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1-INTRODUCAO

A sindrome nefrética (SN), caracterizada por proteindria macica, edema e
hipoalbuminemia, € a doenca glomerular mais comum em criancas e adolescentes (1).
E um dos diagnésticos mais comuns em nefrologia pedidtrica, com espectro evolutivo
amplo, que abrange desde remissdao completa do quadro até a evolugdo para doenca
renal crénica (DRC).

O tratamento utilizado é considerado empirico e apresenta eficicia variada. As
decisdes terapéuticas sdo baseadas na resposta ao uso de corticosterdides e evolugdo da
doenca (3). De fato, criancas com SN cortico-resistente (SNCR), ou seja, que ndo
apresentam remissdo da doenca com o uso de corticéide, ou que ndo toleram sua
retirada, t€m uma chance muito maior de evolugdo para DRC do que aqueles com SN
cértico-sensivel (SNCS) (3, 4).

Apesar de muito estudada, a fisiopatologia da SN permanece obscura. A
maioria dos estudos sugere alteracdes na barreira glomerular (1, 2), presenca de algum
fator circulante de permeabilidade (4, 5) e/ou uma disfun¢éo do sistema imunolégico (4,
5,6,7).

Nos tltimos anos, tem sido proposto que alteragdes no perfil de citocinas e
quimiocinas em pacientes com SN podem contribuir para proteintria e lesdo glomerular
(8,9). As citocinas sdo um grupo de proteinas produzidas por células de vérios tecidos,
com propriedades sinalizadoras, auxiliando na comunicacio intercelular (5). J4 as
quimiocinas constituem um grupo de citocinas de baixo peso molecular cuja principal
acdo € o recrutamento e ativacao de leucdcitos em varios modelos de inflamagdo — dai o
nome “quimiocina”, derivado da associa¢do dos termos “quimiotaxia” e “citocina” (10,

11). Uma citocina que € freqiientemente associada a progressdo de doencas renais € o
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fator de crescimento e transformacao-B (TGF-B) (12, 13), que tem fungdes fibrogénicas
e pré-inflamatérias ao nivel dos rins (13, 14, 15). O TGF-B induz acimulo de
mondcitos e estimulo de fibroblastos ao estimular o aumento da expressdo de duas
quimiocinas: proteina quimiotdxica de mondcitos (MCP-1/CCL2) e regulated on
activation normal T-cell expressed and secreted (RANTES/CCLS) (16, 17, 18). MCP-
1/CCL2 e RANTES/CCLS ja foram encontradas em quantidade elevada no rim em
doencas glomerulares progressivas, rejeicao a transplantes e nefrite intersticial (19, 20).
Outra quimiocina de interesse no estudo da fisiopatologia da SN € a interleucina-8 (IL-
8/CXCLS), um peptideo produzido por células endoteliais e macrdéfagos, que tem a
funcdo de atrair neutrdfilos e linfdcitos para o tecido inflamado (18, 19). Varios estudos
tém mostrado a elevacdo dos niveis séricos e urindrios de IL-8/CXCL8 durante
episodios de recidiva da SN (5, 9, 21), enquanto que outros sugerem um papel dessa
quimiocina na indu¢do de proteindria (8).

Os estudos mais recentes objetivam a caracterizagdo, em nivel molecular, do
distdrbio imunolégico da SN. Vdrias alteragdes de concentracio e expressdo genética
de citocinas e quimiocinas ji foram descritas, mas ainda ndo hd uma hipétese que
agregue todos os achados (5, 6, 9). Nao hd defini¢do até o presente momento de
marcadores laboratoriais capazes de caracterizar melhor a doenga. Sendo assim, o
progndstico s6 pode ser estabelecido apds a avaliacdo da resposta ao tratamento com
corticosterdides.

Além disso, a SN tem apresentado um comportamento mais agressivo nos
ultimos anos, relacionado a maior incidéncia de GEFS e a evolugdo potencial para
DRC. Ressalta-se que o custo sécio-econdmico da abordagem terapéutica das doencgas
renais cronicas tende a se tornar invidvel para a maioria absoluta dos paises ocidentais

(22, 23). Neste contexto, a determinagdo de biomarcadores tem mostrado resultados
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promissores, correlacionando-se bem com o padrio de evolucio das glomerulopatias, ou
com o grau de proteintria (12, 13, 24). Existe a perspectiva de serem exames
laboratoriais importantes na abordagem de pacientes com doencas renais,
principalmente no que diz respeito a modalidade terapéutica ideal e ao prognéstico (24).
Dessa forma, justifica-se claramente a necessidade de um maior entendimento da
fisiopatologia das nefropatias, sobretudo na infancia, tendo em vista a possibilidade de
definir marcadores prognésticos e, talvez até, futuramente atuar na prevencio da perda
da fung@o renal.

Dentro dessa perspectiva, esta dissertagdo de Mestrado estd inserida em uma
linha de pesquisa que aborda os marcadores imunolégicos em nefropatias pediatricas,
mais especificamente na SN, com o objetivo de caracterizar melhor a disfuncio
imunolégica e de definir possiveis marcadores laboratoriais de interesse clinico.

Finalmente, é importante explicar que essa dissertacdo de Mestrado foi
elaborada conforme o modelo aprovado pelo Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
da Sadde (Faculdade de Medicina, UFMG), que permite sua confec¢cdo em formato de
artigos cientificos a serem submetidos a revistas médicas. Sendo assim, a apresentacdo
do trabalho seguiu a seguinte estrutura:

1. Se¢do de Introdugao

2. Secao de Revisao da Literatura, apresentada sob a forma do artigo: Fisiopatologia da
sindrome nefrotica em criangas e adolescentes (artigo submetido para o periddico
Archivos Latinoamericanos de Nefrologia Pedidtrica)

3. Secéo de Objetivos

4. Se¢do de Metodologia
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5. Se¢do de Resultados e Discussdo, apresentada sob a forma do artigo: Immune
mediators in idiopathic nephrotic syndrome: evidence for a relation between
ILS/CXCLS and proteinuria (artigo submetido para o periédico Pediatric Research)

6. Secdo de Comentdrios Finais

Observagdes:

As referéncias bibliograficas estdo dispostas ao final de cada artigo ou secdo. As
referéncias dos artigos seguem as normas de cada periddico especifico para o qual o
mesmo foi ou serd submetido. As referéncias listadas no final de cada secdo estdo
dispostas em ordem de citacdo e seguem as normas de Vancouver.

A nomenclatura utilizada para as quimiocinas nesse texto abrange os termos
utilizados anteriormente (MCP-1, RANTES e IL-8) associados aos termos modernos,

aceitos pela International Union of Pharmacology (CCL2, CCL5 e CXCLS) (25).
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ARTIGO DE REVISAO

Fisiopatologia da Sindrome Nefrética em Criancas e Adolescentes

Souto MFOI; Teixeira MM2; Penido MGMGl; Simdes e Silva AC"".

! Unidade de Nefrologia Pediatrica, Departamento de Pediatria, Faculdade de Medicina
— Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Av. Alfredo Balena, 190, Belo
Horizonte, MG, 30130-100, Brasil.

? Laboratério de Imunofarmacologia, Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Instituto de Ciéncias Biologicas — UFMG, Av. Antonio Carlos, 6627, Belo Horizonte,

MG, 31270-901, Brasil.

* Correspondéncia para Ana Cristina Simdes e Silva: Av. Bernardo Monteiro, 1300,
Apto. 1104 - Bairro Funciondrios, Belo Horizonte, MG, Brasil, 30150-281. FAX: + 55-

31-34992924, e-mail: acssilva@hotmail.com

RESUMO

A sindrome nefrética (SN), caracterizada por proteinuria, hipoalbuminemia e
edema, € a glomerulopatia mais comum em criangas. Apesar dos avancos, sua
fisiopatologia permanece desconhecida. Considera-se que a SN € um distirbio
complexo e multifatorial, envolvendo agentes desencadeadores, alteragdes genéticas e
do sistema imune. Alteracdes genéticas podem aumentar a susceptibilidade & SN ou

provocar distirbios de permeabilidade que se manifestam logo apds o nascimento.
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Virias evidéncias sugerem também um papel significativo do sistema imune na
fisiopatologia dessa doenga, com uma aparente resposta anormal dos linfécitos T,
participag@o de citocinas e quimiocinas, com destaque para o TGF-B. Outros achados
sugerem a existéncia de algum fator circulante de permeabilidade, provavelmente
derivado do sistema imune, relacionado as recidivas pds-transplante. O estudo mais
aprofundado da fisiopatologia da SN poderia proporcionar o desenvolvimento de

farmacos com maior especificidade e menos efeitos adversos.

Instituicao:
Unidade de Nefrologia Pediatrica, Departamento de Pediatria, Faculdade de Medicina —

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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INTRODUCAO

A sindrome nefrética (SN) € definida classicamente como a combinacdo de
proteindria macica, hipoproteinemia e edema'?’. E a doenca glomerular mais comum
da infancia, tendo uma prevaléncia estimada em 16 casos para cada 100000 criangasm.
Quanto a etiologia, a SN ¢ classificada em primdria e secunddria. A SN primdria ou
idiopdtica é a forma mais comum na infincia e pode ser decorrente de alteracdes
genéticas primdrias do rim que acometem principalmente a barreira de filtracdo
glomerularl’z. Em adultos, na maior parte dos casos, a SN ¢ secundaria, sendo causada
por sindromes genéticas, doengas metabdlicas, infec¢des, uso de medicamentos,
doencas alérgicas, auto-imunes e neoplasias'.

O quadro clinico é caracterizado por edema de inicio rapido, cariter
gravitacional e fisiopatologia complexa, podendo associar a volume intravascular
normal, aumentado ou diminuido, de acordo com o estigio do processo inflamat6rio®”®.
Com a evolugdo do quadro, aparecem transudatos, anasarca, edemas escrotal ou vulvar
acentuados’. O achado laboratorial mais significativo € a proteintiria macica, que, nas
recidivas, freqiientemente supera 1000 mg/m2/dia (proteintiria de 24 horas) e/ou 2 mg
proteina/mg creatinina (relacdo proteina-creatinina em amostra de urina). A perda de
proteina leva & diminuicdo significativa da proteinemia, em especial da albuminemia.
Além disso, a dislipidemia € caracteristica nesses pacientes, além da propensdo a
infecgdes (principalmente por pneumococos) e a trombose. Alguns casos podem evoluir
com insuficiéncia renal aguda nas recidivas, devido a hipovolemia relativa'>®.

