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Podocituria na doenca de Fabry

Podocyturia in Fabry disease

Resumo

Introdugao: A doenca de Fabry (DF) é
uma desordem lisossomica ligada ao cro-
mossomo X ocasionada por mutagdes no
gene que codifica a enzima lisossomica
a-galactosidase A (a-GAL). A reducido ou
auséncia da atividade dessa enzima leva
ao acumulo progressivo de gb3. A doenca
renal é uma importante consequéncia cli-
nica da acumulag¢io de Gb3. Poddcito € o
tipo celular mais afetado na doenca renal,
que mostra apenas uma resposta parcial
a Terapia de Reposi¢do Enzimatica. Além
disso, a disfun¢do podocitaria é a princi-
pal contribuinte para a perda progressiva
da fungdo renal e pode ser encontrada
alterada mesmo antes do inicio da mi-
croalbumintria. Assim, a podocitiria na
DF pode ser uma ferramenta importante
para prever a doenga renal. Objetivo: O
objetivo deste estudo foi quantificar a ex-
cre¢do urindria de podocitos em pacien-
tes com DF (V269M, n = 14) e controles
sauddveis (n = 40), e relaciond-las com as
varidveis sexo, idade, tempo de terapia e
a razdo albumina: creatinina (AUC). Mé-
todos: Poddcitos urindrios foram iden-
tificados utilizando imunofluorescéncia
para podocalixina e DAPI. O nimero de
células podocalixina positivo foi contado
e o numero médio foi utilizado (faixa nor-
mal 0-0.6 podécitos/mL). Resultados: O
numero médio de podécitos na urina de
pacientes com DF foi significativamente
maior do que os controles saudaveis (p <
0.0001). Observou-se uma correlagio po-
sitiva entre podocituria e AUC (p = 0.004;
r? = 0.6417). Conclusao: A podocitiria
pode ser uma ferramenta adicional para
avaliar a progressio da doenga renal em
pacientes que se espera que tenha um fe-
noétipo mais agressivo.

Palavras-chave: doencga de fabry; poddci-
tos; técnica indireta de fluorescéncia para
anticorpo.

ABSTRACT

Introduction: Fabry disease is a lysosomal
storage disorder due to abnormalities in
the GLA gene (Xg22). Such changes result
in the reduction/absence of activity of the
lysosome enzyme o-GAL, whose function
is to metabolize globotriaosylceramide
(Gb3). Renal disease is a major clinical
outcome of the accumulation of Gb3.
Podocyte injury is thought to be a major
contributor to the progressive loss of the
renal function and may be found altered
even before the onset of microalbuminuria.
Objective: The aim of this study was
to quantify the urinary excretion of
podocytes in Fabry disease patients
(V269M, n = 14) and healthy controls (n
= 40), and to correlate podocyturia with
the variables gender, age, time of therapy
and albumin: creatinine ratio (ACR).
Methods: Urinary podocytes were stained
using immunofluorescence to podocalyxin
and DAPi. The number of podocalyxin-
positive cells was quantified and the
average number was taken (normal range
0-0.6 podocytes/mL). Results: The average
number of podocytes in the urine of Fabry
disease patients was significantly higher
than in healthy controls (p < 0.0001). We
observed a positive correlation between
podocyturia and ACR (p = 0.004; (r* =
0.6417). We found no correlation between
podocyturia and gender, age or duration
of therapy. Conclusion: Podocyturia is an
important parameter in the assessment of
renal disease in general, and it may serve
as an additional early tool for monitoring
Fabry disease nephropathy even before
changes in ACR are seen. This may
prove to be a useful tool to assess disease
progression in patients expected to have a
more aggressive phenotype.

