinal da proteinuria, da funcao
renal e da podocitlria nesta amostra de pacientes € fundamental para sustentar a

existéncia de uma potencial associagao.

Um estado microinflamatério de baixa intensidade esta presente na obesidade,
gue tem sido associado a deficiéncia de adiponectina e ativacdo do Fator Nuclear
Kappa B (NFkB) pro-inflamatorio. O NFkB ativa os genes da cascata inflamatoria
produzindo citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL-6 e a PCR, e adipocinas
como a leptina e a resistina (4). Citocinas produzidas por macrofagos, como IL-1B e
TNFa, inibem a transcrigdo génica de nefrina no poddcito glomerular instabilizando
o diafragma em fenda (20). Também é possivel que a inflamagédo sistémica
contribua para a expansdo do mesangio glomerular e acelere o processo de

glomeruloesclerose e a insuficiéncia renal. Dois estudos clinicos sugerem que
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pacientes obesos com glomerulopatias primérias evoluem pior que pacientes
glomerulopatas ndo obesos (21,22). No estudo de Bonnett et al (22), pacientes
obesos portadores de Nefropatia por IgA apresentaram maior grau de proteinuria,
dano histoldgico crénico e evolucao para dialise comparado aos pacientes com IgA

nao obesos.

A PCR, marcador de inflamacéo e lesdo vascular, esta sabidamente elevada na
obesidade visceral. Em nosso estudo, 76% dos pacientes com IMC >30 kg/m?
tiveram PCRus >3 mg/L, mostrando uma clara associacdo da obesidade com
inflamacdo. Estes pacientes, que ndo eram portadores de glomerulopatias prévias,
tiveram os produtos do poddcito significativamente mais elevados na urina do que
os pacientes nao inflamados. E dificil interpretar esse achado no contexto clinico da
obesidade morbida, pois pode representar apenas um epifenbmeno sem
associacao direta com a fisiopatogenia da lesdo glomerular que ocorre na ORG. O
gue parece evidente, entretanto, é a relacdo quantitativa entre IMC e injlria

podocitéria.

A associagdo entre podocituria e hiperinsulinismo, embora ndo tdo marcada,
também foi observada em nosso estudo. A resisténcia insulinica exerce um papel
essencial na proteinuria relacionada a obesidade (23), mas néo é claro como a
intolerancia a glicose e a hiperinsulinemia ocasionam dano ao podocito. A insulina
estimula a expressdao de TGFB e aumenta a atividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona promovendo apoptose de poddcitos, mas por vias de
sinalizacdo ainda desconhecidas (5). Postula-se que o efeito da resisténcia

insulinica sobre o poddcito seja mediado pela secrecao de fatores de crescimento e
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hipertrofia glomerular, ou indiretamente pela reducdo dos niveis de adiponectina
(24). No presente estudo, pacientes obesos grau Il apresentavam hiperinsulinemia
e resisténcia insulinica, que foi associada a maior excre¢do urinaria de nefrina,
podocina, podocalixina e VEGF-A. Em conjunto com outros fatores metabolicos e
alteragcbes hemodindmicas glomerulares intrinsecas da obesidade morbida, é
possivel que estes achados sinalizem a a¢éo deletéria que a insulina exerce sobre
o podécito. Em modelos experimentais € possivel demonstrar a reversibilidade
destas alteracdes. Por exemplo, o uso de rosiglitazona (25) estimulou a captacao
de glicose pelo poddcito e aumentou a sua establidade na MBG. Em outro estudo,
a rosuvastatina melhorou a permeabilidade do filtro glomerular reduzindo a
albumindria, o que talvez esteja associado a reducao da resisténcia insulinica e do

estresse oxidativo sobre o poddcito (26).

A hiperglicemia modula a adesédo celular e as subunidades das integrinas,
desregulando a interagcdo do poddcito com a MBG, a qual é mantida pela
a3B1integrina e pelos distroglicanos. A sindrome metabdlica induz ruptura deste
contato e consequente descolamento da poddcito para o espaco de Bowman (27).
Na obesidade, o estresse mecanico sobre a parede capilar estimula a secrecéo de
TGFp, citocina indutora de fibrogénese, a qual inibe a expresséo tecidual de
a3plintegrina promovendo o descolamento do poddcito para a urina (28). No
presente estudo, o aumento do RNAmM da a3Blintegrina e do TGFB na urina,
detectado em pacientes com sobrepeso e em obesos de qualquer grau, pode ser o
resultado desses mecanismos operando ativamente nos capilares glomerulares.

Outros fatores humorais associados a obesidade, como leptina e hiperinsulinemia,



63

também contribuem para o aumento da matriz extracellular e glomerulomegalia

através do estimulo de fatores de crescimento como o VEGF e TGFf (29).

LimitagBes deste estudo incluem um numero relativamente pequeno de pacientes
em cada categoria de IMC, o que potencialmente influencia correlagdes que nao
foram significativas, por exemplo com outros parametros da sindrome metabdlica,
albumindria e taxa de filtracdo glomerular. Por questbes éticas, ndo pudemos
determinar a prevaléncia de ORG nesta populagéo de pacientes, uma vez que nao
existe indicacdo clinica de biépsia renal. Para o estudo da podocitopatia da ORG, é
fundamental correlaciona-la com as alteracdes histolégicas e da ultraestrutura do
rim, que definem a presenca da doenca em obesos. Por outro lado, o diagndstico
ndo invasivo da podocitiria nestes pacientes, através da identificacdo de produtos
do poddcito na urina, pode permitir um diagndstico precoce de dano glomerular e

sinalizar novos alvos terapéuticos a serem explorados para prevencédo da ORG.

