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SILVA, Martha Leticia Cordeiro. Avaliagao da expressao do gene NLRP12 na
resposta terapéutica dos pacientes com Nefrite Lupica. 2025. 58 folhas.
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RESUMO

O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenga autoimune crbnica caracterizada
por inflamacao sistémica e producdo de autoanticorpos, podendo evoluir com
comprometimento renal, configurando a nefrite lupica (NL). Estudos recentes
destacam o papel de proteinas da familia NLR (NOD-like receptors), como o
NLRP12, na regulacédo da resposta inflamatéria. O NLRP12 tem se destacado como
um inibidor de vias inflamatérias relacionadas a resposta contra padrdes
moleculares, atuando negativamente na sinalizacdo do NF-kB e MAPK/ERK. Nesse
sentido, buscamos avaliar o perfil de expressao do NLRP12 em pacientes com NL e
sua possivel relagcdo com a resposta clinica ao tratamento imunossupressor. Foram
avaliadas amostras de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de
pacientes com NL, coletadas nos tempos inicial, aos 6 meses e aos 12 meses de
tratamento. Os pacientes foram classificados apds os 12 meses de tratamento de
acordo com a resposta renal de eficacia primaria completa (CRREP) ou sem
resposta (SRREP), com base no limiar de 700mg de proteinuria de 24h. A
expressao relativa de NLRP12 foi determinada por PCR em tempo real, normalizada
para o0s genes de referéncia RPLPO e EEF1A1 utilizando fator de normalizagéo
calculado a partir dos valores de Cqg dos genes de referéncia. A atividade clinica foi
acompanhada por meio do escore SLEDAI. Os dados foram analisados no software
GraphPad Prism® versédo 8.0. Os resultados demonstraram que o grupo SRREP
apresentou niveis mais baixos de expressdo de NLRP12 na comparagdo com 0O
grupo CRREP aos 6 meses (FC= 0,54 + 0,45, p = 0,0312). Além disso, observou-se
correlacdo positiva forte entre a expressdo de NLRP12 e os escores de atividade
clinica (SLEDAI) aos 6 meses (r = 0,81; p = 0,0056). Nao foram observadas relagao
entre os niveis de expressdo do NLRP12 e os achados histopatolégicos renais.
Dessa maneira, a menor expressao de NLRP12 nos pacientes sem resposta renal
apés 6 meses do tratamento imunossupressor pode refletir um desbalango nos
mecanismos reguladores da inflamacéo. A correlagao positiva com o SLEDAI indica
que a expressao do NLRP12 pode ser dinamicamente modulada pela atividade
inflamatdria sistémica, e pode sofrer influéncia do tratamento imunossupressor. A
auséncia de correlagdo com os achados histopatolégicos pode estar relacionada a
natureza pontual da bidpsia renal, que pode nao ser representada pela dindmica
imunoldgica sistémica. Em conclusdo, a expressdao do NLRP12 ndo se alterou
significativamente ao longo de um ano de tratamento, mas niveis persistentemente
mais baixos no grupo SRREP aos 6 meses reforgam uma possivel relagcdo com a
auséncia de resposta terapéutica.

Palavras-chave: Autoimunidade. Inflamassoma. Nefrite Lupica.



SILVA, Martha Leticia Cordeiro. Assessment of NLRP12 gene expression in the
therapeutic response of patients with Lupus Nephritis. 2025. 58 folhas. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease characterized
by systemic inflammation and the production of autoantibodies, which can progress
to renal involvement, resulting in lupus nephritis (LN). Recent studies highlight the
role of proteins from the NLR (NOD-like receptors) family, such as NLRP12, in
regulating the inflammatory response. NLRP12 has been identified as an inhibitor of
inflammatory pathways related to the response against molecular patterns,
negatively affecting NF-kB and MAPK/ERK signaling. In this context, we aimed to
investigate the expression profile of NLRP12 in patients with NL and its potential
correlation with clinical response to immunosuppressive treatment. Peripheral blood
mononuclear cell (PBMC) samples from patients with LN were evaluated, collected at
baseline, 6 months, and 12 months after treatment initiation. Patients were classified
after 12 months of treatment according to complete primary renal response (CRREP)
or no response (SRREP), based on a threshold of 700 mg of 24-hour proteinuria.
The relative expression of NLRP12 was determined by real-time PCR , normalized to
the reference genes RPLPO and EEF1A1 using a normalization factor calculated
from the Cq values of the reference genes. Clinical activity was monitored using the
SLEDAI score. Data were analyzed using GraphPad Prism® software version 8.0.
The results showed that the SRREP group had lower levels of NLRP12 expression
compared to the CRREP group at 6 months (FC= 0.54 + 0.45, p = 0.0312). In
addition, a strong positive correlation was observed between NLRP12 expression
and clinical activity scores (SLEDAI) at 6 months (r = 0.81; p = 0.0056). No
relationship was observed between NLRP12 expression levels and renal
histopathological findings. Thus, lower NLRP12 expression in patients without renal
response after 6 months of immunosuppressive treatment may reflect an imbalance
in the regulatory mechanisms of inflammation. The positive correlation with SLEDAI
indicates that NLRP12 expression may be dynamically modulated by systemic
inflammatory activity and may be influenced by immunosuppressive treatment. The
lack of correlation with histopathological findings may be related to the spot nature of
the renal biopsy, which may not accurately represent systemic immune dynamics. In
conclusion, NLRP12 expression did not change significantly over one year of
treatment; however, persistently lower levels in the SRREP group at 6 months
suggest a possible relationship with the lack of therapeutic response.

Key words: Autoimmunity. Biomarker. Inflammasome. Kidney Disease.
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1 INTRODUGAO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga autoimune crbnica e
inflamatdria que pode acometer diversos 6rgaos e sistemas, incluindo rins, pulmdes,
baco, articulagdes e pele, além de apresentar maior prevaléncia em mulheres.
Acredita-se que gatilhos ambientais em individuos suscetiveis geneticamente
possam modular a resposta imune e desencadear o desenvolvimento da doencga. No
LES ocorre a produgdo de autoanticorpos contra antigenos proprios, oriundos de
falhas nos mecanismos de depuracdo de detritos apoptoéticos, e deposicao de
complexos imunes (ICs). Apesar dos avangos no diagndstico e tratamento, o manejo
do LES ainda apresenta desafios significativos, com alta morbidade associada (Hoi
et al., 2024; Siegel et al., 2024; Arnaud et al., 2024)

A Nefrite Lupica (NL) é uma das manifestagcbes mais comuns e graves do
LES, com aproximadamente 10 a 20% dos casos evoluindo para Doenca Renal
Crénica (DRC). A NL se caracteriza por um processo inflamatorio significativo nos
rins, cuja confirmacado diagnostica é realizada por biopsia renal. Achados clinicos,
como hematuria, proteinuria e redugdo da taxa de filtragdo glomerular, também
contribuem para sua identificacdo, no entanto nao sao especificos para a doenga. A
patogénese da NL envolve mecanismos da imunidade inata e adaptativa, com
destaque para os receptores Toll-Like (TLRs), responsaveis por reconhecer padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) e ao dano celular (DAMPs). A
ativacdo da via de sinalizacdo dos TLRs induz a producdo de citocinas
pro-inflamatoérias, como o Interferon tipo | (IFN-1) e o Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-a). Quando ocorre ativagao exacerbada ou disfungéo na regulagédo dos TLRs,
pode haver descontrole da imunidade inata e inflamacéao intrarrenal persistente, o
que contribui para a progressado da lesdo e deterioragao funcional dos rins. Nesse
contexto, a inflamacgao tubulointersticial configura um fator comum, na qual células
tubulares proximais tornam-se suscetiveis a ativagao por autoanticorpos, como IgG
e anticorpos contra o DNA de dupla hélice (anti-dsDNA). Esse microambiente
inflamatorio, por sua vez, promove a fibrose e o remodelamento tecidual, levando a
perda progressiva dos néfrons (Yu et al., 2022, Yu et al., 2017, Wen et al., 2023)

O Membro 12 da familia NLR contendo dominio pirina (NLRP12) é uma
proteina da familia de receptores semelhantes a NOD (NLR) . O NLRP12 é
predominantemente expresso em células imunologicas, sendo sua expressao
génica, a nivel de mRNA significativamente reduzida em resposta a exposigcao a
patdgenos, produtos derivados de patdégenos e citocinas inflamatérias. Em células
imunoldgicas, essa reducao foi identificada como um regulador crucial dos sensores
de acidos nucleicos e das vias de sinalizagdo envolvidas na produgao de citocinas
pro-inflamatorias ( Zhong et al. , 2013).

No LES, foi identificada uma diminuicao relevante na expressdo génica de
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NLRP12 em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), quando
comparadas a controles saudaveis. Essa baixa expressdo correlacionou-se com
niveis elevados de genes da assinatura do interferon tipo | (IFN-I), em especial do
IFN-a, sugerindo a existéncia de um mecanismo de feedback negativo entre esses
elementos. A ativagido da via do IFN-/ suprime a expressao de NLRP12, enquanto a
menor expressao de NLRP12, por sua vez, compromete a regulagao sobre sensores
de acidos nucleicos e vias inflamatérias. Esse ciclo contribui para a manutencéo da
inflamacéo cronica observada no LES. Nesse contexto, o NLRP12 exerce sua
funcdo reguladora principalmente por meio da inibicdo das vias inflamatorias
canbnica e nao candnica de NF-kB (fator nuclear kappa B), bem como da via
MAPK/ERK (proteina quinase ativada por mitdbgeno/quinase regulada por sinal
extracelular), atuando como um ponto de controle chave na modulagédo da resposta
imune inata (Zhong et al., 2013; Tsao et al., 2023).

