UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

MARCELA LOPES DE SOUZA

Identificacéo de alteracdo da expressdo de PODXL e TRPC6 apés retirada do overload
de albumina, em cultura de poddécitos com e sem dano

CAMPINAS
2024



MARCELA LOPES DE SOUZA

Identificacdo de alteracdo da expressao de PODXL e TRPC6 apos retirada do overload
de albumina, em cultura de podécitos com e sem dano

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos requisitos
exigidos para a obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncias na
Area de Concentracédo de Genética Médica.

ORIENTADORA: Profa. Dra. MARA SANCHES GUARAGNA
COORIENTADORA: Profa. Dra. MARICILDA PALANDI DE MELLO

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA TESE DEFENDIA PELA ALUNA
MARCELA LOPES DE SOUZA E ORIENTADA PELA
PROFESSORA DRA. MARA SANGUES GUARAGNA

CAMPINAS
2024



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Souza, Marcela Lopes de, 1993-

So89i ldentificacdo de alteracdo da expressdo de PODXL e TRPCE apés retirada
do overload de albumina, em cultura de poddcitos com e sem dano / Marcela
Lopes de Souza. — Campinas, SP : [s.n.], 2024.

Orientador: Mara Sanches Guaragna.

Coorientador: Marcilda Palandi de Mello.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Albumina. 2. Podécitos. 3. Cultura de células. 4. Canal de cation TRPC6.
5. Reagéo em cadeia da polimerase em tempo real. |. Guaragna, Mara
Sanches, 1971-. Il. Mello, Maricilda Palandi de, 1954-. lll. Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Informacdes Complementares

Titulo em outro idioma: Identification of PODXL and TRPCE expression changes following
albumin overload removal in cultured podocytes with and without damage
Palavras-chave em inglés:

Albumin

Podocytes

Cell culture

TRPCB cation channel

Real-time polymerase chain reaction

Area de concentragao: Genética Médica

Titulagao: Doutora em Ciéncias

Banca examinadora:

Mara Sanches Guaragna [Orientador]

Claudia Vianna Maurer Morelli

Paulo César Koch Nogueira

Precil Diego Miranda de Menezes Neves

Tarsis Antdnio Paiva Vieira

Data de defesa: 23-05-2024

Programa de Pés-Graduagéo: Ciéncias Médicas

Identificacio @ informacies académicas dofa) alunofa)
= ORCID do aulor: hilpsiorcid oqg/000-0002-8055-0683
= Curriculo Lattes do aubar: hilpoiaties enpg bri966 1815838029431



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DOUTORADO
MARCELA LOPES DE SOUZA

ORIENTADORA: PROFA. DRA. MARA SANCHES GUARAGNA
COORIENTADORA: PROFA. DRA. MARICILDA PALANDI DE MELLO

MEMBROS

1. Prof2. Dra. Mara Sanches Guaragna

2. Prof. Dr. Tarsis Antbnio Paiva Vieira

3. Prof2, Dra. Claudia Vianna Maurer Morelli

4. Prof. Dr. Paulo César Koch Nogueira

5. Prof. Dr. Precil Diego Miranda de Menezes Neves

Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

A ata de defesa com as respectiva assinaturas dos membros encontram-se no

SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacédo/Tese e na Secretaria do Progama da
Unidade.

Data da defesa: 23/05/2024



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente e principalmente, aos meus queridos pais, Carlos e
Silvana, que sdo minhas bases e exemplo na vida, e que sem eles néo teria chegado
até aqui. Muito obrigada por tudo que fizeram por mim, de coracao! Eu ndo chegaria
até aqui sem a ajuda e apoio deles.

Agradeco a minha maravilhosa esposa, Giovanna, que estd ao meu lado em
todos os momentos, que me incentiva e me ajuda muito a ser sempre melhor, obrigada
por todo amor, parceria e paciéncia. Sem ela, ndo teria concluido mais essa etapa em

minha vida.

A toda minha familia que sempre me ajudou e torceu muito por mim. Com toda

certeza, vocés me ajudaram muito até aqui!

A querida professora, orientadora, amiga Mara. Muito obrigada por toda
confianca desde o comeco, por todo ensinamento, por toda parceria nesses anos.
Eu ndo tenho palavras para agradecer todos esses anos como sua aluna e por toda

ajuda que me deu durante esse tempo, principalmente nas ultimas etapas do trabalho.

A querida professora e coorientadora, Maricilda que foi a primeira a me oferecer
uma oportunidade no CBMEG, que sempre confiou em mim, me permitindo participar
de diversas linhas de estudo dentro do grupo, sempre pronta a ouvir e ajudar. Muito

obrigada por tudo!

A Helena, por todos os momentos no laboratério, pelas ajudas com os
experimentos e na vida, por todas nossas conversas e por todo conhecimento que tive

oportunidade de aprender com vocé!

Agradeco a todos os meus queridos amigos do Centro de Biologia Molecular
e Engenharia Genética (CBMEG). Em especial a Cris, Jodo, Lizandra, Tais, Zé
Ronaldo, Bia, Adriana, Rose, Gisele, Felipe, Leticia, Débora, Pamela, Fabio,
Jackeline. Muito obrigada por todo convivio, por toda ajuda e por todos 0s momentos

em que estivemos juntos.



Agradeco a todos os professores alunos funcionarios do CBMEG que sempre

estiveram prontos a me ajudatr.

A todos os meus queridos amigos e amigas da vida, por todos 0os momentos

maravilhosos e por toda ajuda nesse periodo, entédo o importante pra mim!

Agradeco aos membros da banca de defesa Dr Tarsis Antonio Paiva Vieira,
Dra. Claudia Maurer Morelli, Dr Paulo Koch Nogueira, Dr. Precil Menezes; Dra.
Andréia Watanabe; Dra. Patricia Varela Calais; Dra. Edi Lucia Sartorato.

As agéncias financiadoras CNPQ (processo n° 142439/2018-5) e FAPESP
(processo n°2021/10387-6).

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para o desenvolvimento da

minha tese.

Muito Obrigada!



RESUMO

Proteindria € um importante marcador prognéstico para desenvolvimento de doenca renal
cronica (DRC). Os poddcitos sdo células altamente especializadas e diferenciadas que
recobrem os capilares glomerulares na face urinaria da membrana basal glomerular e sédo
compostos por trés segmentos morfolégica e funcionalmente diferentes: um corpo celular,
processos principais e pedicelos, que sdo longas projecfes citoplasmaticas. Lesdo dos
podécitos leva a albuminuria progressiva, no entanto, existem controvérsias em relagdo ao
impacto da proteindria para 0 agravamento do apagamento nas podocitopatias. Existem
poucos estudos sobre as consequéncias moleculares resultantes da exposi¢do prolongada
ao overload de albumina em podécitos humanos in vitro. O objetivo do presente trabalho foi
identificar alteragfes de expressdo dos genes PODXL e TRPC6 apos retirada do overload
de albumina em cultura celular de podécitos com e sem dano prévio, em condicées de
exposi¢cao a PAN que apresentaram alterac@o de expresséo prévia, com o intuito de observar
potencial recuperacao de fendtipo. A retirada foi realizada de forma gradual e abrupta, com
avaliacdo de expressao relativa por PCR quantitativo real-time e expresséo das proteinas por
Western Blot. Os resultados foram analisados com teste de ANOVA e Tukey, com p<0,05.
Houve recuperacéo de fenétipo para o gene PODXL exclusivamente na condi¢cédo de retirada
gradual de overload de 20 mg/mL tanto a nivel de RNA (p=0,631004) quanto a nivel de
proteina (p=0,237803), em poddcitos previamente expostos a PAN. Nas outras condi¢cbes
ainda permaneceu a diferenca de expressao (p<0.01) com superexpressdo. Para o gene
TRPCS6, houve recuperacado de fenotipo em todas as condi¢des, a nivel de RNA e de proteina
(p>0,05). Observou-se ainda, indicativos iniciais de possivel associacdo entre aumento de
proliferacéo celular nas condi¢des de superexpressdode PODXL analisadas, sendo um passo
inicial para uma possivel relagdo causal entre a exposi¢cdo excessiva de albumina nos
poddcitos, aumento de expressao de podocalixina e malignizacéo de tecidos adjacentes.

Palavras-chave: Podocitopatias; overload de albumina; poddcitos in vitro; PODXL,
TRPCB6, tumorigénese.



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 regardingthe 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 TRPC6genes 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, TRPCS6,
tumorigenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Proteindria

A proteinuria é caracterizada pela excrecdo urinaria aumentada de proteina,
podendo ser um quadro persistente, mesmo em quantidade bastante reduzida, mas
gue quando acima do limite considerado normal constitui um importante indicativo de
doenca glomerular primaria ou secundaria e de desenvolvimento de doenca renal
cronica (DRC), além de servir como um importante marcador progndstico para esta
condicdo (1-3). Em individuos saudaveis, uma coleta de urina de 24 horas com mais

de 150 mg de proteina é considerada patolégica (2).

Na lesdo glomerular, a principal proteina presente na urina € a albumina,
denominada albumindria, que decorre do comprometimento da barreira de filtracao
glomerular (BFG). Nesse cenario, quatro tipos celulares podem estar envolvidos nas
doencas glomerulares e que podem apresentar algum dano: células mesangiais,
células endoteliais, células epiteliais: poddcitos parietais e viscerais. No caso das

podocitopatias a lesdo encontra-se nos podocitos (3).
As podocitopatias podem ter diversas causas:

1. Genéticas, sendo que nestes casos variantes em mais de 80 genes
gue codificam proteinas estruturais e funcionais dos poddcitos ja foram
associadas a casos esporadicos, familiares e sindromicos de SN
congénita, infantil, na infancia ou juvenil; imunoldgicas, onde acredita-
se que haja a disfuncéo de células T e B;

2. Fatores circulantes no plasma que levam a um aumento de
permeabilidade dos glomérulos com consequente perda de proteinas
pela urina. Este ultimo grupo recentemente foi cunhado como doenca do

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

Nesse contexto, os podocitos sdo células alvo das diversas condicbes e

situagdes, independente do mecanismo ou causa, que levam a podocitopatias.
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1.2 Poddcitos

1.2.1. Condicoes “normais”

Os poddcitos sdo células altamente especializadas e diferenciadas que
recobrem os capilares glomerulares na face externa (urinaria) da MBG e séo
compostos por trés diferentes segmentos morfologica e funcionalmente diferentes: um
corpo celular, processos principais e pedicelos, que sdo longas projecdes

citoplasmaticas (Figuras 1 e 2) (5).

GLOMERULO

PODOCITOS ~
PEDICELOS

Figura 1. Estrutura da barreira de filtrac&o e dos poddcitos normais. A esquerda:
tufo de capilares do glomérulo. Do lado sanguineo da membrana basal glomerular
(MBG) estao: células endoteliais glomerulares (E), limen capilar (LC) e células
mesangiais (M). Os pedicelos recobrem a superficie urinaria da MBG. A seta vermelha
indica a direcdo da ultrafiltragdo do plasma. AA = arteriola aferente; TD = tubulo distal,
AE = arteriola eferente; TP = tlbulo proximal; EB = espaco de Bowman. Meio:
microscopia eletrénica de varredura (MEV) ilustrando a morfologia dos poddcitos. MP
= processos maiores dos podocitos. A direita (acima): Vista de cima da BFG com
microscopia eletronica de transmissdo (MET). Observa-se os pedicelos e seus trés
dominios (ressaltados em amarelo) ABD = dominio apical da membrana; SD =
diafragma de fenda; BMD = dominio basal da membrana. A direita (abaixo):

ilustragao vista de cima de pedicelos normais, mostrando os feixes
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paralelos de actina de dois poddcitos adjacentes (vermelho e amarelo). Os
microtibulos dos MP séo visualizados em azul. Adaptado de Mundel; Reiser (6).

Pedicelos

_Extensoes citoplasmaticas
-~ dos poddcitos

Diafragmade

Corpo celular fenda

do podacito

fenestra

Capilar glomerular
Pedicelos

Figura 2. Capilar glomerular com podocitos. A esquerda: imagem de porcéo de um
capilar glomerular recoberto por poddcitos e seus pedicelos; a direita: ilustracdo da
barreira de filtracdo glomerular (BFG), evidenciando seus pedicelos ao longo do
capilar, bem como o diafragma de fenda (destague em amarelo) que se forma entre

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

Referindo-se especificamente aos pedicelos, eles sao funcionalmente divididos
em trés dominios: dominio apical da membrana (AMD), diafragma de fenda(do inglés,
slit diaphragm - SD) e dominio basal da membrana (BMD), o ultimo associado a MBG
(Figura 3A). Os trés dominios estao fisica 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 sinalizacdo que contribui para a regulacéo da
funcdo dos poddcitos. Devido as suas posicOes especificas dentro das fendas de
filtracdo, varias moléculas do dominio SD tém sido designadas como receptores de
sinalizacao. Diversas e distintas vias de sinalizag&o intracelular integram estes sinais
de chegada dentro dos diafragmas de fenda propriamente ditos, incluindo sensacéo
mecanica, sinalizacdo de calcio, sobrevivéncia celular, transcricdo, modulacdo do
citoesqueleto de actina, polaridade celular e endocitose (Figura 3B).