Classicamente, na SN primdria predominam dois tipos histolégicos: SN por

lesdes minimas (SNLM) e glomeruloesclerose focal e segmentar (GEFS). Na SNLM,

existe pouca alteracdo a microscopia, observando-se proliferacdo mesangial discreta e
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fusdo dos processos podais, sem deposi¢io de imunocomplexos’. Essas caracteristicas
estdo presentes na maioria das criangas, porém sua freqiiéncia diminui 2 medida que a
idade aumenta’. O outro tipo, denominado GEFS, € caracterizado por esclerose de
porc¢des do tufo capilar, depdsitos de imunoglobulinas e de complemento, hipertrofia
glomerular, fibrose intersticial e atrofia tubular. Glomérulos afetados se misturam aos
integros, dando uma aparéncia de mosaico. O tecido comprometido localiza-se
predominantemente na jungio cértico-medular’. A GEFS ¢é responsével por 20% dos
casos de SN nos adolescentes e até 50% em adultos. Sua prevaléncia ainda é
considerada baixa na infincia, embora a ocorréncia de GEFS tem aumentado em todas
as faixas etdrias nos dltimos anos™'’. Essa diferencia¢io de acordo com o achado
histolégico nem sempre se correlaciona bem com a evolugd@o clinica; uma vez que
pacientes com SNLM podem apresentar ma resposta ao tratamento, enquanto que
alguns casos de GEFS tém evolucdo muito favordvel, com remissdo prolongada dos
sintomas. Além disso, alguns pacientes inicialmente com biopsias mostrando alteragdes
tipicas de SNLM desenvolvem achados compativeis com GEFS em biopsias
subseqiientes. Alguns autores consideram as duas entidades como manifestagdes
diferentes de uma mesma doenca, sendo, portanto, possivel a evolucio de SNLM para
GEFS em alguns casos™.

Atualmente, a literatura tem preferido classificar a SN de acordo com a resposta
terapéutica, visto que o fator progndstico mais significativo da doenga € a resposta ao
tratamento com corticosterdides e ndo as alteragGes histologicas encontradas'. Por esse
motivo, os pacientes hoje sdo classificados como SN cortico-sensivel (SNCS) e SN
cortico-resistente (SNCR). Nesse tdltimo grupo também se incluem os pacientes que tém
recidivas rdpidas apds a retirada da medicagdo, também conhecidos como cortico-

dependentes e prognéstico dos pacientes com SN primdria € bom na maior parte dos
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casos, principalmente nas criancas, com remissao prolongada dos sintomas ou cura. Nos
casos de SNCR, ha freqiientemente progressao para fibrose renal e doenga renal cronica.
O tempo para essa evolucdo € muito varidvel. Mesmo apds transplante renal, esses
pacientes tém um risco acentuado de recidiva da doengag’“.

Apesar dos avancos obtidos nas dltimas décadas em relacdo ao conhecimento da
SN, sua fisiopatologia ainda permanece obscura. Alguns pacientes respondem mal a
todas as modalidades terapéuticas, ou sofrem efeitos adversos aos medicamentos,
sugerindo que a abordagem atual estd longe de ser a ideal. Acreditamos que um melhor
entendimento da fisiopatologia da SN proporcionara o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais eficazes e especificas. Neste contexto, discutiremos nas proximas
secdes, a fisiologia da filtracdo glomerular e alguns mecanismos propostos para o
desenvolvimento da SN, a partir de uma revisdo das evidéncias cientificas mais atuais

sobre o assunto.
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FISIOLOGIA GLOMERULAR

Uma das fungdes do glomérulo é evitar a passagem de proteinas plasmadticas
para o filtrado urindrio. Para isso, o glomérulo forma uma barreira que é constituida
pelo endotélio fenestrado vascular, a membrana basal glomerular (MBG) e a camada de
poddcitos.

O endotélio fenestrado vascular envolve os capilares glomerulares. Suas
fenestragdes permitem o contato do sangue circulante com a MBG. As células do
endotélio tém grande importancia na fisiopatologia de doengas renais, por produzirem
diversas substancias como proteinas da matriz extracelular, moléculas vasoativas,
fatores de crescimento e citocinas, normalmente em resposta a diferentes lesdes
renais'>">',

A MBG, uma estrutura em gel constituida por coldgeno e glicosaminoglicanos,
restringe a passagem de macromoléculas principalmente por meio de suas
caracteristicas elétricas. A MBG possui carga elétrica negativa e, portanto, repele
proteinas como a albumina, que também se encontra carregada negativamente em pH
fisiol6gico™"”.

O poddcito € uma célula altamente especializada cujo citoplasma se estende por
meio de prolongamentos em forma de dedos, conhecidos como processos podais, que
ficam adjacentes aos processos de poddcitos vizinhos. Uma membrana ultrafina,
também chamada de diafragma da fenda interpodocitéria, conecta essas células com a
funcdo de limitar a passagem de macromoléculas para o filtrado glomerularlz’13 1617
O diafragma da fenda interpodocitiria é uma estrutura que recobre o espaco

entre os processos pediculares, semelhante a tight-junctions, que foi descrita em 1974'%,

E formado principalmente pela nefrina, uma proteina trans-membrana composta por
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1241 aminodcidos'®. A nefrina apresenta formato filiforme, com apenas 11 nm de
espessura, e sua maior parte encontra-se fora da célula. O arranjo longitudinal das
moléculas de nefrina dos diferentes poddcitos assumem um formato de ziper,
constituindo o diafragma da fenda. Tal conformacdo permite a selecdo eficaz do que
deve ou ndo ser filtrado além de exercer funcdes de adesao e sinalizagﬁo13 (figura 1).
Apesar da fisiopatologia da sindrome nefrética ainda ser mal compreendida, é
evidente a importancia de alteracdes podocitdrias, principalmente nos casos resistentes a
corticéide como, por exemplo, na GEFS. Mesmo na SN cértico-sensivel, inicialmente
atribuida apenas a alteracdes de cargas elétricas da MBG, t€ém sido descobertas

alteracdes estruturais do epitélio adjacente.
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DISFUNCAO DE PODOCITOS

Alteracdes nos poddcitos ocorrem em diversas doengas caracterizadas por
proteindria. Inimeras mutagdes genéticas associadas & SN t€m sido descritas nos
tltimos anos®®?!. Acredita-se também que, mesmo nos casos de SN adquirida, ou seja,
sem defeitos genéticos conhecidos, o poddcito esteja comprometido, dessa vez por
fatores externos'’.

Dessa forma, independente da alteracio subjacente ser genética ou adquirida, a
resposta tipica do tecido é producdo de fatores de crescimento e citocinas, proliferacio
da matriz extracelular e liberacio de substincias oxidantes'>. Os podécitos sofrem
alteracdes de diferenciagcdo, caracterizadas por hipertrofia, actimulo de vacuolos,
proliferacio nuclear e perda de funcio ou apoptose™>.

Com os estudos de microscopia eletronica, foi verificado que na SN ocorre uma
aparente “fusdo” de poddcitos adjacentes, que assumem morfologia achatada com
desaparecimento do espaco entre os processos podais®. Na verdade, essas células
tomam uma disposi¢do semelhante a escamas, com desarranjo do diafragma da fenda
interpodocitdria e descolamento da MBG. Nesse formato alterado, os poddcitos perdem
grande parte de sua capacidade de conter a passagem de macromoléculas, ocasionando
perda urindria de quantidades progressivamente maiores de proteina, a medida que a
lesdo se perpetuaz.

Virias proteinas do poddcito localizadas nos processos podais tém grande
importancia na manuten¢do da forma e fungdo dessas células. Algumas parecem estar
envolvidas na fisiopatologia da proteinidria, por modularem a fun¢do do diafragma da
fenda interpodocitiria, como as nefrinas, podocinas, proteina associada a CD2

(CD2AP), entre outras (figura D+,
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Apés sua descricdo, a nefrina permaneceu com fungdo pouco conhecida até
1998, quando Kestild ef al descreveram que a SN congénita do tipo Finlandés € causada

por mutacdes no gene NPHSI1, que codifica essa proteinazs’26

. Nas mutacdes mais
significativas, nenhuma nefrina é expressa, e ndo se detecta o diafragma a microscopia.
As criancas com essa alteracdo genética desenvolvem um quadro de sindrome nefrética
cértico-resistente de aparecimento precoce, com proteintdria em grau acentuado. E uma
doenca autossOmica recessiva rara, exceto na Finlandia, onde apresenta uma incidéncia
significativa (1 a cada 1000 nascidos)'*!”. Mesmo nos casos adquiridos de SNLM, ja
foram descritas alteracdes no nimero e na distribuicdo das moléculas de nefrina na
barreira podocitdria®’.

A podocina € uma proteina localizada na membrana celular dos poddcitos, que
se encontra ligada as porgdes citoplasmdticas da nefrina, formando um complexo
proteico cuja estabilidade parece essencial para a fung¢do do diafragma da fenda
interpodocitaria. Mutagdes no gene que codifica a podocina (NPHS2) estdo relacionadas
a uma SN cortico-resistente familiar de heranca autossdmica-recessiva, com GEFS de
aparecimento precoce (entre trés meses e cinco anos de idade)®*’. Em outros tipos de
mutacdes, foram encontrados casos de SNLM e GEFS de aparecimento e curso clinico
varidveis®’. Tsukaguchi et al descreveram também uma forma heterozigdtica que
aparentemente ndo desencadeia a SN, mas aumenta a susceptibilidade do seu portador a
GEFS, com inicio de sintomas na idade adulta®".

A CD2AP ¢ expressa em todos os tecidos e participa da interacdo entre linfocitos
T e células apresentadoras de antigenos. Estudos recentes tém demonstrado sua
presenca nos processos podais, aparentemente com fun¢do de manter a estrutura do

. . . c . . . 26,3233
diafragma integra, ligando as moléculas de nefrina ao citoesqueleto do citoplasma™"""".
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Mutagdes no gene responsavel pela CD2AP podem levar a predisposicdo para SN de
aparecimento tardio™.

A acdo do fator de transformacio e crescimento do tipo beta (TGF-$) é outro
mecanismo proposto para as alteragdes dos poddcitos. O TGF-f € um peptideo com
funcdes de controle da proliferacdo e diferenciacio celular’™®, Tem acoes fibrogénicas,

333 Yamamoto e

por promover o acimulo da matriz extracelular nos tecidos
colaboradores descreveram o aumento da expressdo da proteina TGF-f em pacientes
com GEFS, o que nao foi observado em casos de SNLM?. Esse achado poderia ser uma
das explicacdes para a tendéncia maior dos casos de GEFS desenvolverem doencga renal
crdnica, ao contrario do que ocorre na SNLM, que, em geral, tem bom prognéstico.
Além disso, hd também evidéncias da acdo do TGF-B nos poddcitos, induzindo
alteracdes estruturais e apoptose””.

Diante dessas evidéncias, postula-se que a SN é, em ultima instancia, uma

doenca dos poddcitos, que apresenta multiplas etiologias.
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FATOR DE PERMEABILIDADE CIRCULANTE

A existéncia de casos de SN adquirida, sem lesdes estruturais significativas
detectadas por meio de microscopia Optica, levou a hipdtese de que a proteintria
poderia ser desencadeada pela acdo de um fator circulante capaz de alterar a
permeabilidade glomerular, que foi denominado de fator de permeabilidade (FP).
Inicialmente proposto por Shaloub®, o FP seria uma substancia derivada de linfécitos T
capaz de aumentar a permeabilidade do glomérulo as proteinas, mesmo em um rim sem
alteracdes prévias. As alteracdes de permeabilidade induzidas por fatores circulantes
foram descritas tanto em pacientes com SNLM, quanto nos casos de GEFS, mesmo
naqueles com mutagdes genéticas41’42.

