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Deteccao de podocituria em pacientes com nefrite lapica

Detection of podocyturia in patients with lupus nephritis

Resumo

Introdugao: A podocituria tem sido detecta-
da em doencas glomerulares, tais como em
nefrite lupica (NL), em que a proteinuria
¢ uma manifestacdio importante, e sua
ocorréncia parece limitar-se a fase ativa da
doenga. Objetivo: Avaliar a podocittria
por imunofluorescéncia em pacientes
portadores de NL e verificar possivel
associagio com atividade clinica da
doenca. Métodos: Foram avaliados 56
pacientes com NL. Os pacientes foram
divididos em trés grupos de acordo com
o grau de atividade clinica: Grupo B, sem
atividade (n = 17); Grupo C, com ativida-
de discreta (n = 29) e Grupo D, moderada
a grave (n = 10). Como grupo controle,
foram incluidos 29 individuos sauddveis
(Grupo A). A podocittria foi estudada por
meio de imunofluorescéncia indireta, usan-
do-se anticorpos primdrios antipodocina,
nefrina e sinaptopodina, e anticorpo secun-
dério conjugado a FITC. Também foram
avaliados os niveis de creatinina sérica e da
relacdo proteina/creatinina (P/C) urindria,
assim como a presenca de hemattria e leu-
cocituria. Resultados: A podocitiiria com
antipodocina e com antissinaptopodina
correlacionou-se estatisticamente com a
relacio P/C (p = 0,001 e p = 0,013, respec-
tivamente). Tanto a podocitiria com anti-
podocina, quanto a relagdo P/C, apresen-
taram correlacdo significante (p < 0,001)
com a graduagio de atividade da doenca
na NL, diferentemente do que se observou
com os outros dois anticorpos, antinefrina
e antissinaptopodina. Conclusao: Nossos
achados sugerem que a pesquisa de po-
docitiria com anticorpos antipodocina
poderia ser util no acompanhamento de
pacientes com NL, fornecendo dados rele-
vantes quanto a atividade da doenga.

Palavras-chave: glomerulonefrite, nefrite
lupica, poddcitos, proteindria.

ABSTRACT

Introduction: The podocyturia has
been detected in glomerular diseases,
such as lupus nephritis (LN), in which
proteinuria is an important manifes-
tation, and its occurrence seems to be
limited to the active phase of the dis-
ease. Objective: To evaluate podocy-
turia in LN patients, and the possible
association with clinical disease ac-
tivity. Methods: We evaluated 56 pa-
tients with LN, that were classified
in three groups according to the de-
gree of clinical activity: Group B, no
activity (n = 17), Group C with mild
(n = 29) and Group D, moderate to
severe activity (n = 10). The control
group was composed by 29 healthy
subjects (Group A). The podocytu-
ria was studied by indirect immuno-
fluorescence using primary antibodies
to podocyte: anti-podocin, nephrin
and synaptopodin, and a second-
ary antibody conjugated with FITC.
We also evaluated serum creatinine
levels, urinary protein/creatinine (P/C)
ratio, hematuria and leucocituria.
Results: The podocyturia with anti-
podocin and anti-sinaptopodin cor-
related statistically with the P/C ratio
(p =0.001 and p = 0.013, respectively).
The podocyturia with anti-podocin,
as well as the P/C ratio showed sig-
nificant correlation (p < 0.001) with
the degree of lupus disease activ-
ity, unlike the other two antibodies,
anti-nephrin and anti-synaptopodin.
Conclusion: Our findings show that
podocyturia with anti-podocin could
be useful in monitoring disease activity
in LN patients.

Keywords: glomerulonephritis, lupus ne-
phritis, podocytes, proteinuria.