Danos em qualquer um dos trés dominios dos pedicelos alteram os feixes

contrateis de actina, normalmente paralelos, promovendo reorganizagcdo ativa
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desses filamentos, perda do padrao normal de interdigitagbes causando o
espessamento dos pedicelos e a consequente perda de proteina pela urina
(proteinuria). Desde o inicio dos anos 90 até hoje foram identificadas mutacdes em
diversos genes que codificam as proteinas importantes na manutencédo da estrutura
e da funcdo do complexo de filtracdo glomerular (10). Estas proteinas sdo expressas
principalmente nos podocitos e estdo envolvidas direta ou indiretamente na

organizacédo dos diafragmas de fenda e do citoesqueleto de actina (Figuras 3).
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Figura 3. Modelo funcional da barreira de filtracdo glomerular. A. Na ilustracdo observa-se os pedicelos e seus trés dominios

ABD = dominio apical da membrana; SD = diafragma de fenda; BMD = dominio 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 trés dominios dos pedicelos. Adaptado de Grahammer et al.(11).
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Diversas proteinas estdo envolvidas na manutencdo da estrutura e da funcao
do podécito e podem afetar direta ou indiretamente o rearranjo do citoesqueleto de
actina. Entre elas, alguns exemplos sao: nefrina (NPHS1), proteina associada a CD2
(CD2AP), proteina receptora de canal de célcio potencial transitério 6 (TRPC6),
a-actinina-4 (ACTN4), formina invertida-2 (INF2), podocalixina (PODXL), entre tantas
outras, que de alguma forma estédo relacionadas a manutencéo da estrutura e funcéo

do citoesqueleto dos poddcitos (12-14).

1.2.1.1. Proteinas e genes envolvidos com a barreira de filtracdo glomerular
BEG

1.2.1.1.1. Gene PODXL e a podocalixina

O gene PODXL localiza-se no cromossomo 7932-g33 e codifica a podocalixina,
uma proteina importante no revestimento celular, situada no glicocalixe responsavel
pela regulacdo da adesdo e da morfologia dos poddécitos e essencial para a
manutencao dos diafragmas de fenda (15). A podocalixina é, também, um indicador
de diversas doencas renais e ainda marcador de poddécitos na urina, quando

aumentado (16).

Essa proteina € uma glicoproteina transmembrana sulfatada, com dominio
extracelular rico em serina, treonina e prolina, fornecendo muitos sitios potenciais de
glicosilacdo (17). Estd possivelmente envolvida, também, com o processo de
impedimento de adeséo dos poddcitos as células parietais da capsula 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

fendmeno de repulsao de cargas (19, 20).

1.2.1.1.1.1. A Podocalixina em doenca renal

No contexto da doenca renal, estudos com neutralizacdo da carga dessa
proteina nos poddcitos demonstraram quadro de lesdo podocitaria, nefrose e

proteindria macica em camundongos, € no caso de humanos, a expressao dessa
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proteina esta diminuida em pacientes com diversos tipos de glomerulopatias (21,
22). Logo, os diversos estudos na area sugerem que a alteracdo da expressédo do
gene PODXL pode representar um mecanismo comum a diversas podocitopatias,

tendo em vista a importancia desse gene para a fisiologia e morfologia dos poddcitos.

A porcao intracelular da podocalixina interage com a proteina Ezrin e com
fatores regulatorios, promovendo trafego de proteinas, além de transporte de ions e
promovendo sinalizacao celular. Essa interacdo entre essas proteinas contribui para
a integridade dos poddcitos, ao passo que ruptura e/ou comprometimento nessa
interacdo podem estar envolvidos com casos de podocitopatias (23, 24). Estudos
demonstram que o dominio citoplasmatico da podocalixina estd conectado ao
citoesqueleto de actina sendo que em modelos animais com nefrose induzida por PAN
esta interacdo da podocalixina com o citoesqueleto de actina € interrompida . A
avaliacdo de poddcitos de pacientes com doenca renal, indicaram diminuicdo de
expresséo de podocalixina, podendo levar ao evento de effacement dos pedicelos e
consequente proteindria. No entanto, estudos avaliam a associacdo de alteracdes
genéticas no PODXL, com danos renais, no entanto ele ja foi proposto como um gene
candidato a GESF, mas poucos estudos inviabilizam a analise sobre o real efeito

dessa alteracao na funcéo da proteina. (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). Estudocom foco
em cancer gastrico, associado com expressao de PODXL, indicou que ha correlacéo
positiva de aumento nos niveis de mMRNA em tecidos e soros de pacientes com essa
condi¢cdo, comparando-se 0s niveis de expressdo do gene em tecidos normais e

voluntarios saudaveis (30).

Estes estudos descreveram que 0s pacientes com 0s niveis mais elevados de
PODXL apresentaram piora em um periodo de 5 anos, sendo que os estudos in vitro
indicaram que essa expressdo aumentada se relacionou a progressao do tumor, uma
vez que levou a proliferacéo celular, capacidade de formar coldnias, além de permitir

a cicatrizacao de feridas, apresentar potencial de invasédo e migracéo (31). A
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expressdo alterada da podocalixina ja foi relacionada, também, a leucemia ieloide
aguda (LMA), em diferentes subtipos dessa condi¢do (32). Ainda, essa correlagéo
também ja foi descrita em cancer colorretal, sobretudo ao que se refere a um indicativo

de mau prognostico de condicéo (33).

Um estudo de silenciamento do PODXL, por meio de superexpresséo de miR-
5100, indicou que com esse protocolo houve diminuicdo da migracdo celular e da
capacidade de invasdo, quando estudado cancer pancreatico humano e metastase
hepatica, descrevendo, ndo apenas a relacao entre a superexpressado de PODXL com
a tumorigénese, mas também indicando que pacientes com menores taxas de
transcrito apresentaram maior sobrevida pds-operatoria (33) Deste modo, observa-se
que ha forte associacdo de alteracdo de expressdo do PODXL com tumorigénese,
seja no processo de malignizagdo celular, como no potencial metastatico, em diversos

tecidos humanos.

1.2.1.1.2. Gene TRPCE6 e canal receptor ndo-seletivo a cations TRPC6 em

podécitos

O gene TRPCS6, localizado em 11g22.1, codifica a proteina candnica receptora
potencial de canais de célcio, com 105 kDa, que € membro da superfamilia de
receptores potenciais transitérios (TRP) de canais ibnicos ndo-seletivos a cations em
mamiferos, sendo a subfamilia TRPC (TRPC1-TRPC7) um grupo de canais ibnicos
permeaveis ao calcio (Ca?*) que sdo importantes para o aumento intracelular de
Ca?*(34-35).

O influxo de Ca?' nesses canais pode ser estimulado ap6s a ativacdo da
fosfolipase C induzida por um receptor de tirosina quinase e receptores acoplados a
proteina G (36, 37). Ainda, alguns membros dessa familia, os canais TRPC1, TRPC3,
TRPC5 e TRPC6, podem sofrer ativacdo por mecanismos adicionais, tais como
estresse mecanico (38-41) e oxidativo (42-45). Os varios tipos de canais TRPC
possuem distribuicdo em diversos tecidos e funcionam como heterotetrameros, o que
aumenta a heterogeneidade dessa familia de canais sendo que ja foi demonstrada a
interacdo entre TRPC3 e TRPC6 no cortex renal (46). Nos rins os canais TRPC6 ja
foram detectados nos glomérulos e nos ductos coletores (47). Nos poddcitos estao
presentes tanto nos pedicelos como no corpo celular e
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parecem ter funcdes distintas dependendo da sub localizag&o celular. Por exemplo,a
presenca de TRPC6 nos pedicelos parece ser mais relevante para regular o
citoesqueleto local, enquanto a funcao dos canais TRPC6 no corpo celular parece ser
mais critica para a regulacéo da expressao génica (48).

Em relacdo ao canal de Ca?* TRPC6 nos poddcitos, sua ativacdo nos dominios
SD leva ao aumento de Ca?* citoplasmatico, o que leva a fosforilacdo de proteinas,
tais como a nefrina, e, por sua vez, leva a transducédo de sinal e ativacdo de fatores
de transcricdo e consequente regulacdo da dinamica do citoesqueleto de actina (49-
51). A proteina TRPCS6 ja foi identificada interagindo fisicamente com a podocina, em
complexos de sinalizacdo nos diafragmas de fenda. Esta interacdo se da entre as
caudas citosolicas C-terminais da podocina e do TRPC6 e é fundamentalpara a
ativagao/"abertura” dos canais e consequente influxo de Ca?* (52).

Uma propriedade importante dos canais da superfamilia TRP é que quando
expressos nas células, eles geralmente sdo multimodais, ou seja, podem se tornar
ativos em resposta a varios estimulos (53) Essa ativacdo multimodal vem sendo

amplamente estudada no caso dos canais TRPC6 em poddcitos (Figura 4).
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Figura 4. Abertura polimodal dos canais TRPC6 em poddcitos. A. Ativacdo dos
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) levam a ativacado da fosfolipase C,
gerando diacilglicerol, ativacdo dependente de Rac-1 da NADPH oxidase NOX2,
levando ao aumento localizado de espécies reativas de oxigénio (ROS) ao redor de
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TRPCG6. As subunidades cataliticas de NOX2 formam um complexo com a podocina
e o0 TRPCG6. Estas interacbes com a podocina sado essenciais para a ativacao do
TRPC6 pelas GPCRs. B. Ativacdo dos canais TRPC6 em poddcitos por estimulo
mecanico, que nao requer ativacao de qualquer GTPase celular ou geracdo de ROS.
A podocina funciona para suprimir a ativacdo dos canais TRPC6 dos poddcitos por
estimulo mecanico, possivelmente pela regulagdo da rigidez da membrana ou pela
modulacao das interacdes do complexo do canal com os elementos do citoesqueleto.
A podocina possui um dominio de ligacéo ao colesterol e funciona como um arcabouco
para manter seus parceiros de ligacdo dentro dos dominios “lipid-rafts” nos pedicelos.
Figura retirada de Anderson et al., 2013 (52)

1.2.1.1.2. 1. O canal receptor ndo-seletivo a cations TRPC6 na doenca renal.

Existem multiplos mecanismos de sinalizacdo que controlam o0s niveis
intracelulares de Ca?* nos poddcitos e que convergem para canais idnicos expressos
nos podocitos. Os canais TRPC6 sdo os mais bem estudados no contexto de
sinalizacdo de Ca?* poddcitos. A Figura 5 mostra algumas das vias de sinalizacéo que
controlam a expresséo e atividade do TRPC6 nos poddcitos. Muitos destes fatores

tém sido implicados a formas genéticas e/ou adquiridas de doencas glomerulares.
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Figura 5. Mecanismos de sinalizacdo em estados de doenca que podem levar
ao excesso de sinalizacdo por meio de canais TRPC6 em podécitos. Fatores de
permeabilidade circulantes tais como o suPAR podem se ligar a integrina avf33,
acionando a geracdo de aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
estimulando o trafego de canais TRPC6 para a superficie celular. Esse efeito ocorre
dentro de 6 a 24 horas. Um efeito similar pode ser observado em poddcitos expostos
a concentracdes elevadas de glicose. A elevacdo constante por meio de uma via
metabotropica (ndo-idnica, por neurotransmissores) por meio de receptores de
angiotensina 1l (ANG Il), os receptores ATl ou P2Y, também pode causar
hiperativagdo cronica de TRPC6. As ROS possuem papel critico na ativacdo de
TRPC6 por meio dos receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) e estimulam tanto
o trafego como a abertura dos canais TRPC6, como pode ser visualizado no aumento

abaixo a 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
doenca renal

Em 2005 foram publicados os primeiros trabalhos associando a variante de
ganho de funcédo p.Prol12GIn, identificada em heterozigose no gene TRPC6 com
desenvolvimento tardio de SN e GESF (55,56) . Variantes patogénicas no gene

TRPC6 podem suprimir as interacdes entre as proteinas TRPC6 e outras proteinas
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do dominio SD, incluindo a nefrina (57) e a podocina (58). Em sua maioria
correspondem a variantes de ganho de funcéo, sendo associadas com SN de inicio
na adolescéncia ou fase adulta, com manifestacdo dos sintomas variando entre os
17 e 0s 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 individuos com
variantes no TRPC6 progride para insuficiéncia renal e transplante, sem recidiva pos-
transplante. Estas variantes afetam geralmente os dominios intracelulares N e C-
terminais.

Nesses casos de variantes de ganho de funcdo existem hipoteses sobre o
mecanismo fisioldgico e patofisioldgico nos poddcitos, sendo que alguns mecanismos
de como a desregulacdo do TRPC6 possa causar GESF ja foram propostos, apesar
de ainda ndo estarem completamente compreendidos. Supde-se que o aumento de
fons Ca?* parece modificar e interferir na modulacdo do citoesqueleto de actina dos
pedicelos o que pode alterar a atividade dos poddécitos ainda, esse aumento também
foi associado a apoptose dos poddcitos, desprendimento ou falta de proliferacdo o

gue resultaria em GESF (56).

Embora os estudos iniciais descreveram variantes que causavam inicio na
idade adulta da doenca, agora ja se sabe que pelo menos algumas variantes causam
inicio precoce, sendo algumas variantes de perda de funcéo (51, 69-71). A maioria
dessas variantes sdo missense em heterozigose descritas em criangas em casos
esporadicos de sindrome nefrética cérticoresistente (72) o que indica que ao menos
um nivel basal de atividade do TRPC6 pode ser necesséario para manter a funcéo

glomerular normal, sendo especificamente importante na primeira infancia.

No caso das variantes de perda de funcdo o mecanismo ndo é bem
compreendido, mas pode ser o bloqueio do trafego dos canais para a superficie celular
ou a sinalizagdo dos canais para vias de degradacdo. A variante p.Gli757Asp,por
exemplo, é capaz de suprimir a formacdo de canais ativos quando co-expressa de
forma heter6loga com canais TRPC6 selvagens, o que sugere um efeito dominante-

negativo (73).