Virias evidéncias suportam esta teoria da existéncia de um FP. Para
exemplificar, cerca de 30-40% dos pacientes portadores de GEFS submetidos a
transplante renal apresentardo recorréncia da doenca, algumas vezes poucas horas apds

0 t1ransp1ante4’11

. Mesmo em um caso relatado de SNLM que evoluiu para transplante
isso também ocorreu®. Essas recidivas sugerem que alguma substancia circulante do
paciente atuaria no rim transplantado, desencadeando novamente o quadro. Ressalta-se
ainda que, quando rins de portadores de SN sdo transplantados em pacientes com outras
nefropatias, a proteindria ndo aparece, ou ocorre por curto periodo. Isso ja foi descrito
para doadores portadores de SNLM* e de GEFS®. Essas evidéncias sugerem que, tanto
na GEFS quanto na SNLM, algum fator circulante, provavelmente externo ao rim,
desencadearia a doenca, ou teria papel fundamental em sua fisiopatologia.

Outra evidéncia da existéncia de um FP veio de um caso descrito em 2001 no

qual uma paciente, portadora de GEFS diagnosticada na gestacdo, transmitiu algum

fator ao seu recém-nascido, que evoluiu com proteinudria. Houve total remissdo apds o
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quarto dia de vida e a crianga ndo teve mais sinais de comprometimento renal*®. Isso
sugere a transmissdo de um FP pela placenta, que perderia sua capacidade de promover
proteintria dentro de poucos dias.

A partir das hipéteses de existéncia de um FP, vérios grupos de pesquisadores
desenvolveram estudos para tentar sua identificacio. Em 1975, foi demonstrada a
existéncia de um fator, derivado de linfécitos, que podia modular a permeabilidade
vascular em modelos experimentais de SN*'. Esse foi o primeiro de vérios candidatos a
FP, mas ndo era especifico da SN e nem foi possivel comprovar sua capacidade de
induzir proteindria em modelos animais.

Savin et al, em 1996, descreveram aumento de permeabilidade ao adicionarem
plasma de pacientes com GEFS a preparagdes in vitro de glomérulos isolados®™. Os
mesmos pesquisadores isolaram uma proteina presente no plasma dos pacientes com
GEFS que produziu proteiniria em camundongos. Além disso, o efeito proteintrico foi
abolido por meio de plasmaferese, dando suporte a hipétese de se tratar de uma
substancia circulante®. A acdo deste possivel FP também foi inibida por ciclosporina e
indometacina, sugerindo sua intera¢do com o sistema imune™.

Outra substancia candidata a FP na SN foi a hemopexina, uma glicoproteina de
fase aguda com grande afinidade a compostos heme, produzida no figado. A
hemopexina foi encontrada em pacientes com SNLM e apresenta efeito proteinirico
quando infundida em ratos’'. Observou-se também atividade aumentada da hemopexina
em pacientes nefrdticos durantes as recidivas da doengaSl. Acredita-se que esse fator
atue no endotélio vascular e na MBG, mas a sua relagdo com o sistema imune ainda
permanece indefinida*'.

Uma hipétese alternativa mais recente sugere que ao invés da presenga de um FP

circulante, o que ocorreria seria a perda de algum fator inibitério da proteindria. Um
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achado que corrobora essa teoria é que a adi¢do de plasma normal a plasma de paciente
com GEFS inibe o seu potencial de induzir proteintria in vitro>>>>. O mesmo ocorre ao
adicionar urina de pacientes em recidiva™.

Pelo fato de ndo ter sido possivel o isolamento de um tnico fator responsavel
pela alteracdo da permeabilidade glomerular, postula-se a existéncia de um sistema
complexo de controle da permeabilidade. Os estudos sugerem que intimeras substancias
modulariam a permeabilidade glomerular a proteinas, inclusive através de fatores

e e, . D4
inibitérios™.
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ALTERACOES DO SISTEMA IMUNOLOGICO

H4 mais de 30 anos, Shaloub prop6s que a SN seria uma doenga sist€émica
relacionada a alteracdes na funcdo do sistema imune celular, especificamente de
linfécitos T. Para chegar a essa conclusdo, o autor se baseou na ocorréncia de recidivas
associadas ao sarampo, na freqiiente resposta ao tratamento com corticdides e
ciclofosfamida, na alta suscetibilidade desses pacientes as infeccdes pneumocdcicas e
na esporadica associagdo da SN com doenca de Hodgkin40. Além disso, outros achados
reforcaram essa hipdtese, como as recidivas durante episddios de estimulo agudo ao
sistema imunolégico, como infeccdes, crises alérgicas, uso de vacinas e estresse54, além
da deteccdo de doengas virais (parvovirus, SV 40, hepatite C) em pacientes com quadro
clinico idéntico ao da SNLM**,

Ao contrdrio de doencas como a nefropatia de IgA, nas quais € claro o
envolvimento imune pelo achado de imunodepdsitos a microscopia, na SN essa
associacdo tem sido de caracterizagdo mais dificil. A maioria dos estudos recentes
mostra aumento sérico de interleucinas (IL): IL-1, IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, e do fator de
necrose tumoral do tipo alfa (TNF-a) em pacientes com SNLM em recidiva, quando
comparados aos em remissdo e a controles™**°. Foi também mostrado que a infuséo de
TNF-a em camundongos portadores de SN provoca aumento dose-dependente da
proteinﬁria56. Além disso, camundongos transgénicos que hiperexpressam IL-4
desenvolvem lesdes renais muito semelhantes a GEFS, além de proteinﬁria57.

Outra interleucina que vem consistentemente sendo associada a fisiopatologia da
SN € a IL-8 (CXCLS). A IL-8 é uma quimiocina secretada por mondcitos, linfécitos,

endotélio e células tubulares™. A maior parte dos estudos detectou aumento de IL-8 no

5.55 . 58 . C g e
sangue ™ e na urina’ de pacientes com SNLM em recidiva. Essa quimiocina atua como
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um fator quimiotdxico para neutréfilos, mas também pode apresentar efeitos
independentes na barreira glomerular™. H4 evidéncias de que a IL-8 altera a
composicdo da MBG, o que poderia explicar seu mecanismo de a¢do na SN*’. Em um
estudo, infusdo dessa quimiocina em camundongos provocou proteinidria apds cinco
dias, e a adicdo de anti-IL-8 a um sobrenadante de linf6citos T de pacientes com SNLM
inibiu seu efeito indutor de proteinliria56’59.

Como j4 discutido, hd evidéncias da existéncia de um FP que, de alguma forma,
altera as caracteristicas da barreira glomerular, permitindo a passagem de proteinas para
o filtrado urindrio. Na tentativa de identificacdo desse fator, pesquisadores conseguiram
induzir proteindria em camundongos ao infundir sobrenadante de culturas de linfécitos
T de pacientes com SN*"*. Outros grupos comprovaram a eficcia da plasmaférese na
reducdo da proteinuria e estabilizacdo da fungdo renal em alguns pacientes com
GEFS'"°" Dantal et al, estudando pacientes com recidiva pés-transplante, descobriu
que o uso de colunas de imuno-adsor¢do de proteina A foi associado com melhora ou
remissdo da proteinl’lria63 . Esse achado levou esse grupo a inferir que o FP seria uma
imunoglobulina, fragmento de imunoglobulina ou proteina como, por exemplo, o TGF-
. O TGF-B, além de sua acio fibrogénica, pode estar envolvido na SN devido a seus
efeitos proé-inflamatérios. Essa proteina promove, em resposta a estimulos imunes,
quimiotaxia de granuldcitos e macréfagos, além de liberacdo de citocinas, como IL-1,
IL-6 e TNF—a37, e quimiocinas, como IL-8, proteina quimiotidxica de mondcitos-1
(MCP-1) e regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES)*.

Outro grande desafio é saber de que forma atuam os linfocitos T na SN. Apds
um estimulo ao sistema imune, como uma infec¢do ou contato com alergenos, por
exemplo, ocorre a ativacdo de fatores de transcricdo responsdveis pela resposta de

linfécitos T. Dentre esses fatores, o fator nuclear-kB (NF-kB) é o mais importante65.
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Essa proteina regula a expressao de vérias citocinas e quimiocinas, como IL-1, IL-2, IL-
6, IL-8 e TNF-a. O controle da atividade do NF-xB ¢ feito pelo inibidor x-B (I-xB).
Estudos recentes mostram que a ativagdo do NF-xB permanece alta durante recidivas da
SNLM, apesar do funcionamento de suas vias inibitrias®®. A hipétese do envolvimento
do NF-kB na fisiopatologia da SN ¢é fortalecida pelo fato de que tanto o corticdide
quanto a ciclosporina t€ém ac¢do sobre o [-xB (figura 2)**. Uma vez que o NF-kB também
modula a expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico, acredita-se que isso
explicaria a intima relacdo entre proteinuria e dislipidemia nesses paciente567.

Os linfécitos T helper (Th) ativados podem diferenciar-se em duas classes
distintas: Th tipo 1 (Thl) e Th tipo 2 (Th2). Um dos principais responsdveis por essa
diferenciacdo é o perfil de citocinas encontrado no local onde é encontrado o
antigeno™**®_ O padrio de citocinas mais encontrado nos estudos de SN (aumento de
IL-4, IL-10 e IL-13) sugeriria predominio de resposta Th2, apesar de que TNF-a estd
mais associado a linfécitos Th1>°*%. QOutra evidéncia que sugere o padrdo Th2 é a
associacdo entre SN e alergia. Vdrios estudos demonstraram aumento de IgE e maior
incidéncia de doengas alérgicas em pacientes com SN>0. A presenca de linfécitos Th2
em maior atividade, associados a supressdao de Thl também poderia explicar a eficicia
do levamisole em alguns pacientes, uma vez que este medicamento atua invertendo essa
relacdo entre a classe de linfécitos (figura 2)71.

Entretanto, persistem dividas em relagdo a resposta imune na SN, pois alguns
trabalhos mostraram resultados distintos. Tais discrepancias podem ser atribuidas as
diferencas na metodologia de quantificagdo de citocinas e a heterogeneidade dos grupos
estudados, ji que alguns estudos se restringiram a pacientes com SNLM, outros
incluiram apenas casos de GEFS, ou utilizaram pacientes com classificacio indefinida,

o Logs o . . 5,55
j& que em casos de bom progndstico a bidpsia ndo estd geralmente indicada™".
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Diante das evidéncias apresentadas, fica claro o envolvimento do sistema imune
na fisiopatologia da SN, porém os mecanismos desse efeito ainda permanecem
obscuros. Aparentemente, hd um predominio de linfécitos do tipo Th2, assim como nas
reacOes alérgicas. Ressalta-se ainda que a hipdtese de acdo direta das citocinas e
quimiocinas sobre a barreira glomerular é hoje fortemente considerada, depois da

descoberta de receptores transmembrana de IL-4, IL-10, IL-13 e TNF-a nos pod(’)citoss.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos grandes avangos no entendimento da fisiopatologia da sindrome
nefrética nas tltimas décadas, ainda persistem inimeras dividas. Atualmente, de acordo
com o que estd estabelecido na literatura, considera-se que a SN apresenta uma
fisiopatologia complexa e multifatorial, envolvendo agentes desencadeadores (virus,

alergenos), alteracdes genéticas e do sistema imune’****

. Quanto as alteracdes
genéticas, algumas t€m potencial de desencadear a doenca logo apds o nascimento,
outras causariam um aumento da susceptibilidade a essa sindrome®'*. No que se refere
ao sistema imune, uma resposta anormal dos linfécitos T tem sido descrita, sendo que
citocinas (TGF-B, TNF-a) e quimiocinas (IL-8) parecem estar fortemente envolvidas no
processo, por meio de mecanismos ainda pouco esclarecidos’*. E muito provavel
também a existéncia de um ou mais fatores plasmaticos, ou de um sistema circulante
capaz de modular a permeabilidade glomerular a proteinas através da acdo substincias

agonistas e/ou antagonistas desse processo’'™.