Keywords: fabry disease; fluorescent anti-
body technique, indirect; podocytes.
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INTRODUCAO

A doenca de Fabry é um disttrbio do armazenamento
lisossdmico causado por anomalias no gene GLA,'?
ligado ao cromossomo X em seres humanos (Xq22).3*
Tais alteracoes resultam em reducdo ou auséncia de
atividade da hidrolase a-galactosidase A (a-gal A) ou
incapacidade da o-gal A de penetrar o lisossomo.’
Esta enzima metaboliza glicoesfingolipideos neutros
com residuos de D-galactosil, principalmente a
globotriaosilceramida (Gb3), o principal lipideo
acumulado na doenca de Fabry.¢

progressivo  de
glicoesfingolipideos resulta em multiplas disfungoes

O acumulo intracelular
de orgdos. A nefropatia de Fabry é uma das
consequéncias clinicas mais graves deste acimulo.”$
Os poddcitos sdo o tipo celular renal mais afetado, e
apresentam resposta sub-6tima a terapia de reposi¢io
enzimdtica (TRE).” Apesar da historia natural e dos
achados histopatoldgicos da nefropatia de Fabry
terem sido amplamente descritos nas tltimas décadas,
curiosamente 0 mecanismo exato que liga o insulto
bioquimico inicial e a insuficiéncia renal ainda carece
de maiores explicagoes.

Os poddcitos sdo células epiteliais altamente
especializadas que desempenham um papel
fundamental na barreira de filtracio glomerular.
Lesdes podocitdrias levam a perda da integridade da
barreira e progressdo para doenca renal cronica.!?
Foi demonstrado que a fusio dos pedicelos
precede microalbumintria na doenga de Fabry, em
fendmeno aparentemente reversivel quando ocorre
a depuragido precoce dos depdsitos podocitarios de
Gb3." Os poddcitos podem se soltar dos glomérulos,
movendo-se para o espago urindrio, passando
pelos tubulos e chegando até a urina, produzindo
um fenémeno conhecido como podocitiria. Com
efeito, a perda de poddcitos até niveis inferiores a
um patamar promove glomeruloesclerose. Ichickwa
e colegas especularam que tais lesdes somente
podem sofrer reversdo completa se a corre¢do do
insulto inicial for realizada quando o dano atinge
menos de 25% da populagio de poddcitos.??
Assim, a podocitopenia é preditor de diagndstico
de doengas renais glomerulares em humanos em
cendrios experimentais e clinicos.!®

Podécitos podem ser recuperados da urina
em quantidades minimas em individuos higidos,
mas podem ser encontrados em maiores nimeros
como achado precoce de doencas glomerulares.’> A
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avalia¢do da podocitiria por métodos citologicos ou
moleculares é uma valiosa avaliagio ndo-invasiva e
acessivel da doenga glomerular e de sua progressio.
A determinagdo da situa¢do e grau de podocitiria na
doenca de Fabry pode ser uma valiosa ferramenta para
prever doenga renal em etapas nas quais a reversibilidade
histoldgica e funcional ainda é uma realidade. Além disso,
a perda de poddcitos pela urina na DF pode ter utilidade
no monitoramento da progressio da doenca e da
insuficiéncia renal e da resposta aos tratamentos padrio.
O objetivo do presente estudo é quantificar a excrecio
urindria de poddcitos em pacientes com DF (V269M,
n = 14) e controles higidos (n = 40) e correlacionar
a podocitiiria as varidveis género, idade, tempo de
tratamento e relacdo albumina/creatinina (RAC).

MaTerials E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissio
Institucional de Etica da Universidade Federal do
Piaui (0404.0.045.000-10). Todos os pacientes
assinaram termo de consentimento informado antes
de sua inclusdo no estudo. Os dados demograficos e
clinicos foram obtidos a partir dos prontudrios dos
pacientes.

PARTICIPANTES

Os participantes do estudo foram 14 pacientes
diagnosticados com doenca de Fabry em TRE (0,2 mg/
Kg a cada duas semanas), todos de uma mesma familia
residente no estado do Piaui. Foi feito um heredograma
dos pacientes com 610 membros da familia, setenta e
nove dos quais com diagndstico molecular confirmado
de DF (V269M). Cada individuo do heredograma foi
analisado em fun¢io do caso-indice identificado em
2005 em Teresina - Piaui.