Ainda, é relatado que o NLRP12 exerce um papel relevante na patogénese do
LES e da NL, modulando a resposta inflamatéria desencadeada pela presencga de
DNA de fita dupla (dsDNA) no citoplasma. Esse dsDNA pode ter origem de virus
invasores, células apoptdticas ou mitocéndrias danificadas, funcionando como um
sinal de perigo que ativa vias inflamatérias. A atuagdo do NLRP12 nessa modulagao
pode favorecer a autoinflamagao caracteristica do lupus (Ke et al., 2024).

Dessa forma, pode-se destacar que a alteracdo na expressao do gene
NLRP12 pode influenciar os niveis da proteina correspondente, modulando as vias
de sinalizagdo imunolégicas envolvidas na patogénese da NL. O aumento ou
reducdo no nivel dessa proteina pode afetar a homeostase do sistema imune,
podendo contribuir tanto para a manutengao do equilibrio imunolégico quanto para a
promocao da autoinflamacéo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga autoimune, inflamatdria,
crbnica e multissistémica, caracterizada por uma ativacdo imune exacerbada e
marcada por heterogeneidade clinica e genética. Apresenta uma incidéncia anual
variavel, entre 0,3 e 31,5 casos por 100 mil pessoas, além de uma prevaléncia que
permanece superior a 50 casos por 100 mil habitantes (Yu et al., 2021; Owen et al.,
2023). A doenca afeta predominantemente mulheres em idade fértil e possui uma
etiologia multifatorial, resultante da interagdo entre fatores genéticos, hormonais e
ambientais (Refai et al., 2023).

Quanto as manifestagdes clinicas, o LES apresenta um amplo espectro, que
varia desde sintomas leves até condigbes graves e potencialmente fatais, refletindo
a complexidade de sua patogénese. O dano autoimune pode comprometer
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diferentes 6rgaos ou tecidos do corpo, como a pele (erupgbes cutaneas), os rins
(glomerulonefrite), o sistema nervoso central (transtornos neuropsiquiatricos), os
pulmbdes (serosite) e as articulagdes (artrite), como pode ser observado na figura 1.
A ocorréncia e a intensidade dessas manifestacbes sao influenciadas por fatores
como idade, etnia, sexo, heranga genética e condi¢gdes socioecondmicas, 0s quais
impactam tanto o surgimento dos sintomas quanto as possibilidades de diagndstico
e tratamento (Ameer et al., 2022; Crampton et al., 2014).

Figura 1 - Comprometimento multissistémico no Lupus Eritematoso Sistémico
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Fonte: Adaptado de Crampton et al., 2014.

Acometimento de multiplos érgéos e tecidos observada em pacientes com LES, incluindo alteragdes
cuténeas, hematoldgicas, neurologicas, pulmonares, renais, articulares e esplénicas, além da
presenga de autoanticorpos no soro.

2.2 NEFRITE LUPICA

A Nefrite Lupica (NL) representa uma das complicagdes mais comuns e
graves do LES, sendo caracterizada por uma glomerulonefrite secundaria ao
processo autoimune do LES (Lech et al., 2013). Trata-se de uma manifestagao
heterogénea, resultante da interacdo de diversos fatores, incluindo mecanismos
autoimunes, nos quais o sistema imunologico é ativado contra os proprios tecidos
renais, acarretando inflamagdo e comprometimento progressivo da fungéo renal
(Parikh et al., 2020). O processo inicial de dano envolve o depésito de
imunocomplexos, a ativagdao do sistema complemento e a infiltracdo de células
inflamatérias no tecido renal. Essas alteragbes resultam em lesbes que
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comprometem diferentes estruturas dos rins, como o tubulo-intersticio, os glomérulos
e a microvasculatura (Musa et al., 2020).

A NL tende a se manifestar de forma silenciosa nas fases iniciais, mas
progride rapidamente, apresentando quadros variados. Alteragdes urinarias, como
proteinuria, com ou sem hematuria, e a presencga de cilindros no sedimento urinario,
sdo achados comuns na evolugdo da doenga (Gouda et al., 2022). Estima-se que
cerca de 60% dos adultos com LES apresentem algum grau de comprometimento
renal e, mesmo com o uso de terapias imunossupressoras e anti-inflamatorias, uma
parcela desses pacientes podem evoluir para doenga renal crbénica (DRC)
(Gebre-Mariam et al., 2022). Nessa fase avangada da doenga, quando os rins
perdem de forma irreversivel a capacidade de exercer suas fungdes, torna-se
indispensavel o uso de terapias de substituicdo da funcao renal, como a hemodialise
ou o transplante de rim (Maroz et al., 2013).

2.2.1 Diagnéstico e classificagdo da Nefrite Lupica

Considerando a elevada frequéncia do acometimento renal observada em
pacientes lupicos, o rastreamento da NL configura-se como uma medida
amplamente adotada na pratica clinica. Esse rastreio inclui a verificagdo dos niveis
de creatinina no sangue, a analise do sumario de urina e a investigacdo de
marcadores imunoldgicos, como os anticorpos anti-DNA de fita dupla (anti-dsDNA) e
as fracbes do complemento (Mok, 2010). Embora os dados clinicos e laboratoriais
desempenhem um papel relevante na NL, esses parametros ndo sado especificos da
doenca, e muitas vezes, nao refletem o comprometimento renal. Por isso, a
confirmagédo diagnostica da NL requer a realizagdo da analise histopatolégica do
tecido renal (Song et al., 2020).

A analise histopatolégica da NL, baseada na biopsia renal, &€ essencial para o
diagnostico e definicao terapéutica. O sistema de classificagdo da Sociedade
Internacional de Nefrologia/Sociedade de Patologia Renal (ISN/RPS), atualizado em
2018 (Bajema et al. 2018), categoriza a NL em seis classes, de acordo com as
alteragdes estruturais dos glomérulos e a presenga de imunocomplexos. Na Classe |
(mesangial minima), os glomérulos parecem normais a microscopia 6ptica, mas ha
depositos mesangiais na imunofluorescéncia. A Classe Il (mesangial proliferativa)
mostra proliferagdo mesangial e depdsitos imunoldgicos. A Classe Il (focal) acomete
menos de 50% dos glomérulos, com inflamacao e necrose segmentar. A Classe IV
(difusa) afeta 50% ou mais dos glomérulos, com lesdes mais intensas e infiltragéo de
células imunes. A Classe V (membranosa) é caracterizada por espessamento das
paredes dos capilares glomerulares devido a deposigdo subepitelial de
imunocomplexos, frequentemente associada a sindrome nefrética e podendo
coexistir com lesdes proliferativas. Por fim, a Classe VI (esclerética avangada) exibe
esclerose em mais de 90% dos glomérulos, indicando dano irreversivel. Os padroes
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proliferativo (Classes Ill e IV) e membranoso (Classe V) sdo os mais clinicamente
relevantes, por estarem associados a maior atividade inflamatéria e pior prognaéstico.
A Figura 2 ilustra os diferentes padrdes histopatolégicos conforme a classificagéo
ISN/RPS (Weening et al., 2004; Musa et al., 2020).

Figura 2 - Classificagao histopatoldgica da Nefrite Lupica.

Classificagd@o histopatoldégica da Nefrite Lupica
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avangada

Fonte: Adaptado de Pinheiro et al., 2019.

As classes variam de acordo com o padrdo de deposi¢cdo de complexos imunes e o grau de
comprometimento glomerular, sendo as formas proliferativas (lll e IV) associadas a maior gravidade e
risco de progressdo, enquanto as formas mesangiais (I e Il) e membranosa (V) apresentam curso
clinico variavel. A classe VI corresponde a glomeruloesclerose avangada, geralmente associada a
doenca renal terminal.

Em 2018, a ISN/RPS promoveu uma atualizagao na classificagao da NL, com
o objetivo de tornar as definigdes histopatolégicas mais claras e uniformes,
buscando diminuir as divergéncias entre os observadores. A nova proposta
incorporou a analise dos compartimentos glomerular e tubulointersticial, além de
estender a aplicagdo dos indices de atividade (IA) e cronicidade (IC) a todas as
classes de NL, originalmente propostos pelo National Institute of Health (NIH). O IA
passou a incluir, de forma estratificada, a necrose fibrindide e, de forma especifica, a
presenca de neutréfilos e cariorrexe, enquanto o IC passou a considerar a presenca
de crescentes fibrosas. Portanto, essas mudangas objetivaram aprimorar a
correlagao entre os achados histologicos e o quadro clinico dos pacientes. A Figura
3 apresenta a classificacdo do NIH (Choi et al., 2023; Bajema et al., 2018).
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Figura 3 - Sistema de pontuacéo de atividade e cronicidade da Nefrite Lupica proposto pelo NIH
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Representagdo esquematica dos escores de atividade (0—24 pontos) e cronicidade (0—12 pontos)
utilizados na avaliagdo histologica da Nefrite Lupica. O indice de atividade inclui hiperplasia
endocapilar, presenca de neutréfilos/cariorrexe, necrose fibrindide, depdsitos hialinos, crescentes
celulares/fibrocelulares e inflamagdo intersticial. O indice de cronicidade contempla
glomeruloesclerose, crescentes fibrosos, atrofia tubular e fibrose intersticial. A pontuagao é atribuida
de acordo com a porcentagem de estruturas acometidas: <25% (1+), 25-50% (2+) ou >50% (3+).

<25% (1+), 25%-50% (2+) ou >50% (3+)

2.2.2 Patogénese da Nefrite Lupica

A fisiopatologia da NL envolve, além da produgdo de autoanticorpos, a
ativacdo nao especifica de células B autorreativas. Essa ativacado contribui para o
desenvolvimento de uma resposta policlonal de autoanticorpos resultando no padrao
caracteristico de depdsitos imunes nos rins, conhecido como full house,
caracterizado pela presenga simultanea de IgA, IgG e IgM. Adicionalmente, as
células B também desempenham papéis na apresentagdo de auto antigenos para
células T autorreativas e possuem efeitos locais de caratér proinflamatério (Lech et
al., 2013; Chang et al., 2020).