A tabela 1 resume as principais
hipéteses para a fisiopatologia da SN.

Em criangas, a SN tem uma evolug@o favordvel na maioria dos casos, embora
uma porcentagem significativa dos pacientes evolua com recidivas freqiientes e/ou
doenca renal cronica, com todas suas conseqﬁéncia52’9’24. Ressalta-se ainda que o
tratamento atualmente utilizado para a SN é empirico, baseando-se sobretudo na
experiéncia acumulada com grandes séries de casos da doengal’3 ©. Acredita-se, entdo,
que o conhecimento mais apurado de sua fisiopatologia poderia mudar

significativamente a abordagem terapéutica. Dessa forma, estudos nessa drea

apresentam alta relevancia, seja para detectar quais pacientes tém predisposicdo para
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uma ma evolugdo, ou para desenvolver tratamentos que atuem de forma mais especifica

no processo fisiopatoldgico da doenca.
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Figura 1. Esquema da estrutura da barreira de filtracao glomerular
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Figura 2. Fluxograma das possiveis alteracées imunes na sindrome nefrética
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Tabela 1: Hipoteses para a fisiopatologia da sindrome nefrética (SN).

Alteragcdes glomerulares 1. Distdrbios genéticos dos podécitos € MBG (nefrina,

podocina, CD2AP, etc)

[\S)

. Hipertrofia, “fusao” e apoptose de poddcitos

3. Proliferagdo mesangial e fibrose (TGF-3)

Fator de Permeabilidade 1. Fator derivado de linfécitos T
Circulante 2. Hemopexina

3. Perda de fatores inibitdrios da permeabilidade

Alteracdes do Sistema Imune | 1. Citocinas: IL-1, IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, TNF-a
2. Quimiocinas: IL-8 (CXCL-8)
3. TGF-B

4. Estimulo aumentado do NF-xB
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3 - OBJETIVOS

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar, em criangas e adolescentes com
SNI, os niveis plasmdticos e urindrios de citocinas e quimiocinas que poderiam estar

relacionadas a fisiopatologia dessa doenca.

3.1 — Objetivos Especificos

e Medir a concentracdo plasmatica de TGF-B, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e
RANTES/CCLS5 em pacientes portadores de SNI e em criancas e adolescentes
sauddveis pareados para idade e sexo (grupo controle);

e Medir a concentracdo em urina de 24 horas de TGF-f;, IL-8/CXCLS8, MCP-
1/CCL2 e RANTES/CCLS5 em pacientes portadores de SNI;

e Comparar as concentracdes encontradas entre pacientes e controles, e entre
grupos de pacientes, de acordo com a resposta & medicacdo e com os niveis de

proteindria.
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4 - PACIENTES E METODOS

4.1 - Pacientes

Nesse estudo foram avaliados criancas e adolescentes com diagndstico de SNI,
que estavam em acompanhamento clinico na Unidade de Nefrologia Pedidtrica do

Hospital das Clinicas da UFMG.

4.1.1 - Critérios de inclusao

Foram incluidos os pacientes que tinham o diagndstico estabelecido de SNI
segundo critérios estabelecidos pelo International Study of Kidney Disease in Children
(1), em acompanhamento regular na Unidade de Nefrologia Pediatrica do, HC-UFMG
no periodo de janeiro de 2005 a janeiro de 2007. Todos os pacientes incluidos no
estudo aderiram ao protocolo de seguimento clinico-laboratorial e ao esquema
terapéutico proposto pela referida unidade (anexo 1), que estd de acordo com a literatura
cientifica (2).

Em relacdo ao grupo controle foram incluidos criancas e adolescentes saudaveis,
pareados em relacdo ao sexo e idade e que se encontravam em acompanhamento clinico
regular nos Ambulatérios de Pediatria Geral do HC-UFMG. A inclusdo definitiva do
paciente no estudo ocorreu apenas mediante consentimento livre e esclarecido (anexo 2,

Termo de consentimento).

4.1.2 - Critérios de exclusao
Os pacientes que apresentavam doengas concomitantes, processos infecciosos

agudos, co-morbidades, SN secundaria, SN congénita e presenca de DRC estagios 3-5
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foram excluidos do estudo. Também foram excluidos pacientes com sindrome nefritica
associada e aqueles cujo periodo de acompanhamento ndo permitiu a definicdo do
diagnéstico.

Em relacdo ao grupo controle, foram critérios de exclusdo a existéncia ou
suspeita de doenca cronica, a presenga de afec¢do aguda no momento da coleta e o uso
de medicamentos capazes de interferir com o sistema imune, ou a recusa em participar

do estudo.

4.1.3 — Aspectos Eticos

O Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG aprovou o estudo (Parecer n°
ETIC 064/05). Todos os pacientes e seus responsaveis foram esclarecidos sobre a
natureza do estudo por meio da leitura e analise do termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 2). Os pacientes nefroticos e as criangas e adolescentes sauddveis
foram incluidos no estudo somente mediante concordancia e assinatura do termo de
consentimento por parte do responsdvel e do proprio paciente conforme a idade. O
protocolo de pesquisa ndo interferiu com qualquer recomendagdo ou prescrigdo médica.
Ressalta-se ainda que o seguimento clinico-laboratorial e a abordagem terap€utica dos

pacientes foram assegurados, mesmo no caso de recusa em participar do estudo.

4.2 — Métodos

4.2.1 — Protocolo do estudo
Trata-se de um estudo transversal com amostra de conveniéncia, perfazendo um

total de 33 pacientes (20 do sexo masculino).
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Os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com a resposta
terapéutica: cortico-sensivel, os pacientes com resposta rapida e prolongada ao
corticéide (SS, n = 12) e cortico-resistente/dependente, grupo esse que engloba criangas
que ndo respondem ao corticéide, ou que néo toleram retirada do mesmo (SR, n = 21).

As criancgas e adolescentes portadores de SNI foram também subdivididos de
acordo com os niveis de proteintria na época da coleta: grupo com proteintria <
200mg/24h (proteindria reduzida, LP, n = 15) e com niveis > 200mg/24h (proteintria
acentuada, HP, n = 18). Os pacientes foram submetidos aos seguintes exames, que
fazem parte do protocolo de seguimento da Unidade de Nefrologia Pediatrica do HC-
UFMG: no sangue, dosagem de albumina, colesterol total, triglicérides, uréia,
creatinina, dcido urico. Na urina de 24 horas, proteina e creatinina. Na urina de amostra
unica, exame bioquimico e sedimentoscopia. O ritmo de filtragdo glomerular (RFG) foi

estimado usando a férmula de Schwartz (3).

4.2.2 — Coleta e Processamento de Amostras

As amostras de sangue foram colhidas em tubo estéril contendo citrato como
anti-coagulante. As amostras foram, entfo, transportadas em embalagem com gelo e
processadas em até 30 minutos apds a coleta. Foi utilizada centrifuga refrigerada (Jouan
BR4i) a 4°C, com o seguinte protocolo: foi feito inicialmente um ciclo a 700 g por 10
minutos; o plasma sobrenadante foi, a seguir, transferido para tubo estéril, que, por sua
vez, foi centrifugado a 1300 g por 20 minutos para sedimentar plaquetas (4). Depois
desta etapa, o plasma foi aliquotado em amostras de 0,5 ml, que foram armazenadas em
freezer -80°C até a data do ensaio.

Por questdes éticas, as amostras de urina de 24 horas foram coletadas apenas nos

pacientes portadores de SNI.  Apds homogeneizagdo, 10 ml de urina foram
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recondicionados em tubo estéril. As amostras foram, ento, centrifugadas a 1300 g por

20 minutos. Aliquotas de 1,5 ml foram também conservadas em freezer a -80°C.

4.2.3 — Ensaios Imunoenzimaticos

Os niveis plasmadticos e urindrios de TGF-f;, MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS e
IL-8/CXCL8 foram medidos usando kits de ensaio imuno-enzimdtico (enzyme-linked
immunoassay - ELISA) produzidos pelo laboratério R&D Systems (Minneapolis, MN,
EUA). Foram seguidas as instrugdes do fabricante para cada kit. As amostras foram
analisadas em duplicata.

O protocolo de ELISA utiliza um anticorpo monoclonal especifico para
determinagdo de cada citocina ou quimiocina estudada, fornecido pelo fabricante.
Ensaios de MCP-1/CCL2 (plasma e urina)) RANTES/CCLS (urina) e IL-8/CXCL8
(plasma e urina)

Resumidamente, os anticorpos de captura especificos (fornecido no kit) foram
diluidos em tampao fosfato (PBS) e adicionados a cada poco de placas de poliestireno
(96 pocos). As placas foram, entdo, incubadas a 4°C por 12 horas. Em seguida, foram
submetidas a quatro ciclos de lavagem com PBS e Tween 20 a 0,05% (Sigma). As
placas foram entdo bloqueadas com albumina sérica bovina (BSA) 1% e PBS, e
incubadas por uma hora em temperatura ambiente. Um novo procedimento de lavagem
foi feito, como descrito acima. Em seguida, as amostras foram adicionadas as placas e
incubadas por 12 horas a 4°C, sendo depois submetidas a novos ciclos de lavagem. Os
anticorpos de deteccdo, diluidos em PBS, foram adicionados, e foi feita incubag@o por
duas horas em temperatura ambiente, com novo procedimento de lavagem em seguida.
O reagente de cor (fenilenediamina) foi adicionado a cada pogo e as placas deixadas no

escuro por 15 minutos. A reacdo foi parada com a adi¢do de 1M H,SO4 aos pocos. A
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absorbancia foi lida em um leitor de placas (Emax, Molecular Devices, MN, EUA),
ajustado no comprimento de onda de 492nm.
Ensaio de TGF-f; no plasma

Para essa citocina foi utilizado kit do tipo Quantikine® (R&D Systems). O kit
fornece placas de poliestireno ja preenchidas com anticorpo monoclonal anti-TGF-f;.
As amostras de plasma foram submetidas inicialmente ao procedimento especifico de
ativacdo do TGF-B, da seguinte forma: foi adicionado a cada amostra 20uL. HCI e
incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a amostra acidificada
foi neutralizada usando 20uL. de NaOH/HEPES. As amostras foram, entdo, adicionadas
aos pogos, apropriadamente diluidas com diluente fornecido no kit, e depois incubadas
em temperatura ambiente por duas horas. Em seguida, os pogos foram submetidos a
quatro ciclos de lavagem com tampdo de lavagem. O conjugado especifico, que
consiste de anticorpo anti-TGF-§; conjugado a peroxidase, foi adicionado a cada pogo,
sendo a placa incubada por uma hora em temperatura ambiente. Foi realizado em
seguida novo ciclo de lavagens. O préximo passo foi adicionar aos pogos a solucdo de
substrato, contendo perdxido de hidrogénio e tetra-metil-benzidina. As placas foram,
entdo, deixadas por 15 minutos em temperatura ambiente, protegidas da luz. Em
seguida, foi adicionada a cada pogo a solucdo de parada, e foi medida a densidade
Optica usando leitor de placas, ajustado no comprimento de onda de 450nm (Emax,

Molecular Devices, MN, EUA).