Em concluséo, pacientes com obesidade mérbida apresentaram maior grau de
podocitiria mesmo com niveis normais de albuminuria, sugerindo que a deteccdo
dos produtos do poddcito na urina pode indicar injaria precoce as células epiteliais
glomerulares na obesidade grave. Parametros metabdlicos e inflamatérios, como
hiperinsulinemia e proteina C reativa, também se correlacionaram com maior grau

de podocitdria, mesmo nos pacientes com sobrepeso ou obesidade grau | e .
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Tabela 1. Dados demograficos e clinicos de casos e controles

69

Obesidade Obesidade Obesidade
Sobrepeso Controles p
Grau | Grau Il Grau Il

N 21 12 10 40 18

Idade (anos) 46+ 9 50 + 15 50+ 10 44 £ 11 4149 0,102
Sexo (feminino) 11 (52) 10 (83) 9 (90) 33 (83) 12 (67) 0,072
Raca (branca) 18 (86) 12 (100) 8 (80) 38 (95) 18 (89) 0,312
PAS (mmHg) 121+ 6 120+ 3 132 £21 127 +£10 1105 0,010
PAD (mmHgQ) 77d+7 80+1 85+8 82+6 71 +3 0,003
IMC (kg/mz) 27,1x15 32,1+1,3 37,3+1,7 47,3 +6,7 225+13 0,001
TGFe 97 £ 12 94 + 15 101 £ 16 104 + 14 100 +10 0,062
Albumina sérica 4,2+04 4,2 +0,3 4,1+0,2 4,0+0,3 4,5 +0,2 0,242
Albumindria 8,8(5,3-12,2) 52(4,3-7,7  85(3,4-12,4) 10,0 (4,5-18,1) 6,5 (4,6-8,9) 0,248
Albumindria =30 3 (14) 1 (8) 1 (10) 9 (23) 0 (0) 0,548
PCRus (mg/L) 1,0 (0,4-4,1)  3,8(1,9-7,4)  4,1(0,5-16,3) 12,6(6,3-18,0) 0,8(0,5-1,0) <0,001
PCRus> 3mg/L 6 (29) 6 (50) 6 (60) 35 (88) 0 (0) <0,001

PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressao arterial diastdlica; IMC: indice de
massa corporal; TFGe: taxa de filtracdo glomerular estimada (ml/min/1,73 m2);
PCRus: proteina C reativa ultra-sensivel; albumina sérica: g/dL; albuminuaria: mg/g

creatinina.
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Tabela 2. Perfil metabdlico dos pacientes com obesidade ou sobrepeso e dos

controles
Obesidade Obesidade Obesidade
Sobrepeso Controles p
Grau | Grau Il Grau Il

CA (cm)

Homens 97,1+12,1  113,0+28 108,5+0 144,6 11,8 71,7+65  <0,001

Mulheres 91,0+11,8 1055+ 13,6 112,1+ 6,8 123,8+13,7 785+7,0  <0,001
Colesterol Total 172,8 24,7 203,3+51,2 195,3+43,4 1958 +44,4 160,3+30,2 0,007
Colesterol HDL 48,1+ 8,9 43,2+5,0 45,2 + 11,6 43,0+ 9,3 51,4+11,0 0,021
Colesterol LDL 100,7£27,6 131,7+47,0 125,8 £ 39,7 121,4 + 36,9 85,4 + 25,7 0,001
Triglicerideos 120,2+ 25,6 142,6 +43,8 121,6 + 49,9 157,0+70,6 117,7+41,8 0,036
Glicemia de jejum 84+ 4 92+7 95+ 10 96 + 11 835 0,001
Glicemia de jejum

0 (0) 1(8) 1 (10) 15 (38) - 0,001

>99 mg/dL
HbAL1C (%) 50+0,2 53+04 54+0,6 59+1,3 48+0,2 0,016
HbA1C>6% 0 (0) 1 (8) 1 (10) 8 (20) - 0,158
Insulina (MU/mL) 11,0+ 3,8 14,4 £ 8,1 17,0+ 8,5 23,0+£12 9,1+£3.2 <0,001
Insulina >25 0 (0) 0 (0) 1 (10) 11 (28) - 0,005
HOMA-IR 24+0,8 30+17 31+1,1 42+18 1,9+0,5 <0,001
HOMA-IR >2,5 9 (43) 7 (58) 6 (60) 35 (88) - <0,001
S. Metabodlica 0 (0) 3 (25) 1 (10) 13 (33) - 0,003

CA: circunferéncia abdominal; HbA1C: hemoglobina glicada; HOMA-IR: indice de

resisténcia a insulina; lipidios e glicose de jejum: mg/dL
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S. Metabdlica: Sindrome metabdlica definida pela presenca de obesidade central
(circunferéncia da cintura > 88 com para mulheres ou > 102 cm para homens),
colesterol HDL <40 mg/dL (homens) ou < 50 mg/dL (mulheres), triglicerideos >150

mg/dLe glicemia de jejum alterada (100-125 mg/dL).
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Tabela 3. Correlacdes de Spearman dos RNAm associados ao podécito com

parametros metabdlicos e inflamacao nos pacientes com sobrepeso ou obesos

Gene Glicemia HbA1C Insulina PCRus
mg/dl U/mL mg/L
(log10 RNAM) (mg/dl) %) (M ) (mg/L)
Nefrina r=0,244 r=0,292 NS r=0,244
=0,026 =0,026
P p=0,007 P
Podocina r=0,309 r=0,296 r=0,239 NS
=0,005 =0,029
P p=0,006 P
Podocalixina r=0,233 r=0,285 r=0,325 NS
p=0,034
p=0,009 p=0,003
Alfa-actinina 4 r=0,221 NS NS NS
p=0,045
a3B1integrina NS r=0,292 NS r=0,244
p=0,026
p=0,007
TGFB, NS NS NS r=0,244
p=0,026
VEGF-A r=0,233 r=0,291 r=0,345 NS
p=0,034
p=0,008 p=0,001
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HbA1C: hemoglobina glicada; PCRus: proteina C reativa ultra-sensivel; TGF:
fator de crescimento transformador beta; VEGF-A: fator de crescimento derivado do

endotélio



Figura 1. Expressédo do RNAm associadas ao poddcito

corporal (kg/m?).
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conforme indice de massa
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Figura 2. Expressdo do RNAm associados ao poddécito conforme nivel de insulina

sérica (pU/ml).
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Figura 3. Expressdo do RNAm associado ao poddcito conforme o nivel de proteina
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Legendas para as figuras:

Figura 1. Expressdo dos RNAmM associados ao poddcito na urina
comparando diferentes niveis de indice de massa corporal (kg/m?),
separando os casos de obesidade moérbida daqueles com sobrepeso e

obesidade graus | e Il.

