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RESUMO 

Proteinúria é um importante marcador prognóstico para desenvolvimento de doença renal 

crônica (DRC). Os podócitos são células altamente especializadas e diferenciadas que 

recobrem os capilares glomerulares na face urinária da membrana basal glomerular e são 

compostos por três segmentos morfológica e funcionalmente diferentes: um corpo celular, 

processos principais e pedicelos, que são longas projeções citoplasmáticas. Lesão dos 

podócitos leva a albuminúria progressiva, no entanto, existem controvérsias em relação ao 

impacto da proteinúria para o agravamento do apagamento nas podocitopatias. Existem 

poucos estudos sobre as consequências moleculares resultantes da exposição prolongada 

ao overload de albumina em podócitos humanos in vitro. O objetivo do presente trabalho foi 

identificar alterações de expressão dos genes PODXL e TRPC6 após retirada do overload 

de albumina em cultura celular de podócitos com e sem dano prévio, em condições de 

exposição a PAN que apresentaram alteração de expressão prévia, com o intuito de observar 

potencial recuperação de fenótipo. A retirada foi realizada de forma gradual e abrupta, com 

avaliação de expressão relativa por PCR quantitativo real-time e expressão das proteínas por 

Western Blot. Os resultados foram analisados com teste de ANOVA e Tukey, com p≤0,05. 

Houve recuperação de fenótipo para o gene PODXL exclusivamente na condição de retirada 

gradual de overload de 20 mg/mL tanto a nível de RNA (p=0,631004) quanto a nível de 

proteína (p=0,237803), em podócitos previamente expostos a PAN. Nas outras condições 

ainda permaneceu a diferença de expressão (p<0.01) com superexpressão. Para o gene 

TRPC6, houve recuperação de fenótipo em todas as condições, a nível de RNA e de proteína 

(p>0,05). Observou-se ainda, indicativos iniciais de possível associação entre aumento de 

proliferação celular nas condições de superexpressão de PODXL analisadas, sendo um passo 

inicial para uma possível relação causal entre a exposição excessiva de albumina nos 

podócitos, aumento de expressão de podocalixina e malignização de tecidos adjacentes. 

Palavras-chave: Podocitopatias; overload de albumina; podócitos in vitro; PODXL, 
TRPC6, tumorigênese. 
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ABSTRACT 
 

Proteinuria is characterized by increased urinary excretion of protein, which can be persistent, 

even in significantly reduced amounts. However, when above normal threshold, proteinuria is 

indicative of primary or secondary glomerular disease and of development of chronic kidney 

disease (CKD), consisting in a significant prognostic marker for this condition. Podocytes are 

highly specialized and differentiated cells that cover glomerular capillaries on the outer 

(urinary) side of the glomerular basement membrane. It is already known that podocyte injury 

leads to progressive albuminuria; however, there are controversies regarding the impact of 

proteinuria on the worsening of foot process effacement in podocytopathies. The aim of the 

present work was to identify changes in the expression of PODXL and TRPC6 genes after 

removal of albumin overload in podocytes cell-culture with and without PAN exposure that 

previously have induced expression changes, to evaluate potential phenotype recovery. The 

withdrawal was performed both gradually and abruptly, with evaluation of relative expression 

by quantitative real-time PCR and protein expression by Western Blot. The results were 

analyzed with ANOVA and Turkey test, with p≤0.05. There was phenotype recovery for the 

PODXL gene exclusively in the condition of gradual withdrawal of 20 mg/mL overload, both at 

the RNA level (p = 0.631004) and at the protein level (p = 0.2378032243), in podocytes 

previously exposed to PAN. In the other conditions, the difference in expression (p<0.01) with 

overexpression persisted. Furthermore, a possible association between increased cell 

proliferation in the conditions of PODXL overexpression was observed, suggesting an initial 

step toward a potential causal relationship between excessive albumin exposure in podocytes, 

increased podocalyxin expression, and malignancy of adjacent tissues. 

 

 
Keywords: Podocytopathies; albumin overload; podocytes in vitro; PODXL, TRPC6, 

tumorigenesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

1.1. Proteinúria 

 
A proteinúria é caracterizada pela excreção urinária aumentada de proteína, 

podendo ser um quadro persistente, mesmo em quantidade bastante reduzida, mas 

que quando acima do limite considerado normal constitui um importante indicativo de 

doença glomerular primária ou secundária e de desenvolvimento de doença renal 

crônica (DRC), além de servir como um importante marcador prognóstico para esta 

condição (1–3). Em indivíduos saudáveis, uma coleta de urina de 24 horas com mais 

de 150 mg de proteína é considerada patológica (2). 

 

Na lesão glomerular, a principal proteína presente na urina é a albumina, 

denominada albuminúria, que decorre do comprometimento da barreira de filtração 

glomerular (BFG). Nesse cenário, quatro tipos celulares podem estar envolvidos nas 

doenças glomerulares e que podem apresentar algum dano: células mesangiais, 

células endoteliais, células epiteliais: podócitos parietais e viscerais. No caso das 

podocitopatias a lesão encontra-se nos podócitos (3). 

 

As podocitopatias podem ter diversas causas: 

 
1. Genéticas, sendo que nestes casos variantes em mais de 80 genes 

que codificam proteínas estruturais e funcionais dos podócitos já foram 

associadas a casos esporádicos, familiares e sindrômicos de SN 

congênita, infantil, na infância ou juvenil; imunológicas, onde acredita-

se que haja a disfunção de células T e B; 

2. Fatores circulantes no plasma que levam a um aumento de 

permeabilidade dos glomérulos com consequente perda de proteínas 

pela urina. Este último grupo recentemente foi cunhado como doença do 

fator circulante (CFD, do inglês “circulating factor disease”) (4). 

 

 
Nesse contexto, os podócitos são células alvo das diversas condições e 

situações, independente do mecanismo ou causa, que levam a podocitopatias. 
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1.2 Podócitos 

 
1.2.1. Condições “normais” 

 
Os podócitos são células altamente especializadas e diferenciadas que 

recobrem os capilares glomerulares na face externa (urinária) da MBG e são 

compostos por três diferentes segmentos morfológica e funcionalmente diferentes: um 

corpo celular, processos principais e pedicelos, que são longas projeções 

citoplasmáticas (Figuras 1 e 2) (5). 

 
 

 
Figura 1. Estrutura da barreira de filtração e dos podócitos normais. À esquerda: 

tufo de capilares do glomérulo. Do lado sanguíneo da membrana basal glomerular 

(MBG) estão: células endoteliais glomerulares (E), lúmen capilar (LC) e células 

mesangiais (M). Os pedicelos recobrem a superfície urinária da MBG. A seta vermelha 

indica a direção da ultrafiltração do plasma. AA = arteríola aferente; TD = túbulo distal; 

AE = arteríola eferente; TP = túbulo proximal; EB = espaço de Bowman. Meio: 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) ilustrando a morfologia dos podócitos. MP 

= processos maiores dos podócitos. À direita (acima): Vista de cima da BFG com 

microscopia eletrônica de transmissão (MET). Observa-se os pedicelos e seus três 

domínios (ressaltados em amarelo) ABD = domínio apical da membrana; SD = 

diafragma de fenda; BMD = domínio basal da membrana. À direita (abaixo): 

ilustração vista de cima de pedicelos normais, mostrando os feixes 
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paralelos de actina de dois podócitos adjacentes (vermelho e amarelo). Os 

microtúbulos dos MP são visualizados em azul. Adaptado de Mundel; Reiser (6). 

 

 
Figura 2. Capilar glomerular com podócitos. À esquerda: imagem de porção de um 

capilar glomerular recoberto por podócitos e seus pedicelos; à direita: ilustração da 

barreira de filtração glomerular (BFG), evidenciando seus pedicelos ao longo do 

capilar, bem como o diafragma de fenda (destaque em amarelo) que se forma entre 

eles e o endotélio fenestrado. Adaptado de Marieb e Hoehn, 2010 (7). 

 

Referindo-se especificamente aos pedicelos, eles são funcionalmente divididos 

em três domínios: domínio apical da membrana (AMD), diafragma de fenda (do inglês, 

slit diaphragm - SD) e domínio basal da membrana (BMD), o último associado à MBG 

(Figura 3A). Os três domínios estão física e funcionalmente ligados entre si e ao 

citoesqueleto de actina dos pedicelos (8,9) (Figura 3B). Destaca-se especialmente o 

SD, que representa uma plataforma de sinalização que contribui para a regulação da 

função dos podócitos. Devido às suas posições específicas dentro das fendas de 

filtração, várias moléculas do domínio SD têm sido designadas como receptores de 

sinalização. Diversas e distintas vias de sinalização intracelular integram estes sinais 

de chegada dentro dos diafragmas de fenda propriamente ditos, incluindo sensação 

mecânica, sinalização de cálcio, sobrevivência celular, transcrição, modulação do 

citoesqueleto de actina, polaridade celular e endocitose (Figura 3B). 

Danos em qualquer um dos três domínios dos pedicelos alteram os feixes 

contráteis de actina, normalmente paralelos, promovendo reorganização ativa 
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desses filamentos, perda do padrão normal de interdigitações causando o 

espessamento dos pedicelos e a consequente perda de proteína pela urina 

(proteinúria). Desde o início dos anos 90 até hoje foram identificadas mutações em 

diversos genes que codificam as proteínas importantes na manutenção da estrutura 

e da função do complexo de filtração glomerular (10). Estas proteínas são expressas 

principalmente nos podócitos e estão envolvidas direta ou indiretamente na 

organização dos diafragmas de fenda e do citoesqueleto de actina (Figuras 3). 
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Figura 3. Modelo funcional da barreira de filtração glomerular. A. Na ilustração observa-se os pedicelos e seus três domínios 

ABD = domínio apical da membrana; SD = diafragma de fenda; BMD = domínio basal da membrana; GBM = membrana basal 

glomerular; MBG: membrana basal glomerular; FE: endotélio fenestrado. Adaptado de Joshi et al. (5). B. Complexidade das 

moléculas presentes nos três domínios dos pedicelos. Adaptado de Grahammer et al.(11). 
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Diversas proteínas estão envolvidas na manutenção da estrutura e da função 

do podócito e podem afetar direta ou indiretamente o rearranjo do citoesqueleto de 

actina. Entre elas, alguns exemplos são: nefrina (NPHS1), proteína associada a CD2 

(CD2AP), proteína receptora de canal de cálcio potencial transitório 6 (TRPC6), 

𝛼-actinina-4 (ACTN4), formina invertida-2 (INF2), podocalixina (PODXL), entre tantas 

outras, que de alguma forma estão relacionadas à manutenção da estrutura e função 

do citoesqueleto dos podócitos (12-14). 

 

 
1.2.1.1. Proteínas e genes envolvidos com a barreira de filtração glomerular 

(BFG) 

 

 
1.2.1.1.1. Gene PODXL e a podocalixina 

 
O gene PODXL localiza-se no cromossomo 7q32-q33 e codifica a podocalixina, 

uma proteína importante no revestimento celular, situada no glicocálix e responsável 

pela regulação da adesão e da morfologia dos podócitos e essencial para a 

manutenção dos diafragmas de fenda (15). A podocalixina é, também, um indicador 

de diversas doenças renais e ainda marcador de podócitos na urina, quando 

aumentado (16). 

Essa proteína é uma glicoproteína transmembrana sulfatada, com domínio 

extracelular rico em serina, treonina e prolina, fornecendo muitos sítios potenciais de 

glicosilação (17). Está possivelmente envolvida, também, com o processo de 

impedimento de adesão dos podócitos às células parietais da cápsula de Bowman 

(18). Desta forma, ao atuar como anti-adesina, a podocalixina mantém a 

permeabilidade dos diafragmas de fenda dos pedicelos adjacentes por meio do 

fenômeno de repulsão de cargas (19, 20). 

 

 
1.2.1.1.1.1. A Podocalixina em doença renal 

 
No contexto da doença renal, estudos com neutralização da carga dessa 

proteína nos podócitos demonstraram quadro de lesão podocitária, nefrose e 

proteinúria maciça em camundongos, e no caso de humanos, a expressão dessa 
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proteína está diminuída em pacientes com diversos tipos de glomerulopatias (21, 

22). Logo, os diversos estudos na área sugerem que a alteração da expressão do 

gene PODXL pode representar um mecanismo comum a diversas podocitopatias, 

tendo em vista a importância desse gene para a fisiologia e morfologia dos podócitos. 

A porção intracelular da podocalixina interage com a proteína Ezrin e com 

fatores regulatórios, promovendo tráfego de proteínas, além de transporte de íons e 

promovendo sinalização celular. Essa interação entre essas proteínas contribui para 

a integridade dos podócitos, ao passo que ruptura e/ou comprometimento nessa 

interação podem estar envolvidos com casos de podocitopatias (23, 24). Estudos 

demonstram que o domínio citoplasmático da podocalixina está conectado ao 

citoesqueleto de actina sendo que em modelos animais com nefrose induzida por PAN 

esta interação da podocalixina com o citoesqueleto de actina é interrompida . A 

avaliação de podócitos de pacientes com doença renal, indicaram diminuição de 

expressão de podocalixina, podendo levar ao evento de effacement dos pedicelos e 

consequente proteinúria. No entanto, estudos avaliam a associação de alterações 

genéticas no PODXL, com danos renais, no entanto ele já foi proposto como um gene 

candidato a GESF, mas poucos estudos inviabilizam a análise sobre o real efeito 

dessa alteração na função da proteína. (25). 