4.2.4 - Analise Estatistica
Os dados foram expressos como mediana ou média * desvio padrdo, quando
apropriado. O nivel de significincia considerado foi p<0,05. Comparagdes de médias

foram feitas por meio de andlise de varidncia, seguida pelo teste de Newman-Keuls. O
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teste de Mann Whitney foi utilizado para comparar medianas entre dois grupos e o teste
de Kruskal Wallis para comparagdes miultiplas de medianas. O teste de Spearman foi

utilizado para avaliacdo de correlacdes.
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ABSTRACT

The pathogenesis of idiopathic nephrotic syndrome (INS) remains unknown. Several
findings suggest a role for the immune system. This study aimed to evaluate the profile
of circulating and urinary immune mediators in INS by measuring plasma and urinary
levels of TGF-B;, MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS5 and IL-8/CXCLS in pediatric patients
with INS and in age-matched healthy controls. Patients were classified according to
their response to treatment with corticosteroids: steroid-sensitive (SS, n = 12), or
steroid-resistant (SR, n = 21); as well as according to their proteinuria levels: patients
with < 200mg/24 hours (LP, n = 15), and > 200mg/24 hours (HP, n = 18). Immune
mediators were measured by Elisa. Plasma TGF-$; levels in SR patients were
approximately 3.7-fold higher than control values (p<0.05). Urinary IL-8/CXCL8 was
3.4-fold higher in HP group than in LP group (p<0.05), and its levels had a positive
correlation with individual proteinuria values (p<0.05). No changes in MCP-1/CCL2
and RANTES/CCLS levels were detected. Our findings suggest that both TGF-f; and
IL-8/CXCLS could be involved in the pathogenesis of INS, the first being related to the
progression of the disease and worse prognosis, and the latter associated with

glomerular inflammation and local changes in permeability.

Key words: Nephrotic syndrome; Transforming growth factor- (TGF-B); Interleukin-8

(IL8/CXCLS); Proteinuria.



Abbreviations:

ECM - Extracellular matrix

ESRD - End-stage renal disease

FSGS - Focal segmental glomerulosclerosis

GBM - Glomerular basement membrane

GFR - Glomerular filtration rate

HP — High proteinuria group

IL-8/CXCLS — Interleukin-8

INS - idiopathic nephrotic syndrome

LP — Low proteinuria group

MCNS - Minimal change nephrotic syndrome
MCP-1/CCL2 — Monocyte chemoattractant protein-1
RANTES/CCLS — Regulated on activation normal T-cell expressed and secreted
SR — Steroid-resistance group

SRNS - Steroid-resistant nephrotic syndrome

SS — Steroid-sensitive group

SSNS - Steroid-sensitive nephrotic syndrome

TGF-B; — Transforming growth factor-f;
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INTRODUCTION

Idiopathic nephrotic syndrome (INS), characterized by heavy proteinuria, edema
and hypoalbuminemia, is the most common glomerular disease in childhood (1).
Common histological variants are minimal change nephrotic syndrome (MCNS) and
focal-segmental glomerulosclerosis (FSGS) (2). The main predictive factor for disease
evolution is not histological diagnosis, but the response to treatment with corticosteroids
(1,3). Indeed, children with steroid-resistant nephrotic syndrome (SRNS) have higher
chance to develop end-stage renal disease (ESRD) than those with steroid-sensitive
nephrotic syndrome (SSNS) (1,2,3).

The pathogenesis of INS is not yet fully understood. Many studies have
proposed a role for the immune system (2,4,5,6), and this hypothesis is supported by a
favorable response to anti-inflammatory drugs (2), a relation between relapses and viral
infections or allergic reactions (5), the recurrence of the disease in transplanted patients
(1) and an association with immunological disorders (2).

More recently, it has been proposed that alterations in the cytokine and
chemokine profile of INS patients might contribute to proteinuria and glomerular
damage (7,8). Cytokines are a group of proteins produced by several kinds of cells that
function as soluble mediators with intercellular signaling functions (4). Chemokines
constitute a large family of low-molecular-weight cytokines whose main action is the
recruitment and activation of leukocyte subsets in various models of inflammation—
hence, the word ‘“chemokine” is a contraction of the terms “chemoattractant” and
“cytokine” (9,10).

A cytokine that is often associated with the progression of kidney disease is

transforming growth factor-f (TGF-B) (11,12), which exhibits fibrogenic and
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proinflammatory properties at renal level (12,13,14). TGF-f also induces accumulation
of monocytes and stimulation of fibroblasts by increasing the expression of two C-C-
chemokines: monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2) and regulated on
activation normal T-cell expressed and secreted (RANTES/CCLS) (15,16,17). Studies
have found increased levels of MCP-1/CCL2 and RANTES/CCL5 in progressive
glomerular diseases, allograft rejection and interstitial nephritis (18,19). Another
mediator of interest when studying the INS pathogenesis is interleukin-8 (IL-8/CXCLS),
a chemokine produced by endothelial cells and macrophages that attracts neutrophils
and lymphocytes to the inflammation site (17,18), and may be involved in the
pathogenesis of proteinuria in INS (7,20).

In this context, the present study aimed to evaluate the profile of circulating and
urinary inflammatory mediators in INS patients. We specifically measured plasma and
urinary levels of TGF-f;, MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS5 and IL-8/CXCLS in pediatric
patients with INS and in age-matched healthy controls in order to disclose possible

changes that might contribute to the pathogenesis of this syndrome.

SUBJECTS AND METHODS

Patients with nephrotic syndrome

The present cross-sectional study used a convenience sample of children and
adolescents with INS, recruited from the Pediatric Nephrology Unit of our institution,
from 2005 to 2007. Our Pediatric Nephrology Unit, established in 1980, currently
follows up about 300 children with INS. Diagnostic criteria for NS were based on the
International Study of Kidney Disease in Children (21). Patients with congenital or

secondary nephrotic syndrome were excluded from the study.
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We classified INS patients in two groups, according to their response to
treatment with corticosteroids: steroid-sensitive (SS, n = 12), if complete remission of
INS was obtained with an eight-week course of corticosteroids, or steroid-resistant (SR,
n =21), if no remission or only partial remission occurred with steroids (3).

Nephrotic children were also divided according to their proteinuria levels at the
time of blood and urinary sampling, and classified in the following way: patients with
proteinuria < 200mg/24 hours (low proteinuria, LP, n = 15), and proteinuria >

200mg/24 hours (high proteinuria, HP, n = 18) (2,3).

Controls

The control group consisted of sex and age-matched healthy subjects from our
Pediatric Primary Care Center. Healthy status was determined through the subjects'
medical history and either a parental report or self-report to rule out the presence of

chronic or acute diseases.

Ethical aspects

The Ethics Committee of the Federal University of Minas Gerais approved the
study. Informed consent was obtained from parents of all included subjects. The
research protocol did not interfere with any medical recommendations or prescriptions.

Subject follow-up was guaranteed even in cases of refusal to participate in the study.

Study protocol
Blood sampling: Blood samples of all subjects were collected into sterile citrate tubes
simultaneously with routine exams. Citrated tubes were immediately immersed in ice,

and processed within 30 minutes after collection. Cells were sedimented by
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centrifugation at 700 g for 10 minutes at 4°C; then supernatant plasma was collected and
re-spun for another 20 minutes at 1300 g to sediment platelets (22). Cell-free plasma
was aliquoted into 0.5 ml samples and stored at -80°C until measurements.

From patients with INS, we also measured urea, creatinine, albumin, cholesterol,
triglycerides and uric acid. Glomerular filtration rate (GFR) was estimated using the
Schwartz formula (23).

Urine sampling: Twenty-four-hour urine samples were collected from the patients with
INS. After homogenization, 10 ml of the collected urine were centrifuged at 4°C for 20
minutes at 1300 g. Cell-free urine was aliquoted into 0.5 ml tubes and stored at -80°C
until measurements.

Cytokines and chemokines measurements: Levels of plasma and urinary TGF-B,,
MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS and IL-8/CXCLS8 were measured by specific enzyme-
linked immunoassay (ELISA) kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), following
manufacturer’s instructions, as described elsewhere (24). Urine chemokine levels were
standardized to urine creatinine measured in the same spot urine and expressed as
pg/mg cr. All samples were assayed on duplicate. For measurement of TGF-f;, we
used a Quantikine® kit, and the samples were activated before the assay. The detection
limits were 6 pg/ml for TGF-B;, 8 pg/ml for MCP-1/CCL2, 2 pg/ml for

RANTES/CCLS, and 6 pg/ml for IL-8/CXCLS.

Statistical Analysis

The values are expressed as medians or means and standard deviation, when
appropriate. Analysis of variance, followed by the Newman-Keuls test, was used for

multiple comparisons of means. The Mann Whitney test was used to compare medians
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between two groups and Kruskal Wallis test for multiple medians comparisons.

Spearman test was used to test correlations. The level of significance was set at p<0.05.

RESULTS

Subject characteristics and casual measurements.

Control group (n = 13) included six boys and seven girls ranging in age from 6.1
to 13.5 years. The mean values of weight, height, body mass index, systolic and
diastolic pressures, and renal function parameters were within normal range (Table 1).

As mentioned before, INS patients were divided according to steroid-
responsiveness (SS or SR) and 24-hour proteinuria (LP or HP). The clinical features of
each group are shown in Tables 1 and 2. No differences were detected in age, sex
distribution, blood pressure, weight, height, body mass index, nitrogen waste levels
(urea and creatinine), and glomerular filtration rate among INS groups and controls
(p>0.05, Table 1). However, as also shown in Table 1, triglycerides and total
cholesterol levels were higher, while albumin levels were lower, in the SR group when
compared to SS patients (p<0.05). Also, total cholesterol was significantly higher, and
albumin significantly lower in the HP group when compared to LP group (p<0.05,

Table 2).

Plasma and uwrinary levels of cytokines and chemokines according to steroid
responsiveness. There were no significant differences between SS, SR or controls
concerning plasma concentrations of IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 (Table 3). In
contrast, plasma TGF-f; levels were 3.7-fold higher in SR when compared to controls

(p<0.05, see Table 3 and Figure 1). Additionally, plasma TGF-f; levels were slightly
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but not significantly increased in SR patients when compared to SS group (Table 3 and
Figure 1). On the other hand, urinary concentrations of IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2

and RANTES/CCLS did not differ between SR and SS patients (Table 3).

Plasma and urinary levels of cytokines and chemokines according to proteinuria. As
shown in Table 4, plasma concentrations of TGF-B;, IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2
were not significantly different when groups LP, HP and controls were compared.
Urinary concentrations of MCP-1/CCL2 and RANTES/CCLS did not differ between HP
and LP patients (Table 4). However, the urinary measurements showed a significant
elevation of IL-8/CXCLS levels in INS patients with high proteinuria (HP group),
reaching values 3.4-fold higher than LP group (p<0.05, see Table 4 and Figure 2).
Additionally, urinary levels of IL-8/CXCLS8 positively correlated to proteinuria (p<0.05,

Figure 3).