Figura 2. Expressdo dos RNAmM associados ao poddécito na urina
comparando presenca ou auséncia de hiperinsulinemia, separando os casos

de obesidade mérbida daqueles com sobrepeso e obesidade graus | e |l.

Figura 3. Expressdo dos RNAm associados ao poddcito na urina
comparando presenca ou auséncia de inflamacéo, separando o0s casos de

obesidade morbida daqueles com sobrepeso e obesidade graus | e |l.
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Abstract

Objective: Obesity is associated with glomerular lesions and podocyte injury. This
study aimed to correlate different degrees of obesity and overweight with
expression of podocyte-associated messenger RNA (mMRNA) and to search whether
a relationship exists between podocyturia and metabolic and inflammatory

parameters in this patient population.

Materials and Methods: The sample comprised 83 patients with overweight or class
[, Il, or Il obesity and 18 healthy controls. Expression of nephrin, podocin,
podocalyxin, alpha-actinin-4, integrin a3p1, vascular endothelial growth factor
(VEGF-A), and transforming growth factor-beta (TGFBi) mRNA in urine was
guantified by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). mRNA expression was
correlated with body mass index (BMI), markers of the metabolic syndrome,

albuminuria, and inflammation.

Results: Twenty-one patients (20.8%) were overweight, 12 (11.9%) had class |
obesity, 10 (9.9%) had class Il obesity, and 40 (39.6%) had class Ill obesity.
Patients with class Il obesity had higher serum lipid, plasma glucose, HbA1C,
insulin resistance, and C-reactive protein levels (p<0.05), with 33% of subjects in
this group meeting criteria for the metabolic syndrome (p=0.003 vs. other groups).
Albuminuria >30 mg/g creatinine was observed in 14%, 8%, 10%, and 23% of
patients with overweight, class 1, class Il, and class Il obesity respectively
(p=0.548). Expression of all podocyte-associated mRNAs varied with BMI. Patients
with class 1l obesity had significantly higher levels than controls and other patients

(p<0.05). Patients with overweight, class I, or class Il obesity, also had higher levels
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of some mMRNAs as compared with controls: nephrin (p=0.021), alpha-actinin-4
(p=0.014), integrin a3B1 (p=0.036), and e TGFpB: (p=0.005). Hyperinsulinemic
patients and those with C-reactive protein levels consistent with systemic

inflammation also exhibited a higher degree of podocyturia.

Conclusion: Patients with morbid obesity exhibited greater podocyturia even at
normal urinary albumin excretion rates, which suggests that detection of podocyte
products in urine may indicate early glomerular epithelial cell injury in severe
obesity. Hyperinsulinemia and systemic inflammation also correlated with a higher

degree of podocyturia.

Keywords: obesity, glomerular injury, podocyte, albuminuria, metabolic syndrome,

systemic inflammation
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Introduction

In recent decades, the obesity epidemic has led to an increased incidence of
obesity-related glomerulopathy (ORG), which manifests clinically as proteinuria and
loss of renal function and histologically as glomerulomegaly followed by glomerular

sclerosis (1).

A correlation between body mass index (BMI) and glomerulomegaly has
been reported, which suggests a maladaptive response of renal hemodynamics to
obesity. Hyperfiltration and mechanical stress on the glomerular capillaries alter the
morphology and function of podocytes, which detach from the glomerular basement
membrane (GBM) and are excreted in urine. This denudation of the GBM triggers
synechia formation and glomerular sclerosis in the form of focal segmental
glomerulosclerosis (1-3). Growth factors such as transforming growth factor-beta
(TGF-B) and vascular endothelial growth factor (VEGF-1) are mediators of this
mechanical stress and inhibit mMRNA expression of podocyte microdomain proteins,

such as nephrin, podocin, podocalyxin, alpha-actinin-4, and integrin a3p1 (1,4).

Evidence suggests that, in obese individuals, insulin resistance and
hyperinsulinemia stimulate TGFB expression and activate the renin-angiotensin-
aldosterone system, promoting podocyte injury and apoptosis (5). Furthermore,
adipose tissue produces proinflammatory cytokines that induce oxidative podocyte

injury and inhibit transcription of podocyte-associated mRNAs (4,6).

The degree of podocyte injury may correlate with the severity of obesity or, at
an earlier stage, with overweight; this has yet to be studied in the Brazilian

population. Within this context, the objective of the present study was to correlate



85

different degrees of obesity and overweight with expression of podocyte-associated
MRNAS in urine in an attempt to detect podocyte injury in the absence of clinically
manifest glomerulopathy. The associations between podocyturia and albuminuria,
renal function, and the metabolic syndrome in this sample of obese and overweight

individuals were also assessed.

Materials and Methods

Patients

This cross-sectional study included 83 patients with obesity or overweight
seen at the outpatient clinics of the Division of Nephrology and Endocrinology at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil, from March 2012 to
September 2013. The World Health Organization classification of BMI (7) was used
to stratify patients as having overweight (25-29.9 kg/m?), class | obesity (30-34.9
kg/m?), class Il obesity (35-39.9 kg/m?), or class Ill obesity (>40 kg/m?). Subjects
with a BMI between 18.5 and 24.9 were recruited as controls. Patients with a
diagnosis of diabetes mellitus or clinical and laboratory evidence of preexisting

nephropathy were excluded from the study.

The control group comprised healthy subjects with a BMI <24.9 kg/m?, no
personal or family history of kidney disease, blood pressure <149/90 mmHg,
estimated glomerular filtration rate (eGFR) >90 mL/min/1.73 m?, and no evidence of
hematuria or proteinuria on urinalysis. This study was approved by the HCPA

Research Ethics Committee. All study procedures were performed in compliance
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with the 1975 Declaration of Helsinki, and all patients and controls provided written

informed consent for participation.