 

 
1.2.1.1.1.2. A Podocalixina em linhagens celulares malignas e neoplasias 

 
Ainda, a podocalixina é expressa em diversos tipos de tecidos e alguns estudos 

a detectaram em linhagens celulares malignas e neoplasias (26-29). Estudo com foco 

em câncer gástrico, associado com expressão de PODXL, indicou que há correlação 

positiva de aumento nos níveis de mRNA em tecidos e soros de pacientes com essa 

condição, comparando-se os níveis de expressão do gene em tecidos normais e 

voluntários saudáveis (30). 

Estes estudos descreveram que os pacientes com os níveis mais elevados de 

PODXL apresentaram piora em um período de 5 anos, sendo que os estudos in vitro 

indicaram que essa expressão aumentada se relacionou a progressão do tumor, uma 

vez que levou à proliferação celular, capacidade de formar colônias, além de permitir 

a cicatrização de feridas, apresentar potencial de invasão e migração (31). A 
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expressão alterada da podocalixina já foi relacionada, também, à leucemia ieloide 

aguda (LMA), em diferentes subtipos dessa condição (32). Ainda, essa correlação 

também já foi descrita em câncer colorretal, sobretudo ao que se refere a um indicativo 

de mau prognóstico de condição (33). 

Um estudo de silenciamento do PODXL, por meio de superexpressão de miR-

5100, indicou que com esse protocolo houve diminuição da migração celular e da 

capacidade de invasão, quando estudado câncer pancreático humano e metástase 

hepática, descrevendo, não apenas a relação entre a superexpressão de PODXL com 

a tumorigênese, mas também indicando que pacientes com menores taxas de 

transcrito apresentaram maior sobrevida pós-operatória (33) Deste modo, observa-se 

que há forte associação de alteração de expressão do PODXL com tumorigênese, 

seja no processo de malignização celular, como no potencial metastático, em diversos 

tecidos humanos. 

 

 
1.2.1.1.2. Gene TRPC6 e canal receptor não-seletivo a cátions TRPC6 em 

podócitos 

O gene TRPC6, localizado em 11q22.1, codifica a proteína canônica receptora 

potencial de canais de cálcio, com 105 kDa, que é membro da superfamília de 

receptores potenciais transitórios (TRP) de canais iônicos não-seletivos a cátions em 

mamíferos, sendo a subfamília TRPC (TRPC1-TRPC7) um grupo de canais iônicos 

permeáveis ao cálcio (Ca2+) que são importantes para o aumento intracelular de 

Ca2+(34-35). 

O influxo de Ca2+ nesses canais pode ser estimulado após a ativação da 

fosfolipase C induzida por um receptor de tirosina quinase e receptores acoplados à 

proteína G (36, 37). Ainda, alguns membros dessa família, os canais TRPC1, TRPC3, 

TRPC5 e TRPC6, podem sofrer ativação por mecanismos adicionais, tais como 

estresse mecânico (38-41) e oxidativo (42-45). Os vários tipos de canais TRPC 

possuem distribuição em diversos tecidos e funcionam como heterotetrâmeros, o que 

aumenta a heterogeneidade dessa família de canais sendo que já foi demonstrada a 

interação entre TRPC3 e TRPC6 no córtex renal (46). Nos rins os canais TRPC6 já 

foram detectados nos glomérulos e nos ductos coletores (47). Nos podócitos estão 

presentes tanto nos pedicelos como no corpo celular e 
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parecem ter funções distintas dependendo da sub localização celular. Por exemplo, a 

presença de TRPC6 nos pedicelos parece ser mais relevante para regular o 

citoesqueleto local, enquanto a função dos canais TRPC6 no corpo celular parece ser 

mais crítica para a regulação da expressão gênica (48). 

Em relação ao canal de Ca2+ TRPC6 nos podócitos, sua ativação nos domínios 

SD leva ao aumento de Ca2+ citoplasmático, o que leva à fosforilação de proteínas, 

tais como a nefrina, e, por sua vez, leva à transdução de sinal e ativação de fatores 

de transcrição e consequente regulação da dinâmica do citoesqueleto de actina (49-

51). A proteína TRPC6 já foi identificada interagindo fisicamente com a podocina, em 

complexos de sinalização nos diafragmas de fenda. Esta interação se dá entre as 

caudas citosólicas C-terminais da podocina e do TRPC6 e é fundamental para a 

ativação/”abertura” dos canais e consequente influxo de Ca2+ (52). 

Uma propriedade importante dos canais da superfamília TRP é que quando 

expressos nas células, eles geralmente são multimodais, ou seja, podem se tornar 

ativos em resposta a vários estímulos (53) Essa ativação multimodal vem sendo 

amplamente estudada no caso dos canais TRPC6 em podócitos (Figura 4). 

Figura 4. Abertura polimodal dos canais TRPC6 em podócitos. A. Ativação dos 

receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) levam a ativação da fosfolipase C, 

gerando diacilglicerol, ativação dependente de Rac-1 da NADPH oxidase NOX2, 

levando ao aumento localizado de espécies reativas de oxigênio (ROS) ao redor de 
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TRPC6. As subunidades catalíticas de NOX2 formam um complexo com a podocina 

e o TRPC6. Estas interações com a podocina são essenciais para a ativação do 

TRPC6 pelas GPCRs. B. Ativação dos canais TRPC6 em podócitos por estímulo 

mecânico, que não requer ativação de qualquer GTPase celular ou geração de ROS. 

A podocina funciona para suprimir a ativação dos canais TRPC6 dos podócitos por 

estímulo mecânico, possivelmente pela regulação da rigidez da membrana ou pela 

modulação das interações do complexo do canal com os elementos do citoesqueleto. 

A podocina possui um domínio de ligação ao colesterol e funciona como um arcabouço 

para manter seus parceiros de ligação dentro dos domínios “lipid-rafts” nos pedicelos. 

Figura retirada de Anderson et al., 2013 (52) 

 
 

1.2.1.1.2. 1. O canal receptor não-seletivo a cátions TRPC6 na doença renal. 

 
Existem múltiplos mecanismos de sinalização que controlam os níveis 

intracelulares de Ca2+ nos podócitos e que convergem para canais iônicos expressos 

nos podócitos. Os canais TRPC6 são os mais bem estudados no contexto de 

sinalização de Ca2+ podócitos. A Figura 5 mostra algumas das vias de sinalização que 

controlam a expressão e atividade do TRPC6 nos podócitos. Muitos destes fatores 

têm sido implicados a formas genéticas e/ou adquiridas de doenças glomerulares. 
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Figura 5. Mecanismos de sinalização em estados de doença que podem levar 

ao excesso de sinalização por meio de canais TRPC6 em podócitos. Fatores de 

permeabilidade circulantes tais como o suPAR podem se ligar a integrina ανβ3, 

acionando a geração de aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

estimulando o tráfego de canais TRPC6 para a superfície celular. Esse efeito ocorre 

dentro de 6 a 24 horas. Um efeito similar pode ser observado em podócitos expostos 

a concentrações elevadas de glicose. A elevação constante por meio de uma via 

metabotrópica (não-iônica, por neurotransmissores) por meio de receptores de 

angiotensina II (ANG II), os receptores AT1 ou P2Y, também pode causar 

hiperativação crônica de TRPC6. As ROS possuem papel crítico na ativação de 

TRPC6 por meio dos receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) e estimulam tanto 

o tráfego como a abertura dos canais TRPC6, como pode ser visualizado no aumento 

abaixo à esquerda. Figura retirada de Anderson et al., 2013 (52) 

 

 
1.2.1.1.2.1.1. Variantes no gene TRPC6 associados a formas genéticas de 

doença renal 

Em 2005 foram publicados os primeiros trabalhos associando a variante de 

ganho de função p.Pro112Gln, identificada em heterozigose no gene TRPC6 com 

desenvolvimento tardio de SN e GESF (55,56) . Variantes patogênicas no gene 

TRPC6 podem suprimir as interações entre as proteínas TRPC6 e outras proteínas 
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do domínio SD, incluindo a nefrina (57) e a podocina (58). Em sua maioria 

correspondem a variantes de ganho de função, sendo associadas com SN de início 

na adolescência ou fase adulta, com manifestação dos sintomas variando entre os 

17 e os 52 anos de idade (59,60,61) e foi sugerido um mecanismo do tipo “second hit” 

para o desenvolvimento da SN na fase adulta (62).   A maioria dos indivíduos com 

variantes no TRPC6 progride para insuficiência renal e transplante, sem recidiva pós-

transplante. Estas variantes afetam geralmente os domínios intracelulares N e C-

terminais. 

Nesses casos de variantes de ganho de função existem hipóteses sobre o 

mecanismo fisiológico e patofisiológico nos podócitos, sendo que alguns mecanismos 

de como a desregulação do TRPC6 possa causar GESF já foram propostos, apesar 

de ainda não estarem completamente compreendidos. Supõe-se que o aumento de 

íons Ca2+ parece modificar e interferir na modulação do citoesqueleto de actina dos 

pedicelos o que pode alterar a atividade dos podócitos ainda, esse aumento também 

foi associado a apoptose dos podócitos, desprendimento ou falta de proliferação o 

que resultaria em GESF (56). 

Embora os estudos iniciais descreveram variantes que causavam início na 

idade adulta da doença, agora já se sabe que pelo menos algumas variantes causam 

início precoce, sendo algumas variantes de perda de função (51, 69-71). A maioria 

dessas variantes são missense em heterozigose descritas em crianças em casos 

esporádicos de síndrome nefrótica córticoresistente (72) o que indica que ao menos 

um nível basal de atividade do TRPC6 pode ser necessário para manter a função 

glomerular normal, sendo especificamente importante na primeira infância. 

No caso das variantes de perda de função o mecanismo não é bem 

compreendido, mas pode ser o bloqueio do tráfego dos canais para a superfície celular 

ou a sinalização dos canais para vias de degradação. A variante p.Gli757Asp, por 

exemplo, é capaz de suprimir a formação de canais ativos quando co-expressa de 

forma heteróloga com canais TRPC6 selvagens, o que sugere um efeito dominante-

negativo (73). 

Em casos de diminuição de expressão, existem relatos que essa redução 

estaria associada com um mecanismo de defesa e recuperação do podócito, 

mecanismo muito utilizado por medicamentos (74), sendo que a inibição do TRPC6 
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poderia ser um fator de proteção dos podócitos a afecções renais, como por 

exemplo, a doença renal diabética (74). 

 

 
1.2.1.1.2.2. Formas adquiridas de doença renal associadas à desregulação dos 

canais TRPC6 

 
Existem diversas evidências de que os canais TRPC6 estejam envolvidas nos 

mecanismos patofisiológicos das formas adquiridas de GESF (75-77) Pacientes com 

doenças glomerulares adquiridas, tais como GESF e glomerulonefrite membranosa 

apresentam aumento na taxa de transcrito e nas proteínas de TRPC6 dentro dos 

glomérulos (75.). No modelo animal de ratos com GESF por PAN, também há 

aumento glomerular de TRPC6 (76, 78). 

 
Existem evidências de experimentos in vitro de que fatores de permeabilidade 

circulantes possam ativar e desregular os canais TRPC6, sendo como causa de GESF 

adquirida. Desta forma, amostras de plasma coletadas de pacientes com GESF foram 

expostas em podócitos imortalizados in vitro, e foi demonstrada a ativação de vias de 

sinalização por integrina, bem como a alteração dinâmica e da motilidade do 

citoesqueleto, além de alterarem profundamente o tráfego de proteínas dos diafragmas 

de fenda (79-81). 

 
Além disto, após exposição de podócitos in vitro a amostras de plasma e soro 

de pacientes com GESF e com recidiva pós-transplante, houve aumento marcante 

da expressão dos canais de TRPC6 na superfície dos podócitos. Na maioria das 

amostras testadas, esse aumento de expressão de TRPC6 foi acompanhada de 

diminuição de expressão da podocina, que é inicialmente internalizada e degradada 

nestas condições. (76). 

 
Outro mecanismo de lesão renal é causado pela desregulação dos canais 

TRPC na Diabetes Mellitus e hiperglicemia. Nestes casos, o efeito da glicose elevada 

em podócitos demonstrou aumento da atividade dos canais TRPC6 por meio de 

aumento de produção de ROS (76, 82). 

 
Parte do efeito da hiperglicemia na expressão dos canais TRPC6 in vivo é 

causada pela angiotensina II (ANG II), que causa ativação de TRPC6 dependente de 
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ROS e que, por sua vez, aumenta a expressão de TRPC6 por meio de cascatas de 

calcineurina-NFAT (do inglês, “Nuclear factor of activated T cell”) (82). 