Em casos de diminuicdo de expressao, existem relatos que essa reducéo
estaria associada com um mecanismo de defesa e recuperacdo do poddcito,

mecanismo muito utilizado por medicamentos (74), sendo que a inibicdo do TRPC6
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poderia ser um fator de protecdo dos poddcitos a afecgbes renais, como por
exemplo, a doenca renal diabética (74).

1.2.1.1.2.2. Formas adquiridas de doenca renal associadas a desregulagcdo dos
canais TRPC6

Existem diversas evidéncias de que os canais TRPC6 estejam envolvidas nos
mecanismos patofisiolégicos das formas adquiridas de GESF (75-77) Pacientes com
doencas glomerulares adquiridas, tais como GESF e glomerulonefrite membranosa
apresentam aumento na taxa de transcrito e nas proteinas de TRPC6 dentro dos
glomérulos (75.). No modelo animal de ratos com GESF por PAN, também ha
aumento glomerular de TRPC6 (76, 78).

Existem evidéncias 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 poddcitos imortalizados in vitro, e foi demonstrada a ativagéo de vias de
sinalizacdo por integrina, bem como a alteracdo dinamica e da motilidade do
citoesqueleto, além de alterarem profundamente o trafego de proteinasdos diafragmas
de fenda (79-81).

Além disto, apos exposicao de poddcitos in vitro a amostras de plasma e soro
de pacientes com GESF e com recidiva pés-transplante, houve aumento marcante
da expressdo dos canais de TRPC6 na superficie dos podécitos. Na maioria das
amostras testadas, esse aumento de expressao de TRPC6 foi acompanhada de
diminuicdo de expresséo da podocina, que é inicialmente internalizada e degradada

nestas condicoes. (76).

Outro mecanismo de lesédo renal € causado pela desregulacdo dos canais
TRPC na Diabetes Mellitus e hiperglicemia. Nestes casos, o efeito da glicose elevada
em poddécitos demonstrou aumento da atividade dos canais TRPC6 por meio de
aumento de producao de ROS (76, 82).

Parte do efeito da hiperglicemia na expressdo dos canais TRPC6 in vivo &

causada pela angiotensina Il (ANG 1), que causa ativagédo de TRPC6 dependente de
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ROS e que, por sua vez, aumenta a expressao de TRPC6 por meio de cascatas de
calcineurina-NFAT (do inglés, “Nuclear factor of activated T cell”) (82).

1.2.1.1.2.3. Vias de sinalizagdo downstream do TRPC6 em poddcitos

A ativacéo excessiva dos canais TRPC6 parece sinalizar para a patologia dos
poddcitos por multiplas vias downstream em diferentes compartimentos intracelulares,
sendo que a maioria parece ocorrer de forma secundaria ao aumento de influxo de
Ca?*. Os mecanismos downstream da ativacdo do TRPC6 nos corpos celulares sédo
diferentes daqueles que ocorrem nos pedicelos. A via mais bem estudada é aquela
gue ativa a calcineurina, que, por sua vez, ativa os fatores de transcricdo NFAT e as
vias MAP/ERK quinases nos corpos celulares dos poddécitos (83-85). Essa via leva a
alteracdo da expressao génica, incluindo a do préprio TRPC6 (86). Ja nos pedicelos,
os efeitos da ativacéo da calcineurina podem levar a modulagédo no citoesqueleto de
actina por meio de efeitos na sinaptopodina, o que leva a modulacdo das Rho-
GTPases (87-89).

1.2.2. Condicdes alteradas nos poddcitos - Poddcitos e lesdo

Os poddcitos sdo ceélulas terminalmente diferenciadas, ou seja, pés mitoticas,
sendo a que a essas células respondem ao estresse modificando morfologicamente,
com perde de interdigitacdo dos pedicelos, conhecido como effacement, sendo esse
um resultado de disfungdo na ligagdo entre a MBG e os pedicelos, que promove
rearranjo do citoesqueleto de actina (62). Esse processo ocorre em dois momentos
(63):

1) Perda do padréo interdigitado, com retracéo de projecdes e substituicdo do SD
por juncdes ocludentes, entre os pedicelos.
2) Apagamento com maior retracdo dos pedicelos, o que forma projecoes

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

Com relacdo a possiveis causas dessa lesdo, Okamura et al, 2013 (64)
demonstraram que poddécitos expostos a niveis de albumina similares ao do
ultrafiltrado de pacientes com proteinaria, em decorréncia de sindrome nefrética (SN),

apresentaram aumento da morte celular, com regulacéo positiva das vias pro
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apoptéticas e das citocinas inflamatérias. Ainda, glomérulos isolados de
camundongos com SN também apresentaram aumento de expressdo de citocinas
pré-inflamatérias, demonstrando que a exposicao prolongada a albumina éprejudicial
aos podocitos, contribuindo para a perda progressiva de poddécitos observada na
doenca renal.

J& se sabe que lesdo podocitaria contribui para albumindria progressiva e que,
inclusive, a lesdo pode ser quantificada pela albuminuria (65,66). No entanto, ainda
permanece obscuro se a albuminaria € uma consequéncia do dano ou se éum

agravante em potencial da podocitopatia.

GLOMERULO

Vista de cima

Sindrome Nefrotica (“effacement”)

Figura 6. Estrutura da barreira de filtracdo glomerular (BFG) e dos poddcitos
com padrdo caracteristico da sindrome nefrética (SN). A esquerda: Na SN, os
pedicelos perdem seu padréo de interdigitacées e mostram-se com effacement. MBG
= membrana basal glomerular; E = células endoteliais; LC = lGmen capilar; M =células
mesangiais; AA = arteriola aferente; TD = tubulo distal; AE = arteriola eferente; TP =
tubulo proximal; EB = espago de Bowman. Meio: Perda da citoarquitetura normal e
bordas celulares com effacement (MEV = microscopia eletrénica de varredura). A
direita (acima): effacement com uma banda continua de citoplasma e banda densa
de filamentos de actina curtos identificados pelos asteriscos (¥) (MET). A direita
(abaixo): vista de cima evidenciando effacement, i.e., perda do padrédo de
interdigitacdo dos pedicelos. Banda continua de citoplasma, preenchida com

filamentos de actina reorganizados (verde). Adaptado de Mundel, Reiser (6).
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No desenvolvimento normal dos poddcitos, estes passam por um processo de
transicdo mesénquima-epitélio (do inglés, MET), o que permite que eles apresentem
sua estrutura e funcéo na filtracdo glomerular (67). No entanto, ja € conhecido que
eventos diversos, como estresse podem levar esse processo ocorrer de maneira
reversa, ou seja, poddocitos maduros se desdiferenciar, levando a formagcédo de uma
transicdo epitélio mesénquima (do inglés, EMT), com perda de caracteristicas
funcionais e estruturais dessas células, além de alteracdo de expressao de proteinas
e do diafragma de fenda, sendo que essa transicao reversa pode ser caracterizada

em 3 tipos, sendo um deles associados a metastase e/ou progressao do cancer (63).

1.3. Efeitos da albumina nos poddcitos

A albumina corresponde a 50 % da proteina presente no soro e € essencial
para manter a pressao osmética do plasma, sendo que quando ocorre alguma ruptura
ou alteracdo no mecanismo de filtracdo glomerular, ocorre perda de proteina na urina,
levando ao quadro de proteindria, afetando poddcitos, seus pedicelos e o diafragma
de fenda. Nesse contexto, a endocitose podocitaria de proteinas presentes no filtrado
glomerular € um mecanismo presente em pacientes com proteindria (69), podendo
levar a um acumulo de albumina desencadeando uma possivel disfuncéo podocitaria
por meio de via dependente de TGF-B1 (70,71).

Logo, a relacdo entre poddcitos, 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 ndo tem compreensao clara em nivel molecular, mas indica um processo
degenerativo no diafragma de fenda, que leva a um escape de albumina, levando a
lesdo nos podocitos, e ocasionando a perda dessas células como um evento

secundario (72).

Niveis elevados de albumina na urina s&o descritos como fatores de
sobrecarga para absorcdo e metabolizacdo que ocorrem nos tubulos renais, o que
pode ocasionar diversas condicbes com  processos inflamatdrios,
glomeruloesclerose, fibrose e atrofia tubular, sendo que a albuminuria, é descrita,
também como reflexo dessa disfuncao, ou seja, podendo ser causa ou consequéncia

da lesao renal (74).
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Entre os estudos realizados com overload de albumina em cultura celular de
podocitos in vitro, destacam-se estudos com achados de alteracdo em vias
relacionadas a inflamacéo, estresse de reticulo, apoptose, proliferacéo, diferenciacéo
celular e rearranjo do citoesqueleto (46, 50, 101, 106, 113). Abbate et al. (2002)(70)
observaram aumento de expressao do fator de crescimentotransformante 1 (TGF-
B1l) e interrupcdo da expressao da proteina de diferenciacdo, sinaptopodina, apés
overload de 10 mg/mL por até 48 horas de albumina em poddcitos de camundongos
in vitro; Morigi et al. (2005)(102), por sua vez, expuseram 0 mesmo tipo de cultura
celular de podécitos a concentracdo de 10 mg/mL por até 24 horas, e mostraram
ativacao do fator nuclear kappa-B (NF-kB) e consequente redistribuicdo das fibras de
F-actina; Yoshida et al. (2008)(71), apGs exposicdo a 10 mg/mL por até 24 horas de
albumina, observaram ativagdo da cascata de fosforilagdo TGF-f1/p38 MAPK e
consequente apoptose. He et al. (2011)(100,101) observaram que, ap6s overload de
albumina em diversas concentracfesO, 5, 10, 20, 40 mg/mL e em diversos tempos,
24h, 48h, 72h e 96h, induziram o estresse de reticulo endoplasmético e apoptose, por
meio da possivel entrada de célcio via TRPC6 (maior efeito com 20 mg/mL apds 48 e
72 h) e da regulacdo da proteina CD2AP (maior efeito com 40 mg/mL por 24 h),
respectivamente. Okamura et al. (2013) (64) avaliou aumento de moléculas
inflamatorias tais como interleucina-1 (IL-1), NF-kB, fator de necrose tumoral (TNF) e
IL-6, além das moléculas pro-apoptéticas caspase 3/7, apOs exposicao de poddcitos
HUPECS (células epiteliais tipo poddcito derivadas de urina humana) a 5 e 10 mg por
24 e 48 horas. Mais recentemente, Gongalves et al. (2018) (102) avangaram no
conhecimento da via intracelular de inducdo de injuria mediada pelo estresse de
reticulo apés overload de 1, 5 e 10 mg de albumina em poddcitos in vitro por 24 horas
e demonstraram aumento da regulacdo da via da proteina delta quinase C (PKC-9),
p38 MAPK e caspase 12.

1.4. Resultados prévios

Anteriormente, foi realizado estudo com avaliagdo de alteracdo de expressao
de PODXL e TRPC6, em cultura de poddcitos in vitro, com exposi¢ao prévia a overlod

de albumina e com exposiacédo ou ndao a PAN.
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Os poddcitos utilizados, foram os imortalizados e condicionalmente por Saleem
et al, 2002 (112), de modo que a expressdo de proteinas e caracteristicas depoddcitos
maduros ocorre em exposi¢ao de 10 dias a 37° C, sendo comprovado comIC com
marcacdo de proteinas como Sinaptopodina, Nefrina e Podocina. As exposicdes
foram feitas utilizando concentracdes de albumina e 0,03,6,9,12,15,18,20,30 e 40
mg/mL de albumina, por 24 horas, seguindo com avaliacao de IC, Expressao relativa
por PCR - Real Time, e Western Blot.

As avaliacbes indicaram que, apés overload progressivo de albumina em
poddcitos in vitro, com e sem exposicdo prévia a droga nefrotdxica puromicina
aminoglicosideo (PAN), os resultados indicaram aumento significativo da taxa de
transcrito do gene PODXL na concentragdo de 40 mg/mL de albumina sem PAN, e
nas condi¢cdes de 20 e 40 mg/mL com PAN; no caso do gene TRPCG6, os dados foram
conflitantes, ja que no grupo sem dano (sem PAN) houve reducgédo significativado
conteddo de transcrito (em todas as condigdes com albumina, de 3 a 40 mg/mL),
sendo que no grupo com dano (PAN) houve aumento na concentracdo de 20 e 40
mg/mL de albumina. Neste estudo anterior, no entanto, ndo foi avaliado se houve
recuperacdo do dano apos retirada do overload excessivo de albumina, o que seria
importante para observar se 0os danos sao irreversiveis ou se ha possibilidade de
recuperacao e reversdo do dano. Desta forma, neste trabalho foi realizada a retirada
da albumina, tanto abrupta, quanto gradual, com o0 objetivo de observacdo da

recuperacao do fendtipo.
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2. JUSTIFICATIVA

A proteindria persistente, ndo responsiva as medidas terapéuticas da doenca
de base ou de medicacbes antiproteindricas corresponde ao principal fator de
associagdo a DRC (65), e como os mecanismos que levam a essa doenga podem
depender, tanto dos processos patogénicos da doenca de base que nédo puderam ser
revertidos pela terapéutica, como possivelmente acrescidos dos efeitosdeletérios da
prépria proteinuria (90), avaliacGes associadas a este cenario sao de grande valia para
pacientes, médicos e comunidade cientifica.