Demographic and clinical data

Data were collected on age, sex, ethnicity, systolic (SBP) and diastolic (DBP)
blood pressure, presence of peripheral edema, and current medications. The
metabolic syndrome (MetS) was defined as central obesity (waist circumference
>88 cm in women or >102 cm in men), HDL-cholesterol <40 mg/dL in men or <50
mg/dL in women, triglycerides >150 mg/dL, and impaired fasting glucose (fasting
plasma glucose [FPG] 100-125 mg/dL) (8). Serum insulin levels were measured by
chemiluminescence, with a reference range of 3.0-25.0 pU/mL. The homeostasis
model assessment — insulin resistance (HOMA-IR) index was calculated with the
formula (fasting glucose [mg/dL]/18) x (fasting insulin [ugU/mL])/22.5, with insulin
resistance defined as a HOMA-IR score >2.5 (9).

Serum and urinary creatinine were measured by the automated Jaffe method
(Modular P Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), and the glomerular filtration
rate was estimated (eGFR) using the CKD-EPI equation. Glomerular hyperfiltration
was defined as an eGFR >130 mL/min/1.73 m? (10). Spot urinary albumin was
measured by immunoturbidimetric assay, and urinary albumin excretion expressed
as mg albumin per g creatinine (<30 mg/g creatinine, within normal limits; 30-300
mg/g creatinine, microalbuminuria; >300 mg/g creatinine, macroalbuminuria).
Glycated hemoglobin (HbAlc), used as a marker of glycemic control, was

measured by high-performance liquid chromatography and expressed as a
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percentage as per National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)
standards. Total cholesterol, HDL-cholesterol, and triglycerides were measured by
enzymatic colorimetric assays, and LDL-cholesterol was calculated with the
Friedewald formula. Ultra-sensitive C-reactive protein (us-CRP) was measured by
immunoturbidimetric assay, and values >3 mg/L were considered indicative of

systemic inflammation.

Quantitation of podocyte-associated mMRNAs

Podocyte-associated protein mRNAs were quantitated by real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) in urinary sediment cells obtained from early-morning
urine specimens (whole stream), as described elsewhere (11). The nephrin,
podocin, podocalyxin, alpha-actinin-4, and integrin a381 genes were measured.
MRNAs for VEGF-A and TGF-B; were used as markers of endothelial proliferation
and intrarenal fibrosis respectively. Increased expression of these mRNAs in urine
was defined in relation to the mRNA levels detected in control group specimens

(12).

In brief, messenger RNA was extracted from urine samples using the
QlAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc. Chatsworth, CA, USA) in accordance
with manufacturer instructions. Urine samples were centrifuged for 10 min at 1800
rpm. The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in buffered
saline and centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes before being stored at —80°C

until use. Total RNA concentration was quantified using the NanoDrop® 1000
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Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). The
260/280 nM absorbance ratio was used to assess RNA purity. Reverse RNA
transcription was performed using the High-Capacity cDNA Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) in accordance with manufacturer instructions. The final
volume of 20 pL purified RNA was then stored at —20°C. RT-PCR was performed
using a TagMan® Universal PCR Master Mix. Specific primers (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) to the following genes were used, in accordance with
manufacturer instructions: NPSH1, nephrin (ID:HS00190446_m1); NPSH2, podocin
(ID: Hs00387817_m1); podocalyxin (ID:Hs01574644 _m1); integrin a3B1 (ID:
Hs00989190 _m1); alpha-actinin-4 (ID:Hs00245168 m1); VEGF-A
(ID:HS00173626_m1); and TGFB; (ID: HS00998133_m1). Additionally, 18s rRNA
(TagMan® PDAR, Foster City, CA, USA) was used as an endogenous control for
variations in the samples. RT-PCR was performed in duplicate in 96-well plates
containing 2 puL cDNA. Data were collected in an ABI PRISM SDS 7000 thermal
cycler (Applied Biosystems), using the following cycling parameters: 50°C for 2
minutes, 60°C for 30 minutes, and 95°C for 5 minutes, followed by 40 cycles at
94°C for 20 seconds and 62°C for 60 seconds. Relative quantification of target gene
expression was performed using the 224! comparative method, in which threshold
cycle numbers (CT) were determined by the point at which a statistically significant

increase in fluorescence was first detected.

Statistical analysis
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Data were presented as absolute and relative frequencies, mean * standard
deviation (SD), or median and interquartile range. Associations between categorical
variables were analyzed using chi-squared and Fisher's exact tests. RNA values
were log-transformed to reduce asymmetry. Continuous variables were compared
using ANOVA or the Kruskal-Wallis test. Spearman correlation coefficients were
used to assess the relationships between podocyte-associated mMRNAs and the
correlations of podocyte-associated mMRNAs with metabolic parameters,
albuminuria, kidney function, and inflammation. All analyses were performed using
PASW Statistics for Windows 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Significance was

set at p < 0.05.

Results

Clinical and metabolic profile of overweight and obese patients

The sample comprised 101 subjects (83 cases and 18 controls). The
demographic and clinical profiles of both cases and controls are shown in Table 1.
As determined by BMI, 21 patients (20.8%) were overweight, 12 (11.9%) had class |
obesity, 10 (9.9%) had class Il obesity, and 40 (39.6%) had class Il obesity. Fifteen
(18%) obese patients had mild (1+/4+ or 2+/4+) peripheral edema. Overall, 33
(40%) patients in the overweight or obesity group were on angiotensin receptor
blockers, of whom 22 (27%) had class Ill obesity (p=0.001). Significant differences
in SBP and DBP were found between patients with class II/Ill obesity and controls.
Conversely, there were no differences in eGFR between cases and controls; no

obese patient had chronic kidney disease, defined as eGFR <60 mL/min/1.73 m?,
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whereas three patients with class Ill obesity had eGFR >130 mL/min/1.73 m?, which
was defined as hyperfiltration. Albuminuria (>30 mg/g creatinine) was detected in
14%, 8%, 10%, and 23% of patients with overweight, class I, class Il, and class llI
obesity respectively (p=0.548). Ten patients had microalbuminuria and four, all of
whom had class Il obesity, exhibited macroalbuminuria (665, 955, 1034, and 2022

mg/g creatinine respectively).