 
1.2.1.1.2.3. Vias de sinalização downstream do TRPC6 em podócitos 

 
A ativação excessiva dos canais TRPC6 parece sinalizar para a patologia dos 

podócitos por múltiplas vias downstream em diferentes compartimentos intracelulares, 

sendo que a maioria parece ocorrer de forma secundária ao aumento de influxo de 

Ca2+. Os mecanismos downstream da ativação do TRPC6 nos corpos celulares são 

diferentes daqueles que ocorrem nos pedicelos. A via mais bem estudada é aquela 

que ativa a calcineurina, que, por sua vez, ativa os fatores de transcrição NFAT e as 

vias MAP/ERK quinases nos corpos celulares dos podócitos (83-85). Essa via leva a 

alteração da expressão gênica, incluindo a do próprio TRPC6 (86). Já nos pedicelos, 

os efeitos da ativação da calcineurina podem levar a modulação no citoesqueleto de 

actina por meio de efeitos na sinaptopodina, o que leva a modulação das Rho-

GTPases (87-89). 

 
 

 
1.2.2. Condições alteradas nos podócitos - Podócitos e lesão 

 
Os podócitos são células terminalmente diferenciadas, ou seja, pós mitóticas, 

sendo a que a essas células respondem ao estresse modificando morfologicamente, 

com perde de interdigitação dos pedicelos, conhecido como effacement, sendo esse 

um resultado de disfunção na ligação entre a MBG e os pedicelos, que promove 

rearranjo do citoesqueleto de actina (62). Esse processo ocorre em dois momentos 

(63): 

1) Perda do padrão interdigitado, com retração de projeções e substituição do SD 

por junções ocludentes, entre os pedicelos. 

2) Apagamento com maior retração dos pedicelos, o que forma projeções 

achatadas em forma de disco recobrindo a MBG. (Figura 6). 

Com relação a possíveis causas dessa lesão, Okamura et al, 2013 (64) 

demonstraram que podócitos expostos a níveis de albumina similares ao do 

ultrafiltrado de pacientes com proteinúria, em decorrência de síndrome nefrótica (SN), 

apresentaram aumento da morte celular, com regulação positiva das vias pró 



26 
 

apoptóticas e das citocinas inflamatórias. Ainda, glomérulos isolados de 

camundongos com SN também apresentaram aumento de expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, demonstrando que a exposição prolongada à albumina é prejudicial 

aos podócitos, contribuindo para a perda progressiva de podócitos observada na 

doença renal. 

Já se sabe que lesão podocitária contribui para albuminúria progressiva e que, 

inclusive, a lesão pode ser quantificada pela albuminúria (65,66). No entanto, ainda 

permanece obscuro se a albuminúria é uma consequência do dano ou se é um 

agravante em potencial da podocitopatia. 

 
 

 
Figura 6. Estrutura da barreira de filtração glomerular (BFG) e dos podócitos 

com padrão característico da síndrome nefrótica (SN). À esquerda: Na SN, os 

pedicelos perdem seu padrão de interdigitações e mostram-se com effacement. MBG 

= membrana basal glomerular; E = células endoteliais; LC = lúmen capilar; M = células 

mesangiais; AA = arteríola aferente; TD = túbulo distal; AE = arteríola eferente; TP = 

túbulo proximal; EB = espaço de Bowman. Meio: Perda da citoarquitetura normal e 

bordas celulares com effacement (MEV = microscopia eletrônica de varredura). À 

direita (acima): effacement com uma banda contínua de citoplasma e banda densa 

de filamentos de actina curtos identificados pelos asteriscos (*) (MET). À direita 

(abaixo): vista de cima evidenciando effacement, i.e., perda do padrão de 

interdigitação dos pedicelos. Banda contínua de citoplasma, preenchida com 

filamentos de actina reorganizados (verde). Adaptado de Mundel, Reiser (6). 
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No desenvolvimento normal dos podócitos, estes passam por um processo de 

transição mesênquima-epitélio (do inglês, MET), o que permite que eles apresentem 

sua estrutura e função na filtração glomerular (67). No entanto, já é conhecido que 

eventos diversos, como estresse podem levar esse processo ocorrer de maneira 

reversa, ou seja, podócitos maduros se desdiferenciar, levando a formação de uma 

transição epitélio mesênquima (do inglês, EMT), com perda de características 

funcionais e estruturais dessas células, além de alteração de expressão de proteínas 

e do diafragma de fenda, sendo que essa transição reversa pode ser caracterizada 

em 3 tipos, sendo um deles associados à metástase e/ou progressão do câncer (63). 

 

 
1.3. Efeitos da albumina nos podócitos 

 
A albumina corresponde a 50 % da proteína presente no soro e é essencial 

para manter a pressão osmótica do plasma, sendo que quando ocorre alguma ruptura 

ou alteração no mecanismo de filtração glomerular, ocorre perda de proteína na urina, 

levando ao quadro de proteinúria, afetando podócitos, seus pedicelos e o diafragma 

de fenda. Nesse contexto, a endocitose podocitária de proteínas presentes no filtrado 

glomerular é um mecanismo presente em pacientes com proteinúria (69), podendo 

levar a um acúmulo de albumina desencadeando uma possível disfunção podocitária 

por meio de via dependente de TGF-B1 (70,71). 

Logo, a relação entre podócitos, podocitopatias e albumina ainda parece um 

processo que necessita de estudos e maiores conhecimentos; no que se refere a 

diabetes, por exemplo, existem diversos fatores associados nesse processo, que 

ainda não tem compreensão clara em nível molecular, mas indica um processo 

degenerativo no diafragma de fenda, que leva a um escape de albumina, levando a 

lesão nos podócitos, e ocasionando a perda dessas células como um evento 

secundário (72). 

Níveis elevados de albumina na urina são descritos como fatores de 

sobrecarga para absorção e metabolização que ocorrem nos túbulos renais, o que 

pode ocasionar diversas condições com processos inflamatórios, 

glomeruloesclerose, fibrose e atrofia tubular, sendo que a albuminúria, é descrita, 

também como reflexo dessa disfunção, ou seja, podendo ser causa ou consequência 

da lesão renal (74). 
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Entre os estudos realizados com overload de albumina em cultura celular de 

podócitos in vitro, destacam-se estudos com achados de alteração em vias 

relacionadas à inflamação, estresse de retículo, apoptose, proliferação, diferenciação 

celular e rearranjo do citoesqueleto (46, 50, 101, 106, 113). Abbate et al. (2002)(70) 

observaram aumento de expressão do fator de crescimento transformante β1 (TGF-

β1) e interrupção da expressão da proteína de diferenciação, sinaptopodina, após 

overload de 10 mg/mL por até 48 horas de albumina em podócitos de camundongos 

in vitro; Morigi et al. (2005)(102), por sua vez, expuseram o mesmo tipo de cultura 

celular de podócitos à concentração de 10 mg/mL por até 24 horas, e mostraram 

ativação do fator nuclear kappa-B (NF-κB) e consequente redistribuição das fibras de 

F-actina; Yoshida et al. (2008)(71), após exposição à 10 mg/mL por até 24 horas de 

albumina, observaram ativação da cascata de fosforilação TGF-β1/p38 MAPK e 

consequente apoptose. He et al. (2011) (100,101) observaram que, após overload de 

albumina em diversas concentrações 0, 5, 10, 20, 40 mg/mL e em diversos tempos, 

24h, 48h, 72h e 96h, induziram o estresse de retículo endoplasmático e apoptose, por 

meio da possível entrada de cálcio via TRPC6 (maior efeito com 20 mg/mL após 48 e 

72 h) e da regulação da proteína CD2AP (maior efeito com 40 mg/mL por 24 h), 

respectivamente. Okamura et al. (2013) (64) avaliou aumento de moléculas 

inflamatórias tais como interleucina-1 (IL-1), NF-κB, fator de necrose tumoral (TNF) e 

IL-6, além das moléculas pró-apoptóticas caspase 3/7, após exposição de podócitos 

HUPECS (células epiteliais tipo podócito derivadas de urina humana) a 5 e 10 mg por 

24 e 48 horas. Mais recentemente, Gonçalves et al. (2018) (102) avançaram no 

conhecimento da via intracelular de indução de injúria mediada pelo estresse de 

retículo após overload de 1, 5 e 10 mg de albumina em podócitos in vitro por 24 horas 

e demonstraram aumento da regulação da via da proteína delta quinase C (PKC-δ), 

p38 MAPK e caspase 12. 

 

 

1.4. Resultados prévios 

 
Anteriormente, foi realizado estudo com avaliação de alteração de expressão 

de PODXL e TRPC6, em cultura de podócitos in vitro, com exposição prévia a overlod 

de albumina e com exposiação ou não a PAN. 
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Os podócitos utilizados, foram os imortalizados e condicionalmente por Saleem 

et al, 2002 (112), de modo que a expressão de proteínas e características de podócitos 

maduros ocorre em exposição de 10 dias a 37º C, sendo comprovado com IC com 

marcação de proteínas como Sinaptopodina, Nefrina e Podocina. As exposições 

foram feitas utilizando concentrações de albumina e 0,03,6,9,12,15,18,20,30 e 40 

mg/mL de albumina, por 24 horas, seguindo com avaliação de IC, Expressão relativa 

por PCR - Real Time, e Western Blot. 

As avaliações indicaram que, após overload progressivo de albumina em 

podócitos in vitro, com e sem exposição prévia à droga nefrotóxica puromicina 

aminoglicosídeo (PAN), os resultados indicaram aumento significativo da taxa de 

transcrito do gene PODXL na concentração de 40 mg/mL de albumina sem PAN, e 

nas condições de 20 e 40 mg/mL com PAN; no caso do gene TRPC6, os dados foram 

conflitantes, já que no grupo sem dano (sem PAN) houve redução significativa do 

conteúdo de transcrito (em todas as condições com albumina, de 3 a 40 mg/mL), 

sendo que no grupo com dano (PAN) houve aumento na concentração de 20 e 40 

mg/mL de albumina. Neste estudo anterior, no entanto, não foi avaliado se houve 

recuperação do dano após retirada do overload excessivo de albumina, o que seria 

importante para observar se os danos são irreversíveis ou se há possibilidade de 

recuperação e reversão do dano. Desta forma, neste trabalho foi realizada a retirada 

da albumina, tanto abrupta, quanto gradual, com o objetivo de observação da 

recuperação do fenótipo. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 
 

A proteinúria persistente, não responsiva às medidas terapêuticas da doença 

de base ou de medicações antiproteinúricas corresponde ao principal fator de 

associação a DRC (65), e como os mecanismos que levam a essa doença podem 

depender, tanto dos processos patogênicos da doença de base que não puderam ser 

revertidos pela terapêutica, como possivelmente acrescidos dos efeitos deletérios da 

própria proteinúria (90), avaliações associadas a este cenário são de grande valia para 

pacientes, médicos e comunidade científica. 

Ainda, considerando as controvérsias existentes na literatura com relação ao 

impacto da proteinúria como fator de agravamento do “apagamento” dos pedicelos 

que é, inclusive, considerado por alguns pesquisadores como uma adaptação 

morfológica dos podócitos, um mecanismo para aumentar a sua adesão à MBG e 

evitar o destacamento destas células da MBG, observado nas doenças glomerulares 

(17,90), e que estudos existentes, no entanto, não esclareceram de forma definitiva 

as consequências moleculares do overload de albumina em podócitos humanos in 

vitro, bem como, estes não avaliaram proteínas expressas nos domínios apical e basal 

da membrana, nem o efeito da regressão do overload de albumina e reversão do 

fenótipo para algumas vias já analisadas, há necessidade de avaliações como a 

estabelecida neste trabalho, como forma de iniciar esclarecimentos sobre o tema. 

Com relação à podocalixina, além do seu papel nos podócitos, esta proteína é 

expressa em diversos tipos de tecidos e alguns estudos a detectaram em linhagens 

celulares malignas e neoplasias, desde linhagens celulares de câncer de cólon, mama 

e próstata, como carcinomas de mama, fígado, pâncreas, tireoide, em leucemia aguda 

e, inclusive, em tumores renais (46, 94-96), Desta forma, nesse projeto foi incluída a 

análise do potencial de invasivo e migratório dos podócitos para investigação da 

transformação e malignização dos podócitos, que eventualmente poderiam ser 

causados em decorrência do aumento do conteúdo de transcrito do gene PODXL após 

suplementação de albumina. 
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3. HIPÓTESE 

 
 

3.1. Recuperação de fenótipo 

Adotou-se como hipótese que após a retirada das concentrações de albumina 

nos podócitos, será possível observar recuperação de fenótipo dos podócitos. Sendo 

assim consideramos: 

1) Hipótese nula (H0) – sem diferença de fenótipo. 

2) Hipótese alternativa (H1) – com diferença de fenótipo. 

 
 

3.2. Potencial tumorigênico 

Adotou-se como hipótese que, após o overload de albumina nas condições de 

20 e 40 mg em grupo de podócitos sem dano e em grupo de dano com puromicina 

aminoglicosídeo (PAN), as células devem apresentar alteração de padrão celular, com 

indicativos de transformação e potencial tumorigênico. 