Alteragbes nos mecanismos de morte celular programadas, associadas a
remocgao ineficiente de detritos celulares, resultam no acumulo prolongado de
padrées moleculares associados a danos (DAMPs). Essas estruturas endogenas
sdo liberadas por células danificadas ou mortas e, em condigbes fisiolégicas,
permanecem restritas ao interior celular, sem despertar resposta imunoldgica. No
entanto, quando expostas ao meio extracelular, esses componentes passam a ser
reconhecidos pelo sistema imune inato como sinais de perigo. Essa detecgao ocorre
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por meio de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), como os do tipo Toll
(TLRs) e os do tipo NOD (NLRs), cuja ativacdo leva a produgcédo de citocinas
pro-inflamatorias, incluindo o interferon tipo | (IFN-I), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucinas como a IL-1B3, promovendo a amplificacdo da resposta
inflamatodria e o dano tecidual renal caracteristico da NL (Mahajan et al., 2016).

Os neutrofilos desempenham um papel central na inflamagédo, sendo
recrutados para os tecidos-alvo, onde liberam armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETs). Essas estruturas sdo compostas por DNA, histonas e proteinas
de origem citoplasmatica e de granulos dos proprios neutréfilos, sendo formadas por
meio de um mecanismo especifico de morte celular, a NETose. Em pacientes com
LES, a depuragao ineficaz dessas estruturas, associada a atividade reduzida da
enzima DNase1, favorece a exposicao de autoantigenos ao sistema imune. Esses
autoantigenos sao captados por células apresentadoras de antigeno, como as
células dendriticas, que o0s processam e apresentam aos linfécitos T CD4",
contribuindo para sua ativacdo. Os linfocitos T ativados, por sua vez, participam da
ativacdo dos linfécitos B, que passam a produzir autoanticorpos. Esses
autoanticorpos formam imunocomplexos circulantes que se depositam nos
glomérulos renais, ativando o complemento e promovendo a inflamagdo local
(Hakkim et al., 2010). No contexto da NL, esse processo inflamatério é perpetuado
por infiltrados celulares, incluindo neutréfilos e macrofagos, que amplificam o dano
tecidual por meio da liberagcao de citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Garcia-Romo et al., 2011).

A lesdo renal na NL esta diretamente associada a acdo de citocinas
pré-inflamatérias e pro-fibréticas, que desempenham papel tanto na instalacao
quanto na progressao da lesdo glomerular. Dentre essas, destacam-se a
interleucina-4 (IL-4), o fator transformador de crescimento beta (TGF-3), o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon-gama (IFN-y). No contexto da NL, essas
citocinas promovem um ambiente inflamatério persistente, responsavel pelo
recrutamento de células imunes, ativacdo de células residentes renais e
remodelamento tecidual. A IL-4 e o TGF-B atuam diretamente na proliferacdo de
células mesangiais, endoteliais e epiteliais parietais, além de estimularem a sintese
e 0 acumulo de matriz extracelular. Por sua vez, o TNF-a e o IFN-y contribuem para
0 agravamento do dano renal ao ativarem vias inflamatdrias, induzirem estresse
oxidativo e potencializarem a lesdo podocitaria. Além disso, niveis elevados de
interferon tipo |, especialmente o IFN-a, tém sido associados a maior atividade
clinica da doencga, conforme indicado por escores como o SLEDAI. Pacientes com
niveis detectaveis de IFN-a apresentam manifestagdes mais ativas, o que reforga a
relacdo entre a desregulacéo da via do interferon, a inflamagéo sistémica crbnica e a
progressiva disfuncdo renal observada na NL (Tsao et al., 2023). Na Figura 5,
encontra-se o esquema ilustrativo da patogénese da Nefrite Lupica.
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Figura 5 - Esquema da patogénese da Nefrite Lupica
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Fonte: Adaptado de Pinheiro et al., 2019.

Fatores ambientais associados a suscetibilidade genética contribuem para disfungdes em processos
de apoptose e NETose, levando a exposicao de autoantigenos nucleares ao sistema imune. Isso
resulta na quebra da tolerdncia imunoldgica e ativagdo de linfocitos T CD4* e B autorreativos,
culminando na producdo de autoanticorpos e formacdo de imunocomplexos (IC) circulantes. A
deposigao de IC nos glomérulos induz inflamagao, ativagdo do complemento, recrutamento de células
inflamatérias e liberagdo de citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS), promovendo leséo renal
e fibrose tecidual.

Diante disso, a patogénese da NL envolve o depdsito de ICs e a ativagao do
complemento no tecido renal, bem como a infiltragdo de células inflamatérias.
Sabe-se que os ICs podem depositar-se em diferentes compartimentos do rim, como
0 mesangio, 0os espacgos subendoteliais, subepiteliais e capilares peritubulares. A
deposig¢ao de ICs no mesangio caracteriza as formas leves da NL (classes | e Il),
enquanto os depdsitos subendoteliais sdo tipicos das formas proliferativas (classes
lIl e 1V), associadas a maior gravidade clinica e risco de perda da fungao renal. Por
outro lado, os depdsitos subepiteliais estdo relacionados a NL membranosa (classe
V), de evolugdo geralmente mais lenta. Ha também casos de sobreposicéo entre
padrdes proliferativos e membranosos, o que confere complexidade adicional ao
espectro histolégico da doenga (Lech et al., 2013).

O depdsito de ICs nos glomérulos também pode ativar a cascata do
complemento e as células renais intrinsecas, como podadcitos, células endoteliais e
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mesangiais, desencadeando a liberacdo de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias. Essa inflamagdo culmina na morte de poddcitos, fibrose e
progressiva disfungcdo glomerular. Na classe V, os ICs se depositam no espago
subepitelial, levando a lesdo dos podocitos, porém com menor intensidade
inflamatoria. Vale ressaltar que, além da inflamacao intrarrenal, a inflamacéao
sistémica, caracterizada pela ativagao persistente de células T e B, liberagdo de
autoanticorpos e aumento de citocinas proé-inflamatodrias circulantes, também
desempenha um papel importante na progressdo da NL ao ampliar a resposta
inflamatoria nos tecidos renais (Davidson, 2015). A Figura 6 esquematiza a leséo

glomerular na NL.
Figura 6 - Representagéo da lesao glomerular na NL

Podécito

(4 S “
00— =

Espaco
urindrio

_ Subeptelial
| Lesdo do podécito

. Subendotelial
Lesdo endotelial e
recrutamento de
células inflamatoérias

9

9
/0
(Y /

J \ N
celua
endotelia = o1 N
doteliel X)) @ C:‘:\j —® \_‘A\Q\\(‘\Qw\«.‘
| g QNY

A/?./‘ a\"®\_ . Mesangial

Membrana basal Célula mesangial
glomerular

Fonte: Adaptado de Davidson, 2015.

llustragdo dos principais compartimentos glomerulares acometidos na NL, incluindo os espagos
mesangial, subendotelial e subepitelial, que refletem diferentes padrbes histopatoldgicos da doencga.
O depdsito de imunocomplexos no tecido renal pode levar a ativagao de células residentes (como
poddcitos, células endoteliais e mesangiais), culminando em liberagdo de citocinas, fibrose e
disfun¢do glomerular progressiva.

Dessa forma, observa-se que a Nefrite Lupica resulta de um processo
multifatorial, que envolve desde a quebra da autotolerancia imunolégica até a
deposicdo de imunocomplexos e ativacdo exacerbada de vias inflamatérias. Nos
ultimos anos, tem ganhado destaque o papel dos sensores imunologicos
intracelulares, especialmente os inflamassomas, na perpetuacdo dessa resposta
inflamatdria renal.

2.2.3 Tratamento da Nefrite Lupica
O tratamento da NL fundamenta-se no uso de imunossupressores, cujo
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principal objetivo é reduzir a inflamagéo renal e a producdo de autoanticorpos, a fim
de controlar o processo imunomediado e preservar a fungdo renal. Objetivo
terapéutico consiste em prevenir a perda progressiva de néfrons e o consequente
desenvolvimento de DRC. Esse risco é particularmente elevado nos casos de NL
proliferativa, correspondentes as classes lll e IV da classificagdo ISN/RPS, nos quais
0s imunossupressores desempenham papel essencial. Vale destacar que, no
momento do diagndstico, os rins frequentemente ja apresentam comprometimento
significativo, decorrente do depdsito de imunocomplexos nos glomérulos e da
inflamac&o tubulointersticial (Tamirou et al., 2021). O tratamento precoce é
fundamental para reduzir o risco de lesédo renal irreversivel oriundo do processo
autoimune. A intervengao rapida permite controlar a inflamagao renal e limitar os
danos glomerulares e tubulointersticiais (Bertsias et al., 2012).

Pacientes das classes lll e IV (proliferativas), com ou sem associagao a
classe V (membranosa), além dos casos de classe V pura, demandam terapia
imunossupressora devido ao maior potencial de dano renal e pior prognostico. Ja os
individuos das classes | e Il, que geralmente apresentam funcéo renal preservada,
proteinuria leve e auséncia de hipertensao arterial sistémica ou sedimento urinario
ativo, permanecem sob terapia imunossupressora convencional para o LES. Os
pacientes com classe VI, que apresentam esclerose glomerular avangada e perda
irreversivel da fungdao renal, ndo se beneficiam de imunossupressao, sendo
indicadas medidas de suporte, como a terapia renal substitutiva (Klumb et al., 2015;
Hahn et al., 2012).