INTRODUCAO

Os poddcitos ou células epiteliais viscerais sio células
altamente especializadas, que revestem a superficie
urindria do tufo capilar glomerular e que, juntamente
com as células endoteliais e a membrana basal, cons-
tituem a barreira de filtracao glomerular, assegurando
sua permeabilidade seletiva. Os poddcitos apos
sofrerem lesio podem-se desprender da membrana
basal glomerular e serem excretados na urina; nessa
situacdo, eles podem estar ainda vidveis, ou terem
sofrido apoptose ou necrose.!

Experimentos em animais e estudos clinicos em pacien-
tes com glomerulopatias tém demonstrado que a lesdo ao
poddcito tem um papel fundamental no desenvolvimento
da proteintria.? A presenca de poddcitos na urina, por
sua vez, tem sido descrita em muitas doencas glomerula-
res, tais como: nefropatia por IgA, nefropatia diabética,
nefropatia membranosa e nefrite lupica (NL),>* entre ou-
tras, refletindo a ocorréncia de uma lesio ao glomérulo.

Uma das técnicas utilizadas para avaliar a podo-
citdria é a imunofluorescéncia indireta com uso de
anticorpos especificos dirigidos contra antigenos
podocitarios em sedimento urindrio. Ter acesso a
quantificacdo dos poddcitos em diferentes fases ao lon-
go do curso de uma doenga glomerular pode contribuir
para o conhecimento da sua patogénese. Além disso, a
pesquisa da podocitiria pode ser um recurso pratico
no acompanhamento de pacientes com glomerulopa-
tias. Por tratar-se de um método nio invasivo que pode
refletir em tempo real a lesio causada ao poddcito no
glomérulo, apresenta potencial aplicabilidade na ava-
liacdo de atividade clinica das doencas glomerulares.

A NL é uma das manifestacdes clinicas mais
graves do lupus eritematoso sistémico (LES). Estudos
mostram que a lesio de poddcitos ocorre na fase
inicial do dano glomerular em NL’ e a quantificagio
da podocitiria poderia ser utilizada como um
marcador de atividade da doenga.®’

O objetivo do presente estudo foi aplicar a técnica
de imunofluorescéncia para pesquisa de podocittria em
pacientes portadores de NL. Apresenta a vantagem de ser
uma técnica simples, de baixo custo, e requerer anticorpos
especificos para poddcito disponiveis comercialmente.

MEeTopos

CasuisTicAa

Foram avaliados pacientes portadores de NL, com
diagnostico de LES baseado nos critérios da Associagdao
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Americana de Reumatologia,® acompanhados no
Ambulatério de Glomerulopatias da Universidade
Federal de Siao Paulo (UNIFESP).

Os pacientes com NL foram divididos em trés
grupos de acordo com o grau de atividade da
doenga: 17 (20,0%) sem atividade (Grupo B, 14
mulheres e trés homens, com idade média de 41,4
anos); 29 (34,1%) com atividade discreta (Grupo C,
22 mulheres e sete homens, com idade média de
37,8 anos) e 10 (11,8%) com atividade moderada a
grave (Grupo D, todos do sexo feminino, com idade
média de 29,6 anos). Integraram o grupo contro-
le 29 (34,1%) individuos sauddveis (Grupo A, 21
mulheres e oito homens, com idade média de 40,7
anos), sem alteracOes urindrias, selecionados a partir
de resultado negativo quando a urina foi submetida
a andlise por teste com fita reagente.

Para a graduacdo de atividade (sem atividade, ati-
vidade discreta, moderada ou grave) foram utilizados
critérios clinicos e laboratoriais aplicados por um
unico médico assistente com ampla experiéncia no
acompanhamento de nefrite lupica. Como critérios
clinicos, foram considerados os sinais e sintomas
do paciente, tratamento imunossupressor requerido
e como critérios laboratoriais os resultados dos
exames rotineiros utilizados no acompanhamento de
pacientes com LES conforme trabalho de Solorzano
et al.’ de nosso servico.