The prevalence of microinflammation ranged from 50% to 88% across the
three obesity classes (p<0.001). The highest us-CRP levels were found in patients

with morbid obesity, with a median (IQR) level of 12.6 (6.3-18.0) mg/L (Table 1).

Data on metabolic profile are shown in Table 2. MetS was diagnosed in 0O,
25, 10, and 33% of patients with overweight, class I, class Il, and class Ill obesity
respectively (p=0.003). The overweight, class | obesity, and class Il obesity groups
were pooled for purposes of comparison, as there were no significant differences in
metabolic parameters among them. Patients with class Il obesity differed
significantly (p<0.05) from controls in all metabolic parameters other than eGFR and
albuminuria, and differed significantly (p<0.05) from overweight/class lI/class Il
patients in fasting plasma glucose, HbAlc, serum insulin, HOMA-IR, and us-CRP
levels, which demonstrates the more severely impaired metabolic profile of patients
with morbid obesity. On comparison with controls, patients in the pooled
overweight/class l/class Il obesity group had higher total, HDL, and LDL-cholesterol,
serum insulin, HOMA-IR, and us-CRP levels (p<0.05), but did not differ in fasting

plasma glucose, HbAlc, or triglycerides.
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Urinary expression of podocyte-associated mRNAs in overweight and obese

patients

As urinary expression of podocyte-associated MmRNAs did not differ
significantly among patients with overweight, class | obesity, or class Il obesity (with
the exceptions of higher nephrin, podocin, and podocalyxin expression in the class
Il group), these patients were pooled for purposes of comparison. Figures 1, 2, and
3 show median and percent expression of podocyte-associated mMRNAs in the
pooled (overweight/class l/class Il) group, class Ill obesity group, and control group.
Urinary expression of podocyte-associated mRNAs was associated with three
parameters: increased BMI, hyperinsulinemia, and inflammation. Comparison of
morbidly obese patients with the other groups revealed a significantly greater
degree of expression of mRNAs for all genes of interest, including VEGF-A and
TGFB1, which are associated with endothelial proliferation and renal fibrosis. Four
genes had increased expression in patients with less severe (class | or Il) obesity or
overweight than in controls: nephrin (p=0.021), alpha-actinin-4 (p=0.014), integrin
a3p1 (p=0.036), and TGFB; (p=0.005). Patients with inflammation had higher levels
of MRNA for all analyzed genes (with a trend toward significance in podocalyxin and
VEGF-A levels). Patients with hyperinsulinemia had higher urinary levels of nephrin
(p<0.001), podocin (p=0.026), podocalyxin (p=0.16), and VEGF-A (p=0.027). There
was no association between gene expression of podocyte-associated molecules
and renal function or HOMA-IR. Regarding urinary albumin excretion rates, only

nephrinuria was associated with levels >30 mg/g creatinine (p=0.039).
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Spearman correlation coefficients of podocyte-associated mMRNAs with metabolic

parameters and markers of inflammation in overweight and obese patients

There were strong correlations among urinary expression of the analyzed genes,
ranging from 0.635 to 0.861, with p-values <0.001. Table 3 shows Spearman
correlation coefficients and their respective p-values for correlations between
podocyte-associated mRNAs and fasting plasma glucose, HbAlc, serum insulin,
and us-CRP. Correlations between podocyte-associated mRNAs and metabolic and

inflammatory profile were weak, but still significant.

Discussion

A dramatic increase in the worldwide incidence of obesity has drawn the attention of
the scientific community to the complications of this disease, not only cardiovascular
and metabolic but also renal, such as chronic kidney disease (3). The connection
between morbid obesity, proteinuria, and glomerulopathy was first established by
Weisinger et al. in 1974 (13). This condition, later termed obesity-related
glomerulopathy (ORG), was found to have increasing incidence among obese
adults, and is characterized by usually non-nephrotic proteinuria, podocyte foot
process fusion, glomerulomegaly followed by focal segmental glomerulosclerosis
and progression to chronic renal failure (14). With increasing BMI, glomerular
hypertrophy and hyperfiltration occur in response to high metabolic demands,
exerting mechanical stress on the glomerular capillary walls and leading to
podocyte epithelial cell injury. When podocyte hypertrophy becomes disproportional

to the degree of glomerulomegaly, podocytes detach from the GBM and are
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excreted in urine (2,4). Reduction in the number and density of podocytes by foot
process fusion and effacement, with a consequent reduction in frequency of slit

diaphragm pores, are the main ultrastructural changes described in ORG (15,16).

Molecular analyses of the cellular byproducts of podocytes in urine in obesity and
MetS are scarce. In a previous study (11), we found that obese individuals with
prediabetes but no microalbuminuria, with a mean BMI of 32 kg/m? and fasting
plasma glucose of 107 mg/dL, exhibited increased urinary expression of podocin,
podocalyxin, alpha-actinin-4, and TGFB; as compared with healthy individuals,
raising the hypothesis that early podocyte injury may be associated with metabolic
changes. In the present study, urinary podocyte-associated mMRNAs were found in
73% of patients with class Ill obesity and normal urinary albumin excretion rates.
Most of these patients had elevated lipid and HbAlc levels, insulin resistance, and
systemic inflammation. Wu et al. (17) demonstrated that increased expression of
microRNAs of candidate ORG-related genes were associated with lipid metabolism,
inflammatory cytokine levels, and insulin resistance. It is interesting to note that
genes associated with modulation of the extracellular matrix and vascular
endothelium, such as TGF@; and VEGF respectively, were also upregulated in the

renal tissue of patients with ORG.