DISCUSSION

The pathogenesis of INS remains obscure. The immune system is thought to
play a pivotal role, and there is a lot of evidence that support this theory (2,4,5,6). In
1974, Shalhoub (25) developed a hypothesis that INS was an immune disorder, with
increased levels of a lymphocyte-derived permeability factor. Since then, several
groups have studied possible factors that could be responsible, at least in part, for the
physiological abnormalities of INS (4,26). In this study, we specifically focused on the
evaluation of blood and urinary concentrations of TGF-;, MCP-1/CCL2,

RANTES/CCLS5 and IL-8/CXCL8 in children with INS, since previous reports
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described alterations of these immune mediators in diverse renal diseases, including
glomerulopathies (8,12,15,19,27).

Steroid resistance in children with INS is considered a stronger factor for a poor
prognosis than histological findings (28). In this context, it has been suggested that
TGF- might contribute to the progression of renal disease, leading to accumulation of
extracellular matrix (ECM) and tissue fibrosis (12,15). High TGF-§ expression and an
elevation in its urinary concentration were previously detected in patients with FSGS,
but not in those with MCNS (15,27,29). In our study, plasma TGF-3; was found to be
elevated in children with SRNS when compared to healthy controls. It was also higher
than the levels of SSNS patients, although the difference was not statistically
significant. Increased TGF-f could lead to progressive renal function deterioration in
those patients. When groups were divided according to proteinuria levels, no difference
was found, suggesting that TGF-f; increase seemed not to be related to protein loss.

Since TGF-B; is known to induce production of MCP-1/CCL2 and
RANTES/CCLS, chemokines that have been associated to ECM deposition and
proteinuria (16,17,19), we evaluated its levels in INS patients. However, we did not
find differences in plasma and urinary levels of these mediators.

The involvement of a circulating permeability factor in the pathogenesis of
proteinuria has been suggested by several findings. In patients with FSGS, proteinuria
often recur after receiving a normal kidney transplant (30), although kidneys with FSGS
were successfully transplanted in other subjects with total remission of the disease (31).
Also, there have been reports in scientific literature of successfully treated FSGS by
plasmapheresis (32), and induction of proteinuria in a newborn of a mother with FSGS
(33). A potential candidate for a permeability factor is IL-8/CXCL8. Most studies that

assessed this chemokine in INS found increased serum levels in patients during relapse,
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and normal concentrations in remission (7,8,34). IL-8/CXCLS8 was also found to have
effects on the metabolism of the glomerular basement membrane (GBM), possibly
increasing glomerular permeability (7). Infusion of this chemokine in rats induced
proteinuria, an effect that could be reversed by the infusion of anti-IL-8/CXCLS8
neutralizing antibodies (7). In our study, plasma levels of IL-8/CXCL8 were not
significantly different between groups, although the urinary levels were increased in
INS patients with high proteinuria. Increased urinary IL-8/CXCL8 was also described
in patients with lupus nephritis and IgA nephropathy (35). On the other hand, in the
same study, the levels of this chemokine remained unchanged in nephritic patients
compared to controls (35). Although, it should be mentioned that all nephritic patients
were in remission (35). More recently, Cho et al reported for the first time high
concentrations of IL-8/CXCLS in the urine and plasma of pediatric patients with MCNS
during relapse (36). Accordingly, in our study, the increase of this chemokine was
independent of histology or response to corticosteroids, and was also related to urinary
protein excretion. Moreover, urinary levels of IL-8/CXCL8 were positively correlated
to proteinuria. This finding cannot be attributed merely to the increased permeability
itself, because the same was not found for MCP-1/CCL2 or RANTES/CCLS, proteins
with similar functions and molecular weights (9,10).

We are aware of the limitations associated with the cross-sectional design of our
study. The main possible weakness was the use of a convenience sample, which makes
homogeneity among the selected groups very difficult to obtain, since the levels of
proteinuria and the use of immunosuppressive drugs may interfere with cytokine and
chemokine measurements. Nevertheless, some aspects of the study may increase the

strength of our findings, such as the utilization of strictly defined inclusion and
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exclusion criteria and a well-established protocol for the measurements of cytokines and
chemokines (24).

In summary, we found increased TGF-f; in SRNS, suggesting that this cytokine
may play a role in the progression of this renal disease, a complication that is more
common in patients with resistance to steroid treatment. Moreover, TGF-; could be a
marker of a worse prognosis in INS, a hypothesis that needs further testing. We also
detected increased urinary IL8/CXCLS in children with high proteinuria, with a positive
correlation with urinary protein levels, what could be related to the effect of this
chemokine on GBM and protein excretion, as described by other groups (7). Since
plasma levels of IL8/CXCL8 were not different between groups, this result probably
indicates an inflammatory process localized to renal tissue. Finally, our findings
suggest that both TGF-B; and IL8/CXCLS8 could be involved in the pathogenesis of
INS, the first being related to the progression of the disease and worse responsiveness to

steroids, and the latter being associated with glomerular permeability alterations.
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Table 1. Subject characteristics, blood and urine measurements, renal biopsy and

current treatment in nephrotic patients according to corticosteroid responsiveness and in

age-matched healthy controls.

Characteristics and SR Group SS Group Controls p
measurements (n=21) (n=12) (n=13)
Age (years) 11.9+3.6 11.6 £ 5.0 10.5+2.3 NS
Sex (%; male : female) 62 : 38 58 :42 46 : 54 NS
Systolic BP (mmHg) 106 £ 14 101+ 14 100+ 6 NS
Diastolic BP (mmHg) 72+13 67 15 59+6 0.07
Weight (kg) 414126 39.4+17.1 41.0x8.0 NS
Height (cm) 141.6x 164 1432+27.0 1446%+10.3 NS
BMI (kg/m?) 23.1£10.9 18.9+8.9 19.6+32 NS
Urea levels (mg/dl) 27.5+13.7 20.6 +5.8 - NS
Creatinine levels (mg/dl) 0.63+0.25 0.56+0.16 0.50+0.10 NS
Triglycerides (mg/dl) 145 [106-187]* 76 [62-98] - <0.05
Total Cholesterol (mg/dl) 227 [160-355]* 142 [128-167] - <0.05
Albumin (g/dl) 3.2 [2.8-4.0]* 4.3 [4.0-4.6] - <0.05
Uric Acid (mg/dl) 52+1.2 47+1.0 - NS
Glomerular filtration ratet 145+ 45 158 £26 174 £ 26 NS
Biopsy 16 7 -

MCD 0 1 -

FSGS 10 6 -

DMP 6 0 -
Medication

Steroid 15 5 0

ACEi 12 6 0

None 2 3 13
Proteinuria group (%; HP: LP) 71 :29%%* 25:75 - <0.05

Values are expressed as mean t SD for all variables, except for triglycerides,

cholesterol and albumin where medians, 25% and 75% percentiles are shown, and for

biopsy and medication data, where the number of occurrences is shown.

*p < 0.05, Mann Whitney test; ** p < 0.05, Fisher’s test.

1 Glomerular filtration rate was estimated using the Schwartz formula (23).

SR: steroid resistant; SS: steroid sensitive; NS: non-significant; BMI: body mass index;

MCD: minimal change disease; FSGS: focal segmental glomerulosclerosis; DMP:

diffuse mesangial proliferation; ACEi: angiotensin converting enzyme inhibitor.
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Table 2. Subject characteristics, blood and urine measurements, renal biopsy and

current treatment in nephrotic patients according to proteinuria levels and in age-

matched healthy controls.

Characteristics and HP Group LP Group Controls p
measurements (n=18) (n=15) (n=13)
Age (years) 123+ 3.5 11.3+4.8 105123 NS
Sex (%; male: female) 50:50 73 :27 46 : 54 NS
Systolic BP (mmHg) 106 £ 15 102+ 13 100+ 6 NS
Diastolic BP (mmHg) 71+ 15 69 + 13 59+6 NS
Weight (kg) 40.6 £ 12.9 40.7 £ 16.0 41.0x8.0 NS
Height (cm) 140.7 £ 16.1 143.9+253 144.6+10.3 NS
BMI (kg/m’) 22.4£12.2 20.4+ 8.3 19.6+3.2 NS
Urea levels (mg/dl) 262+ 144 23.5+8.2 - NS
Creatinine levels (mg/dl) 0.63 £0.25 0.5710.19 0.50x0.10 NS
Triglycerides (mg/dl) 135 [104-183]* 84 [64-159] - <0.05
Total Cholesterol (mg/dl) 212 [162-390]* 145[131-176] - <0.05
Albumin (g/dl) 3.1[2.1-4.0]* 4.2 [4.0-4.6] - <0.05
Uric Acid (mg/dl) 49+1.2 50+1.2 - NS
Glomerular filtration ratet 142 £ 44 159+ 32 174 £ 26 NS
Biopsy 14 9 -

MCD 0 1 -

FSGS 9 7 -

DMP 5 1 -
Medication

Steroid 13 7 0

ACEi 12 6 0

None 1 4 13
Steroid responsiveness 83 : 17%* 40 : 60 - <0.05
(%; SR : SS)

Values are expressed as mean t SD for all variables, except for triglycerides,

cholesterol and albumin where medians, 25% and 75% percentiles are shown, and for

biopsy and medication data, where number of occurrences is shown.

*p < 0.05, Mann Whitney test; ** p < 0.05, Fisher’s test.

1 Glomerular filtration rate was estimated using the Schwartz formula (23).

HP: high proteinuria; LP: low proteinuria; BMI: body mass index; MCD: minimal

change disease; FSGS: focal segmental glomerulosclerosis; DMP: diffuse mesangial

proliferation; ACEi: angiotensin converting enzyme inhibitor; NS: non-significant.
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Table 3. Cytokines and chemokines measurements in nephrotic patients according to

corticosteroid responsiveness and in age-matched healthy controls.

ELISA measurements SR Group SS Group Controls
(n=21) (n=12) (n=13)
Blood
TGF-B; (ng/ml) 10.8 [4.2-20.1]* 4.3 [2.6-6.2] 2.9[1.4-5.0]
IL-8/CXCLS8 (pg/ml) 210 [144-259] 282 [263-338] 259 [183-340]
MCP-1/CCL2 (pg/ml) 109 [92-125] 84 [59-217] 38 [9-355]
Urine
IL-8/CXCL8 (pg/mg cr) 20 [13-73] 38 [12-54] -
MCP-1/CCL2 (pg/mg cr) 97 [54-263] 115 [72-180] -
RANTES/CCLS (pg/mg cr) 26 [6-48] 30 [22-37] -

* p < 0.05 (steroid resistant patients vs. controls, Kruskal Wallis test).

Values are expressed as medians, 25% and 75% percentiles.

SR: steroid resistant; SS: steroid sensitive; TGF-f;: Transforming growth factor-3;; IL-

8/CXCLS: Interleukin-8; MCP-1/CCL2: Monocyte chemoattractant protein-1;

RANTES/CCLS5: Regulated on activation normal T-cell expressed and secreted; mg cr:

milligrams of creatinine.
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Table 4. Cytokines and chemokines measurements in nephrotic patients according to

proteinuria levels and in age-matched healthy controls.