Ainda, considerando as controvérsias existentes na literatura com relacdo ao
impacto da proteindria como fator de agravamento do “apagamento” dos pedicelos
que €&, inclusive, considerado por alguns pesquisadores como uma adaptacao
morfologica dos poddcitos, um mecanismo para aumentar a sua adesdo a MBG e
evitar o destacamento destas células da MBG, observado nas doengas glomerulares
(17,90), e que estudos existentes, no entanto, ndo esclareceram de forma definitiva
as consequéncias moleculares do overload de albumina em poddcitos humanos in
vitro, bem como, estes ndo avaliaram proteinas expressas nos dominios apical e basal
da membrana, nem o efeito da regressao do overload de albumina e reversao do
fendtipo para algumas vias ja analisadas, ha necessidade de avaliagbes como a
estabelecida neste trabalho, como forma de iniciar esclarecimentos sobre o tema.

Com relacao a podocalixina, além do seu papel nos poddcitos, esta proteina é
expressa em diversos tipos de tecidos e alguns estudos a detectaram em linhagens
celulares malignas e neoplasias, desde linhagens celulares de cancer de célon, mama
e préstata, como carcinomas de mama, figado, pancreas, tireoide, em leucemia aguda
e, inclusive, em tumores renais (46, 94-96), Desta forma, nesse projeto foi incluida a
analise do potencial de invasivo e migratério dos poddécitos parainvestigacdo da
transformacdo e malignizacdo dos poddcitos, que eventualmente poderiam ser
causados em decorréncia do aumento do contetdo de transcrito do gene PODXL apos

suplementacédo de albumina.
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3. HIPOTESE

3.1. Recuperacédo de fenétipo

Adotou-se como hipotese que apos a retirada das concentracfes de albumina
nos podadcitos, serd possivel observar recuperacao de fenétipo dos poddcitos. Sendo
assim consideramos:

1) Hipotese nula (HO) — sem diferenca de fenétipo.

2) Hipotese alternativa (H1) — com diferenca de fendétipo.

3.2. Potencial tumorigénico

Adotou-se como hipétese que, apés o overload de albumina nas condi¢des de
20 e 40 mg em grupo de poddcitos sem dano e em grupo de dano com puromicina
aminoglicosideo (PAN), as células devem apresentar alteracéo de padréo celular, com
indicativos de transformacé&o e potencial tumorigénico.

Sendo assim consideramos:

1) Hipoétese nula (HO) — sem potencial tumorigénico, sem transformacéao

2) Hipotese alternativa (H1) — com potencial tumorigénico, com transformacéo
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste projeto foi avaliar alteragdes de expressao dos genes
PODXL e TRPC6 apoOs retirada do overload de albumina em cultura celular de
podocitos com e sem dano prévio. E avaliar aspectos de transformacdo maligna de
poddécitos em condi¢cdes de aumento de expressao de PODXL associada a overload

de albumina.
4.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a expressao do gene PODXL apés retirada do overload de albumina em
cultura celular de podécitos, na concentracdo de 40 mg/mL sem dano prévio, e
nas concentracdes de 20 e 40 mg/mL com dano prévio.

2. Avaliar a expressao do gene TRPC6 ap0s retirada do overload de albumina em
cultura celular de poddcitos, nas concentracdes de 3, 20 e 40 mg/mL sem dano
prévio, e nas concentracdes de 20 e 40 mg/mL com dano prévio.

3. Avaliar o potencial tumorigénico de alteracdo de expressao 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 METODOS

Os experimentos e analises realizados neste estudo, tiveram como base 0s
resultados obtidos durante o mestrado (108), sendo uma sequéncia das analises e
observacdes realizadas. Sendo assim, o desenho experimental adotado segue com

duas analises, conforme figura 7:
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l A) Estudos de recuperacdo de fendétipo in vitro

B) Experimentos de analise de potencial tumorigénico
(condicdes com alteracao de expressao de PODXL)

V Cultura Celular
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Figura 7. Desenho Experimental do trabalho. A. Estudos para a avaliacao da possibilidade de recuperacéo de fenétipo in vitro em

condicdes de overload de albumina e exposicdo a PAN. B. Estudos para avaliacdo de possibilidade de transformac¢éo maligna dos

poddécitos em condi¢cdes de alteracdo de expressao de PODXL, previamente avaliados em estudo do mestrado (108).
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5.1. Cultivo celular dos podécitos

5.1.1. A cultura celular de poddcitos

Poddcitos condicionalmente imortalizados por Saleem et al, 2002 (112), foram
utilizados em cultivo. Os poddcitos in vivo séao células terminalmente diferenciadas, ou
seja, nao se dividem, portanto, ndo sofrem mitose (91). Portanto, para o cultivo in vitro
dos podacitos, foi necessaria a imortalizacdo dessa linhagem celular, um protocolo
gue utilizou a transfeccdo de um gene promotor SV-40 sensivel a temperatura, de
forma que os poddcitos in vitro proliferam a 33°C (temperatura permissiva), quando
assumem um formato de poliedro ("cobblestone”), e estdo na fase “indiferenciada”.
J4, quando expostos a temperatura de 37°C (temperatura nao-permissiva), 0S
poddcitos passam para um estado de quiescéncia e se diferenciam, projetando seus
longos prolongamentos e expressando proteinas tais como a nefrina, podocina,
sinaptopodina, que estao presentes em poddcitos maduros in vivo.

Esse padréo de diferenciacédo foi evidenciado e comprovado em estudo prévio,
com marcacdo dessas proteinas de poddécitos maduros, como confirmacdo da
finalizacéo do processo de diferenciacéo celular (108).

No presente estudo, foi utilizada linhagem celular de poddcitos condicionais
imortalizados AB8/13, doados pelo Professor Dr. Moin Saleem, Bristol University, UK
(AB - anonimato do paciente; 8 - construcdo tsSV40; 13 - gene da enzima
transcriptase reversa da telomerase hTERT). Foram utilizados poddcitos
armazenados em nitrogénio liquido, em tubos criogénicos, devidamente identificados,

com passagens entre 14 a 23.

5.1.2. Processo de descongelamento e proliferacao

No processo de descongelamento dos poddcitos, eles foram retirados do
nitrogénio liquido, 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 o0 momento que as células atingissem
90% de confluéncia na garrafa, sendo entdo transferidas para uma maior
(repique/passagem). Nesse processo, as células foram desprendidas do fundo da
garrafa em que estavam aderidas, com auxilio da enzima tripsina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), com acédo durante 5 minutos a 33°C, sendo sua inativacdo realizada
com o dobro do volume de enzima utilizado, de meio RPMI 1640 + 10% de FBS.
Posteriormente foi realizada a centrifugacédo da solucdo durante 5 minutos a TA em
1200 rpm. O meio foi retirado e o pellet de células ressuspendido em meio 5 minutos
a TAem 1200 rpm, com o volume da nova garrafa, sendo entdo as células repassadas
para a nova garrafa.

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

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

5.1.3. Processo de diferenciacdo
Apbs a etapa de proliferacéo as células foram incubadas em estufa a 37°C com

5% de CO2, de modo a iniciar o processo de diferenciagédo dessa linhagem celular,
gue se completou de 10 a 14 dias, sendo 0 momento de inicio dos experimentos de
recuperacao de fenétipo e de potencial tumorigénico.

5.1.3.1. Confirmacdao de diferenciacdo dos podécitos

A confirmacédo do processo de diferenciacédo dos poddcitos diante do protocolo
proposto, foi realizado em experimentos de padronizacao prévios, realizados durante
o mestrado (114), havendo a confirmacdo de diferenciacdo apds incubacdo em

temperatura de 37°C durante o periodo minimo de 10 dias.

5.1.4. Processo de congelamento

A parte de células que néo foi utilizada em cada passagem ou experimento,
foi congelada ap0s o processo de tripsinizagdo e contagem, em meio de
congelamento com RPMI 1640 + 10% FBS + 10% DMSO, em tubo criogénico com 1
mL de volume, sendo inicialmente armazenadas a -80°C e apo0s 24 horas foram

armazenados em nitrogénio liquido.
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5.2. Ensaios de recuperacgao de fenotipo

5.2.1. Plagueamento
Os podacitos indiferenciados, foram plaqueados em placas contendo de 12 ou

24 pocos, sendo sempre plaqueadas 5x10* células/mL. A contagem das células foi
realizada apds a tripsinizacdo e centrifugagcédo, sendo os poddcitos ressuspendidos
em 1 mL de meio RPMI 1640 + 10% FBS. Foi realizada a diluicdo de 1:10, totalizando
20 pL de solucdo de contagem, preparadas em camara de Neubauer, com contagem

de 4 quadrantes e realizada média e determinacdo do namero de células (N):

N = contagem dos 4 quadrantes/4 x fator de diluicdo (10) x 20000

Foram entdo plaqueadas as células de acordo com a contagem, sendo
realizada a troca de meio a cada 48 horas. Apdés o0 plaqgueamento com o numero
estabelecido, assim que as células atingiram a confluéncia de 40% por well
(aproximadamente de 36 a 48 horas), a temperatura da estufa foi alterada para 37°C

(n&o-permissiva) iniciando o processo de diferenciagéo de 10 a 14 dias.

5.2.2. Exposicdo a PAN

A droga puromicina aminoglicosideo (PAN) foi utilizada como agente de lesé@o
podocitaria, um modelo ja bem estabelecido de SN em roedores (72—-81). PAN induz
proteindria macica em roedores alguns dias poOs-injecdo, associada a alteracdes
ultraestruturais similares as descritas em SN (92-94). Em poddcitos in vitro, exposi¢do
a PAN fosforila e ativa a ERK, induzindo poddcitos a apoptose (95,96).

Desta forma, PAN induz proteindria macica e mimetiza doenca de lesbes
minimas ap0s uma unica injecdo em ratos, e GESF apds multiplas inje¢bes (97).
Achados patologicos semelhantes foram identificados em condic¢des in vitro, apoiando
0 uso do modelo de cultura celular com PAN como estratégia para estudo de
proteindria (103). Utilizamos concentracdo e tempo de exposicdo a PAN pré-
estabelecidos para simular dano nos poddcitos in vitro (95,96).

Apbs 10 dias de diferenciacéo a 37°C, os poddcitos que compuseram 0 grupo

de tratamento prévio com PAN, foram expostos a 10 yM/mL de inibidor da via ERK
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(U0126) por 30 minutos e a 24 ug/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. Exposicéo a albumina
Os poddécitos foram expostos inicialmente por 24 horas a diferentes

concentracGes de albumina, concentracfes essas estabelecidas de acordo com os
resultados prévios encontrados durante a realizacdo do mestrado (114) conforme
Quadro 1.

Quadro 1: Concentracdes de exposicdo a albumina, com e sem PAN, para as quais

houve alteracdo da taxa de transcrito dos genes PODXL e TRPCS6.

Gene PAN Concentracao de exposicao
PODXL NAO 0 e 40 mg de albumina a cada mL
PODXL SIM 0, 20 e 40 mg de albumina a cada mL
TRPC6 NAO 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 fenétipo frente as
alteracbes de expresséo identificadas apos exposicéo a albumina, foi elaborado um
processo de retirada das concentragcdes de albumina em dois processos, um deles,

retirada parcial gradual e retirada abrupta.

5.2.4.1. Retirada gradual
A retirada de albumina na condi¢céo de recuperacao gradual, foi realizada de

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

cada condicdo, conforme Quadro 2.
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Quadro 2: Condi¢Bes de exposicdo a albumina e a PAN para ensaio de recuperagéo

de fendtipo, em condicéo de retirada gradual de albumina.

Condicao da amostra

Concentracédo de albumina mg/ml

Gene PAN Inicio 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
PODXL Né&o 0 0 0 0 0
PODXL N&o 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 N&o 0 0 0 0 0
TRPC6 N&o 3 2,25 1,5 0,75 0
TRPC6 N&o 20 15 10 5 0
TRPC6 N&o 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 extracdo de RNA total.

5.2.4.2. Retirada abrupta

A retirada de albumina na condicdo de recuperacao abrupta foi realizada de

modo que apods 24 horas de exposicado as condi¢des estabelecidas no Quadro 3, foi

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

a 0 mg/mL de albumina por 24 horas seguida de extracdo de RNA total.
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Quadro 3: Condicdes de exposicao a alboumina e a PAN para ensaio de recuperacéo

de fendtipo, em condicéo de retirada de albumina abrupta

Condicao da amostra Concentracédo de albumina mg/ml
Gene PAN Inicio 24 horas
PODXL N&o 0 0
PODXL N&o 40 0
PODXL Sim 0 0
PODXL Sim 20 0
PODXL Sim 40 0
TRPC6 Nao 0 0
TRPC6 Néo 3 0
TRPC6 Néo 20 0
TRPC6 N&o 40 0
TRPC6 Sim 0 0
TRPC6 Sim 20 0
TRPC6 Sim 40 0

5.2.5. Avaliacdo de expressao relativa por PCR Real Time

Para a avaliacdo da taxa de expresséo relativa de RNA, diante das condicbes
de exposicdo a albumina, os poddcitos com e sem tratamento com PAN, foram
submetidos a extracao de RNA total e quantificacdo com utilizagcdo de Nanodrop 8000
Spectrophotometer (Thermo Electron, WI, USA), sintese de cDNA e PCR Real Time

de acordo com protocolos descritos nos itens abaixo.
Foram utilizados os primers/probes:
1. RPLPO (Hs. PT. 39222214824 - IDT); - INDICAR O CONTROLE
2. TRPC6 (Hs00988479_m1 - ThermoFisher);
3. PODXL (Hs. PT.58.2409981 - IDT).

5.2.5.1. Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi realizada de acordo com o protocolo Trizol:
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1. Apods o cultivo e as exposicOes descritas acima, o0 meio dos wells com os
podacitos foi retirado, seguindo com 3 lavagens com PBS 1X gelado.