PEsauisA DE PODOCITURIA

Foram colhidas amostras de urina de jato médio
em frasco coletor estéril, que foram mantidas sob
refrigeracdo até o momento do processamento. Cerca
de 30 mL de urina foram transferidos para um tubo,
sendo submetidos a centrifuga¢do a 2000 rpm, durante
5 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante
foi desprezado e o sedimento ressuspendido em 5
mL de etanol 50%, e lavado com solu¢cio de HDF
(4gua ultrapura contendo 137 mM NaCl, § mM KClI,
5,5 mM glicose, 4 mM NaHCO, e EDTA 0,2%). A
seguir, o material foi submetido a citocentrifugagio
em papel de filtro aderido a lamina.

As laminas preparadas foram fixadas com for-
maldeido 2% e sacarose 4% em PBS, a temperatura
ambiente por 10 minutos. Apds lavagem em PBS
por 5 minutos, foram tratadas com Triton X-100
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 0,3% por 10 minutos
para permeabilizacio do material. Uma nova lava-
gem foi realizada em PBS por § minutos, e a seguir
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procedeu-se a incubagio por 1 hora com a solugio de
Bloqueio (PBS contendo BSA 0,2%, 50 mM NH,Cl e
soro de cabra 1%). Apds uma nova etapa de lavagem,
as laminas foram incubadas por 16 horas a 4°C com
os anticorpos primdrios especificos para poddcito:
anticorpo de coelho antipodocina (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO), anticorpo de coelho antinefrina
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e an-
ticorpo de coelho antissinaptopodina (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Apds a lavagem das
ldminas, procedeu-se a incubagdo, com o anticorpo
secundario, IgG de cabra anti-IgG de coelho ligado
a fluoresceina (FITC; Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
durante 45 minutos a temperatura ambiente. O DAPI
foi empregado para a marcagdo nuclear. As liminas
foram avaliadas e fotografadas sob aumento de 400x,
em microscopio de epifluorescéncia DM1000 (Leica
Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Alemanha),
sendo que os controles positivo e negativo de reagio
foram utilizados em cada procedimento. A quantifi-
cagdo dos poddcitos foi feita por meio da contagem
do nimero de poddcitos em 30 campos na lamina
escolhidos de forma aleatdria, sendo os resultados
corrigidos pelos niveis de creatinina urindria na
mesma amostra.

ANALISES LABORATORIAIS

As dosagens de creatinina e proteindria foram re-
alizadas utilizando kit comercial no equipamento
Olympus AU 400 analyser (Mishima Olympus Co.
Ltd., Shizuoka, Japio).

Para a avaliacdo de hematuria e leucocituria em
sedimento urindrio, o total de hemdicias e leucdcitos
em 10 campos foi quantificado, e calculada a média.

As determinagdes de creatinina sérica, proteindria
de 24 horas, hematiiria e leucocitiiria foram feitas
somente nos grupos B, C e D, ndo sendo realizadas
no grupo controle.

ANALISE ESTATISTICA

As andlises inferenciais empregadas foram: coeficiente
de correlacdo de Spearman, teste de Kruskal-Wallis e
teste de Mann-Whitney. Em todas as andlises foi con-
siderado o nivel de significincia o de 5%.

ResuLTADOS

A especificidade dos anticorpos primdrios (anticorpo
de coelho antipodocina, nefrina e sinaptopodina)
foi comprovada por imunofluorescéncia indireta,
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utilizando cortes histoldgicos de rim humano normal.
Quando testado em laminas com poddcitos, o melhor
resultado foi obtido com o anticorpo antipodocina,
por apresentar maior reatividade e menor colora¢do
inespecifica na reagio (Figura 1).

Figura 1. Imunofluorescéncia indireta para pesquisa de podocituria.
A: Marcagdo positiva para anticorpo antipodocina; B: Anticorpo
antinefrina; C: Anticorpo antissinaptopodina; sobreposicdo das
imagens referentes a coloracdo com DAPI (Azul) e anticorpos
especificos (Verde). As cores descritas referem-se a imagem original
colorida da imunofluorescéncia. Aumento de 400x.