Sendo assim consideramos: 

1) Hipótese nula (H0) – sem potencial tumorigênico, sem transformação 

2) Hipótese alternativa (H1) – com potencial tumorigênico, com transformação 
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4. OBJETIVOS 

 
 

4.1 Objetivo geral 

 
O objetivo principal deste projeto foi avaliar alterações de expressão dos genes 

PODXL e TRPC6 após retirada do overload de albumina em cultura celular de 

podócitos com e sem dano prévio. E avaliar aspectos de transformação maligna de 

podócitos em condições de aumento de expressão de PODXL associada a overload 

de albumina. 

4.2 Objetivos Específicos 

 
1. Avaliar a expressão do gene PODXL após retirada do overload de albumina em 

cultura celular de podócitos, na concentração de 40 mg/mL sem dano prévio, e 

nas concentrações de 20 e 40 mg/mL com dano prévio. 

2. Avaliar a expressão do gene TRPC6 após retirada do overload de albumina em 

cultura celular de podócitos, nas concentrações de 3, 20 e 40 mg/mL sem dano 

prévio, e nas concentrações de 20 e 40 mg/mL com dano prévio. 

3. Avaliar o potencial tumorigênico de alteração de expressão de PODXL, frente 

ao overload de 40 mg de albumina sem dano e de 0, 20 e 40 mg/mL com dano. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

Os experimentos e análises realizados neste estudo, tiveram como base os 

resultados obtidos durante o mestrado (108), sendo uma sequência das análises e 

observações realizadas. Sendo assim, o desenho experimental adotado segue com 

duas análises, conforme figura 7: 
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Figura 7. Desenho Experimental do trabalho. A. Estudos para a avaliação da possibilidade de recuperação de fenótipo in vitro em 

condições de overload de albumina e exposição a PAN. B. Estudos para avaliação de possibilidade de transformação maligna dos 

podócitos em condições de alteração de expressão de PODXL, previamente avaliados em estudo do mestrado (108). 
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5.1. Cultivo celular dos podócitos 

 
 

5.1.1. A cultura celular de podócitos 

Podócitos condicionalmente imortalizados por Saleem et al, 2002 (112), foram 

utilizados em cultivo. Os podócitos in vivo são células terminalmente diferenciadas, ou 

seja, não se dividem, portanto, não sofrem mitose (91). Portanto, para o cultivo in vitro 

dos podócitos, foi necessária a imortalização dessa linhagem celular, um protocolo 

que utilizou a transfecção de um gene promotor SV-40 sensível à temperatura, de 

forma que os podócitos in vitro proliferam à 33°C (temperatura permissiva), quando 

assumem um formato de poliedro ("cobblestone"), e estão na fase “indiferenciada”. 

Já, quando expostos à temperatura de 37°C (temperatura não-permissiva), os 

podócitos passam para um estado de quiescência e se diferenciam, projetando seus 

longos prolongamentos e expressando proteínas tais como a nefrina, podocina, 

sinaptopodina, que estão presentes em podócitos maduros in vivo. 

Esse padrão de diferenciação foi evidenciado e comprovado em estudo prévio, 

com marcação dessas proteínas de podócitos maduros, como confirmação da 

finalização do processo de diferenciação celular (108). 

No presente estudo, foi utilizada linhagem celular de podócitos condicionais 

imortalizados AB8/13, doados pelo Professor Dr. Moin Saleem, Bristol University, UK 

(AB - anonimato do paciente; 8 - construção tsSV40; 13 - gene da enzima 

transcriptase reversa da telomerase hTERT). Foram utilizados podócitos 

armazenados em nitrogênio líquido, em tubos criogênicos, devidamente identificados, 

com passagens entre 14 a 23. 

 
 

5.1.2. Processo de descongelamento e proliferação 

No processo de descongelamento dos podócitos, eles foram retirados do 

nitrogênio líquido, e ficaram 2 minutos em TA, sendo posteriormente centrifugados por 

5 minutos a TA em 1200 rpm, para retirada de meio de congelamento. Por fim foram 

acondicionados em garrafa de cultura celular contendo meio RPMI 1640 + 10% de 

soro fetal bovino (FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e incubados em estufa com 

temperatura de 33°C e 5% de CO2, por 48 horas. 
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A cada 48 horas o meio foi trocado até o momento que as células atingissem 

90% de confluência na garrafa, sendo então transferidas para uma maior 

(repique/passagem). Nesse processo, as células foram desprendidas do fundo da 

garrafa em que estavam aderidas, com auxílio da enzima tripsina (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO), com ação durante 5 minutos a 33°C, sendo sua inativação realizada 

com o dobro do volume de enzima utilizado, de meio RPMI 1640 + 10% de FBS. 

Posteriormente foi realizada a centrifugação da solução durante 5 minutos a TA em 

1200 rpm. O meio foi retirado e o pellet de células ressuspendido em meio 5 minutos 

a TA em 1200 rpm, com o volume da nova garrafa, sendo então as células repassadas 

para a nova garrafa. 

Esse processo sucedeu-se até que o número desejado de células fosse obtido, 

sendo possível congelar parte das células e seguir com os experimentos. 

 
5.1.3. Processo de diferenciação 

Após a etapa de proliferação as células foram incubadas em estufa à 37°C com 

5% de CO2, de modo a iniciar o processo de diferenciação dessa linhagem celular, 

que se completou de 10 a 14 dias, sendo o momento de início dos experimentos de 

recuperação de fenótipo e de potencial tumorigênico. 

 
5.1.3.1. Confirmação de diferenciação dos podócitos 

A confirmação do processo de diferenciação dos podócitos diante do protocolo 

proposto, foi realizado em experimentos de padronização prévios, realizados durante 

o mestrado (114), havendo a confirmação de diferenciação após incubação em 

temperatura de 37°C durante o período mínimo de 10 dias. 

 
5.1.4. Processo de congelamento 

A parte de células que não foi utilizada em cada passagem ou experimento, 

foi congelada após o processo de tripsinização e contagem, em meio de 

congelamento com RPMI 1640 + 10% FBS + 10% DMSO, em tubo criogênico com 1 

mL de volume, sendo inicialmente armazenadas à -80°C e após 24 horas foram 

armazenados em nitrogênio líquido. 
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5.2. Ensaios de recuperação de fenótipo 

 
 

5.2.1. Plaqueamento 

Os podócitos indiferenciados, foram plaqueados em placas contendo de 12 ou 

24 poços, sendo sempre plaqueadas 5x104 células/mL. A contagem das células foi 

realizada após a tripsinização e centrifugação, sendo os podócitos ressuspendidos 

em 1 mL de meio RPMI 1640 + 10% FBS. Foi realizada a diluição de 1:10, totalizando 

20 µL de solução de contagem, preparadas em câmara de Neubauer, com contagem 

de 4 quadrantes e realizada média e determinação do número de células (N): 

 
N = contagem dos 4 quadrantes/4 x fator de diluição (10) x 10000 

 
 

Foram então plaqueadas as células de acordo com a contagem, sendo 

realizada a troca de meio a cada 48 horas. Após o plaqueamento com o número 

estabelecido, assim que as células atingiram a confluência de 40% por well 

(aproximadamente de 36 a 48 horas), a temperatura da estufa foi alterada para 37°C 

(não-permissiva) iniciando o processo de diferenciação de 10 a 14 dias. 

 
5.2.2. Exposição à PAN 

 
 

A droga puromicina aminoglicosídeo (PAN) foi utilizada como agente de lesão 

podocitária, um modelo já bem estabelecido de SN em roedores (72–81). PAN induz 

proteinúria maciça em roedores alguns dias pós-injeção, associada a alterações 

ultraestruturais similares às descritas em SN (92–94). Em podócitos in vitro, exposição 

a PAN fosforila e ativa a ERK, induzindo podócitos à apoptose (95,96). 

Desta forma, PAN induz proteinúria maciça e mimetiza doença de lesões 

mínimas após uma única injeção em ratos, e GESF após múltiplas injeções (97). 

Achados patológicos semelhantes foram identificados em condições in vitro, apoiando 

o uso do modelo de cultura celular com PAN como estratégia para estudo de 

proteinúria (103). Utilizamos concentração e tempo de exposição à PAN pré-

estabelecidos para simular dano nos podócitos in vitro (95,96). 

Após 10 dias de diferenciação a 37°C, os podócitos que compuseram o grupo 

de tratamento prévio com PAN, foram expostos a 10 μM/mL de inibidor da via ERK 



38 
 

(U0126) por 30 minutos e à 24 μg/mL PAN por 12 horas, promovendo o processo de 

dano, valores estabelecidos em estudo prévio (98) e com base nos experimentos de 

Rigothier et al., 2016 (85). 

 
 

5.2.3. Exposição à albumina 

Os podócitos foram expostos inicialmente por 24 horas à diferentes 

concentrações de albumina, concentrações essas estabelecidas de acordo com os 

resultados prévios encontrados durante a realização do mestrado (114) conforme 

Quadro 1. 

 
Quadro 1: Concentrações de exposição à albumina, com e sem PAN, para as quais 

houve alteração da taxa de transcrito dos genes PODXL e TRPC6. 

Gene PAN Concentração de exposição 

PODXL NÃO 0 e 40 mg de albumina a cada mL 

PODXL SIM 0, 20 e 40 mg de albumina a cada mL 

TRPC6 NÃO 0,3, 20 e 40 mg de albumina a cada mL 

TRPC6 SIM 0, 20 e 40 mg de albumina a cada mL 

 
5.2.4. Retirada de albumina 

Com a finalidade de analisar a possibilidade de recuperar o fenótipo frente às 

alterações de expressão identificadas após exposição à albumina, foi elaborado um 

processo de retirada das concentrações de albumina em dois processos, um deles, 

retirada parcial gradual e retirada abrupta. 

 
5.2.4.1. Retirada gradual 

A retirada de albumina na condição de recuperação gradual, foi realizada de 

modo que a cada 24 horas foi retirado 25% do valor inicial de albumina adicionado em 

cada condição, conforme Quadro 2. 
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Quadro 2: Condições de exposição à albumina e a PAN para ensaio de recuperação 

de fenótipo, em condição de retirada gradual de albumina. 

Condição da amostra Concentração de albumina mg/ml 

Gene PAN Início 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 

PODXL Não 0 0 0 0 0 

PODXL Não 40 30 20 10 0 

PODXL Sim 0 0 0 0 0 

PODXL Sim 20 15 10 5 0 

PODXL Sim 40 30 20 10 0 

TRPC6 Não 0 0 0 0 0 

TRPC6 Não 3 2,25 1,5 0,75 0 

TRPC6 Não 20 15 10 5 0 

TRPC6 Não 40 30 20 10 0 

TRPC6 Sim 0 0 0 0 0 

TRPC6 Sim 20 15 10 5 0 

TRPC6 Sim 40 30 20 10 0 

 
Ao final desse processo foi realizada a extração de RNA total. 

 
 

5.2.4.2. Retirada abrupta 

 
 

A retirada de albumina na condição de recuperação abrupta foi realizada de 

modo que após 24 horas de exposição às condições estabelecidas no Quadro 3, foi 

realizada a retirada total da albumina, ficando todos os poços com células expostos 

a 0 mg/mL de albumina por 24 horas seguida de extração de RNA total. 
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Quadro 3: Condições de exposição à albumina e a PAN para ensaio de recuperação 

de fenótipo, em condição de retirada de albumina abrupta 

Condição da amostra Concentração de albumina mg/ml 

Gene PAN Início 24 horas 

PODXL Não 0 0 

PODXL Não 40 0 

PODXL Sim 0 0 

PODXL Sim 20 0 

PODXL Sim 40 0 

TRPC6 Não 0 0 

TRPC6 Não 3 0 

TRPC6 Não 20 0 

TRPC6 Não 40 0 

TRPC6 Sim 0 0 

TRPC6 Sim 20 0 

TRPC6 Sim 40 0 

 
5.2.5. Avaliação de expressão relativa por PCR Real Time 

 
 

Para a avaliação da taxa de expressão relativa de RNA, diante das condições 

de exposição à albumina, os podócitos com e sem tratamento com PAN, foram 

submetidos a extração de RNA total e quantificação com utilização de Nanodrop 8000 

Spectrophotometer (Thermo Electron, WI, USA), síntese de cDNA e PCR Real Time 

de acordo com protocolos descritos nos itens abaixo. 

 
Foram utilizados os primers/probes: 

1. RPLP0 (Hs. PT. 39a22214824 - IDT); - INDICAR O CONTROLE 

2. TRPC6 (Hs00988479_m1 - ThermoFisher); 

3. PODXL (Hs. PT.58.2409981 - IDT). 

 
5.2.5.1. Extração de RNA 

 
 

A extração de RNA foi realizada de acordo com o protocolo Trizol: 



41 
 

1. Após o cultivo e as exposições descritas acima, o meio dos wells com os 

podócitos foi retirado, seguindo com 3 lavagens com PBS 1X gelado. 