Studies have shown a strong association between BMI and CKD. Data from the
Framingham cohort (18) show that, for every one-standard deviation increase in
BMI, controlling for age, diabetes mellitus, smoking, and baseline eGFR, the
incidence of eGFR <60 mL/min/1.73 m? increased by 21%. Hsu et al. (19) assessed

320,000 adults and found that, as compared with optimal BMI, the relative risk of
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end-stage renal disease (ESRD) in class I, Il, and Il obesity was 3.57, 6.12, and
7.07 respectively, after adjusting for baseline blood pressure and diabetes mellitus.
Our study demonstrated a clear association between BMI and podocyturia, defined
by augmented levels of podocyte-specific protein mRNAS in urine relative to normal
controls. However, there were no associations between podocyturia and glomerular
hyperfiltration, albuminuria, or eGFR, which may be explained by the detection of
these changes at a very early, subclinical stage of glomerular injury. Longitudinal
serial measurements of proteinuria and renal function in this sample are essential to

provide supporting evidence for a potential association.

A low-grade microinflammatory status is present in obesity, and has been
associated with adiponectin deficiency and activation of the proinflammatory nuclear
factor kappa B (NF-kB) protein. NF-kB activates genes in the inflammatory cascade
to produce proinflammatory cytokines such as TNF-q, IL-6, and CRP, as well as
adipokines such as leptin and resistin (4). Macrophage-produced cytokines, such as
IL-18 and TNF-a, inhibit gene transcription of nephrin at the glomerular podocyte,
leading to slit diaphragm instability (20). It is also possible that systemic
inflammation contributes to expansion of the glomerular mesangium, thus speeding
the development of glomerulosclerosis and kidney failure. Two clinical studies
suggest that obese patients with primary glomerulopathies fare poorly as compared
with non-obese patients with the same glomerulopathy (21,22). In the study of
Bonnett et al. (22) obese patients with IgA nephropathy exhibit more severe
proteinuria, chronic histologic damage, and higher rates of progression to dialysis
than non-obese patients with IgA disease. CRP, a marker of inflammation and

vascular injury, is known to be elevated in visceral obesity. In the present study,
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76% of patients with a BMI >30 kg/m? had an us-CRP level >3 mg/L, demonstrating
a clear association between obesity and inflammation. These patients, who had no
prior history of glomerulopathy, exhibited significantly higher levels of podocyte
products in urine than patients with no chronic inflammation. This is a challenging
finding to interpret in the clinical context of morbid obesity, as it may represent
nothing more than an epiphenomenon, with no direct association to the
pathophysiology of glomerular injury in ORG. Nevertheless, there is a clear

guantitative association between BMI and podocyte injury.

An association between podocyturia and hyperinsulinemia, although not as marked,
was also observed in the present study. Insulin resistance plays an essential role in
obesity-related proteinuria (23), but it is unclear how glucose intolerance and
hyperinsulinemia lead to podocyte damage. Insulin stimulates the expression of
TGFB and increases renin-angiotensin-aldosterone system activity, promoting
podocyte apoptosis through yet-unknown signaling pathways (5). The effect of
insulin resistance on podocytes is believed to be mediated via growth factor
secretion and glomerular hypertrophy, or indirectly by a reduction in adiponectin
levels (24). In the present study, patients with class Il obesity exhibited
hyperinsulinemia and insulin resistance, which were associated with increased
urinary excretion of nephrin, podocin, podocalyxin, and VEGF-A. Acting in tandem
with other metabolic factors and changes in glomerular hemodynamics inherent to
morbid obesity, these findings may signal a harmful effect of insulin on podocytes.
However, these alterations may be reversible, as demonstrated in experimental
models. As an example, rosiglitazone administration stimulated glucose uptake by

podocytes and increased their stability on the GBM (25). In another study, the use
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of rosuvastatin improved the glomerular filter permeability reducing albuminuria,
which may be associated with a reduction in the effects of insulin resistance and

oxidative stress on podocytes (26).

Hyperglycemia modulates cell adhesion and integrin subunits, disregulating the
interaction between podocytes and the GBM, which is maintained by a3p1integrin
and by dystroglycans. MetS disrupts this contact, causing detachment of podocytes,
which break free into Bowman’s space (27). In obesity, mechanical strain on the
capillary wall stimulates secretion of TGFf3, a fibrogenesis-inducing cytokine, which
inhibits tissue expression of a3p1integrin and thus promotes podocyte detachment
and excretion in urine (28). In the present study, the increased urinary levels of
a3plintegrin and TGFB mRNAs detected in patients with overweight and obesity —
regardless of class — may be the result of active effects of these mechanisms on
glomerular capillaries. Other humoral factors associated with obesity, such as leptin
and hyperinsulinemia, also contribute to expansion of the extracellular matrix and

glomerulomegaly by stimulating growth factors such as VEGF and TGF (29).

Limitations of this study include the relatively small number of patients in each BMI
category, which may have influenced the non significant correlations, such as those
found with other MetS markers, albuminuria, and GFR. For ethical reasons, we
could not determine the prevalence of ORG in our sample, as there were no clinical
indications for the performance of renal biopsy. To study the relationship between
obesity and podocytopathy, the correlation of histopathology and ultrastructure
alterations are essential. On the other hand, the non invasive diagnosis of

podocyturia, through the identification of podocyte-associated mMRNAS in urine, can
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lead to an early diagnosis of glomerular damage in severe obesity, perhaps

signaling to new therapeutic targets to be used in the prevention of ORG.

In conclusion, patients with morbid obesity exhibited a greater degree of
podocyturia even at normal urinary albumin excretion rates, which suggests that
detection of podocyte byproducts in urine may be a marker of early glomerular
epithelial cell injury in severe obesity. Metabolic and inflammatory parameters, such
as hyperinsulinemia and elevated CRP levels, also correlated with a greater degree

of podocyturia, even in patients with overweight and class | or Il obesity.
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Table 1. Demographic and clinical profile of cases and controls
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Class |
Overweight Class Il obesity  Class Il obesity Control p
obesity
N 21 12 10 40 18
Age (years) 46 £ 9 50 £ 15 50+ 10 44 £ 11 4149 0.102
Sex (female) 11 (52) 10 (83) 9 (90) 33 (83) 12 (67) 0.072
Race (white) 18 (86) 12 (100) 8 (80) 38 (95) 18 (89) 0.312
SBP (mmHgQ) 121 +6 120+ 3 132 +21 127 10 110+5 0.010
DBP (mmHgQ) 777 801 85+8 82+6 71+3 0.003
BMI (kg/m?) 27.1+15 32.1+1.3 37.3+x1.7 47.3+£6.7 225+1.3 0.001
eGFR 97 +£12 94 +15 101+ 16 104 + 14 100 + 10 0.062
Serum albumin 42+04 42+0.3 41+0.2 40+£0.3 45+0.2 0.242
Albuminuria 8.8 (5.3- 6.5 (4.6-
5.2(4.3-7.7) 8.5(3.4-12.4) 10.0 (4.5-18.1) 0.248