A terapia da NL é dividida em duas fases principais: indu¢ao e manutencao. A
indugdo, especialmente em casos graves, visa controlar rapidamente a inflamagéao e
as lesdes renais, geralmente por 3 a 6 meses, utilizando glicocorticoides em doses
elevadas combinados com imunossupressores como ciclofosfamida (CY),
micofenolato de mofetila (MMF), azatioprina (AZA), ciclosporina A ou tacrolimus.
Essa associagao tem o objetivo de conter a autoimunidade e interromper o processo
inflamatorio ativo (Quan et al., 2022; Almaani et al., 2018; Torres et al., 2024). A fase
de manutencdo, por sua vez, tem como principal foco preservar a funcio renal a
longo prazo e prevenir recaidas, sendo indispensavel devido a caracteristica
recidivante da doenca. Nesta etapa, utilizam-se doses mais baixas e constantes de
imunossupressores, sendo o MMF e a AZA os medicamentos mais frequentemente
prescritos. Embora ndo haja consenso definitivo quanto a duracdo dessa fase, na
pratica clinica ela costuma ser prolongada e ajustada conforme a evolugdo do
paciente (Tamirou et al., 2015).

A CY trata-se de um agente alquilante bastante utilizado no tratamento de
indugdo da NL, como dito anteriormente. Seu mecanismo de acédo baseia-se na
interferéncia no pareamento de bases do DNA, o que leva a quebra das fitas e ao
bloqueio da replicagdo celular, inibindo a proliferagdo de linfécitos B e T. Essa
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inibicdo resulta na reducdo significativa do numero dessas células, além de
comprometer a producdo de autoanticorpos, que desempenham papel central na
fisiopatologia do LES. Nos pacientes com NL, o acumulo de autoanticorpos e
nucleossomos livres contribui para a formagao e deposicdo de complexos imunes
nos rins, agravando a inflamagao. O uso combinado de CY e corticosteréides, como
a prednisona, promove o controle da inflamagdo e, devido a sua acéao
imunossupressora, exerce efeitos téxicos direcionados sobre 6rgaos imunoldgicos,
como o timo e o bago, resultando na reduc¢do da produgdo de imunoglobulinas,
especialmente 1gG e IgM, e na inibicdo da fungdo das células B por meio da
supresséao das células T auxiliares (Frangou et al., 2021; Quan et al., 2022).

O micofenolato de mofetila (MMF) é um pré-farmaco inativo, convertido no
organismo em acido micofendlico (MPA). O MPA exerce efeito imunossupressor por
meio da inibicdo seletiva, ndo competitiva e reversivel da inosina monofosfato
desidrogenase (IMPDH), enzima fundamental na via de sintese de novo dos
nucleotideos de guanina. Essa via & importante em linfocitos ativados, tornando
essas células alvos preferenciais do farmaco. Como consequéncia, o MMF promove
a inibicdo da proliferacdo e maturagao de linfocitos T e B, suprimindo as respostas
imune celular e humoral (Krawczyk et al., 2025; Tang et al., 2015).

Depois que o tratamento € iniciado, os pacientes sdo acompanhados
regularmente, a fim de monitorar a eficacia da terapia e o controle da doenca.
Embora a bidpsia renal seja considerada o padrao-ouro para determinar a resposta
renal, seu uso na rotina é limitado, pois se trata de um procedimento invasivo e de
alto custo. Segundo as diretrizes conjuntas, atualizadas em 2019, pela Liga Europeia
Contra o Reumatismo (EULAR) e pela Associagdo Renal Europeia - Associagao
Europeia de Dialise e Transplante (ERA-EDTA), a biopsia renal deve ser
considerada sempre que houver evidéncias de comprometimento renal, como
proteinuria persistente igual ou superior a 0,5 g/24 horas ou uma queda inexplicada
na taxa de filtragdo glomerular (TFG) (Fanouriakis et al, 2020). Embora a resposta
clinica ao tratamento seja avaliada por meio da redugdo da proteinuria e da
estabilizacado da funcao renal, esses parametros séo limitados e nao refletem o real
estado inflamatério dos rins. Dados de bidpsias renais seriadas revelaram que uma
proporcao consideravel de pacientes que preenchem critérios clinicos de remissao
ainda apresentam sinais de atividade histolégica. Em um estudo envolvendo 195
pacientes com LES, 15% daqueles sem sinais clinicos de envolvimento renal
apresentaram NL proliferativa (classe Ill ou 1V) na bidpsia renal (Obrisca et al.,
2022). De forma semelhante, De Rosa et al. demonstraram que, entre pacientes
com proteinuria inferior a 0,5 g/dia, valor considerado de baixo risco, 85%
apresentaram formas proliferativas de NL e um indice de atividade renal mediano
entre 6 e 14. Esses achados reforcam a limitagao dos parametros clinicos isolados e
destacam a importancia de manter um limiar baixo de proteinuria e/ou atividade
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clinica para a indicagao precoce da bidpsia renal (De Rosa et al., 2020).

As definigbes para as respostas ao tratamento na NL foram atualizadas pelo
Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) em sua diretriz de 2025. Essa
padronizagao busca uniformizar a avaliagao da eficacia terapéutica, o que facilita a
comparagao entre os estudos clinicos e a tomada de decisdao na pratica. As
categorias de resposta incluem resposta completa, resposta parcial e auséncia de
resposta, incluindo ainda parametros especificos utilizados na definicio de resposta
renal de eficacia primaria (RREP). Esse termo refere-se a pacientes que apresentam
um desfecho renal favoravel, com relagcéo proteina-creatinina na urina (RPC) menor
ou igual a 700mg/g, uma TFG igual ou superior a 60 mL/min/1,73 m? ou sem
deterioracao superior a 20% em relagao ao valor de TFG antes da crise. Na Figura 3
encontram-se as definicbes padronizadas do KDIGO 2025 para os principais termos
de resposta ao tratamento (Kdigo, 2025; Torres et al., 2024).

Figura 4 - Defini¢gdes de resposta a terapia na Nefrite Lupica
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Fonte: Adaptado de Kdigo, 2025.

Esquema ilustrativo das categorias padronizadas para avaliagdo da resposta terapéutica na Nefrite
Lupica, conforme as diretrizes da KDIGO 2025. As respostas sao classificadas em: resposta
completa, resposta renal de eficacia primaria, resposta parcial e auséncia de resposta. Essas
definigdes visam padronizar os desfechos clinicos e orientar decisdes terapéuticas.

A conducgao terapéutica da NL exerce impacto direto no prognostico e na
evolucdo clinica dos pacientes. As taxas de resposta ao tratamento apés um ano
variam entre 30,4% e 66,2%, a depender do regime terapéutico adotado. Dados
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apontam que a obtencdo de uma resposta renal favoravel esta fortemente associada
a um melhor desfecho clinico (Jiang et al., 2023). No entanto, apesar dos avangos
no manejo da NL, a literatura ainda evidencia elevados indices de auséncia de
resposta renal, o que reflete a grande variabilidade entre os pacientes. Nesse
cenario, uma meta-analise envolvendo 223 pacientes com NL refrataria revelou
taxas de 27% de resposta parcial e 51% de resposta completa ao tratamento,
demonstrando que, mesmo em contextos de doenca refrataria, uma parcela
consideravel dos pacientes ainda apresenta beneficio terapéutico, embora uma
proporgao expressiva siga sem resposta adequada (Xagas et al., 2024).

2.3 INFLAMASSOMA E NEFRITE LUPICA

Os inflamassomas sao complexos protéicos citoplasmaticos formados em
resposta a estresses celulares, associados a agentes infecciosos ou alteragdes
fisiologicas. Esses complexos sdo compostos por um sensor citosolico, uma proteina
adaptadora ASC e a protease cisteina caspase-1 (Rathinam et al., 2016). Com base
em seus componentes e vias de ativagao, os inflamassomas sao classificados em
candnicos e ndo candnicos. Os candnicos formam um complexo composto por um
sensor citosolico da familia NLR, a proteina adaptadora ASC e a caspase-1, sendo
responsaveis pela ativagdo dessa enzima e producao de citocinas inflamatdrias. Ja
os inflamassomas nao candnicos atuam de forma independente de sensores NLR,
sendo ativados por lipopolissacarideos intracelulares, com participacdo da
caspase-11 em camundongos e das caspases-4 e -5 em humanos (Leal et al.,
2023).

A capacidade de reconhecer sinais de perigo e iniciar rapidamente respostas
inflamatdrias torna os inflamassomas essenciais para o funcionamento eficaz da
imunidade inata. Quando ativados por estimulos especificos, os sensores sofrem
oligomerizacdo e formam uma plataforma que recruta e ativa a caspase-1, uma
enzima proteolitica essencial. A caspase-1, por sua vez, promove a clivagem das
citocinas proé-inflamatérias IL-18 e IL-18 em suas formas ativas e induz a piroptose,
uma forma inflamatéria de morte celular. A liberacdo dessas citocinas favorece o
recrutamento de células do sistema imune, intensificando a resposta inflamatdria
(Guo et al., 2015).

No contexto patologico, a ativagdo desregulada dos inflamassomas esta
fortemente implicada na patogénese do LES e da NL. Sensores da familia NLR
desempenham papel central ao detectar sinais de dano enddgeno, promovendo a
ativacao e liberacao de citocinas pro-inflamatdrias, cujos niveis elevados no sangue
correlacionam-se com a atividade inflamatdria renal. A ativagao dos inflamassomas
ocorre em diversos tipos celulares, incluindo mondcitos, macréfagos, podécitos e
células epiteliais tubulares renais, o que contribui para a ampliacdo da inflamacao e
o dano tecidual (Chen et al., 2023).
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2.4 NLRP12

O Membro 12 da familia NLR contendo dominio pirina (NLRP12) € uma
proteina pertencente a familia dos receptores semelhantes a NOD (NLR), com
quatro subfamilias NLRA, NLRB, NLRC e NLRP, envolvidos na deteccao de PAMPs
e DAMPs (Tuladhar et al., 2020). O gene NLRP12 codifica uma proteina que
apresenta uma arquitetura estrutural tripartida tipica dessa familia, composta por trés
dominios principais: um dominio de pirina (PYD) na regi&do N-terminal, um dominio
central de oligomerizacdo e ligagdo a nucleotideos (NACHT), e uma regido
C-terminal rica em repeti¢gdes de leucina (LRR). Essa organizagao estrutural confere
ao NLRP12 a capacidade de reconhecer sinais de perigo celular, interagir com
outras proteinas do sistema imune inato e modular a inflamagao, evitando a ativagao
excessiva de vias inflamatorias (Huang et al., 2023). Alteragdes no gene NLRP12,
como mutagdes ou variantes funcionais podem comprometer essas fungdes
regulatorias, resultando em inflamacdo persistente e descontrolada. Esse
desbalango pode associar-se ao desenvolvimento de doencgas inflamatorias crénicas
e autoimunes. Além disso, € importante destacar que o NLRP12 foi descrito mais
recentemente em comparagdo com outros membros da familia NLRP, sendo
considerado um dos ultimos inflamassomas a ser identificado (Xu et al., 2024). A
figura 7 traz a representagao esquematica dos membros dessa familia.