Os resultados da quantificagio da podocitiria com
os anticorpos antipodocina, nefrina e sinaptopodina
estao descritos na Tabela 1.

Os resultados dos exames laboratoriais estdo
descritos na Tabela 2. No grupo controle normal
A, somente a relagio P/C e a podocitiria foram
mensuradas (Tabela 2), uma vez que estes individuos
foram incluidos no estudo com base no resultado
negativo da fita reagente de urina.

A determinacdo de podocitiiria com o anticorpo an-
tipodocina apresentou correlagdo com a atividade cli-
nica considerando os pardmetros clinico-laboratoriais
analisados, ao contrdrio do que se observou com os
outros dois anticorpos, nefrina e sinaptopodina, cujos
resultados ndo apresentaram correlacio com a gradu-
acao da atividade da doenga.

Os resultados inferenciais revelaram que as con-
tagens de podocitiria com antipodocina (p < 0,001)
e antinefrina (p = 0,047) diferiram entre os gru-
pos A, B, C e D. O mesmo comportamento nao
foi observado para os niveis de podocitiria com
antissinaptopodina (p = 0,107).

A relagdo P/C (p < 0,001) e os niveis de proteinuria
de 24 horas (p < 0,001) ndo foram similares entre os
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como se correlacionam as determinagdes com an-
tinefrina e antissinaptopodina entre si (r, = 0,317,
p = 0,001); a podocituria com antinefrina correla-
ciona-se estatisticamente de forma decrescente com
a proteintria de 24 horas (r, = -0,334, p = 0,022).
As demais correlagbes possiveis ndo se mostraram
estatisticamente significantes.

DiscussAo

Alguns estudos tém mostrado que poddcitos vidveis
estdo presentes na urina de pacientes com diversas
doengas glomerulares proteindricas. A podocittria
parece ser limitada a fase de atividade da doenga,
ao contrario da proteintria, a qual estd presente ndo
somente durante a atividade, como na fase cronica do
dano glomerular.>! Assim, a podocitiria ndo seria
um reflexo da proteinuria'® e poderia servir como um
marcador sensivel e precoce da atividade da lesdo
glomerular, auxiliando na conduta e orientagdo de
intervencoes terapéuticas.! De fato, ja se demonstrou
que o numero de poddcitos perdidos por individuos
sauddveis e pacientes com doenga inativa € significa-
tivamente menor que aquele detectado em pacientes
com doenga glomerular ativa."

grupos. Os resultados das comparagSes miltiplas No presente estudo, os valores de leucocituria,

ntr r ao expr nas Figuras 2 e 3. . C ~
entre 0s grupos estao expressos nas Figuras 2 ¢ 3 hematdria, creatinina sérica, relagio P/C e proteindria

Avaliamos eventuais correlacbes entre as

de 24 horas apresentaram nivel crescente entre os

variaveis, pelaestimativa docoeficientedecorrelagiao grupos de acordo com o grau de atividade clinica.

rman, mostran rminaco )
de Spearman, mostrando que as dete agdes de Solorzano et al.’ também observaram dados

p?dOClturla com ant1podoc1'ng € antissinaptopo- semelhantes. Ficou evidente que a pesquisa de células
dina correlacionam-se estatisticamente de forma
crescente com a relacao P/C (r = 0,367, p = 0,001

er = 0,272, p = 0,013, respectivamente), assim

podocina e sinaptopodina-positivas na urina corre-
lacionou-se de forma significante com os valores da

TABELA 1 MEDIDAS-RESUMO DA PODOCITURIA COM ANTIPODOCINA, ANTINEFRINA E ANTISSINAPTOPODINA (PODOCITOS/MG
CREATININA) DOS INDIVIDUOS DOS GRUPos A, B, CE D