2. Apoés a retirada e descarte do PBS, realizou-se a lise das células diretamente
em cada well, em gelo, com a adi¢cdo de 500 pL de trizol em cada duplicada,
resultando em 1 Ml de trizol por condi¢éo

3. Realizou-se a raspagem das células para promover lise mais eficientes, além
de passagens pela ponteira, evitando espuma,;

4. O lisado de poddcitos com trizol foi incubado, ainda no well, por 5 minutos em
TA, sendo posteriormente adicionado 200 pL de cloroférmio.Homogeneizou-se
a solucao e a 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 poddcitos 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 precipitacdo do RNA com adicao de 500 uL de alcool isopropilico
gelado com 10 minutos de incubagao a TA;

8. Nova centrifugacdo a 12000 G por 20 minutos a 4°C. Nessa etapa ocorre a
precipitacdo do RNA e o sobrenadante deve ser descartado por inversao;

9. Lavagem do RNA com 1 mL de etanol 75% gelado e nova centrifugacdo a 7500
G por 5 minutos a 4°C.

10.Descarte do sobrenadante por inversao;

11.Secagem da amostra a TA por 15 minutos.

12.0 RNA foi ressuspendido em 20 pL de H20 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 razdes de 260/280>1,8 e
260/230>2,00.

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

15.As amostras foram armazenadas a -80°C
Foram realizadas 5 extracGes de replicatas biologicas totalizando uma amostra

com n=05.
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5.2.5.2. Sintese de cDNA
A reacao de sintese de cDNA por processo de transcri¢do reversa foi realizada
com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermofisher), de acordo com

as indicacfes do fabricante (Quadro 4).

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

(Thermofisher).
Reagente Volume (uL)

10X RT tampéo 2
25X dNTP MIX (100mM) 0,8

10X RT Random Primers 2

MultiScribe RT 1
H20 livre de nuclease 4,2

Total 10

ApoOs o preparo do MIX, € adicionado 10uL de amostra de RNA para realizacao
da reacéo de Transcriptase Reversa, seguindo ciclo indicado pelo fabricante (Quadro
5).

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

Condicao/ Etapa| Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Temperatura (C°) 25 37 85 4
Tempo (min) 10 120 5 o0

5.2.5.3. Andlise de expresséo relativa por Real Time PCR

Foi realizada a reacao de quantificacdo do RNA por PCR Real Time utilizando
4 uL das amostras de cDNA obtidas anteriormente, com concentragcdo de 20 ng
(5ng/uL), com adicéo de 6 pL do mix da reacdo, previamente preparado.

A reacdo foi realizada em placa apropriada, de 96 pocos, seguindo o

protocolo do reagente TagMan™ Universal Master Mix Il, with UNG (Applied
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Biosystems™ ). Foram utilizadas placas de 96 pocos, especificas 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 reacgdo de Real Time — PCR

MIX PCR Real Time *
Master Mix 3uL
Primer 10X 0,25 uL
H-0 2,75 pL

*valores para cada poco de uma placa de 96.

1X 1X 40X 1X

los°c| [95°C]

Figura 8: Ciclo dareacao de PCR Real Time, utilizados nas reacdes desse estudo,
no equipamento ABI 7500 Real Time PCR System - Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA

5.2.6. Avaliacdo da expressao das proteinas por Western Blot

Com a finalidade de avaliar a expressao das proteinas correspondentes aos
genes analisados, frente as diferentes condicbes de exposicdo a albumina em
poddcitos com e sem tratamento com PAN, realizou-se a extracdo de proteinas totais,
quantificacdo com kit BCA e andlise por Western Blot com SDS-PAGE utilizando
anticorpos primérios (Podocalixina - ThermoFisher; Canal de Calcio Receptor de
Potencial Transitorio C - ThermoFisher; RPLPO (controle endégeno) - ThermoFisher)
para as proteinas de interesse e para o controle endogeno, além de anticorpos
secundarios LI-COR (IRDye 800CW e IRDye 680RD.
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5.2.6.1. Extracdo de proteinas
A extracao das proteinas totais foi realizada com base no protocolo e utilizacéo
do tampéao RIPA (Merck):

1. Apos o cultivo e as exposicdes descritas acima, 0 meio dos po¢cos com
os podacitos foi retirado, seguindo com 3 lavagens com PBS 1X gelado;

2. Adicionou-se 500 pL do tampé&o RIPA em cada poco de duplicata, oque
resultou em 1 mL de tamp&o por condicao.

3. Ascélulas foram raspadas com a utilizacéo de ponteira, e toda a solugéo
de lisado celular foi transferida para tubo eppendorf.

4. Realizou-se agitacdo em vortex e posterior centrifugacédo por 10 minutos
a 1200 G em 4°C;

5. Nessa etapa, formou-se um pellet e uma porcdo do sobrenadante,
contendo as proteinas 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. Quantificacdo das proteinas totais com kit BCA

Realizou-se a quantificacdo da concentracdo das proteinas totais extraidas,
com a utlizacdo 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 afinalidade de avaliar e analisar as proteinas correspondentes aos genes
estudados, empregou-se a técnica de Western Blot, para possibilitar a quantificacédo
e comparacdo do tamanho e intensidade das proteinas de interesse nas diversas

condicBes de estudo.
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5.2.6.3.1. SDS-PAGE

As amostras de proteinas totais extraidas e quantificadas, foram diluidas em
tampao RIPA, atingindo a concentracdo estabelecida para o experimento conforme
tabela X, sendo aplicada 20 pL da amostra + tampéao de amostra no gel (10 pL da
amostra e 10 pL do tamp&o 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 verificacdo do tamanho das proteinas de estudo. A corrida do
gel foi realizada a 50 V até que as amostras chegassem préximas ao final do gel (4

horas aproximadamente).

Quadro 7: Condicdes utilizadas para cada proteina no gel de SDS - PAGE.

Condicdes para o SDS-PAGE

Proteina Concentragcao | Resolving gel| Stacking gel
mg/uL (%) (%)
Canal de calcio receptor de 30 15 5

potencial transitorio C

Podocalixina 30 15 5

5.2.6.3.2. Transferéncia para a membrana de PVDF
A transferéncia das proteinas do gel para a membrana, foi realizada em
membrana de PVDF, que teve preparacdo conforme protocolo:
1. 15 segundos em metanol 100%;
2. 2 minutos em H20 destilada;
3. 2 minutos no tampao de transferéncia.
Para cada par de membrana + gel foi realizada a montagem com aparato de
transferéncia umedecidos com o tampédo, e ap0s essa etapa a transferéncia foi
realizada durante 2 horas, a 200mA em cuba adequada para o processo, sob suporte

de gelo.



46

5.2.6.3.3. Imunorreacao e revelacao
Apo6s o processo de transferéncia das proteinas do gel de corrida para a
membrana de PVDF, foi realizado o processo de imunorreacdo para posterior
revelacao.
1. O aparato de transferéncia foi desmontado, descartando o gel e retirando a
membrana.
2. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agitacédo durante
5 minutos cada uma;
3. Bloqueio da membrana com solugédo de TBS-T + BSA 6% por 2 horas, com
agitacao;
4. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agita¢do durante
5 minutos cada uma;
5. Incubagdo com o anticorpo primario diluido 1:1000 em solucdo de TBS-T +
BSA 3%, sob agitacdo, em baixas temperaturas, overnight;
6. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agitacédo durante
5 minutos cada uma;
7. Incubacdo com o anticorpo secundario o diluido 1:1000 em solugédo de TBS-T
+ BSA 3%, sob agitacdo, em baixas temperaturas, durante 3 horas, no
escuro;
8. Lavagem da membrana de PVDF, 5 vezes com TBS - T, com agita¢do durante
5 minutos cada uma;
9. Revelacdo da membrana de PVDF com equipamento Odyssey CLX Li-Cor e

analise das imagens com auxilio do programa ImageJ.

5.3. Ensaios de transformacéao
Para todos os ensaios (exceto o de migracao) de potencial de transformacao

os podocitos foram cultivados a 33°C e diferenciados a 37°C nas garrafas de cultura,
e somente apos o processo de diferenciacdo (10 a 14 dias), houve a contagem e
plaqueamento das células, de modo a garantir que ndo houvesse diferenca no nimero
inicial de células por poco em decorréncia dos dias iniciais a 37°C em que é possivel
gue ainda haja alguma divisao celular, até que as células estivessem completamente

maduras.
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Para todas as condicbes, foram feitas exposicbes dos poddcitos a
concentracfes de albumina estabelecidas de acordo com as alteracbes encontradas
para o gene PODXL durante estudos no mestrado (108). Logo, as condi¢cdes de
exposicdo foram de 0 e 40 mg/mL de albumina em poddcitos sem exposicao prévia
a PAN e 0,20 e 40 mg/mL de albumina para os com exposicdo prévia a PAN. Para
0s ensaios de migracédo, devido a necessidade de confluéncia das células, adotou-se
a confluéncia de 60% de poddcitos diferenciados a 37° C, com exposi¢cao as mesmas

condi¢cOes de albumina e PAN.

5.3.1. Caracterizacdo de crescimento celular apds diferenciacdo em

temperatura ndo-permissiva

5.3.1.1. Curva de crescimento

Apbs o processo de proliferacdo a 33°C, diferenciacdo a 37°C, exposi¢do a
PAN e a albumina, as células foram contadas e plaqueadas, sendo umplaqueamento
inicial de 50000 células/ poco/ 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 solu¢do com paraformaldeido 3,5%.

As contagens foram todas realizadas no mesmo dia, de forma aleat6ria, ou
seja, sem que durante a contagem houvesse indicacdo de qual a amostra

correspondia a qual aliquota. ApGs essa etapa, foi realizada a analise dos dados.

5.3.1.2. Marcagao com cristal violeta
Essa etapa foi realizada utilizando as mesmas condi¢des de plaqueamento e
concentracbes de albumina do item anterior, sendo que apds as exposi¢des foi
realizada marcacdo das células com cristal violeta e registro das imagens de cada
poco de cultivo.
Para a marcacéo com Cristal Violeta seguiu-se o seguinte protocolo:
1. Remocéo e descarte do meio de cultura;
2. Fixacdo dos podécitos em formaldeido 3,7% durante 5 minutos em
temperatura ambiente.
Descarte do formaldeido;
4. Corou-se, entdo, as células com cristal violeta 0,5%.

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

Apoés o processo de proliferacdo a 33°C, diferenciacdo a 37°C, exposicao a
PAN e a albumina, as células foram contadas e plaqueadas, sendo umplaqueamento
inicial de 50 e outro de 150 células por poco em placas de 12 poc¢os. 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 concentracdo de cada
exposicao). Por fim, as células foram fixadas, lavadas com PBS 1X, coradas com
cristal violeta, conforme descrito na etapa 5.3.1.2. A contagemdas colbnias ocorreu

com auxilio do programa ImageJ, com posterior analise dos dados.

5.3.2. Ensaio de migracéo
Nessa avaliacdo, por necessidade técnica do ensaio, as células foram

plaqueadas em placas com 12 pocos anteriormente ao processo de diferenciagéo,
para que cada um deles tivesse uma confluéncia entre 80% a 90%, e ap0s essa etapa,
as células foram expostas a temperatura nao-permissiva de 37°C, iniciando o
processo de diferenciagao.

Apbs os 10 dias dessa etapa, as células foram expostas as condicdes de PAN
e albumina pré-determinadas e em seguida foi realizada uma ferida com auxilio de
uma ponteira de 10pL.

O meio foi retirado e um meio novo, livre de FBS foi adicionado a cada poco.
As células foram entdo submetidas a microscopio invertido de fluorescéncia com
APOTOME para time-lapse, com controle de temperatura e CO2, disponivel no
INFABIC (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotdnica Aplicada a Biologia
Celular), da UNICAMP, por 48 horas, sendo realizadas imagens a cada 1 hora.

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

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

5.4. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo da média.
Quando necessario comparar mais de dois grupos utilizou-se a andlise de variancia
(ANOVA) e teste a posteriori de Tukey para comparacao multipla de médias. Em todos

0s casos 0 nivel de significancia para rejeicdo da hipotese 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 biologicas por experimento
(n=5) e uma réplica técnica para cada uma das biolédgicas, totalizando 10 valores de

andlise para cada experimento.
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1. RESULTADOS E DISCUSSAO

Numerosos estudos ja perseguiam o objetivo de avaliar o impacto do overload
de albumina, cada um com metodologias e objetivos de investigacéo distintos. Abbate
et al. (73) testaram a hipétese de que o TGF-1 poderia ser positivamente regulado em
podocitos alterados devido a passagem aumentada de proteinas plasmaticas atraves
da BFG, ativando assim uma reacdo que contribui para a glomeruloesclerose. Eles
conduziram estudos in vivo e in vitro e demonstraram com sucesso que a exposicao
de poddcitos de camundongos a 10 mg/mL de albumina sérica humana (HSA) por 6,
24 e 48 horas levou ao aumento da expressdo de TGF-B1 e perda da proteina
sinaptopodina, um marcador de diferenciacdo dos poddcitos, o que poderia indicar
qgue o overload de albumina seria um gatilho para a desdiferenciacdo podocitaria,
fendmeno ja 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 poddcitos de camundongos diferenciados imortalizados in vitro induziram o
rearranjo do citoesqueleto de actina F dependente de Rho quinase, levando a uma
possivel desdiferenciacdo celular, consequéncia do aumento da expressao de
agentes inflamatorios 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 poddcitos in vitro e verificaram que 0s poddcitos
exibiam arranjo desordenado de microfilamentos de actina e sofreram apoptose de
maneira dependente do tempo e da dose. A lesdo podocitaria foi precedida pela
captacdo de albumina, inducdo de TGF-1 e fosforilagdo de Smad 2/3 e p38 MAPK
(144)..