12.2) 8.9)
Albuminuria 230 3 (14) 1(8) 1(10) 9 (23) 0 (0) 0.548
us-CRP (mg/L) 1.0(0.4-4.1) 3.8(1.9-74) 4.1(0.5-16.3) 12.6(6.3-18.0) 0.8(0.5-1.0) <0.001
us-CRP >3

6 (29) 6 (50) 6 (60) 35 (88) 0 (0) <0.001
mg/L

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

eGFR, estimated glomerular filtration rate (ml/min/1.73 m?); us-CRP, ultra-sensitive

C-reactive protein. Serum albumin expressed as g/dL. Albuminuria expressed as

mg/g creatinine.



Table 2. Metabolic profile of patients and controls
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Class | Class Il Class Il
Overweight Control p
obesity obesity obesity
WC (cm)
Male 97.1+12.1 113.0+2.8 108.5+0 1446 £11.8 71.7+6.5 <0.001
Female 91.0+11.8 1055+136 112.1+6.8 123.8+13.7 785+x7.0 <0.001

Cholesterol, total 160.3 =

172.8+24.7 203.3+51.2 195.3+434 195.8+44.4 0.007

30.2

Cholesterol, HDL 48.1 £8.9 43.2+5.0 452+ 11.6 43.0+£9.3 51.4+11.0 0.021
Cholesterol, LDL 100.7+27.6 131.7+47.0 1258+39.7 121.4+36.9 854+257 0.001
Triglycerides 117.7 £

120.2+25.6 1426+43.8 121.6+49.9 157.0+70.6 0.036

41.8

FPG 84 +4 92+7 95+ 10 96+ 11 835 0.001
FPG >99 mg/dL 0 (0) 1(8) 1(10) 15 (38) - 0.001
HbA1C (%) 50+0.2 53104 54+0.6 59+1.3 48+0.2 0.016
HbA1C >6% 0 (0) 1(8) 1(10) 8 (20) - 0.158
Insulin (uU/mL) 11.0+ 3.8 144+8.1 17.0+8.5 23.0+12 9.1+3.2 <0.001
Insulin >25 0 (0) 0 (0) 1(10) 11 (28) - 0.005
HOMA-IR 24 +£0.8 3.0£1.7 3.1+£1.1 42+1.8 1.9+05 <0.001
HOMA-IR >2,5 9 (43) 7 (58) 6 (60) 35 (88) - <0.001
MetS 0 (0) 3(25) 1(10) 13 (33) - 0.003

WC, waist circumference; FPG, fasting plasma glucose; HbA1C, glycated

hemoglobin; HOMA-IR: homeostatic model assessment, insulin resistance; MetS,

metabolic syndrome. Lipids and FPG expressed as mg/dL. MetS defined as central
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obesity (WC >88 cm in women or >102 cm in men), HDL-cholesterol <40 mg/dL in
men or <50 mg/dL in women, triglycerides >150 mg/dL, and impaired fasting

glucose (FPG 100-125 mg/dL).
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Table 3. Spearman correlation coefficients of podocyte-associated mRNAs and

metabolic and inflammatory parameters in overweight or obese patients

Gene Plasma HbA1C Insulin us-CRP
lucose U/mL mg/L

(log10 mRNA) J (%) (v ) (mg/L)
(mg/dL)

Nephrin r=0.244 r=0.292 NS r=0.244
=0.026 =0.026
P p=0.007 P

Podocin r=0.309 r=0.296 r=0.239 NS
=0.005 =0.029
g p=0.006 P

Podocalyxin r=0.233 r=0.285 r=0.325 NS
p=0.034

p=0.009 p=0.003

Alpha-actinin-4  r=0.221 NS NS NS
p=0.045

Integrin a331 NS r=0.292 NS r=0.244

p=0.026
p=0.007
TGFpB: NS NS NS r=0.244
p=0.026

VEGF-A r=0.233 r=0.291 r=0.345 NS

p=0.034

p=0.008 p=0.001
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HbA1C, glycated hemoglobin; us-CRP, ultra-sensitive C-reactive protein; TGFf1,
transforming growth factor-beta; VEGF-A, vascular endothelial growth factor. NS,

non significant.
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Figure 1. Expression of podocyte-associated mRNAs according to the body

mass index (kg/m?).
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Figure 2. Expression of podocyte-associated mRNAs according to serum

insulin levels.
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Figure 3. Expression of podocyte-associated mRNAs according to C-reactive

protein levels.
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Figure legends.

Figure 1. Expression of podocyte-associated mRNAs in urine. Patient groups
stratified by body mass index (kg/m?), separating cases of morbid obesity from

overweight or class I/Il obesity.

Figure 2. Expression of podocyte-associated mRNAs in urine. Patient groups
stratified by presence or absence of hyperinsulinemia, separating cases of morbid

obesity from overweight or class I/l obesity.

Figure 3. Expression of podocyte-associated mRNAs in urine. Patient groups
stratified by presence or absence of inflammation, separating cases of morbid

obesity from overweight or class /1l obesity.
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8. Consideragoes finais

A obesidade € um problema de salude publica e tem proporgcdes
epidémicas, afetando 20-40% da populacdo geral em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Constitui-se em um importante fator de risco para diabetes
mellitus tipo 2, hipertenséo arterial sistémica e doencas cardiovasculares, sendo
uma doencga prevenivel, tratdvel e modificavel. Neste contexto, tem sido descrito
nas Ultimas décadas um numero crescente de pacientes com doenga renal
associada a obesidade, denominada na literatura inglesa Obesity Related
Glomerulopathy (ORG). Clinicamente, a ORG €& caracterizada pelo
desenvolvimento de albuminuria, proteindria patolégica e doenca renal cronica.
com perda progressiva de fungao renal, podendo evoluir para a necessidade de

uma terapia de substituicdo funcao renal.