ELISA measurements HP Group LP Group Controls
(n=18) (n=15) (n=13)
Blood
TGF-B; (ng/ml) 7.4 [3.4-20.1] 5.1 [3.0-6.2] 3.0[1.7-6.4]

IL-8/CXCLS8 (pg/ml)

MCP-1/CCL2 (pg/ml)
Urine

IL-8/CXCLS (pg/mg cr)

MCP-1/CCL2 (pg/mg cr)

RANTES/CCLS (pg/mg cr)

225 [125-267]

100 [92-200]

54 [15-73]*
95 [52-275]

19 [2-37]

272 [187-366]

100 [34-175]

16 [12-38]
127 [84-191]

31 [27-43]

259 [183-340]

42 [9-400]

* p < 0.05 (high proteinuria vs. low proteinuria, Mann Whitney test).

Values are expressed as medians, 25% and 75% percentiles.

SR: steroid resistant; SS: steroid sensitive; TGF-f;: Transforming growth factor-3;; IL-

8/CXCLS: Interleukin-8; MCP-1/CCL2: Monocyte chemoattractant protein-1;

RANTES/CCLS5: Regulated on activation normal T-cell expressed and secreted; mg cr:

milligrams of creatinine.
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Figure 1. Comparison between plasma TGF-f; levels in steroid resistant (SR, W),
steroid sensitive (SS,A) nephrotic patients and age-matched healthy controls
(Controls, ).

* p <0.05 (SR vs. controls, Kruskal Wallis test).
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Figure 2. Comparison between urinary interleukin 8 (IL-8/CXCLS) levels in nephrotic
patients with high proteinuria (HP, ®) and low proteinuria (LP, 4 ).

* p < 0.05 (Mann-Whitney test)
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Figure 3. Correlation between urinary interleukin 8 (IL-8/CXCLS) levels and 24-hour
proteinuria in patients with idiopatic nephrotic syndrome.

* p <0.05, r=0.558 (Spearman test).
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6 — COMENTARIOS FINAIS

O TGF-B atua localmente no tecido renal em vdrios tipos de nefropatias
progressivas, sendo descrito como um dos principais atores na proliferacdo da matriz
extracelular, estimulo de fibroblastos e fibrose tecidual (1, 2).

Na SN, estudos t€ém demonstrado aumento da expressdo e concentragdo de TGF-
B no tecido renal, o que foi descrito principalmente em pacientes com a forma
histolégica GEFS (3, 4, 5). Ressalta-se ainda que o aumento da expressdao dessa
citocina em modelos animais leva a glomerulosclerose (6). Acredita-se também que,
além da deposicio de matriz mesangial, o TGF- estimule lesdo tubular, com
transformacao mesenquimal (2).

Os resultados desse estudo mostraram niveis circulantes aumentados de TGF-3
em pacientes com SNCR, um grupo que caracteristicamente tem pior prognodstico. Esse
aumento parece ndo estar relacionado apenas ao tipo histolégico, visto que ambos os
grupos (SS e SR) tinham 50% dos pacientes com GEFS. Esses achados sugerem que
essa citocina pode ser um dos fatores associados a pior evolugdo observada nesses
pacientes.

O envolvimento de um fator de permeabilidade circulante na fisiopatologia da
SN foi sugerido por varios autores (7, 8, 9). Um candidato em potencial é a IL-
8/CXCLS, que foi detectada em niveis elevados no sangue de pacientes em recidiva (9,
10, 11). E proposto seu papel na permeabilidade protéica renal, como demonstrado em
estudos experimentais, nos quais foram detectados efeitos sob a MBG (9). Além disso,
a infusdo de IL8/CXCL8 em camundongos provocou proteinuria, efeito que pode ser

bloqueado ao adicionar anticorpos anti-IL8/CXCLS (9).
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No nosso estudo, IL8/CXCLS8 foi encontrada em niveis elevados na urina de
pacientes com proteinuria mais acentuada. Wada er al descreveu achado semelhante em
pacientes com recidiva de nefrite lipica e nefropatia por IgA (12). Nesse estudo, os
pesquisadores encontraram niveis normais na SNLM e GEFS, porém s6 foram
estudados pacientes em remissdao (12). A primeira descri¢do de aumento urindrio de
IL8/CXCL8 em pacientes com SN foi feita por Cho et al, que estudaram criangas com
SNLM durante as recidivas. Esses autores encontraram aumento dos niveis urinarios,
mas também séricos dessa quimiocina (13). No nosso estudo, entretanto, foram
estudados portadores de SNI com histologia variada, e niveis aumentados foram
encontrados na urina, com correlacio positiva com os niveis de proteintria. No plasma,
as concentragdes foram semelhantes entre os grupos. Isso pode sugerir uma agdo
predominantemente localizada da IL8/CXCLS no tecido renal, havendo possivel relacio
com 0 mecanismo da proteintiria.

Entender a fisiopatologia da SN ainda é um desafio. Achados diversos nos
campos da genética e imunologia sugerem uma sindrome multifatorial, tendo como
pilares alteragdes genéticas de podocitos, disfungdo do sistema imune e fatores
circulantes de permeabilidade (8, 14, 15). Esse espectro fisiopatolégico poderia
explicar a dificuldade de se desenvolver uma terapia definitiva, e a grande variabilidade
de quadro clinico e evolucdo, o que € caracteristico dessa doenga.

Os resultados desse estudo sugerem a participacdo do TGF-B e da IL-8/CXCL8
na fisiopatologia da SN, como descrito acima. Novos estudos deverdo ser realizados
para avaliar os efeitos desses achados em longo prazo, determinando o potencial dessas
proteinas como marcadores ou até mesmo como alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos. Esse tipo de descoberta poderia ajudar na decisdo terapéutica, visto que,

atualmente, a escolha do tratamento leva em consideracdo a apresentacdo e evolucio da
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doenca. O conhecimento prévio, desde o momento do diagndstico, se a doenga evoluird
de forma mais agressiva, levaria a equipe de saide a escolher opgdes terapéuticas
compativeis com essa informagao, beneficiando o paciente.

Finalmente, vale ressaltar que esse trabalho representa o inicio de uma linha de
pesquisa focada nas alteracdes imunoldgicas das doengas renais, com o intuito de trazer
informagdes que possam contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de evolucdo

dessas doencas, abrindo novas perspectivas para a terapéutica futura.
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ANEXO 1. PROTOCOLO DE TRATAMENTO DA SINDROME NEFROTICA
IDIOPATICA

Unidade de Nefrologia Pediatrica — Hospital das Clinicas — UFMG

(1) 4 semanas de prednisona (2mg/Kg/dia, max. 60mg/dia)

| }

Remissao Auséncia de remissao
4 semanas com mesma dose, (2) Ma resposta ao tratamento:
dias alternados Discussao do caso em
l reuniao conjunta
Retirada progressiva, l
50% por semana até 2,5mg * Pulso de metilprednisolona

em dias alternados ¢ Ciclofosfamida

¢ Ciclosporina
¢ Inibidores da enzima

Recidiva conversora de angiotensina
3 meses ou mais Durante a retirada progressiva
apos retirada da prednisona, ou até 3 meses
da prednisona apos retirada completa
Repetir esquema Esquema (1), porém manter
(1) a dose que mantém remissao
Auséncia de remissao Remissao

! !

. Mesma dose, dias alternados
Seguir esquema (2)
por tempo prolongado

!

Avaliar associacao com outros
medicamentos. Trocar prednisona
em caso de efeitos adversos graves.
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ANEXO 2. TERMOS DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO

(para pacientes portadores de sindrome nefrética e seus responsaveis)

Por meio deste termo de consentimento, informamos que estamos desenvolvendo
uma pesquisa no Hospital das Clinicas da UFMG para estudarmos uma substancia do
sangue e da urina chamada pelos médicos de fator de crescimento e transformacdo do
tipo beta (TGF-B) que pode participar da piora do funcionamento do rim que pode
ocorrer em criangas e adolescentes com sindrome nefrética. J4 se sabe que essa
substancia participa de uma série de doencas dos rins e do coracdo e também deve
participar do problema renal que surge nos pacientes com sindrome nefrética.

Este estudo quer, entdo, saber a quantidade de TGF-f3 que estd no sangue e na
urina das criancas e adolescentes com sindrome nefrética, tentando ver se isso tem
relacio com a forma da doencga (se é mais branda ou mais forte), a resposta ao
tratamento e a piora do funcionamento dos rins.

Os exames para determina¢do do TGF-B no sangue serdo coletados através de
puncdo de veia periférica realizada em jejum no dia de uma consulta agendada ou no dia
de coleta no laboratério. No mesmo dia, o paciente deverd trazer urina de 24 horas, que
também serd utilizada para dosagem do TGF-f. Estamos garantindo que a realizacdo
destes exames € gratuita, e sO serd autorizada apds assinatura deste termo de
consentimento pelo paciente ou por um de seus responsaveis.

Garantimos ainda que a identidade e a privacidade do paciente serd mantida. Os
resultados desse estudo somente serdo utilizados para aumentar os conhecimentos da
medicina.

Finalmente, serd resguardado o direito de recusa em participar do trabalho em
qualquer etapa do mesmo, sabendo-se que o paciente continuard a receber o tratamento
convencional para a sindrome nefrética, tendo assim garantida sua assisténcia médica.

Este estudo serd conduzido pelos Drs. Marcelo F. O. Souto, Maria Goretti M. G.
Penido e Ana Cristina Simdes e Silva, do Hospital das Clinicas da UFMG. H4 também
colaborag@o do Dr. Luiz Sérgio Bahia.

Eu, paciente que sofro de sindrome nefrotica, entendi tudo que foi explicado
sobre essa pesquisa e concordo em participar das coletas de sangue e urina para dosar
o0 TGF-f. Eu assinei e recebi uma copia deste termo de consentimento.

Eu, mde, (ou pai ou responsdvel) pelo paciente, entendi tudo que foi explicado
sobre a pesquisa e concordo que meu filho (ou minha filha ou outro grau de
parentesco) participe do estudo sobre a quantidade do TGF-f no sangue e na urina.
Dou meu consentimento para que seja coletado sangue e urina de meu filho (minha
filha ou outro grau de parentesco) para medir as quantidades de TGF-f. Confirmo que
meu filho (minha filha ou outro grau de parentesco) foi selecionado de forma
voluntdria para participar dessa pesquisa. FEu assinei e recebi uma copia dessa
autorizagdo.

Nome do paciente: Assinatura:
Nome do responsavel: Assinatura:
Grau de parentesco:
Data e local: Assinatura do pesquisador:
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TERMO DE CONSENTIMENTO
(para pacientes sauddveis e seus responsaveis)

Por meio deste termo de consentimento, informamos que estamos
desenvolvendo uma pesquisa no Hospital das Clinicas da UFMG para estudarmos uma
substancia do sangue e da urina chamada pelos médicos de fator de crescimento e
transformacdo do tipo beta (TGF-B) que pode participar da piora do funcionamento do
rim que pode ocorrer em criangas e adolescentes com doengas renais. Ja se sabe que
essa substancia participa de uma série de doengas dos rins e do coracdo e também deve
participar do problema renal que surge nos pacientes com uma doenga chamada pelos
médicos de sindrome nefrdtica. Essa doenga ataca muitas criangas e adolescentes e
pode levar a perda do funcionamento dos rins.