2. Após a retirada e descarte do PBS, realizou-se a lise das células diretamente 

em cada well, em gelo, com a adição de 500 µL de trizol em cada duplicada, 

resultando em 1 Ml de trizol por condição; 

3. Realizou-se a raspagem das células para promover lise mais eficientes, além 

de passagens pela ponteira, evitando espuma; 

4. O lisado de podócitos com trizol foi incubado, ainda no well, por 5 minutos em 

TA, sendo posteriormente adicionado 200 µL de clorofórmio. Homogeneizou-se 

a solução e à transferiu para um eppendorf identificado, sendo agitado por 30 

segundos e novamente incubados a TA, por 3 minutos; 

5. As amostras de lisado celular de podócitos foram centrifugadas a 12000 G por 

20 minutos a 4°C. 

6. Nessa etapa foram formadas 3 fases, sendo a primeira a que continha o RNA, 

a qual foi transferida para um novo eppendorf identificado; 

7. Realizou-se a precipitação do RNA com adição de 500 µL de álcool isopropílico 

gelado com 10 minutos de incubação a TA; 

8. Nova centrifugação a 12000 G por 20 minutos a 4°C. Nessa etapa ocorre a 

precipitação do RNA e o sobrenadante deve ser descartado por inversão; 

9. Lavagem do RNA com 1 mL de etanol 75% gelado e nova centrifugação a 7500 

G por 5 minutos à 4°C. 

10. Descarte do sobrenadante por inversão; 

11. Secagem da amostra à TA por 15 minutos. 

12. O RNA foi ressuspendido em 20 µL de H2O DEPC autoclavada, ficando 

armazenado 30 minutos no gelo. 

13. As amostras foram quantificadas em nanodrop, analisando o comprimento de 

onda de 260 nm e a pureza do RNA nas razões de 260/280>1,8 e 

260/230>2,00. 

14. Foi realizada eletroforese com gel de agarose 1% corado com brometo 

dietídeo. 

15. As amostras foram armazenadas à -80°C 

Foram realizadas 5 extrações de replicatas biológicas totalizando uma amostra 

com n=05. 
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5.2.5.2. Síntese de cDNA 

A reação de síntese de cDNA por processo de transcrição reversa foi realizada 

com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermofisher), de acordo com 

as indicações do fabricante (Quadro 4). 

 
Quadro 4: Preparo de Master Mix para High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Thermofisher). 

Reagente Volume (uL) 

10X RT tampão 2 

25X dNTP MIX (100mM) 0,8 

10X RT Random Primers 2 

MultiScribe RT 1 

H2O livre de nuclease 4,2 

Total 10 

 
Após o preparo do MIX, é adicionado 10uL de amostra de RNA para realização 

da reação de Transcriptase Reversa, seguindo ciclo indicado pelo fabricante (Quadro 

5). 

 
Quadro 5: Programa utilizado no termociclador para PCR transcriptase reversa. 

 

Condição/ Etapa Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 

Temperatura (C°) 25 37 85 4 

Tempo (min) 10 120 5 ∞ 

 
 

5.2.5.3. Análise de expressão relativa por Real Time PCR 

Foi realizada a reação de quantificação do RNA por PCR Real Time utilizando 

4 µL das amostras de cDNA obtidas anteriormente, com concentração de 20 ng 

(5ng/µL), com adição de 6 µL do mix da reação, previamente preparado. 

A reação foi realizada em placa apropriada, de 96 poços, seguindo o 

protocolo do reagente TaqMan™ Universal Master Mix II, with UNG (Applied 
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Biosystems™). Foram utilizadas placas de 96 poços, específicas para o equipamento 

utilizado (ABI 7500 Real Time PCR System - Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA) (Quadro 6 e Figura 8). 

 
Quadro 6: Mix utilizado na reação de Real Time – PCR 

 

MIX PCR Real Time * 

Master Mix 3µL 

Primer 10X 0,25 µL 

H2O 2,75 µL 

*valores para cada poço de uma placa de 96. 
 

 

Figura 8: Ciclo da reação de PCR Real Time, utilizados nas reações desse estudo, 

no equipamento ABI 7500 Real Time PCR System - Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA 

 
5.2.6. Avaliação da expressão das proteínas por Western Blot 

Com a finalidade de avaliar a expressão das proteínas correspondentes aos 

genes analisados, frente às diferentes condições de exposição à albumina em 

podócitos com e sem tratamento com PAN, realizou-se a extração de proteínas totais, 

quantificação com kit BCA e análise por Western Blot com SDS-PAGE utilizando 

anticorpos primários (Podocalixina - ThermoFisher; Canal de Cálcio Receptor de 

Potencial Transitório C - ThermoFisher; RPLP0 (controle endógeno) - ThermoFisher) 

para as proteínas de interesse e para o controle endógeno, além de anticorpos 

secundários LI-COR (IRDye 800CW e IRDye 680RD. 
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5.2.6.1. Extração de proteínas 

A extração das proteínas totais foi realizada com base no protocolo e utilização 

do tampão RIPA (Merck): 

1. Após o cultivo e as exposições descritas acima, o meio dos poços com 

os podócitos foi retirado, seguindo com 3 lavagens com PBS 1X gelado; 

2. Adicionou-se 500 µL do tampão RIPA em cada poço de duplicata, o que 

resultou em 1 mL de tampão por condição. 

3. As células foram raspadas com a utilização de ponteira, e toda a solução 

de lisado celular foi transferida para tubo eppendorf. 

4. Realizou-se agitação em vórtex e posterior centrifugação por 10 minutos 

à 1200 G em 4°C; 

5. Nessa etapa, formou-se um pellet e uma porção do sobrenadante, 

contendo as proteínas totais celulares. Desta forma, o sobrenadante foi 

transferido para novo tubo do tipo eppendorf identificado e o restante 

(pellet) foi descartado; 

6. O material obtido foi armazenado em biofreezer a -80°C. 

 
 

5.2.6.2. Quantificação das proteínas totais com kit BCA 

Realizou-se a quantificação da concentração das proteínas totais extraídas, 

com a utilização do Kit BCA Protein Assay (ThermoFisher Scientific), conforme 

protocolo indicado pelo fabricante, sendo a leitura das amostras realizada no 

equipamento Nanodrop 8000 spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). 

 
5.2.6.3. Ensaio de Western Blot 

Com a finalidade de avaliar e analisar as proteínas correspondentes aos genes 

estudados, empregou-se a técnica de Western Blot, para possibilitar a quantificação 

e comparação do tamanho e intensidade das proteínas de interesse nas diversas 

condições de estudo. 
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5.2.6.3.1. SDS-PAGE 

As amostras de proteínas totais extraídas e quantificadas, foram diluídas em 

tampão RIPA, atingindo a concentração estabelecida para o experimento conforme 

tabela X, sendo aplicada 20 µL da amostra + tampão de amostra no gel (10 µL da 

amostra e 10 µL do tampão de amostra 2X). O protocolo seguiu conforme 

estabelecido por Laemmli (1970) (117) (Quadro 7). 

Como marcador, foi utilizado o Ladder Odyssey One-Color Protein Molecular 

Weight Marker, para a verificação do tamanho das proteínas de estudo. A corrida do 

gel foi realizada a 50 V até que as amostras chegassem próximas ao final do gel (4 

horas aproximadamente). 

 
Quadro 7: Condições utilizadas para cada proteína no gel de SDS - PAGE. 

 

Condições para o SDS-PAGE 

Proteína Concentração 

mg/µL 

Resolving gel 

(%) 

Stacking gel 

(%) 

Canal de cálcio receptor de 

potencial transitório C 

30 15 5 

Podocalixina 30 15 5 

 
5.2.6.3.2. Transferência para a membrana de PVDF 

A transferência das proteínas do gel para a membrana, foi realizada em 

membrana de PVDF, que teve preparação conforme protocolo: 

1. 15 segundos em metanol 100%; 

2. 2 minutos em H20 destilada; 

3. 2 minutos no tampão de transferência. 

Para cada par de membrana + gel foi realizada a montagem com aparato de 

transferência umedecidos com o tampão, e após essa etapa a transferência foi 

realizada durante 2 horas, a 200mA em cuba adequada para o processo, sob suporte 

de gelo. 
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5.2.6.3.3. Imunorreação e revelação 

Após o processo de transferência das proteínas do gel de corrida para a 

membrana de PVDF, foi realizado o processo de imunorreação para posterior 

revelação. 

1. O aparato de transferência foi desmontado, descartando o gel e retirando a 

membrana. 

2. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agitação durante 

5 minutos cada uma; 

3. Bloqueio da membrana com solução de TBS-T + BSA 6% por 2 horas, com 

agitação; 

4. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agitação durante 

5 minutos cada uma; 

5. Incubação com o anticorpo primário diluído 1:1000 em solução de TBS-T + 

BSA 3%, sob agitação, em baixas temperaturas, overnight; 

6. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agitação durante 

5 minutos cada uma; 

7. Incubação com o anticorpo secundário o diluído 1:1000 em solução de TBS-T 

+ BSA 3%, sob agitação, em baixas temperaturas, durante 3 horas, no 

escuro; 

8. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agitação durante 

5 minutos cada uma; 

9. Revelação da membrana de PVDF com equipamento Odyssey CLX Li-Cor e 

análise das imagens com auxílio do programa ImageJ. 

 
 

5.3. Ensaios de transformação 

Para todos os ensaios (exceto o de migração) de potencial de transformação 

os podócitos foram cultivados a 33°C e diferenciados a 37°C nas garrafas de cultura, 

e somente após o processo de diferenciação (10 a 14 dias), houve a contagem e 

plaqueamento das células, de modo a garantir que não houvesse diferença no número 

inicial de células por poço em decorrência dos dias iniciais a 37°C em que é possível 

que ainda haja alguma divisão celular, até que as células estivessem completamente 

maduras. 
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Para todas as condições, foram feitas exposições dos podócitos a 

concentrações de albumina estabelecidas de acordo com as alterações encontradas 

para o gene PODXL durante estudos no mestrado (108). Logo, as condições de 

exposição foram de 0 e 40 mg/mL de albumina em podócitos sem exposição prévia 

a PAN e 0,20 e 40 mg/mL de albumina para os com exposição prévia a PAN. Para 

os ensaios de migração, devido a necessidade de confluência das células, adotou-se 

a confluência de 60% de podócitos diferenciados à 37° C, com exposição às mesmas 

condições de albumina e PAN. 

 
5.3.1. Caracterização de crescimento celular após diferenciação em 

temperatura não-permissiva 

 
5.3.1.1. Curva de crescimento 

Após o processo de proliferação a 33°C, diferenciação à 37°C, exposição à 

PAN e à albumina, as células foram contadas e plaqueadas, sendo um plaqueamento 

inicial de 50000 células/ poço/ mL . Foram coletadas amostras das células com 0, 24, 

48 e 72 horas, correspondendo a 4 pontos de contagem. As células foram tripsinizadas 

e armazenadas em solução com paraformaldeído 3,5%. 

As contagens foram todas realizadas no mesmo dia, de forma aleatória, ou 

seja, sem que durante a contagem houvesse indicação de qual a amostra 

correspondia a qual alíquota. Após essa etapa, foi realizada a análise dos dados. 

 
5.3.1.2. Marcação com cristal violeta 

Essa etapa foi realizada utilizando as mesmas condições de plaqueamento e 

concentrações de albumina do item anterior, sendo que após as exposições foi 

realizada marcação das células com cristal violeta e registro das imagens de cada 

poço de cultivo. 

Para a marcação com Cristal Violeta seguiu-se o seguinte protocolo: 

1. Remoção e descarte do meio de cultura; 

2. Fixação dos podócitos em formaldeído 3,7% durante 5 minutos em 

temperatura ambiente. 

3. Descarte do formaldeído; 

4. Corou-se, então, as células com cristal violeta 0,5%. 

5. Retirada e descarte do excesso de reagente da etapa anterior. 
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5.3.2. Ensaio clonogênico 

 
 

Após o processo de proliferação a 33°C, diferenciação à 37°C, exposição à 

PAN e à albumina, as células foram contadas e plaqueadas, sendo um plaqueamento 

inicial de 50 e outro de 150 células por poço em placas de 12 poços. Posteriormente, 

foi realizado o acompanhamento das células durante 2 semanas, com trocas de meio 

a cada 48 horas (meio RMPI + albumina de acordo com a concentração de cada 

exposição). Por fim, as células foram fixadas, lavadas com PBS 1X, coradas com 

cristal violeta, conforme descrito na etapa 5.3.1.2. A contagem das colônias ocorreu 

com auxílio do programa ImageJ, com posterior análise dos dados. 

 
5.3.2. Ensaio de migração 

Nessa avaliação, por necessidade técnica do ensaio, as células foram 

plaqueadas em placas com 12 poços anteriormente ao processo de diferenciação, 

para que cada um deles tivesse uma confluência entre 80% a 90%, e após essa etapa, 

as células foram expostas a temperatura não-permissiva de 37°C, iniciando o 

processo de diferenciação. 

Após os 10 dias dessa etapa, as células foram expostas às condições de PAN 

e albumina pré-determinadas e em seguida foi realizada uma ferida com auxílio de 

uma ponteira de 10µL. 

O meio foi retirado e um meio novo, livre de FBS foi adicionado a cada poço. 

As células foram então submetidas a microscópio invertido de fluorescência com 

APOTOME para time-lapse, com controle de temperatura e CO2, disponível no 

INFABIC (Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de Fotônica Aplicada à Biologia 

Celular), da UNICAMP, por 48 horas, sendo realizadas imagens a cada 1 hora. 