Figura 7 - Esquema dos membros da familia NLR
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Fonte: Adaptado de Moossavi et al., 2018
Representagdo esquematica dos principais membros da familia dos receptores semelhantes a NOD
(NLRs). As proteinas estdo agrupadas em subfamilias (NLRP, NLRA, NLRB, NLRC e NLRX) e
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classificadas de acordo com a organizagdo dos seus dominios estruturais, incluindo o dominio de
pirina (PYD), o dominio de ligagao a nucleotideos (NACHT), as repeti¢gdes ricas em leucina (LRR), o
dominio de recrutamento de caspase (CARD)

O NLRP12 exerce um papel importante como regulador negativo da resposta
imune inata, modulando a producéao de interferons do tipo | (IFN-I). A figura 8 ilustra
como detritos contendo material nucleico, oriundos de células necréticas, formam
complexos imunes que sao internalizados por mondcitos, ativando PRRs, em
endossomos, e os sensores citosolicos cGAS e RIG-I. Essas vias tém como ponto
comum a ativacdo de adaptadores como STING, MAVS, TRIF e IRAK1, que
promovem a ativagdo de TBK1 e IRFs (fatores reguladores do interferon),
culminando na transcricdo de genes para IFN-I e IL-6. Nesse contexto, o NLRP12
atua negativamente na inflamacéo, inibindo a atividade dos fatores do interferon e
reduzindo a produgdo exacerbada de IFN-I. E valido destacar que a expressao do
NLRP12 é regulada positivamente por RUNX1, formando um circuito de feedback
negativo essencial para a homeostase imunolégica. A desregulagdo desse controle,
por tanto, favorece a perpetuacdo da resposta inflamatéria e a deposicdo de
complexos imunes em tecidos-alvo, como os rins (Tsao et al., 2023). A Figura 8
ilustra o papel inibitorio do NLRP12 na resposta inflamatoria.

Figura 8 - Representagao esquematica do papel inibitério do NLRP12 na inflamagao
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Fonte: Adaptado de Tsao et al., 2023

O esquema ilustra os receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) cGAS (cGMP-AMP sintase),
RIG-I (gene induzido por acido retinoico-l) e TLRs (receptor do tipo Toll); que ao detectarem DNA ou
RNA, ativam adaptadores intracelulares como STING (estimulador de genes do interferon), MAVS
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(proteina sinalizadora mitocondrial antiviral), TRIF (fator indutor de interferon relacionado ao TIR) e
IRAK1 (quinase 1 associada ao receptor de IL-1). Essas vias ativam TBK1 (quinase ligada ao TANK),
IRF3 e IRF7 (fatores reguladores do interferon 3 e 7), resultando na producao de IFN-I (interferon tipo
I) e IL-6 (interleucina 6). O NLRP12 (membro 12 da familia NLR contendo dominio pirina) inibe TBK1
e IRF3, atenuando a inflamagao.

O gene NLRP12 esta localizado no brago longo do cromossomo 19,
especificamente na regido cromossdmica 19q13.42. A figura 9 apresenta uma
representacdo esquematica do cromossomo 19, na qual a posi¢gao do NLRP12 esta
destacada por uma linha vermelha (Jacob et al., 2019). O gene é composto por 10
éxons e da origem a pelo menos quatro transcritos diferentes de mRNA (SP1 a
SP4), por meio de splicing alternativo. Cada transcrito apresenta combinag¢des
distintas de éxons, o que pode resultar em isoformas proteicas com funcdes
diferentes na imunorregulagao. A principal forma da proteina NLRP12, o transcrito
SP1, possui 348 aminoacidos. A Figura 10 traz os padrdes SP para o gene
NLRP12.

Figura 09 - Localizagdo cromossdmica do gene NLRP12
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Fonte: GeneCards — The Human Gene Database: NLRP12, 2025.
Representagédo esquematica do cromossomo 19 humano, destacando, em vermelho, a localizagdo do
gene NLRP12 na regido q13.42, banda do brago longo (q).

Figura 10 - Padrdes de emenda (SP) do Banco de Dados de Splicing Alternativo (ASD) para o gene
NLRP12
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Fonte: GeneCards — The Human Gene Database: NLRP12, 2025.
Representagdo esquematica da distribuicdo dos exons no gene NLRP12.

A expressdao do NLRP12 em tecidos humanos normais ocorre de forma
predominante na medula éssea, bacgo, sangue total e em leucécitos, sugerindo um
papel crucial na regulagcdo da resposta inflamatéria inata. Dados de RNA-Seq e
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microarranjos demonstram niveis elevados de expressdo também nos testiculos,
classificando-o como um gene de relevancia em tecidos do sistema reprodutivo.
Além disso, foi observada expressao moderada em tecidos internos, como tecido
adiposo, rins, pulmdes e expressdo minima ou ausente em tecidos do sistema
nervoso central como cérebro e cértex (LifeMap Discovery, 2025; Gtex Portal, 2025).

2.4.1 NLRP12 no LES e Nefrite Lupica

No contexto do LES e de sua manifestacao renal, a NL, o gene NLRP12 tem
se destacado como um importante modulador negativo da resposta inflamatdria.
Conforme demonstrado por Tsao et al., 2023 sua baixa expressdo em PBMCs de
pacientes lupicos tem sido associada a ativagdo imune exagerada e ao aumento da
producdo de interferons do tipo | (IFN-I), como o IFN-a, moléculas importantes na
patogénese do LES. O mesmo estudo revelou que pacientes com niveis detectaveis
de IFN-a apresentam maior atividade da doenca (SLEDAI) em comparagao aqueles
com niveis indetectaveis, o que reforca a relagdo entre a expressao reduzida de
NLRP12, a atividade persistente de IFN-lI e a inflamagao cronica. Além disso, o
estudo revelou que essa regulagado negativa da expressao de NLRP12 é mediada
por mecanismos epigenéticos dependentes de RUNX1 e pode ser induzida por
IFN-a ou por estimulos virais e de acidos nucleicos. De forma ainda mais especifica,
individuos com NL demonstraram niveis significativamente mais baixos de NLRP12
em comparagao aqueles sem envolvimento renal, sugerindo que essa molécula
possa atuar como marcador especifico da manifestagao renal da doenca. Ainda, o
mesmo estudo avaliou modelos murinos de LES, e concluiu que a deficiéncia de
NLRP12 agravou os sinais clinicos da doenga, com aumento da producéo de IFN-I,
maiores titulos de anti-dsDNA, deposi¢ao glomerular de imunocomplexos, expansao
mesangial, elevacdo de creatinina sérica e proteinuria acentuada, confirmando o
papel funcional dessa proteina na modulagao da inflamacéo e da lesao renal lupica
(Tsao et al., 2023).

Nesse sentido, o estudo de Ke et al., 2024 demonstrou que a expressio do
gene NLRP12, um receptor de reconhecimento padrao envolvido na regulagcdo da
inflamacéao, encontra-se significativamente aumentada tanto em PBMCs quanto em
mondcitos de pacientes com NL. Além disso, essa expressao correlacionou-se
positivamente com os niveis de creatinina sérica e com a velocidade de
hemossedimentacédo (VHS), ambos importantes marcadores laboratoriais de fungéo
renal e atividade inflamatoria sistémica (Ke et al., 2024). Esses achados sugerem
um possivel papel pro-inflamatério do NLRP12 no contexto da NL, contrastando com
os resultados de Tsao et al, 2023, que atribuiram a esse gene uma fungao
imunorreguladora e protetora, associada a atenuacao da atividade do interferon e a
progressao da doenga, como dito anteriormente.

As divergéncias entre esses estudos podem ser explicadas pelo tipo celular
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analisado, o tamanho amostral, os critérios de inclusdo dos pacientes e as
metodologias utilizadas. No estudo de Ke et al.,, 2023 as PBMCs e os mondcitos
foram coletados de duas coortes distintas, pacientes com LN e controles saudaveis,
0 que pode comprometer a comparabilidade entre esses dois tipos celulares. Os
autores também destacam a necessidade de investigar se a expressao diferencial
de genes relacionados a PRRs poderia contribuir para a distingédo entre pacientes
com nefrite lupica, LES sem acometimento renal e outras doencgas autoimunes ou
renais. Tais limitagcbes metodoldgicas justificam os resultados discrepantes na
literatura (Ke et al., 2024).