PobociTuriA

Amostras de urina jato médio foram colhidas em
frascos esterilizados e processadas imediatamente.
Para o processamento, cerca de 50 mL de urina foram
transferidos para um tubo e centrifugados a 350 g
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a
centrifuga¢io, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido, lavado com HDF (137 mM
NaCl, $ mM KCl, 5,5 mM glicose, 4 mM NaHCO, e
EDTA 0,2% em dH,0O) e centrifugado em laminas de
microscopio. As laminas preparadas foram fixadas em
paraformaldeido 4% por 10 minutos em temperatura
ambiente e permeabilizadas com Triton X-100 0,2%



(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) por 10 minutos. As
amostras foram entio bloqueadas por uma hora
em solugdo contendo BSA 0,2%, 50 mM NH,CI
soro de cabra a 1% em PBS. A seguir, as amostras
foram incubadas com anticorpo primdrio Mouse
anti-Podocalyxin (Invitrogen) por uma hora e com
anticorpo secundirio Alexa Fluor® 647 Goat Anti-
Mouse IgG (Invitrogen) por 45 minutos. Todos os
passos foram executados em temperatura ambiente.
DAPI foi utilizado para corar dacidos nucleicos.
As laminas foram observadas por microscopia
de fluorescéncia. Dois profissionais da saude
independentes avaliaram cada amostra, e o valor
médio das duas medicdes foi adotado. Podocitiria
foi definida em termos do numero de células positivas
para podocalixina por ldmina por mL de urina.

ReLacAo ALBUMINA/CREATININA (RAC)

As concentragoes de albumina e creatinina nas
amostras de urina foram determinadas com os
produtos LabTestAlbumin Kit e LabTestCreatinine
Kit (Minas Gerais, Brasil), respectivamente, segundo
o protocolo especificado pelo fabricante. A RAC
da urina foi calculada a partir das concentracdes
urinirias de albumina e creatinina, com valores
expressos em mg/g.

ANALISE EsTATiSTICA

A anilise estatistica foi realizada com o software IBM
SPSS Statistics v.21. O teste de t foi utilizado para
avaliar as diferencas nas medianas, considerando
nivel de significancia de p < 0,05. O coeficiente de
correlacido de Pearson foi calculado para subsidiar a
andlise das correlacoes lineares entre as varidveis.

ResuLTADOS

Os dados demogrificos dos pacientes encontram-se
na Tabela 1. Catorze individuos (sete homens e sete
mulheres) com a mutagio V269M no exon 6 do gene
GLA foram incluidos no estudo. Suas idades variaram
entre 8-74 anos, e a duragio do tratamento com
agalsidase alfa varou entre 1-24 meses. Também foi
colhida a urina de 40 individuos higidos sem hist6rico
de doenga renal, que serviram como grupo de controle.

Os poddcitos que se soltam no espago urindrio
recuperados na urina podem ser visualizados e
quantificados  utilizando-se  métodos  citoldgicos
combinados com coloragio por imunofluorescéncia

para as proteinas da superficie dos poddcitos.'* Como
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observado em outras glomerulopatias,’>'® houve perda
significativa de poddcitos pela urina (p = 0,0001) nos
pacientes com DF (Mediana = DP: 0,8193 =+ 0,1090),
em comparacdo aos individuos do grupo de controle
(Mediana = DP: 0,4450 = 0,03754) (Figura 1).

Além disso, o ntimero de poddcitos na urina
apresentou correlacio positiva (2 = 0,6417) com a RAC
urinaria (p = 0,0006, IC 95% = 0,4703 a 0,9345) (Figura
2). No entanto, nio foi identificada correlacio com as
variaveis idade e tempo de tratamento (Figura 3).

DiscussAo

Os nefrologistas que tratam doenga de Fabry
enfrentam duas importantes questdes: a primeira em
relacio ao momento 6timo para iniciar a TRE. Com
efeito, ndo existe consenso clinico com relacdo a esta
questdo. Alguns iniciam o tratamento logo apds o
diagnostico, enquanto outros preferem aguardar o
aparecimento dos primeiros sintomas.’”?? Uma vez
que o padrdo ouro para a investiga¢do de nefropatia
¢ a proteinuria, e a proteindria é uma consequéncia da
podocitopenia, percebemos que o teste de podocittiria
poderia proporcionar um diagndstico mais precoce.

No presente estudo, investigamos o grau de
podocitiria em pacientes com DF com o fendtipo
classico. Nossos resultados sugerem que pacientes
com DF de ambos os géneros apresentam significativa
excre¢do urindria de poddcitos em comparacdo a
individuos sadios. A determina¢ido do status e grau
de podocitiria na doenca de Fabry pode ser um
relevante preditor para doenca durante os estdgios
em que a reversibilidade histologica e funcional ainda
pode ser atingida.