Anticorpo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Total

Podocina N 29 17 29 10 85
Percentil 25 0,00 9,23 5,73 4771 2,99
Percentil 50 3,78 1747 22,59 109,13 16,28
Percentil 75 171 50,37 55,74 173,63 49,60

Nefrina N 29 17 27 8 81
Percentil 25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Percentil 50 0,00 9,22 0,00 0,00 0,00
Percentil 75 2,98 1747 8,02 9,63 8,96

Sinaptopodina N 29 17 28 9 83
Percentil 25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Percentil 50 0,00 0,00 0,00 2,82 0,00
Percentil 75 0,00 4,31 3,80 6,57 2,99

] Bras Nefrol 2013;35(4):252-258 255



Podocituria em nefrite lUpica

TABELA 2 MEDIDAS-RESUMO DA PROTEINURIA DE 24 HORAS, CREATININA SERICA, HEMATURIA, LEUCOCITURIA, RELAGAO
P/C, PODOCITURIA COM ANTIPODOCINA, ANTINEFRINA E ANTISSINAPTOPODINA DOS INDIVIDUOS DOS GRUPOS A, B,
CeD
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Total
Proteinuria de 24 horas (g/24h) N - 16 26 9 51
Percentil 25 - < 0,05 0,58 3,09 0,25
Percentil 50 - < 0,05 1,12 4,30 0,91
Percentil 75 - 0,26 1,89 5,73 2,56
Relagao P/C N 29 17 29 10 85
Percentil 25 < 0,05 < 0,05 0,55 2,66 < 0,05
Percentil 50 < 0,05 < 0,05 1,03 3,78 0,17
Percentil 75 < 0,05 0,33 1,80 707 1,21
Creatinina sérica (mg/dL) N - 17 29 10 56
Percentil 25 - 0,65 0,80 0,73 0,71
Percentil 50 - 0,71 1,07 0,95 0,93
Percentil 75 - 0,99 2,19 1,39 1,36
Hematuria (pc)? N - 17 29 10 56
Percentil 25 - 5,00 5,00 26,25 5,00
Percentil 50 - 8,00 10,00 32,50 12,50
Percentil 75 - 20,00 35,00 100,00 35,00
Leucocituria (pc)? N - 17 29 10 56
Percentil 25 - 5,00 7,00 14,00 5,00
Percentil 50 - 5,00 12,00 20,00 11,00
Percentil 75 - 12,00 15,00 68,75 20,00

@ Resultado expresso em células por campo (pc).

Figura 2. Niveis de podocituria (poddcitos/mg creatinina) dos
individuos dos grupos A, B, C e D. A: Antipodocina; B: Antinefrina.
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Figura 3. Niveis de proteinuria. A: Niveis de relacdo P/C na urina dos
individuos dos grupos A, B, C e D; B: Niveis de proteinuria de 24 horas
(9/24h) dos individuos dos grupos B, C e D.
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relagdo P/C. De fato, a relacdo P/C em amostra isolada
de urina mostrou-se um bom indicador de atividade
renal em estudo prévio realizado em nosso servico,’
dado que se faz de grande importancia, ja que se trata
de um método rdpido, de facil execugio, baixo custo
e jA bem estabelecido na pratica clinica. Solorzano
et al.'? observaram que a relagio P/C permitiu fazer o
acompanhamento do grau de acometimento renal em
NL, o que corrobora os achados do presente estudo
referentes a determinacdo da relacao P/C.