Por fim, as imagens obtidas foram analisadas para verificar a migração das 

células ao longo do tempo, com auxílio do programa ImageJ. 

 
5.4. Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrão da média. 

Quando necessário comparar mais de dois grupos utilizou-se a análise de variância 

(ANOVA) e teste a posteriori de Tukey para comparação múltipla de médias. Em todos 

os casos o nível de significância para rejeição da hipótese nula foi de 5% 
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(p<0,05). Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS (Statistical Package 

for the Social Sciences). Foram realizadas 5 replicatas biológicas por experimento 

(n=5) e uma réplica técnica para cada uma das biológicas, totalizando 10 valores de 

análise para cada experimento. 
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1. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

Numerosos estudos já perseguiam o objetivo de avaliar o impacto do overload 

de albumina, cada um com metodologias e objetivos de investigação distintos. Abbate 

et al. (73) testaram a hipótese de que o TGF-1 poderia ser positivamente regulado em 

podócitos alterados devido à passagem aumentada de proteínas plasmáticas através 

da BFG, ativando assim uma reação que contribui para a glomeruloesclerose. Eles 

conduziram estudos in vivo e in vitro e demonstraram com sucesso que a exposição 

de podócitos de camundongos a 10 mg/mL de albumina sérica humana (HSA) por 6, 

24 e 48 horas levou ao aumento da expressão de TGF-β1 e perda da proteína 

sinaptopodina, um marcador de diferenciação dos podócitos, o que poderia indicar 

que o overload de albumina seria um gatilho para a desdiferenciação podocitária, 

fenômeno já descrito in vivo na glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) (144). 

Morigi et al. (2005) (102), verificaram que 10 mg/mL de HSA por 6 e 24 horas 

em podócitos de camundongos diferenciados imortalizados in vitro induziram o 

rearranjo do citoesqueleto de actina F dependente de Rho quinase, levando a uma 

possível desdiferenciação celular, consequência do aumento da expressão de 

agentes inflamatórios e vasoativos, moléculas como NF-kB, AP-1 e endotelina-1 (ET-

1) (145). Yoshida et al. (145) examinaram o efeito de 10 mg/mL de albumina sérica 

bovina (BSA) por 48 horas em podócitos in vitro e verificaram que os podócitos 

exibiam arranjo desordenado de microfilamentos de actina e sofreram apoptose de 

maneira dependente do tempo e da dose. A lesão podocitária foi precedida pela 

captação de albumina, indução de TGF-1 e fosforilação de Smad 2/3 e p38 MAPK 

(144).. 

Chen et al. (146) exploraram o papel do TRPC6 nas alterações funcionais e 

estruturais induzidas pela albumina em podócitos. Em seu estudo, eles mostraram 

que a exposição prolongada (48 horas) à albumina de 20 mg/mL causou uma 

regulação positiva da expressão de TRPC6. Eles também demonstraram que a 

concentração de 20 mg/mL de albumina desencadeou o aumento do cálcio intracelular 

([Ca2+]i) através de mecanismos que envolvem a liberação do estoque de cálcio 

intracelular e o influxo de cálcio extracelular em podócitos condicionalmente 

imortalizados. Além disso, o overload de albumina induziu a 
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expressão da proteína GRP78 do retículo endoplasmático (ER), levou à ativação da 

caspase-12 e, finalmente, à apoptose dos podócitos. Eles sugeriram que a entrada 

induzida de cálcio e o estresse do RE nos podócitos são, pelo menos parcialmente, 

mediados pelo TRPC6. Além disso, este grupo também demonstrou que, após 

bloqueio de TRPC6 com siRNA de TRPC6, houve melhora da lesão podocitária em 

podócitos que haviam sido expostos ao overload de albumina (146). Mais 

recentemente, Gonçalves et al. (105) mostraram que podócitos de camundongos 

imortalizados tratados com 1, 5 e 10 mg / mL de albumina por 24 horas e com 

consequente overload de albumina intracelular, provocam estresse de ER e ativação 

da via PKC-delta / p38 MAPK para induzir a apoptose de podócitos [25-122]. 

 
1.1. Recuperação de fenótipo 

 
 

As análises referentes aos ensaios de recuperação de fenótipo foram 

realizadas com base em concentrações de exposição de albumina que previamente 

haviam indicado alteração de taxa de transcrito. 

 
1.1.1. Gene PODXL e proteína podocalixina 

Com relação à taxa de transcrito do gene PODXL, após retirada da albumina 

e análises realizadas pela técnica de PCR Real Time, obteve-se os dados presentes 

no Quadro 8. 

Quadro 8: Expressão relativa de PODXL após retirada gradual ou abrupta de 

albumina 

Albumina 

mg/ml 

 
PAN 

 
Condição 

 
Gene 

 
MÉDIA 2Δ CT 

 
Fold change 

 
p-valor 

0 Não Gradual PODXL 0,003215812347 1  

40 Não Gradual PODXL 0,0125946909 3,916488135 0,000041 * 

0 Sim Gradual PODXL 0,002174176647 1  

20 Sim Gradual PODXL 0,003092629603 1,422437136 0,631004 

40 Sim Gradual PODXL 0,007197794129 3,310583866 0,000078 * 

0 Não Abrupta PODXL 0,003334887968 1  

40 Não Abrupta PODXL 0,01376158951 4,126552269 0,020351 * 

0 Sim Abrupta PODXL 0,002245065633 1  

20 Sim Abrupta PODXL 0,01073398958 4,78114734 0,010317 * 
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40 Sim Abrupta PODXL 0,01190203065 5,301417685 0,00349 * 

*p<0,05; n=05; 

Desta forma, observando os resultados do fold-change, a única condição na 

qual não houve diferença estatística foi na retirada gradual de albumina, na 

concentração de 20 mg/mL de albumina com PAN (p=0,631004), o que significa que 

houve recuperação do fenótipo, já que na exposição progressiva esta condição tinha 

dado diferença estatística. Em todas as outras condições tanto de retirada abrupta 

quanto gradual, nas condições sem e com PAN, a diferença de expressão foi mantida 

com diferença significativa, o que mostra que nestas condições não houve 

recuperação de fenótipo (Figuras 9 e 10). 

No caso da análise da expressão da proteína podocalixina por meio da técnica 

de Western Blot, assim como encontrado nos resultados de análise da taxa de 

transcrito do gene PODXL, apenas na condição de 20mg/mL de albumina com PAN, 

em condição de retirada gradual de albumina, houve recuperação de fenótipo 

(p=0,237803), sendo que nas demais condições a diferença de expressão da proteína 

associada ao overload de albumina manteve-se significativa (Quadro 9 e figuras 9 e 

10). 

 
 
 

 
Quadro 9: Análise de expressão de podocalixina. 

 

Albumina 

mg/ml 

 
PAN 

 
Condição 

 
Gene 

 
Média 

 
Fold change 

 
p-valor 

0 Não Gradual PODXL 100 1  

40 Não Gradual PODXL 159,9685417 1,599685417 0,00001053922941* 

0 Sim Gradual PODXL 100 1  

20 Sim Gradual PODXL 103,7758878 1,037758878 0,2378032243 

40 Sim Gradual PODXL 128,8901817 1,288901817 0,000000000267896091* 

0 Não Abrupta PODXL 100 1  

40 Não Abrupta PODXL 127,4934588 1,274934588 0,0000003045288709* 

0 Sim Abrupta PODXL 100 1  

20 Sim Abrupta PODXL 127,8898205 1,278898205 0,00000003108429667* 

40 Sim Abrupta PODXL 135,1954155 1,351954155 0,000000001233868431* 

*p<0,05; n=05; 
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Figura 9: Recuperação fenotípica da expressão de transcrito de PODXL e proteína 

podocalixina após retirada gradual de albumina sem e com PAN. A: O aumento 

significativo dos níveis de transcritos do PODXL ainda foi observado na concentração de 40 

mg/mL de albumina sem PAN (p=0,000041), significando que não houve recuperação do 

fenótipo. B. No grupo com exposição à PAN, foi observada recuperação do fenótipo apenas 

na dose de 20 mg/mL (p=0,63), mas não na dose de 40 mg/mL (p=0,000078). C. O aumento 

significativo da expressão da proteína podocalixina ainda foi observado na concentração de 

40 mg/mL de albumina sem PAN (p<0,0001) significando sem recuperação do fenótipo. D. No 

grupo com exposição à PAN, foi observada recuperação do fenótipo apenas na concentração 

de 20 mg/mL (p=0,2378), mas não na concentração de 40 mg/mL (p<0,0001). RPLP0 foi 

utilizado como controle endógeno. Os valores são média ± SE, n = 5. Os valores são média 

± SE, n = 5. Nas condições destacadas (*) uma diferença estatística de *p<0,01, 
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**p<0,001 ou ***p<0,0001 foi observada (teste ANOVA no software IBM SPSS Statistic). 
 
 
 

Figura 10: Recuperação fenotípica da expressão de PODXL e podocalixina após 

remoção abrupta de albumina sem e com PAN. Não houve recuperação de fenótipo em 

nenhuma das condições, tanto a nível de RNA sem e com exposição à PAN (A e B, 

respectivamente), quanto a nível de proteína sem e com exposição à PAN (C e D, 

respectivamente), para as condições de retirada abrupta do overload de albumina. RPLP0 

foi utilizado como controle endógeno. Os valores são média ± SE, n = 5. Os valores são média 

± SE, n = 5. Nas condições destacadas (*) uma diferença estatística de *p<0,01, 

**p<0,001 ou ***p Foi observado <0,0001 (teste ANOVA no software IBM SPSS Statistic). 
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A recuperação do fenótipo, tanto da taxa de transcrito de PODXL, como da 

proteína podocalixina, após retirada gradual de albumina, na condição de 20 mg/mL 

de albumina em podócitos com dano por PAN, sugere que o impacto causado por 

concentrações menores possa ser revertido de forma gradual. No entanto, mesmo 

com retirada gradual, as demais condições não foram suficientes para a recuperação 

do fenótipo. 

Em estudo anterior (108) foi observado o aumento de expressão de 

PODXL e podocalixina em função do aumento de albumina. A hipótese levantada para 

tal aumento de expressão foi a de uma possível resposta adaptativa dos podócitos ao 

insulto, de forma a compensar a agressão, um mecanismo de escape ao dano (114). 

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram o resultado do mestrado, uma vez 

que após a retirada do estresse gerado pelo overload de albumina essa alteração 

pode ser revertida, pelo menos na condição de 20 mg/mL com dano. 

No entanto, nas demais condições de podócitos com dano, bem como em todas 

as condições de exposição sem dano com PAN, essa reversão de fenótipo não foi 

observada, o que indica um dano de longa duração e/ou permanente. A lesão 

podocitária em pacientes com diabetes tipo 2, leva a liberação da podocalixina em 

vesículas ou microvilosidades, sendo então excretada na urina, tornando a proteína 

um marcador precoce de nefropatia diabética e biomarcador de doença glomerular 

(117,118). 

Ainda, o aumento desta proteína na urina indica o grau de proteinúria (119-

123). Desta forma, uma hipótese para a falta de recuperação do fenótipo em 

condições de maior exposição a albumina (40 mg/mL sem e com PAN), é a de que 

nestas condições mais extremas os podócitos estariam sofrente uma lesão 

permanente, que levaria à eliminação da proteína podocalixina por meio de vesículas, 

e consequentemente estas condições não puderam ser recuperadas ao fenótipo 

inicial. Extrapolando para o modelo in vivo, o dano causado pela albumina poderia 

estar associado ao apagamento dos pedicelos e à progressão de doença renal de 

forma irreversível. 

A podocalixina é uma sialoproteína normalmente localizada na superfície apical 

dos pedicelos, e promove o espaçamento entre os pedicelos nos diafragmas de fenda 

por repulsão de carga (38-115, 125). Ainda, a podocalixina tem um papel importante 

na manutenção da arquitetura do citoesqueleto de actina podócita pela 
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mediação das proteínas adaptadoras fator regulador 2 do trocador Na/H (NHERF2) e 

ezrina [39-126]. A ausência desta proteína ou alterações na sua organização espacial 

tem um efeito prejudicial sobre a BFG, uma vez que os ratos knockout para Podxl 

apresentam defeitos graves no desenvolvimento renal e morrem dentro de 24 horas 

após o nascimento com insuficiência renal anúrica (116; 147). 

A podocalixina interage com a proteína de suporte IQGAP1 e com 

componentes do complexo SD, como a nefrina (107; 148). Em estudo anterior, 

Rigothier et al. (107) demonstraram que, após exposição de podócitos in vitro à droga 

PAN, a proteína IQGAP1 foi “translocada” do citoplasma, local onde é expressa, para 

o núcleo. Rigothier et al. (107) utilizaram um inibidor de ERK (U0126) e houve bloqueio 

da translocação de IQGAP1 para o núcleo, demonstrado que a ativação da via ERK 

por meio do PAN está envolvida nesta translocação. A IQGAP1 é, por sua vez, uma 

das proteínas que conecta o citoesqueleto de actina dos pedicelos às proteínas dos 

diafragmas de fenda e que está envolvida na mobilidade e permeabilidade celular, 

interagindo, ainda, diretamente com as proteínas nefrina e podocalixina. Nesse 

contexto, tanto Lehtonen et al (120-124), como Rigothier et al 

(107) demonstraram que, aliada à translocação da IQGAP1 para o núcleo houve 

também redução significativa da sua interação com nefrina e podocalixina, apesar de 

que a droga PAN não alterou a expressão destas proteínas. 