Chen et al. (146) exploraram o papel do TRPC6 nas alteragdes funcionais e
estruturais induzidas pela albumina em poddcitos. Em seu estudo, eles mostraram
que a exposicdo prolongada (48 horas) a albumina de 20 mg/mL causou uma
regulacdo positiva da expressdo de TRPCG6. Eles também demonstraram que a
concentracdo de 20 mg/mL de albumina desencadeou o aumento do calcio intracelular
([Ca2+]i) através de mecanismos que envolvem a liberacdo do estoque de calcio
intracelular e o influxo de calcio extracelular em poddcitos condicionalmente

imortalizados. Além disso, o overload de albumina induziu a
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expressao da proteina GRP78 do reticulo endoplasmatico (ER), levou a ativacdo da
caspase-12 e, finalmente, a apoptose dos poddcitos. Eles sugeriram que a entrada
induzida de calcio e o estresse do RE nos poddécitos sdo, pelo menos parcialmente,
mediados pelo TRPC6. Além disso, este grupo também demonstrou que, apés
bloqueio de TRPC6 com siRNA de TRPC6, houve melhora da lesdo podocitaria em
podocitos que haviam sido expostos ao overload de albumina (146). Mais
recentemente, Goncalves et al. (105) mostraram que poddcitos 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 ativacéo
da via PKC-delta / p38 MAPK para induzir a apoptose de poddcitos [25-122].

1.1. Recuperacéo de fenétipo

As andlises referentes aos ensaios de recuperacdo de fendtipo foram
realizadas com base em concentracdes de exposi¢cao de albumina que previamente

haviam indicado alteracdo de taxa de transcrito.

1.1.1. Gene PODXL e proteina podocalixina

Com relacéo a taxa de transcrito do gene PODXL, apds retirada da albumina
e andlises realizadas pela técnica de PCR Real Time, obteve-se os dados presentes
no Quadro 8.

Quadro 8: Expressao relativa de PODXL apods retirada gradual ou abrupta de

albumina
Albumina
mg/ml PAN Condicgéo Gene MEDIA 2A CT | Fold change p-valor
0 Né&o Gradual PODXL = 0,003215812347 1
40 Né&o 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 Néo Abrupta PODXL = 0,003334887968 1
40 Néo 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
*p<0,05; n=05;
Desta forma, observando os resultados do fold-change, a Unica condi¢cdo na

Abrupta PODXL 0,01190203065 ' 5,301417685 0,00349 *

qual ndo houve diferenca estatistica foi na retirada gradual de albumina, na
concentracédo de 20 mg/mL de albumina com PAN (p=0,631004), o que significa que
houve recuperacao do fenoétipo, ja que na exposicao progressiva esta condicao tinha
dado diferenca estatistica. Em todas as outras condicdes tanto de retirada abrupta
guanto gradual, nas condi¢cdes sem e com PAN, a diferenca de expressao foi mantida
com diferenca significativa, 0 que mostra que nestas condicdes nao houve
recuperacéao de fenodtipo (Figuras 9 e 10).

No caso da analise da expressao da proteina podocalixina por meio da técnica
de Western Blot, assim como encontrado nos resultados de andlise da taxa de
transcrito do gene PODXL, apenas na condi¢cdo de 20mg/mL de albumina com PAN,
em condicdo de retirada gradual de albumina, houve recuperacdo de fendtipo
(p=0,237803), sendo que nas demais condi¢cdes a diferenca de expressao da proteina
associada ao overload de albumina manteve-se significativa (Quadro 9 e figuras 9 e
10).

Quadro 9: Analise de expressao de podocalixina.

Albumina
mg/ml PAN = Condicdo = Gene Média Fold change p-valor
0 Nao = Gradual PODXL 100 1
40 Néao 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 Nio = Abrupta = PODXL 100 1 7
40 Nao 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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A. Expressdo relativa do gene PODXL ap6s retirada
gradual de albumina, sem exposi¢ao a PAN

B. Expressao relativa do gene PODXL apos retirada
gradual de albumina, com exposigao a PAN
* p = 0000078
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Figura 9: Recuperacdo fenotipica da expressdo de transcrito de PODXL e proteina
podocalixina ap6s retirada gradual de albumina sem e com PAN. A: O aumento
significativo dos niveis de transcritos do PODXL ainda foi observado na concentracéo de 40
mg/mL de albumina sem PAN (p=0,000041), significando que ndo houve recuperacdo do
fenotipo. B. No grupo com exposicdo a PAN, foi observada recuperacdo do fenétipo apenas
na dose de 20 mg/mL (p=0,63), mas ndo na dose de 40 mg/mL (p=0,000078). C. O aumento
significativo da expresséo da proteina podocalixina ainda foi observado na concentragéo de
40 mg/mL de albumina sem PAN (p<0,0001) significando sem recuperacao do fenétipo. D. No
grupo com exposicao a PAN, foi observada recuperacao do fenétipo apenas na concentracdo
de 20 mg/mL (p=0,2378), mas ndo na concentracdo de 40 mg/mL (p<0,0001). RPLPO foi
utilizado como controle enddgeno. Os valores sdo média = SE, n = 5. Os valores sdo média

+ SE, n = 5. Nas condicdes destacadas (*) uma diferenca estatistica de *p<0,01,
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**p<0,001 ou ***p<0,0001 foi observada (teste ANOVA no software IBM SPSS Statistic).

Expressao relativa do gene PODXL apdés retirada abrupta de
albumina, sem exposicio a PAN

p<0,001

Concentragao de albumina (mgimL)

Expressao relativa de PODXL (2-delta CT)

©

Expressao relativa de PODXL (2-delta CT)

i

Concentragdo de albumina (mg/mL)

C.

albumina, sem exposicao a PAN
p<0,001

Concentracao de Albumna (ma'ml.)

Quantificacao retativa

40
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ALB Q 40
PODXL —
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Figura 10: Recuperagdo fenotipica da expressdo de PODXL e podocalixina apods

remoc¢ao abrupta de albumina sem e com PAN. N&o houve recuperagao de fen6tipo em

nenhuma das condi¢des, tanto a nivel de RNA sem e com exposicdo a PAN (A e B,

BN

respectivamente), quanto a nivel de proteina sem e com exposicao a PAN (C e D,

respectivamente), para as condicbes de retirada abrupta do overload de albumina. RPLPO

foi utilizado como controle enddgeno. Os valores sédo média + SE, n = 5. Os valores sao média

+ SE, n = 5. Nas condi¢c6es destacadas (*) uma diferenca estatistica 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 recuperacgéo do fenotipo, tanto da taxa de transcrito de PODXL, como da
proteina podocalixina, apos retirada gradual de albumina, na condicdo de 20 mg/mL
de albumina em poddécitos com dano por PAN, sugere que o impacto causado por
concentracbes menores possa ser revertido de forma gradual. No entanto, mesmo
com retirada gradual, as demais condi¢gbes ndo foram suficientes para a recuperacao
do fendtipo.

Em estudo anterior (108) foi observado o aumento de expressdo de
PODXL e podocalixina em funcéo do aumento de albumina. A hipotese levantada para
tal aumento de expressao foi a de uma possivel resposta adaptativa dos poddécitos ao
insulto, de forma a compensar a agressao, um mecanismo de escape ao dano (114).
Os resultados obtidos neste trabalho corroboram o resultado do mestrado, uma vez
gue apos a retirada do estresse gerado pelo overload de albumina essa alteracéo
pode ser revertida, pelo menos na condi¢cao de 20 mg/mL com dano.

No entanto, nas demais condi¢cGes de poddcitos com dano, bem como em todas
as condicbes de exposicdo sem dano com PAN, essa reversdo de fenétiponao foi
observada, o0 que indica um dano de longa duracdo e/ou permanente. A leséo
podocitaria em pacientes com diabetes tipo 2, leva a liberacdo da podocalixinaem
vesiculas ou microvilosidades, sendo entdo excretada na urina, tornando a proteina
um marcador precoce de nefropatia diabética e biomarcador de doenca glomerular
(117,118).

Ainda, o aumento desta proteina na urina indica o grau de proteinudria (119-
123). Desta forma, uma hipétese para a falta de recuperacdo do fendtipo em
condicdes de maior exposicdo a albumina (40 mg/mL sem e com PAN), é a de que
nestas condicbes mais extremas o0s podocitos estariam sofrente uma leséo
permanente, que levaria a eliminacéo da proteina podocalixina por meio de vesiculas,
e consequentemente estas condicdes ndo puderam ser recuperadas ao fenotipo
inicial. Extrapolando para o modelo in vivo, o dano causado pela albumina poderia
estar associado ao apagamento dos pedicelos e a progressdo de doenca renal de
forma irreversivel.

A podocalixina € uma sialoproteina normalmente localizada na superficie apical
dos pedicelos, e promove o espagcamento entre os pedicelos nos diafragmas de fenda
por repulsédo de carga (38-115, 125). Ainda, a podocalixina tem um papel importante

na manutencdo da arquitetura do citoesqueleto de actina poddcita pela
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mediacao das proteinas adaptadoras fator regulador 2 do trocador Na/H (NHERF2) e
ezrina [39-126]. A auséncia desta proteina ou alteracdes na sua organizacao 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
apos o nascimento com insuficiéncia renal anurica (116; 147).

A podocalixina interage com a proteina de suporte IQGAP1 e com
componentes do complexo SD, como a nefrina (107; 148). Em estudo anterior,
Rigothier et al. (107) demonstraram que, ap0s exposicao de poddcitos in vitro a droga
PAN, a proteina IQGAPL1 foi “translocada” do citoplasma, local onde € expressa, para
o nucleo. Rigothier et al. (107) utilizaram um inibidor de ERK (U0126)e houve bloqueio
da translocacéo de IQGAP1 para o nucleo, demonstrado que a ativacdo da via ERK
por meio do PAN esta envolvida nesta translocacédo. A IQGAP1 €, por sua vez, uma
das proteinas que conecta o citoesqueleto de actina dos pedicelos as proteinas dos
diafragmas de fenda e que esta envolvida na mobilidadee permeabilidade celular,
interagindo, ainda, diretamente com as proteinas nefrina e podocalixina. Nesse
contexto, tanto Lehtonen et al (120-124), como Rigothier et al
(107) demonstraram que, aliada a translocacdo da IQGAP1 para o ndcleo houve
também reducao significativa da sua interacdo com nefrina e podocalixina, apesar de
gue a droga PAN ndo alterou a expressao destas proteinas.

No atual estudo foi utilizado o inibidor da via ERK U0126 para inibir a apoptose
por meio da fosforilacdo de ERK causada por PAN. Desta forma, o overload de
albumina nas condi¢cdes de 20 e 40 mg/mL, levou ao aumento de expressdo de
podocalixina, mostrando que o insulto de albumina é o responsavel pelo aumento da
expressao de podocalixina, e ndo 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 possivel
se pensar em uma possivel relacdo do insulto de albumina e alteracdo de expresséo
da proteina IQGAP1, ja que estas proteinas possuem forte interagdo. Nosso estudo
prévio ilustrou que a albumina induziu lesdo podocitaria de maneira dependente da
concentracdo, afetando tanto os podocitos nao danificados quanto aqueles
previamente expostos a PAN. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo que avaliou
os insultos a albumina e ao PAN ao mesmo tempo. Este estudo também é o primeiro

gue avaliou a expressao do PODXL no contexto de overload progressivo de albumina.
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Recentemente Chen et al. (146) realizaram uma bioinformética integrada e
analise de correlacdo clinica dos principais genes, vias e potenciais agentes
terapéuticos relacionados a nefropatia diabética e o PODXL estava entre 0s seis
genes identificados significativamente regulados negativamente e associados ao
desenvolvimento e progressao da DN no nivel molecular e clinico.

Desta forma, considerando exposto acima, sugere-se que o overload de
albumina seja um fator de estresse e lesdo aos poddcitos e ainda, esse estresse
associado a outros insultos, tais como os fatores circulantes, podem agravar o
processo de lesao podocitaria. O processo envolvido na lesao podocitaria € complexo
e nao dependente de um unico fator, o que dificulta a identificacdo do evento inicial

para a condicao.

6.1.2 Gene TRPC6 e canal receptor ndo-seletivo a cations TRPC6

Durante o mestrado (108), poddécitos sem exposicdo a PAN apresentaram
reducdo da taxa de transcrito de TRPC6 dependente de overload de albumina nas
condicdes de 3, 20 e 40 mg/mL. Inversamente, no que se refere as condicbes de
exposi¢do prévia ao PAN, houve o aumento da taxa de transcrito de TRPC6 nas
condicBes de 20 e 40 mg/mL.

No presente estudo foi realizada a retirada de albumina com o objetivo de se
avaliar a recuperacao de fenoétipo, que foi observada em todas as condi¢des (Quadro
10), tanto sem exposic¢ao prévia a PAN, bem como com exposi¢édo a PAN (Figuras 11

e 12), j& que ndo ha mais diferenca de taxa de transcrito em relacdo ao controle.