A determinacdo do RNAm das proteinas dos diversos dominios do podécito
em células do sedimento urinario € uma ferramenta néo invasiva Gtil e acurada
para deteccéo precoce de lesao do filtro glomerular, sendo um fator preditivo de
atividade de doenca, resposta ao tratamento e evolugcdo para insuficiéncia renal
cronica. Consideramos importante estudar a relacao da pré obesidade e obesidade
nos seus diferentes graus de severidade com a injuria podocitaria, que é o fator
desencadeante do dano glomerular e glomeruloesclerose progressiva. Procura-se
assim estabelecer métodos de diagndéstico precoce de dano glomerular na busca
de alvos terapéuticos especificos que, em conjunto com a perda de peso, controle

rigoroso da presséo arterial, uso de inibidores da angiotensina e em alguns casos
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cirurgia bariatrica, visam reduzir a hiperfiltracdo glomerular e prevenir a

glomeruloesclerose da ORG.

Como resultados principais deste estudo, observamos que pacientes com
obesidade morbida apresentaram maior grau de podocitiria mesmo com niveis
normais de albumindria, sugerindo que a deteccdo dos produtos do poddcito na
urina pode indicar injuria precoce as células epiteliais glomerulares nestes casos de
obesidade grave. Parametros metabdlicos e inflamatérios, como hiperinsulinemia e
proteina C reativa, também se correlacionaram com maior grau de podocituria,

mesmo nos pacientes com sobrepeso ou obesidade grau | e 1.

Uma limitacdo deste estudo € o numero relativamente pequeno de pacientes por
cada categoria de IMC. Adicionalmente, por questbes éticas ndo pudemos
determinar a prevaléncia de ORG nesta populacdo de pacientes por nédo haver
indicacao clinica de biopsia renal. A correlacdo da histopatologia e ultraestrutura do
rim com a podocitiria ainda é necessaria para o estudo mais acurado desta

podocitopatia.
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9. Anexos

Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Anexo 2. Protocolo de coleta de dados

Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo
presente termo de consentimento convida 0 (@) Sr.(a)

a participar do estudo Associacao

entre Obesidade, Albumindria e Expressdo Génica de Proteinas do Podécito
na Urina (projeto niumero 12-0274 do WebGPPG) que serd elaborado com o
objetivo de identificar alteragdes renais relacionadas a obesidade, que podem levar
a perda de proteinas na urina. O objetivo dessa pesquisa é realizar exames no
sangue e na urina para verificar uma possivel associacdo entre o seu problema de
excesso de peso e lesdo nos rins. Os procedimentos a que o (a) Sr. (a) seréo
submetidos sdo uma coleta de amostra de sangue e de urina. Estes materiais
serdo analisados no Laboratério de Biologia Molecular do Servico de Nefrologia e

de Bioquimica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

A coleta de urina seréa realizada em um frasco de 500mL. O desconforto
relacionado a coleta de sangue de uma veia do braco é a possibilidade de ocorrer
um pequeno hematoma (mancha roxa na pele) e dor no local da coleta, lembrando
gue a maioria dos pacientes ja tem os exames solicitados pelo ambulatorio, entéo
nao passara por este procedimento de coleta de sangue, sendo seus dados obtidos

pelo sistema do Hospital, mediante autorizacdo em consentimento informado.
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Nenhum beneficio financeiro sera obtido na participacdo do presente
estudo tanto para o Servigco de Nefrologia, quanto para os(as) Sr.(as), mas a sua
ajuda sera muito importante na pesquisa de possiveis complicacdes renais que

possam ser causados por excesso de peso.

Para seu esclarecimento sobre o projeto a qualguer momento ou em caso de
necessidade o Sr. (a) podera entrar em contato com 0os membros da equipe de
pesquisa do Servico de Nefrologia pelo telefone 33598121 e 33598205, da
pesquisadora Sane Vianna Pereira (95493171) ou do pesquisador Francisco
Veronese (99693920).Para esclarecimentos éticos da pesquisa vocé pode contatar
o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pelo

telefone:33597640.

Eu, aceito

participar do estudo e declaro que fui também informado:

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

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

e Do carater confidencial das informacdes relacionadas com minha privacidade;

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

e De que nao terei despesas por participar do estudo.

Nome do Paciente / Assinatura Nome do Pesquisador/ Assinatura:
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Anexo 2: Protocolo de Coleta de Dados

Identificac&o e Dados Clinicos

Nome:

Protocolo n°: Registro HCPA:

Data de Nasc.: Data da coleta:

Sexo: Etnia:

( )Masc=1 ( ) Afrodescendente =1

( )Fem=2 () Nao- afrodescendente = 2
Peso: Altura:

IMC.: P.A. 1. P.A. 2:

Possui Hipertensdo: ( ) Sim () Nao

Classificacado da Obesidade:

( ) Normal ( ) Sobrepeso( )O.graul( )O.graull( ) O.graulll

Possui edema periférico: () Sim () Nao

Circunferéncia da Cintura (cm):

MedicagOes Utilizadas:




Dados Laboratoriais Bioguimicos, Imunolégicos e Urinarios

Glicose (mg/dL): Triglicerideos (mg/dL):
Colesterol Total (mg/dL): Creatinina (mg/dL):
Colesterol HDL (mg/dL): Albumina (g/dL):
Colesterol LDL (mg/dL): Insulina (ug UI/mL):

PCR us (mg/L):

EQU: Proteinas ( ) Hemaceas ( ) Leucdcitos (
Albumina/Creatinina Urinaria (mg/g):

Taxa de Filtracdo Glomerular (mL/min/1,73 m?):

HOMA — IR:

Dados Moleculares

Gene/RNA - Quantificagdo do RNAm (244

18S TGF-B
Nefrina VEGF-1
Podocina ITGA

Podocalixina Alfa actinina-4
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