Assim, ressalta-se que variagdes na expressao do NLRP12 pode influenciar,
direta ou indiretamente, os niveis e a funcionalidade da proteina codificada,
modulando vias centrais de sinalizagdo imunoloégica, como as associadas ao
interferon tipo | e a ativacao inflamatéria mediada por inflamassomas. Alteracoes
nesse eixo regulatério podem comprometer a homeostase imune, favorecendo a
ruptura da tolerancia imunoldgica e contribuindo para a perpetuacao de processos
auto inflamatérios. Dessa forma, o NLRP12 pode atuar como um elemento chave na
transicdo entre estados de imunorregulagdo e imunopatologia, desempenhando
papéis distintos conforme o microambiente celular, o estagio da doenga e o perfil
imunoldgico individual de cada paciente.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de expressdo do gene NLRP12 na resposta a terapia
imunossupressora de pacientes com Nefrite Lupica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressdo do NLRP12 em células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com nefrite lUpica no inicio e durante 12 meses de
tratamento imunossupressor;

e Comparar o perfil de expressao do NLRP12 com parametros clinicos e
laboratoriais de pacientes com Nefrite Lupica no inicio e durante o tratamento,
bem como os achados histopatolégicos das bidpsias renais;

e Comparar o perfil de expressao do NLRP12 de acordo com a classificacdo de
resposta renal primaria ao tratamento ;
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4 METODOLOGIA
4.1 LOCAL DE ESTUDO, PACIENTES E AMOSTRAS

As amostras utilizadas foram provenientes do banco de RNA armazenado a
-80°C no Setor de Biologia Molecular do Instituto Keizo Asami (iLIKA/UFPE), sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Paula Sandrin Garcia, e correspondem as coletas
realizadas em pacientes com Nefrite Lupica entre janeiro de 2021 e setembro de
2023, no Setor de Nefrologia do Hospital das Clinicas (HC-UFPE). O estudo incluiu
20 pacientes maiores de 18 anos, diagnosticados com Nefrite Lupica confirmada por
biopsia renal (classes I, IV e V).

Para cada paciente foram coletados 4 ml de sangue periférico, em tubos
contendo EDTA. As coletas de sangue periférico e soro ocorreram no tempo inicial,
referente ao momento da bidpsia renal e inicio do tratamento com MMF e CY, assim
como aos seis e doze meses apos o inicio do tratamento. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do HC-UFPE
(CAAE: 89028325.7.0000.8807) e CONEP (numero do parecer: 7.698.947) e as
coletas foram realizadas apds o consentimento dos pacientes e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A equipe de pesquisa cumpriu
as exigéncias da Resolugao 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Para esse estudo, foram utilizados dados clinicos e sociodemograficos,
incluindo sexo, idade ao diagndstico de LES, presenca ou auséncia de hipertensao
arterial sistémica (HAS), tempo desde o diagndstico de LES até a identificagao da
NL, duragdo da NL e o indice de Atividade da Doenca do Lupus Eritematoso
Sistémico (SLEDAI). Quanto aos dados laboratoriais, foram avaliados a proteinuria
de 24 horas, creatinina sérica, albumina sérica, os componentes do sistema
complemento C3 e C4, além da taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe),
calculada pela equagdo CKD-EPI (CKD-EPI, 2021). As dosagens de proteinuria e
creatinina sérica foram utilizadas como parametros para definir a resposta dos
pacientes a terapia, conforme as diretrizes do Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO, 2025).

Os pacientes com NL incluidos no estudo receberam terapia
imunossupressora conforme o protocolo adotado pelo Servico de Nefrologia do
HC/UFPE. O esquema terapéutico foi iniciado com a administracao intravenosa de
metilprednisolona, seguida de prednisona por via oral. O tratamento de indugdo
variou de acordo com a decisdo do médico assistente, sendo empregadas infusdes
intravenosas de ciclofosfamida ou o uso de micofenolato de mofetila (MMF). A fase
de manutencao foi conduzida com MMF. Além disso, os pacientes fizeram uso de
hidroxicloroquina, inibidores da enzima conversora de angiotensina ou bloqueadores
dos receptores de angiotensina (IECA/BRA), além de tacrolimus e ciclosporina
(TAC/CSA).
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4.2 CARACTERIZACAO DA COORTE

O estudo incluiu pacientes previamente analisados por Junior, B et al., 2024.
O grupo classificado como com resposta renal de eficacia primaria (CRREP) foi
composto exclusivamente por mulheres, enquanto o grupo sem resposta (SRREP)
apresentou predominancia do sexo feminino, com apenas um participante do sexo
masculino. As idades medianas foram de 30 anos no grupo CRREP e 28 anos no
grupo SRREP (Tabela Suplementar 1 - Anexo A.) Ambos 0s grupos apresentaram
NL ativa e ndo mostraram diferengas nos achados histolégicos (Tabela suplementar
2 - Anexo B). Ademais, durante o seguimento os grupos mostraram distingdo nos
achados laboratoriais e clinicos, com valores mais altos de SLEDAI, proteinuria e
creatinina e menor taxa de filtracdo glomerular estimada no grupo SRREP (Tabela
suplementar 3 - Anexo C). Ao final do acompanhamento, os pacientes foram
classificados de acordo com a Resposta Renal de Eficacia Primaria (RREP). Para
essa anadlise, os pacientes com niveis de proteinuria de 24 horas (PTN 24h) que
estavam inferiores a 700 mg/dL aos 12 meses (12M) foram classificados como com
RREP, enquanto aqueles com niveis iguais ou superiores a 700 mg/dL no mesmo
periodo foram considerados sem RREP (SRREP). As analises dos grupos foram
realizadas nos trés momentos de coleta: tempo inicial (Tl), seis meses (6M) e doze
meses (12M).

4.3 SINTESE DE cDNA

Inicialmente, as amostras de RNA foram quantificadas a fim de garantir a
padronizagcao das concentracdes utilizadas nos experimentos. A sintese de DNA
complementar (cDNA), destinada a analise da expressdo génica, foi realizada
utilizando o kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, EUA) com
primers Oligo (dT), seguindo as instrugcbes do fabricante, utilizando uma
concentracdo inicial de 500 ng de RNA. A reagao de transcricao reversa foi
conduzida no termociclador (Applied Biosystems™ Veriti™), sob as seguintes
condigdes: um ciclo unico a 25°C por 5 minutos, seguido de 42°C por 60 minutos e
finalizado a 70°C por 15 minutos. Apds a conclusao do protocolo, os cDNAs obtidos
foram diluidos em 90 pL de agua de inje¢cdo e armazenados a -20°C até a realizagao
dos ensaios de qPCR.

4.4 ENSAIO DE EXPRESSAO GENICA

Os niveis de mRNA foram determinados para o gene alvo NLRP12, utilizando
sondas de ensaio Tagman® Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, MA,
EUA). Para a normalizacdo dos dados, foram utilizados dois genes de referéncia,
RPLPO (Subunidade PO da haste lateral da proteina ribossémica) e EEF1A1 (Fator
de Alongamento de Tradugao Eucaridtica 1 Alfa 1), previamente padronizados para
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analise de expressdo génica em amostras de Nefrite Lupica. As reagdes foram
realizadas na plataforma Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (ABI
7500, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), com triplicatas técnicas para cada
amostra. Para calcular a variacao da expressao, os valores do ciclo de quantificagao
(Cq) foram normalizados de acordo com Pfaffl (2001), utilizando um fator de
normalizagdo derivado da média geométrica dos niveis de quantificacdo dos genes
de referéncia (Adeola, 2018). A reagao de PCR em tempo real seguiu as seguintes
condigdes: 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto.

A anadlise da expressao relativa do gene alvo em PBMCs de pacientes com
NL foi realizada em trés momentos distintos: no tempo inicial (Tl), aos seis meses
(6M) e aos doze meses (12M) apds o inicio do tratamento. Para a avaliagao
longitudinal, a expresséao relativa dos genes foi comparada entre os tempos 6M e
12M em relagdo ao TIl, considerando os grupos com (CRREP) e sem (SRREP)
Resposta Renal de Eficacia Primaria. Além disso, foi realizada uma analise
comparativa entre os grupos CRREP e SRREP, nos trés momentos do estudo (T,
6M e 12M).

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPadPrism® versao
8.0. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificagcdo da normalidade dos dados.
O valor de p foi obtido através do teste t pareado para os dados paramétricos e do
teste de Mann-Whitney para os dados nao paramétricos. Para a comparacéao entre
grupos, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) para os dados paramétricos e o
teste de Friedman para os dados n&o paramétricos. A analise de correlagao foi
conduzida através dos testes Pearson para os dados paramétricos e Spearman para
os dados nao paramétricos. A significancia estatistica do estudo foi considerada com
valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DO NLRP12

Este estudo analisou os niveis de expressdo do gene NLRP12 em pacientes
com NL ativa ao longo de 12 meses de tratamento imunossupressor. A avaliagao
dos parametros clinicos e laboratoriais foi realizada por Junior, B et al., 2024 em trés
momentos: tempo inicial (referente ao momento da biopsia renal e inicio do
tratamento), 6 meses e 12 meses de terapia. Os dados clinicos, laboratoriais e
histopatoldgicos da biopsia renal inicial estdo detalhados nas tabelas suplementares
(Anexos A, B e C).

A expressao relativa do NLRP12 foi avaliada em trés momentos nos grupos
CRREP e SRREP, de acordo com a resposta renal ao tratamento, considerando o
tempo inicial (T1) como controle. No grupo CRREP (Figura 11a), observa-se que a
expressao relativa do NLRP12 se manteve estavel ao longo dos tempos analisados
TI (FC =1 £ 0,82), 6M (FC = 0,77 £ 0,30) e 12M (FC = 0,89 + 0,80), com discreta
elevagdo ao final do acompanhamento, porém sem significancia estatistica (p =
0,77). De modo similar, no grupo SRREP (Figura 11b), a expressao reduziu em 6
meses (FC = 0,65 + 0,54) em comparagao com o tempo inicial (FC =1 + 0,98), mas
apresentou um aumento aos 12 meses (FC = 1,18 % 0,90), ainda que sem
significancia estatistica (p = 0,48). Apesar de apresentarem pouca variacao na
expressdo do NLRP12, observa-se uma maior dispersdo dos dados no grupo
SRREP, sobretudo aos 12 meses, o que sugere uma resposta mais heterogénea
entre os pacientes que ndo responderam a imunossupressao.