Este estudo quer, entdo, saber a quantidade de TGF-f que estd no sangue e na
urina das criangas e adolescentes com essa sindrome nefrética, tentando ver se isso tem
relacio com a forma da doencga (se é mais branda ou mais forte), a resposta ao
tratamento e a piora do funcionamento dos rins.

Sabemos que seu filho (ou sua filha) ndo tem problema de rins e € sadio. Mas,
gostarfamos de pedir autorizacdo para medirmos a quantidade da substincia chamada de
TGF-B no sangue de seu filho (ou de sua filha). Estamos querendo comparar a
quantidade de TGF-3 que tem no sangue de seu filho (ou de sua filha) com a quantidade
que tem no sangue de pacientes com sindrome nefrdtica.

O exame para determinagdo do TGF-B no sangue serd coletado através de
puncdo de veia periférica realizada em jejum no dia de uma consulta agendada ou no dia
de coleta no laboratério. Estamos garantindo que a realizacdo destes exames € gratuita,
e sO serd autorizada ap6s assinatura deste termo de consentimento pelo paciente ou por
um de seus responsaveis.

Garantimos ainda que a identidade e a privacidade do paciente serd mantida. Os
resultados desse estudo somente serdo utilizados para aumentar os conhecimentos da
medicina. Finalmente, serd resguardado o direito de recusa em participar do trabalho em
qualquer etapa do mesmo, sabendo-se que o paciente continuara a receber o tratamento
convencional, tendo assim garantida sua assisténcia médica.

Este estudo serd conduzido pelos Drs. Marcelo F. O. Souto, Maria Goretti M. G.
Penido e Ana Cristina Simdes e Silva, do Hospital das Clinicas da UFMG. H4 também
colaboragéo do Dr. Luiz Sérgio Bahia.

Eu entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em participar
das coletas de sangue e urina para dosar o TGF-f. Eu assinei e recebi uma copia deste
termo de consentimento.

Eu, mde, (ou pai ou responsdvel) pelo paciente, entendi tudo que foi explicado
sobre a pesquisa e concordo que meu filho (ou minha filha ou outro grau de
parentesco) participe do estudo sobre a quantidade do TGF-ff no sangue. Dou meu
consentimento para que seja coletado sangue de meu filho (minha filha ou outro grau
de parentesco) para medir as quantidades de TGF-S. Confirmo que meu filho (minha
filha ou outro grau de parentesco) foi selecionado de forma voluntdria para participar
dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia dessa autorizacdo.

Nome do paciente: Assinatura:
Nome do responsavel: Assinatura:
Grau de parentesco:
Data e local: Assinatura do pesquisador:
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HLA Class 1 Associations in Taiwamese Children with Steroid-Sensitive
Nephratic Syndrome

YH. Chiou!, LY. Wang®, HC. Fang?, K1 Chow®, HE Tan*

1 Kaohsisng Veterans Generd Hospital, Departmen t of Fediatrics, Kaohsisng, Taiwan

2Fayin University, Department of Medical Belnolopy, Kachsiung, Taiwan

*Kaohsiung Eterans ral Hospited, Department of Internal Medicine, Kaohsiung, Teiwan

A hang Jung Clristian University, Department of Health Care Adw inistration, Tainan, Teiwan

Objecrives of seady: There is strong evidence that steroid-semsitive nephmtic syndrome (S5MNS) Ea
primary immune disease. One of the mest important genetic factors that control the immune
response to foreign antigens resides within the buwman leukocyle antigen (HLAY Joci on the
chromasome 6. HLA associatiors have been frequently reported in chikiheod SSNS in varicus
population. The purpose of this smdy was to characterize the immunogenetic backgronnd of
childhed SSMNS in Taiwan.

Meshods: Sinty-six unrelated patients with S5N5 were studied. Their mean age of omset of the
disease was 3.5 years (range 1.3-12 yearz). Male to female waz 47 o 21. We determined the HLA
class I geme polymorphisme weing the polymerase chain meaction-sequence specific primer (PCR-
58P technique. The control group consisted of 475 unrelated healthy individuals from the same
geographical areas.

Fesults: The frequency of ALL B39, B48& Ba0, BAZ, CW4, and CWT were significantly higher in
SSMS patients compared to controls (652% vs 55.4%, 10.6% ve L7%, 45% va 1L1%, 53.0% va
30.9%, 22.7% va 9.5%, 21.2% va 7.6, and 60.6 va 31.2%, respactively; p=0.049, p<0.001, p=00028,
pe001, p=00001, pal001, and p=0.001 respectivelyy. Significant negative associations were
encotnterad with A2, Bag, and CW12 in S5MS patients as comparad o contrels (34, 8% v 50.0%,
O.0% va 23.4%, and &.1% v= 17 5%, respectively; p=0.014, p=0.008, and p=0.018, respectively).

i anclusions: Our data suggested that the immunogenetic backgmound of childhoed 8 SMS in Taiwan
wag different from that in cther populations. Enowledge of the genetic bazis of 35NS may have
important therapentic implications in these patients.

TE4 ()

Inflammatory Mediators in Pediatric Patients with Nephrotic Symdrome

M. Souto!, M. Teineira®, A. Titeira-Ir*, MG, Penido!, AC. Simoes & Silva’

T Federal University of Minas Gerais, Deparenent of Fediarics, Belo Hore onte, Brezd

Federal University of Minas Gerais, Deparimeni of Biochemisey and fmmunology, Belo
Horionte, Brazd

2 Federal University of Minas Gerais, Deparanent of Isermal Medicine, Relo Horizonse, Brazil

Background : Nephrotic syndrome (M5) is related to immunclogical factors and renal inflammatory
mechanisme. Many smdies showed that inflammatory mediabors, especially interlenkin-S (IL-8) and
monosyie chempartractant protein-1 (MCP-1), have a 1o in kidoey injury. Changes in their urine
eoncentration were found in lupus nephritis and IgA nephropathy. This, the aims of this smdy were
o evaluate IL-& and MCP-1 in sarum and urine samples of pediatric patients with primary M5 and
o verify the relation berween these measurements and protein excretion.

Meshods - Patients were divided acoording to ourrent 24-hour proteinuria into tao groups: lower
than 200 mg/24 bours (group 1, o=110 and higher than 200 mg/24 hours (group 2, n=14), Blood and
24-bour urine samples were collected and stored at -80 %C. IL-8 and MCP-1 wers measured by
ELIS A standard methods.

Resufes: Blood TL-% and MCP-1 did not differ betwesn the groups. Urinary [L-8 levels (pgfmg of
ereatinine) were significantly elevated in patients of group 2 when compared o group 1
(SL0ELD ET e, 20.482524, pa03). Although group 2 aleo exhibited higher values of urinary
MCP-1 (223346644 pg'mg creatining) than group 1 (151143164 pg'myg creatinine), they did
reach statistical difference.

Canclusion: The inflammatery process in N5 seems o be a lecal phenomencn, since blood levels
of these chemokines were similar in all groups. Mareover, our findings showed a relation between
IL-§ and the presence of proteinuria and suggested a mle for this local inflammatery mediater in
diseame activiry.

[ERI

Chemaokines and Cytokines durln;.-, Ihe Development of Murine Lupus Nephritis
K. Silvein!, AC. Simes ¢ Silva®, M. Teize

Vederal University of Minas Gerais, qurmn.'.'lr of Biochemisiry and Immunclogy, Belo
Harizonte,
Feideral University of Minas Gerais, Deparenent of Pediairics, Bele Horizente, Brasil

Background: Littke & known regarding the temporal ssquence of the infrarenal generation of
chemokines and cytokines of their relatiorships to renal dysfunction in lupus nephritis. Thus, to
examine inflammatory respones during the development of lupus nephritis we have usad NZE'W
Fl fernale mice a5 a model of lupus nephritis.

e dvoels: NE W F1 fernale mice were distributed inbo three experimental g,rnupa =3 par. ZIops
according o age: 3, 4.5 and & months. At specific time-point for each group, 24-hour urine and
blood samples were collectsd to detarmine proteinuria, cemolality and creatinine levels. After
sacrifice, kidneys were removed 1o measire chemokines and cytokines levels by ELISA (pg/100 mg
of tissue).

e sules: Urinary flux was significandy lower at 4.5 than at 3 and 6 montte. A significant reduction
in creatinine clearance and an increase in proteinuria were detected at 4.5 and & months when
compared to 3 months. No significantly changes were observid in serm and urinary osmelality.
Regarding inflammation, MCP-1 significandy increased at 4.5 (262.7+50.5) and remained elevated
at & months (3346487 7) when comparsd to 3 months valoes (2066437 9. KC was also higher at
& than at 3 months (715, 1£147 8 vs. 49113826, p<0.05). THF: increased in mice at 6 when
compared to 3 monthe (1201543214 va. 689, 141967, p=0.03). No differences were observed for
MIP, RANTES and IL-10.

Conclusion: Our smdy showed imperiant differences in renal chemckines and cytekines during
lopus nephritis and indicatsd that the knowledge of this immone netwerk and its temyporal
regulation is a requirement for new therape utic strategies.

755 (P)

The Characteristics of IgA Nephropalln Detected in School Urinary Screening
¥ Park!, J. Chail, M. Park!, 5. Kim', ¥ Kim®

Tungnam raity, Deparment of Pediawics, Daepu, South Korea

Rungnam University, Deparement of Pathology, Dacgu, South Korea

IgA nephropathy (IgAM) & cne of common types of glomemlonephritis in children. However,
progression e ESRD in patients with IgAM is ot as rare as ariginally thought. In Korea, school
uriary screening {SUS) program, an useful tool to find out abpormal urinary findings, initiated in
1998, TgAN was the moat commaon histopathological change in children with isclated hemahiria
and/or proteinuira in 3US. We studied o clarify the clinical and pathologic characteristics of Igd
nephropathy detected by SUS in Korea. We investigated 35 patients (sympiomatic group=14 vs
SIS group=21) had teen diagnesed with IgAN following renal biopsy at the Yeungnam Univ.
Hospital between May 1998 and May 2004, Thesa patients were analyzed clinical nature, laboratory
data and histopathelogic findings (Haas classification in LM) and progress, retrospectively.

Their mean age were 10.3£2.5 and 9536, respectively, at the ime of kidney biopsy. Gross
hemahuria and edema api to be common in symptomatic group, There were no significant difference
in serum IgA level. estimated Cor. 24-hours protein amount, light micrescopic class and elacron
microscopic findings between two groups. Mezangial IgA deposition was significantly more inlerse
in symiptomatic group with gross hematuria. In addition to T4 deposition in capillary and immuna
dense deposition in intramembrane is significantly common in symptomatic group with nephrotic
range proteinuria. However, progression to chronic renal failure was not noted in both groups
during 32.2428.8 and 24.8411.2 months respectively. Also there were no difference in outcomea
according to treatment medalities. A longer follow-up period i needed o obtain mers information
on progression of IgAN with nephritic range proteinuria by disclesing IgA deposition in capillary
and immunedens: deposition in intramem brana.
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