Quadro 10: Expressao relativa de taxa de transcrito de TRPC6
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Albumina
mg/ml PAN Condicéo Gene MEDIA 2A CT Fold change p-valor

0 Né&o Gradual TRPC6 | 0,00007920457584 1

3 N&o Gradual TRPC6 @ 0,00008536273236 1,077750009 0,998
20 N&o Gradual TRPC6 @ 0,00008026732555 1,013417782 1
40 N&o 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 Néo Abrupta TRPC6 = 0,0007015539051 1

3 N&o Abrupta TRPC6 0,0007350459782 @ 1,047739843 0,997
20 Né&o Abrupta TRPC6 = 0,0007829351155 1,116001365 0,96
40 Néo 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 analises referentes a expressao proteica do canal transitério de célcio,

também foi

observada

recuperacdo de fendtipo em

todas as condigdes,

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

Quadro 11: Analise de expressao de Canal transitorio de calcio

Albumina
mg/ml PAN | Condigdo Gene Média Fold change p-valor

0 N&o Gradual TRPC6 100

3 N&o Gradual TRPC6 101,9619606 @ 1,019619606 0,4414302467
20 N&o Gradual TRPC6 102,055685 1,02055685 0,4410365878
40 Néo 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 N&o Abrupta TRPC6 100

3 N&o Abrupta TRPC6 101,8510556 @ 1,018510556 0,8142304396
20 N&o Abrupta TRPC6 101,240626 1,01240626 0,89160975
40 N&o 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 padrdo encontrado

na analise de expressao relativa da taxa de transcrito do gene TRPC6 foi identificado

na analise da expressao proteica por gel SDS-PAGE e Western Blot.
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Figura 11: Recuperacao do fendtipo da expressao do gene TRPC6 e da proteina
do canal do potencial receptor transitério candnico 6 (TRPC6) apds retirada
gradual de albumina sem e com PAN. Em ambos 0s grupos, sem exposi¢ao a PAN
e com exposicao a PAN, os niveis de transcritos TRPC6 (A e B) e os niveis de proteina
TRPC6 (C e D) recuperaram o fendtipo apds a retirada gradual de todas as
concentragdes de albumina. RPLPO foi utilizado como controle endégeno. Os valores
sdo média £ SE, n = 5. Nas condicbes destacadas (*) foi observada diferenca
estatistica de *p<0,01, **p<0,001 ou ***p<0,0001 (teste ANOVAnNoO software IBM SPSS
Statistic ).
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A.
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exposicao a PAN
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Figura 12: Recuperacao do fen6tipo da expressédo do gene TRPC6 e da proteina

do canal do potencial receptor transitério canénico 6 (TRPC6) apds retirada

abrupta de albumina sem e com PAN. Em ambos os grupos, sem exposi¢cédo a PAN

e com exposicao a PAN, os niveis de transcritos TRPC6 (A e B) e os niveis de proteina

TRPC6 (C e D) recuperaram apo0s a retirada abrupta de todas as concentracdes de

albumina. RPLPO foi utilizado como controle enddgeno. Os valores sdo média + SE,

n = 5. Nas condi¢des destacadas (*) foi observada diferenca estatistica 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 recuperacao do fendtipo,
sem diferenca no método de retirada, tanto nas condi¢cdes de retirada abrupta, como
na gradual. Esses resultados corroboram os achados do estudo anterior (111) bem
como os estudos da literatura que mostram modulacao da expressao do TRPC6 frente
ao overload de albumina (122), e foram além, pois foi possivel demonstrar a
recuperacéao do fenotipo.

Nas condi¢des de overload de albumina com PAN, onde houve aumento de
expressdo de TRPC6, o que deve levar ao maior influxo de Ca*? intracelular e
consequente reorganizacdo do citoesqueleto (122). Com a retirada de albumina
ocorreu recuperacao da expressdo do TRPCG6. Isso pode significar recuperacdo do
insulto no citoesqueleto dos poddcitos, permitindo que estes voltem a organizagcédo
inicial, sem necessidade de alteracdo de expressao de TRCP6, 0 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*?> marcado, para verificacdo das alteracdes de funcionamento e
atividade deste canal.

Essa modulagdo com a sensibilizacdo dos canais de ions de Ca*? é descrita
por Moller, Flesch e Reiser (123), em seu estudo de co-expressao de TRPC6, nefrina,
podocina e CD2AP em células HEK293, indicando interacao da proteina expressa por
esse gene com as demais, exceto a CD2AP. Os autores (123) descreveram que a
nefrina atuou como sinalizadora da sobrevivéncia dos poddcitos, sendo reconhecida
como reguladora da abertura do canal do TRPCG6, por fosforilagdo da tirosina,
mediando assim efeitos da modulacéo de fluxo de Ca*?. Comisso, eles demonstraram
gue esse fluxo de célcio é um processo central da capacidade de poddcitos em regular
0 comportamento intracelular e do citoesqueleto. O mesmo processo possivelmente
ocorre frente ao overload de albumina, levando a uma sensibilizagdo deste canal,
como forma de reorganizacdo primaria, para sobrevivéncia e manutencdo de
funcionalidade dos poddcitos.

Outros mecanismos podem interferir na expressdao do TRPC6, podendo
justificar os achados deste estudo. O aumento da expressao do TRPC6 ja foi descrito
como uma resposta ao estresse em cardiomiocitos, sendo que o0 aumentode
expressao se associa a maior sensibilidade ao insulto em questdo, com consequente

aumento de Ca*? intracelular (124). Esse mecanismo indica o
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importante papel do TRPC6 como gene alvo da calcineurina, e presente em via de
sinalizacdo de doencas renais, tais como GESF e doenca renal diabética (125),
associando-se, também, a processos de ativacdo de apoptose (126). Essa ativacao,
pode ocorrer também por mecanismos independentes da ativacdo de calcineurina,
com o influxo de célcio induzido por TRPC6 ativando a cisteina protease calpaina
(127), o que indica uma associagao entre o aumento de expressdo do TRPC6 com o
influxo de calcio e progressao da doenca renal.

A inativacdo do gene TRPCG6, por meio de método CRISPR-Cas9 em ratos
Sprague-Dawley, reduziu a albuminudria e glomeruloesclerose em modelos com PAN,
sendo que em fase aguda essa inativacdo ndo se mostrou protetora (108).

Esses achados corroboram com o presente estudo uma vez que o aumento
de expressdo de TRPC6 foi observado em poddécitos com PAN e a reducdo de sua
expressao esteve associada tanto a um fator protetor ao insulto, como a uma retirada
dele, restabelecendo a expressao inicial. Outro estudo que avaliou essa situacédo de
knockout foi o de Wang & Staruschenko (129,130), referente a modelode diabetes
tipo 1, indicando que a reduc¢do da albuminudria nesse processo foi temporaria e o
efeito protetor desapareceu com o envelhecimento do animal, promovendo ainda
resisténcia a insulina nos glomérulos e poddcitos isolados.

Esses achados anteriores, bem como o deste estudo, indicam que o TRPC6
pode ser explorado como um alvo terapéutico em algumas doencas glomerulares,
sobretudo nas formas familiares e adquiridas de GESF, podendo desenvolver agentes
gue blogueiam ou inibem diretamente os canais de TRPC6 (130).

Esta bem estabelecido que variantes patogénicas de ganho de funcdo no
TRPC6 causam formas hereditarias de GESF e que a superexpresséo de TRPC6 esta
ligada a doencas glomerulares adquiridas (149-151) Além disso, o nocaute de TRPC6
em camundongos ou ratos confere protecdo ao desenvolvimento de nefropatia
diabética experimental, nefrose induzida por PAN e hiperfiltracdo glomerular induzida
por angiotensina Il (151). Neste estudo, nos poddcitos sem exposi¢gédo ao PAN, houve
uma reducdo dramatica na transcricdo de TRPC6 e na taxa de proteina podocalixina
em todas as concentracdes de albumina. Nossos achados contradizem os relatados
por Chen et al. (146), onde observaram um aumento de 3,2 vezes no nivel da proteina
TRPC6 ap0s 48 horas de exposi¢cédo a 20 mg/ml de BSA quando comparado ao grupo
controle. Além disso, seu estudo revelouque a exposicdo prolongada a mesma

concentracdo de albumina (20 mg/ml) por 72
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horas levou a uma diminuicdo na densidade das fibras de estresse, induziu uma
redistribuicdo de actina para a periferia celular, desencadeou estresse no reticulo
endoplasmatico (RE) e finalmente resultou em apoptose.

Nas nossas analises expusemos as células a albumina durante 24 horas.
Notavelmente, mesmo neste curto periodo de exposi¢cdo, houve uma reducao drastica
nos niveis de TRPC6. Uma limitacdo do nosso estudo é que nao investigamos 0s
niveis de calcio celular, o que teria sido valioso para avaliar a atividade do TRPCS6.

Nesse contexto, cinco variantes patogénicas no gene TRPC6 foram relatadas
por Riehle et al. (63) revelando que a perda da funcéo de variantes no TRPC6 como
um conceito adicional de GESF hereditaria. Eles mostraram um efeito dominante
negativo da variante p.G757D, localizada no dominio 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 diminuicdo da expressao de TRPC6 secorrelaciona com a
reducédo da lesdo e a melhora da proteinuria [52,53].

Sonneveld et al. (125) demonstraram que a 1,25-di-hidroxivitamina D3 (1,25-
D3) regulou negativamente a expressdo de TRPC6 em poddcitos lesionados e em
modelos animais para GESF e deficiéncia de 1,25-D3, possivelmente através de um
efeito direto na atividade do promotor de TRPC6. Mais recentemente, 0 mesmo grupo
demonstrou uma via glomerular (€) NOS-NO-sGC-cGMP-TRPC6 que previne a lesédo
podocitaria. Em seu eixo paracrino proposto, este grupo demonstrou que o o6xido
nitrico (NO) produzido pelas células endoteliais glomerulares ativou a guanilatociclase
soluvel (sGC), levando ao aumento do monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), que
preveniu a lesdo podocitaria mediada por influxo de TRPC6 e Ca*2.

No grupo com exposicdo ao PAN, os niveis de TRPC6 aumentaram nas
concentragbes mais elevadas de albumina e atingiram niveis significativamente
aumentados nas concentracdes de 30 e 40 mg/mL de albumina. Esses resultados
corroboram com Modller et al. (149) onde encontraram niveis aumentados de TRPC6
nos glomérulos de ratos injetados com PAN 4 dias ap0s o tratamento. Eles também
mostraram niveis regulados positivamente de TRPC6 em poddcitos cultivados apos
lesdo com PAN e que essa regulacao positiva se correlacionou com o aumento dos

niveis de Ca + 2 e com a reorganizacdo do citoesqueleto de actina do poddcito.
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Vale ressaltar que apos a retirada da albumina por 24 horas, tanto em condicao
gradual como abrupta, a recuperacdo do fendtipo foi observada em todas as
condi¢Bes, tanto sem quanto com exposicdo ao PAN, o que indica que a expressao
de TRPC6 induzida pelo insulto a albumina é passivel de tratamento, como ocorre
com diferentes drogas ja testadas , como FK506 (tacrolimus), que melhorou a leséo
podocitaria na nefropatia diabética tipo 2, regulando negativamente a expressao de
TRPC6 e NFAT (54).

1.2. ANALISE DE POTENCIAL TUMORIGENICO

Nos ensaios referentes a processos de tumorigénese, foram avaliadas apenas
algumas linhas e possibilidades de transformacdo maligna das células, comoum
estudo inicial das alteragdes que o aumento de expressdo de PODXL, associadoao
overload de albumina, podem gerar.

Com isso, partindo do conceito que células terminalmente diferenciadas, como
0s poddcitos, bem como culturas imortalizadas como as células aqui utilizadas, nédo
apresentam proliferacdo apdés seu processo de diferenciacdo, foi levantada a
possibilidade de crescimento celular de poddécitos diferenciados nas condicfes em
gue anteriormente havia sido observado aumento de expressédo. Os resultados podem

ser observados no Quadro 12.

Quadro 13: Avaliacdo de crescimento celular de poddcitos diferenciados apos

exposicdo a albumina.

0 albumina 40 albumina 0 albumina 20 albumina 40 albumina
DIAS sem PAN sem PAN com PAN com PAN 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 sdo média + EP, n=05.
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No quadro 12, estédo indicados os dias de coleta e contagem das células (0,
como numero de células plagueadas, 1, 2 e 3, os dias consecutivos de retirada das
células para contagem). O coeficiente de crescimento indica a taxa da velocidade de
proliferacéo (dobra do nimero de células iniciais), e com isso obtém-se o tempo para
gue o valor inicialmente plaqueado seja dobrado no cultivo.

A tabela acima indica aumento de densidade celular nas condicbes com
presenca de albumina, independente da concentracéo e da presenca ou auséncia de
exposicdo prévia a PAN, o que corresponde a proliferagdo celular nas condi¢des
estudadas, sendo que com o aumento de albumina ocorre diminuicdo do tempo de
dobra da cultura, indicando maior rapidez (coeficiente de crescimento) deste
processo, logo, com maior concentracdo de albumina (em condi¢cdes que alterem a
expressdo de PODXL) menor o tempo necessario para a proliferacéo celular, e com
maior rapidez ela vai ocorrer, conforme observado na figura 17 , e com as curvas

correspondentes as condicfes de estudo.

Curva de crescimento celular apés overload de albumina

em condicdes com aumento de PODXL
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Figura 13: Avaliacdo de crescimento celular de podécitos diferenciados apos

exposicao a albumina. Os valores sdo média £ EP, n= 05.
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Com o mesmo objetivo de avaliar a proliferacdo por meio de densidade de
podacitos frente as mesmas condicdes de exposicao, foi realizado o ensaio com cristal
violeta, como forma de analise corroborar visualmente os achados anteriores
referentes a contagem de células e avaliacéo da curva de proliferacéo celular (Figura
18).

Figura 14: Ensaio de Cristal Violeta - Avaliacdo de proliferacdo celular de
podécitos diferenciados ap0s exposi¢cdo a 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 a3indicam o tempo de exposicao a albumina: 0 - sem exposicao; 1 - 24 horas;
2 -48 horas; e 3-72 horas. n=05.
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Com afinalidade de avaliar a capacidade de migracdo dos poddcitos apos esse
processo de exposicdo a albumina, desencadeando aumento de expressédo de
PODXL, realizou-se o ensaio de migracdo, em que as células apés diferenciadas e
expostas as condicbes previamente descritas sofreram um rompimento em sua
monocamada de células aderidas, causando assim uma “ferida” que pode ser
acompanhada no periodo de 48 horas para avaliar o deslocamento das células e a
recomposi¢ao da monocamada intacta.