Na avalia¢do da correlagio da podocitiria com
a atividade da doenca em pacientes com nefrite
lupica, constatamos que antipodocina foi o marcador
mais adequado quando comparado com antinefrina
e antissinaptopodina. Garovic ef al.’® obtiveram
resultados similares na avaliagio de um grupo de
gravidas com pré-eclampsia. Analisando tecido renal,
observaram que a expressdo glomerular de nefrina
e sinaptopodina estava diminuida nesse grupo de
pacientes, enquanto que tanto o grupo controle quanto
o grupo com pré-eclimpsia demonstraram uma forte
marcacdo para a podocina. Segundo esses autores,



os poddcitos que sdo eliminados na urina poderiam
ter menor expressio de nefrina e sinaptopodina do
que de podocina, o que faz deste Gltimo um marcador
mais sensivel da presenga de poddcitos na urina.'*

Achado similar foi observado em estudo com
nefropatia diabética, em que a quantificacio de
moléculas poddcito-associadas correlacionou-se com
a severidade da albuminuria.’

A expressio génica de proteinas do poddcito (como
nefrina, podocina, sinaptopodina, podocalixina, entre
outras) esta reduzida no tecido renal em diferentes glo-
merulopatias, inclusive na nefrite lipica. Em paralelo,
tem-se observado excre¢io urindria aumentada des-
tes marcadores, por descolamento do poddcito da
membrana basal glomerular e/ou apoptose.'® Além
disso, estudos experimentais tém demonstrado que a
expressdo de nefrina e podocina correlaciona-se com
a classe histologica de nefrite lapica.'”

Nakamura et al.® observaram a podocitiria em
um grupo de pacientes com NL, utilizando a técnica
de imunofluorescéncia com o anticorpo antipodoca-
lixina. Os poddcitos estavam ausentes na urina dos
individuos do grupo controle normal e dos pacientes
sem sinais de atividade sistémica ou renal. Entretanto,
todos os pacientes com NL clinicamente ativa apre-
sentaram poddcitos urindrios. Concluiram que a
podocitiria com anticorpo antipodocalixina poderia
refletir a atividade clinica na NL.

Vogelmann et al.’> observaram, em pacientes com
glomeruloesclerose segmentar e focal e NL, que
menos de 1% das células nucleadas, marcadas com
DAPI, no sedimento urindrio revelaram-se podo-
calixina-positivas € que a marcagdo para anti-WT1
foi negativa em todos os casos. Aproximadamente
30% a 40% das amostras positivas para podocali-
xina também foram marcadas com sinaptopodina,
GLEPP1 ou podocina. Esses relatos e os dados
observados no presente trabalho tornam evidentes
as dificuldades para definir os marcadores mais
adequados para a pesquisa de podocitiria pela técnica
de imunofluorescéncia.

Nos observamos que a podocitiria com anticorpo
antipodocina esteve aumentada nos pacientes com
NL em atividade clinica. Células podocina-positivas
apresentaram correlagdo significante com a gravidade da
doenga, estando mais elevadas no grupo com atividade
grave quando comparada com atividade discreta.

Constatamos também que o grupo de pacientes
sem atividade clinica apresentou podocitiria em

Podocituria em nefrite lUpica

nivel similar ao grupo com atividade discreta,
bem como niveis aumentados em relacdo ao gru-
po controle, indicando que a podocitiria poderia
ser decorrente de uma provavel lesio glomerular
precocemente detectada.

Podocitos também foram observados na
urina dos individuos normais do grupo controle,
utilizando os trés marcadores, porém, seu nimero
foi inferior ao observado nos pacientes com
NL. Facca et al.,'® em um estudo com mulheres
portadoras de pré-eclimpsia, também encontraram
poddcitos na urina do grupo controle, constituido
por gravidas normais.

Em conclusio, o presente estudo mostra que a pes-
quisa de podocituria por meio de imunofluorescéncia
indireta pode ser util no acompanhamento de pacientes
com NL, sendo que o anticorpo antipodocina revelou
ser o marcador mais adequado quando comparado aos
outros marcadores, antinefrina e antissinaptopodina.
Os nossos achados ainda sdo incipientes, de modo que
investigacOes abrangentes e definicio do significado
clinico da podocitiria em diferentes glomerulopatias,
assim como a aplicagio de metodologias mais
sensiveis, ainda se fazem necessdrias.
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