O presente estudo piloto demonstrou a viabilidade
e a relevancia clinica da avaliagdo da podocitiria em
individuos com doenga de Fabry. Contudo, este é
um estudo transversal com um ndmero limitado de
pacientes, todos com o mesmo gendtipo de doenga.
Futuros estudos longitudinais de seguimento sido
necessarios, especialmente com a inclusio de uma
populagdo genotipicamente diversa de pacientes
com doenca de Fabry antes do desenvolvimento de
proteinuria evidente. Tais estudos poderiam ser
utilizados para melhor avaliar o valor preditivo da
podocitiria em relagdo a progressio da doenga e
suas alteragoes histopatoldgicas, bem como a relagdo
temporal de tais eventos com marcadores conhecidos
de doenga glomerular, no contexto da doenga de
Fabry.
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TABELA 1 |NFORMA(;AO CLINICA E DEMOGRAFICA DE PACIENTES COM DOENGA DE FaBRY

Pacientes Idade Género Angioceratoma Anormalidades TFQe <80 mL/ ITes()t’asj
com DF no ECG min/1,73m? Radiograficas
1 27 M Nao Sim Sim Sim
2 33 F Nao Sim Sim Sim

3 8 F Nao Nao Nao Nao
4 20 F Nao Nao Nao Nao
5 8 M Nao Nao Nao Nao
6 31 M Nao Sim Nao Nao
7 23 F Nao Nao Nao Nao
8 53 F Nao Nao Sim Nao
9 22 M Nao Nao Nao Nao
10 35 M Nao Nao Nao Nao
11 46 F Sim Sim Sim Nao
12 74 M Sim Sim Sim Sim
13 37 F Nao Nao Nao Sim
14 35 F Nao Sim Nao Nao

DF: Doenca de Fabry; M: Masculinos; F: Femininos; ECG: Ecocardiograma; TFGe: Taxa de Filtragdo Glomerular Estimada (calculada usando a

formula CDK-EPI).

Figura 1. Pacientes com doenca de Fabry perdem mais poddcitos
pela urina do que individuos higidos. Uma amostra fresca de primeira
urina (50-100 mL) foi utilizada. Os poddcitos urinarios foram corados
por imunofluorescéncia para podocalixina e DAPl. O numero de
celulas positivas para podocalixina foi contado por dois profissionais
da saude e a média entre as contagens foi considerada no estudo.

Figura 2. A podocituria apresentou correlacao com a relagdo albumina-
creatinina nos pacientes com doenca de Fabry. Os poddcitos
foram identificados por imunofluorescéncia contra podocalixina em
amostras de urina fresca dos pacientes com DF, e o numero de
células positivas foi quantificado (poddcitos/mL). A linha pontilhada
representa a regressao linear.
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Em resumo, a deteccdo urindria de poddcitos livres
por citologia e imunofluorescéncia é uma opgdo
ndo invasiva para avaliar a disfuncdo glomerular e
podocitaria. Em uma coorte transversal de pacientes
com doenca de Fabry com fenétipo cldssico, a perda
de poddcitos pela urina foi significativamente mais
acentuada do que em individuos higidos, além de
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apresentar forte correlagio com a RAC urindria
dos pacientes. A determina¢io de podocituria
em pacientes com doenca de Fabry com fenétipo
classico pode ser um valioso insumo na avaliag¢do e
predi¢do de doenca renal nestes pacientes, mesmo
antes da observa¢do de altera¢des na RAC urindria.
No entanto, mais estudos prospectivos devem ser
realizados para melhor examinar a relagdo temporal
com marcadores conhecidos de doenca glomerular
e validar nossos achados em uma popula¢iao maior
de pacientes com nefropatia de Fabry em estdgio
inicial.
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Figura 3. Néo foi identificada correlagdo entre podocituria e as varidveis idade e tempo de tratamento nos pacientes com doenca de Fabry. Os poddcitos
foram identificados por imunofluorescéncia para podocalixina em amostras frescas de urina dos pacientes com DF, e o numero de células positivas foi
quantificado (poddcitos/mL) e correlacionado com A) idade e B) terapia de reposicdo enzimética (TRE). A linha pontilhada representa a regresséo linear.
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