Na figura 19, é possivel observar um comparativo da ferida existente nos pocos
de cultivo dos podécitos, entre as condicbes: sem PAN 0 e 40 mg/mL de albumina;
com PAN: 0, 20 e 40 mg/mL de albumina, nas condi¢fes intermediarias de0, 12, 24,

36 e 48 horas de experimento.
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12 horas

0 mgimL 40 mg/mL 0 mgimL 20 mg/mL 40 mg/mL
SEM PAN SEM PAN COM PAN COM PAN COM PAN

Figura 15: Ensaio de Migracdo. A figura representa o ensaio de migra¢do, comparando os periodos de 0, 12, 24, 36 e 48 horas,
nas concentracdes de 0 e 40 mg/mL de albumina nas condi¢cdes sem PAN, e 0, 20 e 40 mg/mL de albumina nas em condi¢des

com PAN. Os destaques em vermelho indicam pontos de migracao celular observado.



70

Conforme apresentado na figura 19, é possivel ver processo de migracao
celular nas condigdes com albumina, tanto em poddcitos tratados com ou sem PAN,
sendo que na condicdo de 40 mg/mL de albumina com PAN, é possivel observar tal
evento ja nas primeiras horas de observacdo. Essa caracteristica corresponde a
processo desempenhado por células transformadas malignamente, ou seja, observa-
se poddcitos indiferenciados com capacidade de migracgéo.

O ensaio clonogénico ocorreu em dois protocolos, sendo um de plagueamento
inicial de 50 poddcitos por poco e outro com 150 por poco, para que fosse possivel
avaliar se baixa densidade de células permitiria o processo de proliferacao por clones
das células. Em ambos os casos, ap0s o periodo de 2 semanas nao foi possivel
observar colbnias isoladas, de modo a indicar resultado negativo neste ensaio.

Sendo que uma andlise isolada deste resultado indicaria auséncia de potencial
de clonalidade de células, caracteristica comum a células tumorigénicas, no entanto,
pode ser um resultado com interferéncia técnica, com necessidade de adequacdes
em futuros estudos com o mesmo foco.

No entanto, observando e comparando os resultados obtidos dos ensaios de
avaliacdo de potencial tumorigénico, é possivel notar a presenca de capacidade de
proliferacdo celular e migracdo, sendo estas duas importantes caracteristicas de
células tumorigénicas, necessitando de maiores estudos.

Os poddcitos sdo células epiteliais glomerulares terminalmente diferenciadas,
e em seu desenvolvimento, suas precursoras migram para aglomerados de capilares
glomerulares iniciando o processo de diferenciagcdo, com modificagdes na regulacao
do ciclo celular. Ocorrendo a reducao de ciclinas e aumento de inibidores do ciclo
celular, resultando na interrupgao do ciclo, processo essencial para a manutengéo da
estrutura e funcdo dos podocitos maduros normais (131). Nesse contexto, niveis de

p21, p57 e p27 impedem que os poddcitos passem da fase G1/S (132).

Durante a nefrogénese, os poddcitos se desenvolvem a partir de células
mesenquimais, estas inicialmente se condensam em torno do broto ureteral e, entéo,
em torno das pontas formando ramificacdes. Eventualmente elas, se tornam células
epiteliais que se arranjam em forma vesiculas. Em fases posteriores as vesiculas
assumem a forma de uma virgula (do inglés “comma”) e, logo apds, assumem a forma

da letra S, o precursor do tubulo simples, mantendo assim o limen. No
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processo final, ocorre a formacé&o do tibulo proximal e na extremidade mais proximal,
um sulco se desenvolve e é invadido por células endoteliais para formar osglomérulos
(132,133).

Os progenitores dos podécitos perdem as ligacdes célula-célula e passam a
migrar, formando também os pedicelos, com expressao de outras proteinas presentes
no diafragma de fenda, como nefrina, CD2AP e podocina (133 - 135). Nosprocessos
EMT (ao contrario da maturacdo dos poddcitos) as células epiteliais perdem suas

caracteristicas, adquirindo as de células mesenquimais (136, 137).

Logo, os poddcitos perdem a polaridade epitelial, e o diafragma de fenda sera
alterado, levando a rearranjo do citoesqueleto (138). Posteriormente, ocorre a perda
de expressdo da nefrina e ZO-1, sendo prejudicial a essas células, diminuindo a
expressdo de importantes proteinas e aumentando as caracteristicas mesenquimais
(139).

Esse evento de perda de caracteristicas de poddcitos maduros, com
desdiferenciacéo, pode ocorrer por: cicatrizacao, fibrose, regeneracdo e metastase/
tumorigénese. (140). O presente estudo indicou uma possibilidade de associacéo de
alteracdo de expressao com perda de caracteristicas de podécitos maduros, neste
caso, correspondendo com eventos de proliferacéo celular, potenciagédo de migracao
celular, corroborando os indicativos de associacdo de aumento de expressdo de

PODXL e tecido tumorigénico.

Em resumo, o presente estudo demonstra que o overload de albumina na
cultura de células podocitarias, com ou sem dano induzido por PAN, provoca
diferentes respostas nos niveis de expressdo de PODXL e TRPC6. Enquanto a
expressdo de PODXL aumentou apoés overload de albumina sem e com exposi¢éo a
PAN, a expressao de TRPC6 diminuiu drasticamente sem PAN e aumentou com PAN.
Além disso, quando a albumina foi removida, a recuperagdo do fendtipo PODXL
ocorreu apenas sob a condicdo de 20 mg/mL com PAN e a recuperacao do fenotipo

TRPC6 ocorreu em todas as concentracdes de albumina sem e com PAN.
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2. CONCLUSOES

1. Para o gene PODXL houve recuperacéo de fendtipo somente na condicdo de
retirada gradual do overload de 20 mg/mL tanto a nivel de RNA (p = 0,631004)
guanto a nivel de proteina (p=0,2378032243) em poddcitos previamente
expostos a PAN. Nas outras condi¢cdes ainda permaneceu a diferenca de
expressdo (p<0.01) com superexpressao, logo, sem recuperacdodo fenaotipo,
tanto a nivel de RNA quanto proteico.

2. Para o gene TRPCG6, houve recuperacédo de fendtipo em todas as condicoes,
a nivel de RNA e de proteina (p>0,05).

3. Houve aumento de proliferagéo celular nas condi¢cbes de superexpressao de
PODXL analisadas.

4. Em ambos os focos de estudo, destaca-se que ha a necessidade de ampliar as
avaliacdes para modelos in vivo, para melhor compreensao das alteracoes

observadas.
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Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, 29 de margo de 2022.
SIGAD: Of. CEP n° 021/2022

Prof.2 Dra. Mara Sanches Guaragna
Pesquisadora Responsavel

REF.: DISPENSA DE APRESENTACAO DE PROJETO DE PESQUISA PARA
AVALIACAO DO SISTEMA CEP-CONEP.

Prezada Senhora,

Informamos que a pesquisa intitulada “IDENTIFICAGAO DAS CONSEQUENCIAS DA
ALTERAGAO DE PODXL E TRPC6 APOS OVERLOAD DE ALBUMINA EM CULTURAS DE
PODOCITOS COM E SEM DANO”, para fins de tese de doutorado do Programa de Pés-
graduagdo em Ciéncias Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, cuja aluna é
Marcela Lopes de Souza, equipe de pesquisa é composta por Prof.? Dra. Maricilda Palandi de
Mello, Prof.®2 Dra. Vera Maria Santoro Belangero, Prof. Dr. Gil Guerra Junior e Prof.? Dra.
Andrea Maciel Guerra, sob a orientagdo da pesquiadora responsavel, propde identificar as
consequéncias de alteragbes de expressdo nos genes PODXL e TRPC6 apds overload de

albumina em cultura celular de podécitos com e sem dano.

Deste modo, baseados no resumo anexado ao documento, o referido estudo
ndo necessita tramitar pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo
Seres Humanos, tendo em vista que sera realizada andlise de podécitos humanos
imortalizados e que foram doadas ao grupo de pesquisa.

Ressaltamos que se houver qualquer alteragdo no escopo do projeto, na qual envolva
seres humanos, o CEP/Unicamp deve ser informado para fins de deliberagdo sobre essas

mudancas.
Atenciosamente,
Dra. Renata Maria dos Santos Celeghini
COORDENADORA DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 Fone: (019) 3521-8936
13083-887 Campinas — SP Fone: (019) 3521-7187
® http://www.prp.unicamp.br/cep cep@unicamp.br
D Verificar autentici em sigad.uni briverifica
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Titulo do Projeto de Doutorado: Identificacdo das consequéncias da alteracdo de
expressdo de PODXL e TRPC6 apos overload de albumina em cultura de podocitos
com e sem dano.

Aula: Marcela Lopes de Souza

Orientadora: Mara Sanches Guaragna

Co-orientadora: Maricilda Palandi de Mello

Demais membros:

Vera Maria Santoro Belangero
Gil Guerra-Junior
Andrea Maciel Guerra

O projeto trata-se de um estudo com finalidade de analisar o efeito de
albumina em podécitos humanos imortalizados, que foram doados por um grupo de
pesquisa externo ao Brasil (Professor Moin Saleem da Universidade de Bristol -
Inglaterra). Todas metodologias serdo desenvolvidas no CBMEG - UNICAMP.

Resumo:

A presenca de proteinGria persistente, mesmo em quantidades minimas
(microalbuminuria) € o sinal mais sugestivo de doenca glomerular primaria ou
secundaria e do desenvolvimento de doenca renal crénica (DRC) constituindo
também um importante marcador progndstico para esta condicdo. A principal
proteina plasmatica presente na urina € a albumina e em mais de 90% dos casos, a
origem da albuminuria € glomerular e decorrente da lesdo em um dos quatro tipos
celulares que residem nos glomérulos: células mesangiais, endoteliais, epiteliais
parietais e epiteliais viscerais (podécitos). Os podécitos, células altamente
especializadas e diferenciadas, sdo compostos por trés diferentes segmentos: o
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corpo celular, os processos principais e os pedicelos. Estes (ltimos, sdo
extremamente importantes no processo de filtracdo, sobretudo por suas porcoes
funcionais, divididas em trés dominios: dominio apical da membrana (AMD),
diafragma de fenda (do inglés, slit diaphragm - SD) e dominio basal da membrana
(BMD), o dultimo associado a MB. Diversas proteinas estdo envolvidas na
manutencdo da estrutura e da funcdo do podécito e podem afetar direta ou
indiretamente o rearranjo do citoesqueleto de actina. No presente estudo focamos
em duas proteinas, a podocalixina, codificada pelo gene PODXL, e o canal de caicio
receptor potencial transitério C, codificado pelo gene TRPC6. Em trabalho prévio foi
realizada a exposicdo dos poddcitos a overload de albumina em diversas
concentracées (variando entre 3 e 40 mg/mL) sem e com exposicao prévia a droga
nefrotoxica puromicina aminoglicosideo (PAN) e avaliacdo da expressao dos genes
PODXL e TRPCS6, obtendo-se os seguintes resultados: em podocitos sem dano (0
ug/mL PAN) houve aumento de expressdo do gene PODXL nas concentracdes de
30 e 40 mg/mL (p<0,01) e diminuicdo de expressdo de TRPC6 em todas as
concentracdes (p<0,01); em podécitos com dano (15 ug/mL PAN/12 horas) houve
aumento de expressdo de ambos os genes, iniciando em 15 mg/mL de albumina
para o PODXL e somente em 40 mg/mL de albumina no caso do TRPC6. Neste
estudo anterior ndo foi avaliado se haveria regressdo do fenétipo apos retirada da
albumina. Ainda, j@ que a podocalixina possui um papel bem estabelecido na
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular em diversos cénceres, inclusive o
renal, levantou-se a hipétese de qual seria o efeito da superexpressdo de PODXL
induzida por excesso de albumina em poddcitos. Logo, o presente estudo tem como
objetivo geral identificar as consequéncias de alteracées de expressdo nos genes
PODXL e TRPC6 apoés overload de albumina em cultura celular de poddcitos com e
sem dano, sendo os dois objetivos especificos: 1) avaliar a recuperacdo de fenétipo,
identificando e descrevendo as consequéncias da alteracdo na expressdao dos
genes PODXL e TRPC6 ap0s retirada da albumina em excesso, em podocitos com
e sem exposicdo prévia a PAN. Para isso, a exposicdo de overload de albumina
sera seguida de processos de retirada, regressiva e abrupta, da albumina, com
avaliacdo de expressdo relativa por Real Time Quantitativo e expressdo das
proteinas, por Western Blot; 2) avaliar o potencial tumorigénico de alteracdo de
expressdo de PODXL, frente as seguintes condicdes: sem PAN e com albumina nas
E concentracdes de 0 e 40 mg/mL; com PAN e com albumina nas concentracées de 0,

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar cédigo DDOBBF13 6BCD4F56 AD473370 4B2E950D

90



OF. CEP n° 21/2022

an,
“a¥

UNICAMP

91

— 9,
k\‘k’. : P@ ‘.0
RES 7
: 3
pro-rertonia de pesquisa
T e unicamp

20 e 40 mg/mL. Neste caso, serdo empregados experimentos especificos de 3

crescimento celular, ensaio de migracdo e ensaio clonogénico. Os resultados serdo

analisados com teste ANOVA e Tukey, com p<0,05.
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