No atual estudo foi utilizado o inibidor da via ERK U0126 para inibir a apoptose 

por meio da fosforilação de ERK causada por PAN. Desta forma, o overload de 

albumina nas condições de 20 e 40 mg/mL, levou ao aumento de expressão de 

podocalixina, mostrando que o insulto de albumina é o responsável pelo aumento da 

expressão de podocalixina, e não a droga PAN. Com isso, e diante do que foi 

evidenciado nos estudos de Lehtonen et al (120-124) e Rigothier et al (107), é possível 

se pensar em uma possível relação do insulto de albumina e alteração de expressão 

da proteína IQGAP1, já que estas proteínas possuem forte interação. Nosso estudo 

prévio ilustrou que a albumina induziu lesão podocitária de maneira dependente da 

concentração, afetando tanto os podócitos não danificados quanto aqueles 

previamente expostos à PAN. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que avaliou 

os insultos à albumina e ao PAN ao mesmo tempo. Este estudo também é o primeiro 

que avaliou a expressão do PODXL no contexto de overload progressivo de albumina. 
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Recentemente Chen et al. (146) realizaram uma bioinformática integrada e 

análise de correlação clínica dos principais genes, vias e potenciais agentes 

terapêuticos relacionados à nefropatia diabética e o PODXL estava entre os seis 

genes identificados significativamente regulados negativamente e associados ao 

desenvolvimento e progressão da DN no nível molecular e clínico. 

Desta forma, considerando exposto acima, sugere-se que o overload de 

albumina seja um fator de estresse e lesão aos podócitos e ainda, esse estresse 

associado a outros insultos, tais como os fatores circulantes, podem agravar o 

processo de lesão podocitária. O processo envolvido na lesão podocitária é complexo 

e não dependente de um único fator, o que dificulta a identificação do evento inicial 

para a condição. 

 
 

6.1.2 Gene TRPC6 e canal receptor não-seletivo a cátions TRPC6 

 
 

Durante o mestrado (108), podócitos sem exposição a PAN apresentaram 

redução da taxa de transcrito de TRPC6 dependente de overload de albumina nas 

condições de 3, 20 e 40 mg/mL. Inversamente, no que se refere às condições de 

exposição prévia ao PAN, houve o aumento da taxa de transcrito de TRPC6 nas 

condições de 20 e 40 mg/mL. 

No presente estudo foi realizada a retirada de albumina com o objetivo de se 

avaliar a recuperação de fenótipo, que foi observada em todas as condições (Quadro 

10), tanto sem exposição prévia a PAN, bem como com exposição a PAN (Figuras 11 

e 12), já que não há mais diferença de taxa de transcrito em relação ao controle. 
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Quadro 10: Expressão relativa de taxa de transcrito de TRPC6 
 

Albumina 

mg/ml 

 
PAN 

 
Condição 

 
Gene 

 
MÉDIA 2Δ CT 

 
Fold change 

 
p-valor 

0 Não Gradual TRPC6 0,00007920457584 1  

3 Não Gradual TRPC6 0,00008536273236 1,077750009 0,998 

20 Não Gradual TRPC6 0,00008026732555 1,013417782 1 

40 Não Gradual TRPC6 0,00008301228745 1,048074389 0,88 

0 Sim Gradual TRPC6 0,00008580589206 1  

20 Sim Gradual TRPC6 0,00009750288604 1,13631924 0,903 

40 Sim Gradual TRPC6 0,0001228394918 1,431597398 0,373 

0 Não Abrupta TRPC6 0,0007015539051 1  

3 Não Abrupta TRPC6 0,0007350459782 1,047739843 0,997 

20 Não Abrupta TRPC6 0,0007829351155 1,116001365 0,96 

40 Não Abrupta TRPC6 0,0009304601314 1,326284587 0,511 

0 Sim Abrupta TRPC6 0,0007116218643 1  

20 Sim Abrupta TRPC6 0,0007972637602 1,120347477 0,901 

40 Sim Abrupta TRPC6 0,0008236348836 1,157405253 0,838 

*p<0,05; n=05; 
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Nas análises referentes à expressão proteica do canal transitório de cálcio, 

também foi observada recuperação de fenótipo em todas as condições, 

independentemente do tipo de retirada de albumina, conforme descrito no Quadro 11. 

 
Quadro 11: Análise de expressão de Canal transitório de cálcio 

 

Albumina 

mg/ml 

 
PAN 

 
Condição 

 
Gene 

 
Média 

 
Fold change 

 
p-valor 

0 Não Gradual TRPC6 100   

3 Não Gradual TRPC6 101,9619606 1,019619606 0,4414302467 

20 Não Gradual TRPC6 102,055685 1,02055685 0,4410365878 

40 Não Gradual TRPC6 101,0988312 1,010988312 0,6792953331 

0 Sim Gradual TRPC6 100   

20 Sim Gradual TRPC6 100,7214811 1,007214811 0,2701912499 

40 Sim Gradual TRPC6 100,6761806 1,006761806 0,4506116324 

0 Não Abrupta TRPC6 100   

3 Não Abrupta TRPC6 101,8510556 1,018510556 0,8142304396 

20 Não Abrupta TRPC6 101,240626 1,01240626 0,89160975 

40 Não Abrupta TRPC6 101,4734337 1,014734337 0,782702356 

0 Sim Abrupta TRPC6 100   

20 Sim Abrupta TRPC6 99,77368209 0,9977368209 0,8539381074 

40 Sim Abrupta TRPC6 98,25795236 0,9825795236 0,8259458762 

*p<0,05; n=05; 

 
 

Como pode ser observado nas figuras 11 e 12, o mesmo padrão encontrado 

na análise de expressão relativa da taxa de transcrito do gene TRPC6 foi identificado 

na análise da expressão proteica por gel SDS-PAGE e Western Blot. 
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Figura 11: Recuperação do fenótipo da expressão do gene TRPC6 e da proteína 

do canal do potencial receptor transitório canônico 6 (TRPC6) após retirada 

gradual de albumina sem e com PAN. Em ambos os grupos, sem exposição a PAN 

e com exposição a PAN, os níveis de transcritos TRPC6 (A e B) e os níveis de proteína 

TRPC6 (C e D) recuperaram o fenótipo após a retirada gradual de todas as 

concentrações de albumina. RPLP0 foi utilizado como controle endógeno. Os valores 

são média ± SE, n = 5. Nas condições destacadas (*) foi observada diferença 

estatística de *p<0,01, **p<0,001 ou ***p<0,0001 (teste ANOVA no software IBM SPSS 

Statistic ). 
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Figura 12: Recuperação do fenótipo da expressão do gene TRPC6 e da proteína 

do canal do potencial receptor transitório canônico 6 (TRPC6) após retirada 

abrupta de albumina sem e com PAN. Em ambos os grupos, sem exposição a PAN 

e com exposição a PAN, os níveis de transcritos TRPC6 (A e B) e os níveis de proteína 

TRPC6 (C e D) recuperaram após a retirada abrupta de todas as concentrações de 

albumina. RPLP0 foi utilizado como controle endógeno. Os valores são média ± SE, 

n = 5. Nas condições destacadas (*) foi observada diferença estatística de *p<0,01, 

**p<0,001 ou ***p<0,0001 (teste ANOVA no software IBM SPSS Statistic ). 
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Diante dos resultados obtidos, com a retirada de albumina, ou seja, a retirada 

do insulto, e consequentemente do estresse gerado, houve recuperação do fenótipo, 

sem diferença no método de retirada, tanto nas condições de retirada abrupta, como 

na gradual. Esses resultados corroboram os achados do estudo anterior (111) bem 

como os estudos da literatura que mostram modulação da expressão do TRPC6 frente 

ao overload de albumina (122), e foram além, pois foi possível demonstrar a 

recuperação do fenótipo. 

Nas condições de overload de albumina com PAN, onde houve aumento de 

expressão de TRPC6, o que deve levar ao maior influxo de Ca+2 intracelular e 

consequente reorganização do citoesqueleto (122). Com a retirada de albumina 

ocorreu recuperação da expressão do TRPC6. Isso pode significar recuperação do 

insulto no citoesqueleto dos podócitos, permitindo que estes voltem a organização 

inicial, sem necessidade de alteração de expressão de TRCP6, o que promoveria 

maior estabilidade ao citoesqueleto dos pedicelos, mantendo assim a estrutura 

destes, mesmo frente aos insultos. Neste caso destaca-se a possibilidade de estudos 

com influxo de Ca+2 marcado, para verificação das alterações de funcionamento e 

atividade deste canal. 

Essa modulação com a sensibilização dos canais de íons de Ca+2 é descrita 

por Moller, Flesch e Reiser (123), em seu estudo de co-expressão de TRPC6, nefrina, 

podocina e CD2AP em células HEK293, indicando interação da proteína expressa por 

esse gene com as demais, exceto a CD2AP. Os autores (123) descreveram que a 

nefrina atuou como sinalizadora da sobrevivência dos podócitos, sendo reconhecida 

como reguladora da abertura do canal do TRPC6, por fosforilação da tirosina, 

mediando assim efeitos da modulação de fluxo de Ca+2. Com isso, eles demonstraram 

que esse fluxo de cálcio é um processo central da capacidade de podócitos em regular 

o comportamento intracelular e do citoesqueleto. O mesmo processo possivelmente 

ocorre frente ao overload de albumina, levando a uma sensibilização deste canal, 

como forma de reorganização primária, para sobrevivência e manutenção de 

funcionalidade dos podócitos. 

Outros mecanismos podem interferir na expressão do TRPC6, podendo 

justificar os achados deste estudo. O aumento da expressão do TRPC6 já foi descrito 

como uma resposta ao estresse em cardiomiócitos, sendo que o aumento de 

expressão se associa a maior sensibilidade ao insulto em questão, com consequente 

aumento de Ca+2 intracelular (124). Esse mecanismo indica o 
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importante papel do TRPC6 como gene alvo da calcineurina, e presente em via de 

sinalização de doenças renais, tais como GESF e doença renal diabética (125), 

associando-se, também, a processos de ativação de apoptose (126). Essa ativação, 

pode ocorrer também por mecanismos independentes da ativação de calcineurina, 

com o influxo de cálcio induzido por TRPC6 ativando a cisteína protease calpaína 

(127), o que indica uma associação entre o aumento de expressão do TRPC6 com o 

influxo de cálcio e progressão da doença renal. 

A inativação do gene TRPC6, por meio de método CRISPR-Cas9 em ratos 

Sprague-Dawley, reduziu a albuminúria e glomeruloesclerose em modelos com PAN, 

sendo que em fase aguda essa inativação não se mostrou protetora (108). 

Esses achados corroboram com o presente estudo uma vez que o aumento 

de expressão de TRPC6 foi observado em podócitos com PAN e a redução de sua 

expressão esteve associada tanto a um fator protetor ao insulto, como a uma retirada 

dele, restabelecendo a expressão inicial. Outro estudo que avaliou essa situação de 

knockout foi o de Wang & Staruschenko (129,130), referente a modelo de diabetes 

tipo 1, indicando que a redução da albuminúria nesse processo foi temporária e o 

efeito protetor desapareceu com o envelhecimento do animal, promovendo ainda 

resistência à insulina nos glomérulos e podócitos isolados. 

Esses achados anteriores, bem como o deste estudo, indicam que o TRPC6 

pode ser explorado como um alvo terapêutico em algumas doenças glomerulares, 

sobretudo nas formas familiares e adquiridas de GESF, podendo desenvolver agentes 

que bloqueiam ou inibem diretamente os canais de TRPC6 (130). 

Está bem estabelecido que variantes patogênicas de ganho de função no 

TRPC6 causam formas hereditárias de GESF e que a superexpressão de TRPC6 está 

ligada a doenças glomerulares adquiridas (149-151) Além disso, o nocaute de TRPC6 

em camundongos ou ratos confere proteção ao desenvolvimento de nefropatia 

diabética experimental, nefrose induzida por PAN e hiperfiltração glomerular induzida 

por angiotensina II (151). Neste estudo, nos podócitos sem exposição ao PAN, houve 

uma redução dramática na transcrição de TRPC6 e na taxa de proteína podocalixina 

em todas as concentrações de albumina. Nossos achados contradizem os relatados 

por Chen et al. (146), onde observaram um aumento de 3,2 vezes no nível da proteína 

TRPC6 após 48 horas de exposição a 20 mg/ml de BSA quando comparado ao grupo 

controle. Além disso, seu estudo revelou que a exposição prolongada à mesma 

concentração de albumina (20 mg/ml) por 72 
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horas levou a uma diminuição na densidade das fibras de estresse, induziu uma 

redistribuição de actina para a periferia celular, desencadeou estresse no retículo 

endoplasmático (RE) e finalmente resultou em apoptose. 