De um ponto de vista focado na NL, o NLRP12 atua como regulador negativo
da inflamagdo, inibindo vias pré-inflamatérias (Xu et al., 2024). Assim, sua
estabilidade de expressdo durante todo o tratamento pode indicar uma ativagao
insuficiente dessa via reguladora, contribuindo para a manutencdo da atividade
inflamatdria. Essa interpretagdo ganha relevancia quando se considera que o
NLRP12, em diferentes contextos biolégicos, também exerce fungdes moduladoras
além da imunidade. Por exemplo, na osteoclastogénese, o NLRP12 regula
negativamente a via NF-kB alternativa, de modo que sua deficiéncia resulta em
aumento do numero de osteoclastos e reducdo da massa éssea, evidenciando um
papel na remodelagao 6ssea e na ostedlise focal (Krauss et al., 2015). Dessa forma,
tanto na inflamacado renal da NL quanto na homeostase 6ssea, o NLRP12 se
destaca como um elemento modulador crucial, cuja disfungdo contribui para a
persisténcia da resposta inflamatoéria.

Esse perfil mais inflamatério do grupo SRREP é evidenciado por achados
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como persisténcia de proteinuria elevada, hipoalbuminemia e altos escores de
SLEDAI observados nesse grupo de pacientes quando comparados aos CREEP.
Aos 6 meses de tratamento, os pacientes do grupo SRREP apresentaram niveis
mais elevados de proteinuria de 24 horas (3,6 [0,9-4,1]) e menores concentracdes
de albumina sérica (3,1 £ 0,7), contrastando com os valores do grupo CRREP,
proteinuria (0,4 [0,2-1,0]) e albumina sérica (3,7 = 0,4). Aos 12 meses, essas
diferencgas persistiram, o grupo SRREP manteve niveis elevados de proteinuria (2,4
+ 1,5), albumina sérica reduzida (3,4 = 0,7) e um escore de atividade da doenca
(SLEDAI) maior (6 [4—6]), em relagdo ao grupo CRREP que apresentou proteinuria
baixa (0,4 [0,2—1,0]), niveis de albumina sérica mais elevados (3,7 + 0,4) e escore
SLEDAI reduzido (0 [0-2]).

Figura 11 - Expressao Relativa do gene NLRP12 em pacientes de acordo com a resposta renal
primaria durante 12 meses de tratamento.

a) CRREP b) SRREP

T
T 6M 12M

Expressao Relativa do NLRP12 (Fold Change)
N
1
°
°
Expressao Relativa do NLRP12 (Fold Change)
N
1

Fonte: Autor (2025).
CRREP= Com Resposta Renal de Eficacia Primaria; SRREP= Sem Resposta Renal de Eficacia
Primaria. TI: Tempo Inicial; 6M: 6 Meses; 12M: 12 Meses.

Adicionalmente, realizamos uma analise comparativa dos niveis de expressao
do NLRP12 entre os grupos CRREP e SRREP, a fim de observar possiveis padrdes
de expressao que auxiliassem na distingdo dos grupos. Os resultados obtidos estao
dispostos na Figura 12, onde grupo CRREP foi utilizado como controle comparativo
para avaliar a expressao do gene NLRP12 nos diferentes tempos (tempo inicial, 6
meses e 12 meses).

No tempo inicial, observou-se menor expresséo de NLRP12 no grupo SRREP
(FC = 0,64 £ 0,63) em comparagao ao CRREP (FC =1 £ 0,82; p=0,48), embora sem
significancia estatistica (Figura 12 a). Aos seis meses de tratamento (Figura 12b), o
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grupo SRREP apresentou niveis de expresséao relativa do NLRP12 (FC = 0,54
0,45) significativamente mais baixos em comparagdo ao grupo CRREP (FC = 1
0,39; p = 0,0312). Essa diferenca sugere que a menor expressao do gene no grupo
sem resposta renal pode estar relacionada a uma ativagao insuficiente da via
reguladora anti-inflamatdria, e contribui para a resisténcia terapéutica. Esse achado
pode ser interpretado em paralelo com evidéncias de modelos experimentais de
colite, no qual a baixa expressdao de NLRP12 resultou em exacerbacdo da
inflamacéo intestinal e maior predisposicdo a tumorigénese associada a colite,
reforcando seu papel essencial como regulador negativo da via NF-kB e modulador
critico da homeostase imune (Zaki et al., 2011).

H+

+

Dessa forma, essa expressao observada no grupo SRREP indica uma
reducdo na atividade do mecanismo inibitério, levando a persisténcia de um estado
inflamatério, mesmo apds seis meses de terapia imunossupressora. Essa
interpretacédo é sustentada pelos achados de Tsao et al. (2023), que demonstraram
que niveis reduzidos de NLRP12 em células mononucleares do sangue periférico
estdo associados a hiperativacdo da via do IFN-I, maior atividade da doenca e
agravamento do dano renal (Tsao et al., 2023).

Figura 12 - Expressdo Relativa do gene NLRP12 representada da comparagdo entre os

grupos com resposta e sem resposta no tempo Inicial (a), aos 6 meses (b), e aos 12 meses (c)

a) Tempo Inicial b) 6 meses c) 12 meses

p=0,0312

Expressao Relativa do NLRP12 (Fold Change)
N
|
°
Expressao Relativa do NLRP12 (Fold Change)

0 0

N
1
Expressao Relativa do NLRP12 (Fold Change)
N
1

T 1™ T
CRREP SRREP CRREP SRREP

CRREP SRREP

Fonte: Autor (2025).

CRREP= Com Resposta Renal de Eficacia Primaria; SRREP= Sem Resposta Renal de Eficacia
Primaria.

Aos doze meses de tratamento (Figura 12c), a expressao relativa do gene
NLRP12 permaneceu menor no grupo SRREP (FC = 0,84 £ 0,64) em comparagao
ao grupo CRREP (FC = 1 £ 0,89), embora essa diferenga ndo tenha alcangado
significancia estatistica (p = 0,68). A persisténcia dessa tendéncia reforca o padrao
observado anteriormente, no qual o grupo SRREP apresentou niveis mais baixos de
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expressdo génica ao longo dos trés momentos avaliados. Embora a diferenga
estatistica s6 tenha sido evidente aos 6 meses, a manutencdo de uma menor
expressdo no grupo SRREP sugere uma menor ativagdo do NLRP12 em
comparagao aos pacientes com resposta.

5.2 ANALISE DE CORRELACAO

As anadlises de correlacdo foram testadas entre os niveis de expressao de
NLRP12 e os dados clinicos, laboratoriais e histopatolégicos da bidpsia renal inicial
presentes nas tabelas suplementares (Anexos A, B e C) para os dois grupos de
pacientes CRREP e SRREP. A analise de correlagéo realizada no grupo CRREP aos
seis meses de tratamento revelou uma correlacdo positiva forte entre a expressao
do gene NLRP12 e o escore do SLEDAI (r = 0,81; p = 0,0056), conforme
demonstrado na Figura 13. Esse resultado indica que, no grupo CRREP, quanto
maiores os niveis de expressao do NLRP12, maior a atividade clinica da doenca.
Dado o papel do NLRP12 como inibidor da sinalizagao inflamatdria do interferon, o
aumento de sua expressao representa um mecanismo compensatorio de contengao
inflamatdria, ativado pela persisténcia da inflamacgao sistémica, mesmo apds meses
de imunossupressdo. Esse mecanismo pode ser entendido como uma tentativa do
sistema imune em restabelecer o controle homeostatico. Esses achados estdo de
acordo com a literatura, que aponta o NLRP12 como um gene de expresséo
dinamica, cujo papel pode variar conforme o microambiente inflamatério e o tipo de
estimulo imunolégico (Tuladhar et al., 2020). Ademais, nao foi observada correlagao
significativa entre a expressao do gene NLRP12 e o escore de SLEDAI no grupo
SRREP, tampouco entre sua expressado e os achados histopatolégicos das biopsias
renais.

Figura 13 - Correlagéo entre a expressdo do NLRP12 e SLEDAI aos 12 meses de tratamento com

imunossupressores.
r=0,81

6- p = 0,0056
— 4 o
=
[a)
w
®

2 °

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Expressao génica do NLRP12

Fonte: Autor (2025). NLRP12 = Membro 12 da familia NLR contendo dominio pirina; SLEDAI= indice
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de Atividade da Doenga do Lupus Eritematoso Sistémico; r = coeficiente de correlagdo; p = valor de
p.
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6 CONCLUSAO

Este estudo nao observou alteragdes significativas na expressao do NLRP12
ao longo de um ano de tratamento imunossupressor.

Os niveis do NLRP12 apresentaram correlagao positiva com a pontuacao do
SLEDAI, sugerindo um possivel papel desse gene no controle da atividade
inflamatdria sistémica persistente. Entretanto, ndo foram observadas
correlagdes significativas entre o NLRP12 e os achados histopatolégicos das
biopsias renais ou com parametros laboratoriais ao longo do
acompanhamento.

O grupo SRREP apresentou niveis mais baixos de expressdo ao longo de
todo o periodo analisado, quando comparado ao grupo CRREP, com
diferenca significativa aos 6 meses, indicando associacdo entre a baixa

expressao do NLRP12 e a auséncia de resposta terapéutica.
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ANEXO A — TABELA SUPLEMENTAR 1

Tabela suplementar 1 - Caracteristicas iniciais dos pacientes com Nefrite Lupica ativa

CRREP SRREP
Caracteristicas p-value
N=13 N=7
Idade (anos) 30 (24-39) 28 (26-43) 0.8618"
Masculino/Feminino 0/13 1/6 0.3500%
Etnia, n (%)
Branco 4 (30.8) 4 (57.1)
0.3563*
N&o-branco 9 (69.2) 3 (42.9)
Duragéo de LES (meses) 30 (16-146) 67 (33-114) 0.5486*
Duragao de LN, (meses) 10.7+7.9 443 +£42.6 0.0115*
Hipertenséo, n (%) 3(23.1) 4 (57.1) 0.1736%
Diabetes mellitus, n (%) 0 (0.0) 0 (0.0)
IMC (Kg/m?) 23 (22-24) 25 (20-27) 0.7569*
Creatinina sérica (mg/dL) 0.7 (0.7-1.1) 1.0 (0.8-1.7) 0.0664*
TGFe (ml/min/1.73m?) 115 (76-121) 69 (44-103) 0.1191¥
Proteinuria (g/24h) 3.6+28 3.9+26 0.7975*
Albumina sérica (g/dL) 2.8+0.6 25+0.8 0.4926*
C3 (mg/dL) 50+ 24 54 + 21 0.6278*
C4 (mg/dL) 7.5(5.2-12.5) 8.0 (4.0-12.0)  0.9515*
SLEDAI 1514 14+5 0.8107*
Imunossupressao prévia, n (%) 4 (30.7) 5(71.4) 0.1597¢
Uso de IECA/BRA, n (%) 10 (76.9) 7 (100) 0.5211*
Uso de Hidroxicloroquina, n (%) 13 (100) 7 (100)
Tratamento imunossupressor inicial
Dose de corticoide (mg/kg/dia) 0.7+0.2 0.6+0.2 0.4417*
Pulsos de Metilprednisolona 6 (46.2) 6 (85.7) 0.1577*
Ciclofosfamida, n (%) 8 (61.6) 4 (57.1)
>0.999*
MMF, n (%) 5(38.4) 3(42.9)
Dose de MMF (g/dia), média + SD 2 (2-3) 3 (2-3) 0.5238*

Fonte: Junior, B et al., 2024. Valores expressos como mediana com intervalo (percentil 25 a 75) ou
média + desvio padrdo (DP).*Teste-T *Teste Mann-Whitney *Teste Exato de Fisher. CRREP, resposta
renal de eficacia primaria; LES, lUpus eritematoso sistémico; LN, nefrite lUpica; IMC, indice de massa
corporal; Cr, creatinina; TFGe, taxa de filtragdo glomerular estimada; SLEDAI, indice de atividade da
doencga do lupus eritematoso sistémico; IECA, inibidores da enzima conversora de angiotensina; BRA,
bloqueador do receptor de angiotensina; MMF, micofenolato de mofetila. A TFGe foi calculada pela
equagado da Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI); hipertensao foi definida
como PA sistdlica = 140 ou diastolica 90 mmHg ou tratamento com medicamentos anti-hipertensivos.
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ANEXO B — TABELA SUPLEMENTAR 2

Tabela suplementar 2 - Caracteristicas histopatoldgicas de bidpsia renal de pacientes com
Nefrite Lupica ativa

CRREP SRREP
Caracteristicas histopatolégicas
N=13 N=7 p-value
Classificagao
NL classe lll £ V, n (%) 4 (30.7) 1(14.3) 0.6126*
NL classe IV £V, n (%) 7 (53.9) 4 (57.1) >0.999*
NL classe V, n (%) 2 (15.4) 2 (28.6) 0.2487*
indice de atividade 9+4 73 0.5540*
indice de cronicidade 2 (1-3) 3 (0-4) 0.7729*
% Glomeruloesclerose global 0.0 (0.0-1.7) 0.0 (0.0-22) 0.3673
Hipercelularidade endocapilar, n (%) 10 (76.9) 2 (28.6) 0.0623*
% Hipercelularidade endocapilar 22.2 (2.9-48.2) 0 (0.0-31.7) 0.0886*
Depdsitos hialinos subendotelial, n (%) 5 (38.5) 2 (28.6) >0.999%
% Depositos hialinos subendotelial, 0 (0-14.2) 0 (0-24) 0.8667*
Crescentes celulares/fibrocelulares, n (%) 9 (69.2) 4 (30.8) 0.6514%

% Crescentes celulares/fibrocelulares 16.7 (0.0-40.8) 14.3 (0.0-46.1) 0.4518¥
Inflamacao intersticial, n (%) 7 (53.9) 3 (42.9) >0.999*
% Inflamacao intersticial e atrofia tubular 10 (0-10) 10 (0-50) 0.8920¥

Fonte: Junior, B et al., 2024. NL = Nefrite Lupica; Ill + V = Classe 3 conjugada com a Classe 5; IV + V
= Classe 4 conjugada com a Classe 5. V = Classe 5 pura. Valores expressos como mediana com
intervalo (percentil 25 a 75) ou média + desvio padrdo (DP).*Teste-T *Teste Mann-Whitney *Teste
Exato de Fisher. CRREP, resposta renal de eficacia primaria.



ANEXO C — TABELA SUPLEMENTAR 3

Tabela suplementar 3 - Acompanhamento de 20 pacientes com NL apds 6 meses e 12
meses da realizagédo da bidpsia e do inicio da terapia imunossupressora.

CRREP SRREP

p-value
N=13 N=7
6 meses

Creatinina sérica (mg/dL), média + SD 0.68 + 0.12 0.94 +0.35 0.1046*
TGFe (ml/min/1.73m?), 114.6 £ 15.0 88.9 £ 29.1 0.0165*
Proteinuria (g/24h), média + SD 0.4 (0.2-1.0) 3.6 (0.94.1) 0.0037*
Albumina sérica (g/dL), média+ SD 3.7+04 3.1+£0.7 0.0218*
C3 (mg/dL), média + SD 92.0+18.7 86.3+19.5 0.5917*
C4 (mg/dL), mediana (intervalo) 15.6+6.2 18.7+9.0 0.4863*
SLEDAI, mediana (intervalo) 2 (0-4) 4 (2-6) 0.1105*
Uso de IECA/BRA, n (%) 12 (92.3) 6 (85.7) >0.999*

Uso de Hidroxicloroquina, n (%) 13 (100) 7 (100)

Terapia Imunossupressora

Dose de corticéide (mg/kg/dia) 03x0.2 03+0.2 0.8553*

Ciclofosfamida, n (%) 1(7.7) 2 (28.5)
0.2702*

MMF, n (%) 12 (92.3) 5(71.4)
MMF dose (g/dia), média+ SD 2.0 (1.0-2.0) 1.5 (1.0-2.0) 0.5225*

12 months

Creatinina sérica (mg/dL), média+ SD 0.71 £ 0.16 0.94 £ 0.43 0.2247*
TGFe (ml/min/1.73m?), 108.1 £ 16.2 914 +344 0.1573*
Proteinuria (g/24h), média + SD 0.3+0.2 24+15 0.0001*
Albumina sérica (g/dL), média+ SD 4.0x0.25 34+07 0.0096*
C3 (mg/dL), média + SD 97.9+11.9 914 +19.2 0.4648*
C4 (mg/dL), mediana (intervalo) 17.3+6.7 19.3+£12.7 0.7172*
SLEDAI, mediana (intervalo) 0 (0-2) 6 (4-6) 0.0004*
Uso de IECA/BRA, n (%) 11 (84.6) 7 (100) 0.5211*

Uso de Hidroxicloroquina, n (%) 13 (100) 7 (100)

Terapia Imunossupressora

Dose de corticéide (mg/kg/dia) 0 (0.0-0.15) 0.1 (0.0-0.3) 0.2866*
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Ciclofosfamida, n (%) 0 (0) 0 (0)
MMF, n (%) 13 (100) 7 (100)
MMF dose (g/dia), média+ SD 1.0 (1.0-2.0) 2.0 (1.5-2.0) 0.2642¥

Fonte: Junior, B et al., 2024. Valores expressos como mediana com intervalo (percentil 25 a 75) ou
média + desvio padrdo (DP).*Teste-T ¥Teste Mann-Whitney *Teste Exato de Fisher. CRREP, resposta
renal de eficacia primaria; LES, lUpus eritematoso sistémico; LN, nefrite lupica; IMC, indice de massa
corporal; Cr, creatinina; TFGe, taxa de filtragdo glomerular estimada; SLEDAI, indice de atividade da
doenca do lupus eritematoso sistémico; IECA, inibidores da enzima conversora de angiotensina; BRA,
bloqueador do receptor de angiotensina; MMF, micofenolato de mofetila. A TFGe foi calculada pela
equagado da Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI); hipertensdo foi definida
como PA sistdlica = 140 ou diastdlica 90 mmHg ou tratamento com medicamentos anti-hipertensivos
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Especificos:

a)Avaliar o perfil de expressédo de genes relacionados a producéo e assinatura do IFN em PBMC (células
mononucleares de sangue periférico) em pacientes com NL em atividade e sequencialmente apés
tratamento de inducéo;

b)Comparar a expresséo de genes relacionados a assinatura do IFN entre as classes histologicas da NL,
com o indice de atividade de doenc¢a (SLEDAI) e indice de atividade histopatoldgico;

c)Avaliar a expressédo do IFN em soro em pacientes com NL em atividade e sequencialmente apés
tratamento de inducdo em relacdo a resposta renal ao tratamento;

d)Comparar o perfil de expressédo do IFN em PBMC e soro com achados na bidpsia inicial e subsequentes,
realizadas na rotina do servico;

e)Comparar todos os dados obtidos a fim de estabelecer a eficiéncia da utilizacao dos fluidos corporais
(sangue e soro) como preditores de resposta ao tratamento imunossupressor.
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de sigilo e protecdo de dados serdo tomadas de acordo com a Lei Geral de Protecdo de Dados Pessoais
(LGBD). Ademais, as coletas de sangue periférico podem ocasionar hematomas na regiao da puncéo.

B. Beneficios

O estudo tem por finalidade contribuir na elucidacédo de genes e mecanismos envolvidos no
desencadeamento e tratamento da nefrite IUpica, a fim, de predizer novos alvos como biomarcadores de
acompanhamento e resposta a terapia.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Os dados coletados serdo armazenados em pastas de arquivo, no formato de fichas, sob a responsabilidade
do pesquisador Braziliano Miguel da Silva Janior no setor de Biologia Molecular do Instituto Keizo Asami
(iLIKA), pelo periodo minimo de 5 anos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Apresentados novo orgcamento, que corrige pendencia anterior. Processo de recrutamento dos individuos
saudaveis que fardo parte do estudo foi apresentado.
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