Nas nossas análises expusemos as células à albumina durante 24 horas. 

Notavelmente, mesmo neste curto período de exposição, houve uma redução drástica 

nos níveis de TRPC6. Uma limitação do nosso estudo é que não investigamos os 

níveis de cálcio celular, o que teria sido valioso para avaliar a atividade do TRPC6. 

Nesse contexto, cinco variantes patogênicas no gene TRPC6 foram relatadas 

por Riehle et al. (63) revelando que a perda da função de variantes no TRPC6 como 

um conceito adicional de GESF hereditária. Eles mostraram um efeito dominante 

negativo da variante p.G757D, localizada no domínio formando uma interface TRPC6-

TRPC6 e prevista para causar impedimento estérico local e ruptura do complexo de 

canal tetramérico, afetando a atividade geral do TRPC6. Existem alguns estudos na 

literatura mostrando que a diminuição da expressão de TRPC6 se correlaciona com a 

redução da lesão e a melhora da proteinúria [52,53]. 

Sonneveld et al. (125) demonstraram que a 1,25-di-hidroxivitamina D3 (1,25-

D3) regulou negativamente a expressão de TRPC6 em podócitos lesionados e em 

modelos animais para GESF e deficiência de 1,25-D3, possivelmente através de um 

efeito direto na atividade do promotor de TRPC6. Mais recentemente, o mesmo grupo 

demonstrou uma via glomerular (e) NOS-NO-sGC-cGMP-TRPC6 que previne a lesão 

podocitária. Em seu eixo parácrino proposto, este grupo demonstrou que o óxido 

nítrico (NO) produzido pelas células endoteliais glomerulares ativou a guanilato ciclase 

solúvel (sGC), levando ao aumento do monofosfato de guanosina cíclico (cGMP), que 

preveniu a lesão podocitária mediada por influxo de TRPC6 e Ca+2. 

No grupo com exposição ao PAN, os níveis de TRPC6 aumentaram nas 

concentrações mais elevadas de albumina e atingiram níveis significativamente 

aumentados nas concentrações de 30 e 40 mg/mL de albumina. Esses resultados 

corroboram com Möller et al. (149) onde encontraram níveis aumentados de TRPC6 

nos glomérulos de ratos injetados com PAN 4 dias após o tratamento. Eles também 

mostraram níveis regulados positivamente de TRPC6 em podócitos cultivados após 

lesão com PAN e que essa regulação positiva se correlacionou com o aumento dos 

níveis de Ca + 2 e com a reorganização do citoesqueleto de actina do podócito. 
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Vale ressaltar que após a retirada da albumina por 24 horas, tanto em condição 

gradual como abrupta, a recuperação do fenótipo foi observada em todas as 

condições, tanto sem quanto com exposição ao PAN, o que indica que a expressão 

de TRPC6 induzida pelo insulto à albumina é passível de tratamento, como ocorre 

com diferentes drogas já testadas , como FK506 (tacrolimus), que melhorou a lesão 

podocitária na nefropatia diabética tipo 2, regulando negativamente a expressão de 

TRPC6 e NFAT (54). 

 
1.2. ANÁLISE DE POTENCIAL TUMORIGÊNICO 

 
 

Nos ensaios referentes a processos de tumorigênese, foram avaliadas apenas 

algumas linhas e possibilidades de transformação maligna das células, como um 

estudo inicial das alterações que o aumento de expressão de PODXL, associado ao 

overload de albumina, podem gerar. 

Com isso, partindo do conceito que células terminalmente diferenciadas, como 

os podócitos, bem como culturas imortalizadas como as células aqui utilizadas, não 

apresentam proliferação após seu processo de diferenciação, foi levantada a 

possibilidade de crescimento celular de podócitos diferenciados nas condições em 

que anteriormente havia sido observado aumento de expressão. Os resultados podem 

ser observados no Quadro 12. 

 
 

Quadro 13: Avaliação de crescimento celular de podócitos diferenciados após 

exposição à albumina. 

 
DIAS 

0 albumina 

sem PAN 

40 albumina 

sem PAN 

0 albumina 

com PAN 

20 albumina 

com PAN 

40 albumina 

com PAN 

0 5000 5000 5000 5000 5000 

1 4975 5400 4975 5400 6425 

2 4925 7325 5050 7450 7275 

3 5000 9175 5000 9900 14025 

Coeficiente de 

crescimento 

 
- 

 
0,251 

 
- 

 
0,286 

 
0,417 

Tempo para 

dobrar (dias) 

 
- 

 
3,984063745 

 
- 

 
3,496503497 

 
2,398081535 

Os valores são média ± EP, n= 05. 
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No quadro 12, estão indicados os dias de coleta e contagem das células (0, 

como número de células plaqueadas, 1, 2 e 3, os dias consecutivos de retirada das 

células para contagem). O coeficiente de crescimento indica a taxa da velocidade de 

proliferação (dobra do número de células iniciais), e com isso obtém-se o tempo para 

que o valor inicialmente plaqueado seja dobrado no cultivo. 

A tabela acima indica aumento de densidade celular nas condições com 

presença de albumina, independente da concentração e da presença ou ausência de 

exposição prévia a PAN, o que corresponde a proliferação celular nas condições 

estudadas, sendo que com o aumento de albumina ocorre diminuição do tempo de 

dobra da cultura, indicando maior rapidez (coeficiente de crescimento) deste 

processo, logo, com maior concentração de albumina (em condições que alterem a 

expressão de PODXL) menor o tempo necessário para a proliferação celular, e com 

maior rapidez ela vai ocorrer, conforme observado na figura 17 , e com as curvas 

correspondentes às condições de estudo. 

 

 
Figura 13: Avaliação de crescimento celular de podócitos diferenciados após 

exposição à albumina. Os valores são média ± EP, n= 05. 
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Com o mesmo objetivo de avaliar a proliferação por meio de densidade de 

podócitos frente às mesmas condições de exposição, foi realizado o ensaio com cristal 

violeta, como forma de análise corroborar visualmente os achados anteriores 

referentes a contagem de células e avaliação da curva de proliferação celular (Figura 

18). 

 

 
Figura 14: Ensaio de Cristal Violeta - Avaliação de proliferação celular de 

podócitos diferenciados após exposição à albumina. A- 0 mg/mL de albumina sem 

PAN; B- 40 mg/mL de albumina sem PAN; C- 0 mg/mL de albumina, com PAN; D- 20 

mg/mL de albumina, com PAN; E- 40 mg/mL de albumina, com PAN. As colinas de 

0 a 3 indicam o tempo de exposição à albumina: 0 - sem exposição; 1 - 24 horas; 

2 - 48 horas; e 3 - 72 horas. n=05. 
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Com a finalidade de avaliar a capacidade de migração dos podócitos após esse 

processo de exposição a albumina, desencadeando aumento de expressão de 

PODXL, realizou-se o ensaio de migração, em que as células após diferenciadas e 

expostas às condições previamente descritas sofreram um rompimento em sua 

monocamada de células aderidas, causando assim uma “ferida” que pode ser 

acompanhada no período de 48 horas para avaliar o deslocamento das células e a 

recomposição da monocamada intacta. 

Na figura 19, é possível observar um comparativo da ferida existente nos poços 

de cultivo dos podócitos, entre as condições: sem PAN 0 e 40 mg/mL de albumina; 

com PAN: 0, 20 e 40 mg/mL de albumina, nas condições intermediárias de 0, 12, 24, 

36 e 48 horas de experimento. 
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Figura 15: Ensaio de Migração. A figura representa o ensaio de migração, comparando os períodos de 0, 12, 24, 36 e 48 horas, 

nas concentrações de 0 e 40 mg/mL de albumina nas condições sem PAN, e 0, 20 e 40 mg/mL de albumina nas em condições 

com PAN. Os destaques em vermelho indicam pontos de migração celular observado. 
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Conforme apresentado na figura 19, é possível ver processo de migração 

celular nas condições com albumina, tanto em podócitos tratados com ou sem PAN, 

sendo que na condição de 40 mg/mL de albumina com PAN, é possível observar tal 

evento já nas primeiras horas de observação. Essa característica corresponde a 

processo desempenhado por células transformadas malignamente, ou seja, observa-

se podócitos indiferenciados com capacidade de migração. 

O ensaio clonogênico ocorreu em dois protocolos, sendo um de plaqueamento 

inicial de 50 podócitos por poço e outro com 150 por poço, para que fosse possível 

avaliar se baixa densidade de células permitiria o processo de proliferação por clones 

das células. Em ambos os casos, após o período de 2 semanas não foi possível 

observar colônias isoladas, de modo a indicar resultado negativo neste ensaio. 

Sendo que uma análise isolada deste resultado indicaria ausência de potencial 

de clonalidade de células, característica comum a células tumorigênicas, no entanto, 

pode ser um resultado com interferência técnica, com necessidade de adequações 

em futuros estudos com o mesmo foco. 

No entanto, observando e comparando os resultados obtidos dos ensaios de 

avaliação de potencial tumorigênico, é possível notar a presença de capacidade de 

proliferação celular e migração, sendo estas duas importantes características de 

células tumorigênicas, necessitando de maiores estudos. 

Os podócitos são células epiteliais glomerulares terminalmente diferenciadas, 

e em seu desenvolvimento, suas precursoras migram para aglomerados de capilares 

glomerulares iniciando o processo de diferenciação, com modificações na regulação 

do ciclo celular. Ocorrendo a redução de ciclinas e aumento de inibidores do ciclo 

celular, resultando na interrupção do ciclo, processo essencial para a manutenção da 

estrutura e função dos podócitos maduros normais (131). Nesse contexto, níveis de 

p21, p57 e p27 impedem que os podócitos passem da fase G1/S (132). 

Durante a nefrogênese, os podócitos se desenvolvem a partir de células 

mesenquimais, estas inicialmente se condensam em torno do broto ureteral e, então, 

em torno das pontas formando ramificações. Eventualmente elas, se tornam células 

epiteliais que se arranjam em forma vesículas. Em fases posteriores as vesículas 

assumem a forma de uma vírgula (do inglês “comma”) e, logo após, assumem a forma 

da letra S, o precursor do túbulo simples, mantendo assim o lúmen. No 
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processo final, ocorre a formação do túbulo proximal e na extremidade mais proximal, 

um sulco se desenvolve e é invadido por células endoteliais para formar os glomérulos 

(132,133). 

Os progenitores dos podócitos perdem as ligações célula-célula e passam a 

migrar, formando também os pedicelos, com expressão de outras proteínas presentes 

no diafragma de fenda, como nefrina, CD2AP e podocina (133 - 135). Nos processos 

EMT (ao contrário da maturação dos podócitos) as células epiteliais perdem suas 

características, adquirindo as de células mesenquimais (136, 137). 

Logo, os podócitos perdem a polaridade epitelial, e o diafragma de fenda será 

alterado, levando a rearranjo do citoesqueleto (138). Posteriormente, ocorre a perda 

de expressão da nefrina e ZO-1, sendo prejudicial à essas células, diminuindo a 

expressão de importantes proteínas e aumentando as características mesenquimais 

(139). 

Esse evento de perda de características de podócitos maduros, com 

desdiferenciação, pode ocorrer por: cicatrização, fibrose, regeneração e metástase/ 

tumorigênese. (140). O presente estudo indicou uma possibilidade de associação de 

alteração de expressão com perda de características de podócitos maduros, neste 

caso, correspondendo com eventos de proliferação celular, potenciação de migração 

celular, corroborando os indicativos de associação de aumento de expressão de 

PODXL e tecido tumorigênico. 

Em resumo, o presente estudo demonstra que o overload de albumina na 

cultura de células podocitárias, com ou sem dano induzido por PAN, provoca 

diferentes respostas nos níveis de expressão de PODXL e TRPC6. Enquanto a 

expressão de PODXL aumentou após overload de albumina sem e com exposição a 

PAN, a expressão de TRPC6 diminuiu drasticamente sem PAN e aumentou com PAN. 

Além disso, quando a albumina foi removida, a recuperação do fenótipo PODXL 

ocorreu apenas sob a condição de 20 mg/mL com PAN e a recuperação do fenótipo 

TRPC6 ocorreu em todas as concentrações de albumina sem e com PAN. 



72 
 

2. CONCLUSÕES 

 
 

1. Para o gene PODXL houve recuperação de fenótipo somente na condição de 

retirada gradual do overload de 20 mg/mL tanto a nível de RNA (p = 0,631004) 

quanto a nível de proteína (p=0,2378032243) em podócitos previamente 

expostos a PAN. Nas outras condições ainda permaneceu a diferença de 

expressão (p<0.01) com superexpressão, logo, sem recuperação do fenótipo, 

tanto a nível de RNA quanto proteico. 

2. Para o gene TRPC6, houve recuperação de fenótipo em todas as condições, 

a nível de RNA e de proteína (p>0,05). 

3. Houve aumento de proliferação celular nas condições de superexpressão de 

PODXL analisadas. 

4. Em ambos os focos de estudo, destaca-se que há a necessidade de ampliar as 

avaliações para modelos in vivo, para melhor compreensão das alterações 

observadas. 
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