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Resumo

A Doenga Renal Cronica (DRC) ¢ um grave problema de satde publica cuja prevaléncia
tem aumentado nos ultimos anos. Apresenta carater progressivo e estd associada a
elevada morbidade e mortalidade. Inimeros fatores estdo associados a instalagdo ¢
progressdao da DRC, tais como obesidade, hipertensdo arterial e diabetes mellitus. Além
desses fatores, existem evidéncias de inflamag¢do na fisiopatologia da DRC. Diversas
citocinas e quimiocinas tém sido detectadas no plasma e urina de pacientes em estagios
precoces da DRC e também relacionadas as complica¢des da doenga. A expressao desses
mediadores e a lesdao renal sofrem interferéncia de firmacos como inibidores de enzima
conversora de angiotensina, estatinas e antagonistas de receptores de citocinas. A
modulagdo da resposta imuno-inflamatoria pode se tornar alvo para tratamento da DRC.
O objetivo dessa dissertagao foi estudar de forma pormenorizada o perfil inflamatério da
doenca renal cronica na populagdo pediatrica, portadora de DRC, assistida em um servigo
terciario de Belo Horizonte bem como realizar revisdo sistematica e resumir as evidéncias
cientificas do papel da inflamagdo na DRC, destacando-se os efeitos de citocinas e

quimiocinas.

Palavras-chave: citocinas; quimiocinas; inflamag¢ao; doenga renal cronica.



Abstract

Chronic Kidney Disease (CKD) is a serious public health problem whose prevalence has
increased in the last few years. Its progression is associated with high morbidity and
mortality. Several factors are associated with the onset and progression of CKD, such as
obesity, hypertension and diabetes mellitus. Beyond these factors, there is evidence of
inflammation in the pathophysiology of CKD. Several cytokines and chemokines have
been detected in plasma and urine of patients at early stages of CKD as well as were
related to CKD complications. The expression of these mediators and renal injury may
be influenced by drugs such as angiotensin converting enzyme inhibitors, statins and
antagonists of cytokine receptors. The modulation of immune-inflammatory response can
become a target for the treatment of CKD. The aim of this dissertation was to conduct a
detailed study of the inflammatory profile of chronic kidney disease in the pediatric
population with this condiction, treated at a tertiary service in Belo Horizonte, as well as
to perform a systematic review and summarize the scientific evidence of the role of

inflammation in CKD, highlighting the effects of cytokines and chemokines.

Key words: cytokines; chemokines; inflammation; chronic kidney disease.
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NOTA EXPLICATIVA

A apresentacdo da presente dissertacdo foi organizada sob a forma de artigos
cientificos, de acordo com a resolu¢do 03/2010 aprovada pelo Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Satide — Area de Concentra¢io em Saude da Crianca e do
Adolescente, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais,
disponivel em
http://www.medicina.ufmg.br/cpg/programas/saude crianca/arquivos/Resolucao(03-
2010.pdf.

O primeiro artigo consiste em uma revisao da literatura sobre o papel da inflamacao,
mediada por citocinas e quimiocinas, no estabelecimento e progressao da Doenga Renal
Cronica (DRC). O segundo artigo avalia os niveis urinarios da proteina quimiotaxica para
monocitos do tipo 1 (MCP-1/CCL2), interleucina 8 (IL-8/CXCL8) e do fator de
crescimento e transformagdo do tipo betal (TGF-f1) em criangas e adolescentes com
DRC, em acompanhamento na Unidade de Nefrologia Pediatrica do Hospital das Clinicas

da Universidade Federal de Minas Gerais.

As referéncias bibliograficas estdo dispostas ao final de cada artigo ou secdo,
conforme as normas de Vancouver (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication -

www.ICMIJE.org).
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1. INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) ¢ atualmente definida pela presenca de lesdo renal, por
periodo superior a trés meses, caracterizada por anormalidades estruturais ou funcionais
do rim, com ou sem alteracdes do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) ou por um RFG
inferior a 60 ml/min/1,73 m?, também em periodo superior a trés meses, independente de
lesdo renal (1). A lesdo renal ¢ definida como anormalidade funcional ou estrutural do
rim, sendo diagnosticado a partir de alteragdes na composi¢cdo do sangue ou da urina ou
nos exames de imagem. A DRC ¢ uma sindrome clinica decorrente da lesdo renal
progressiva e inexoravel, de etiologia diversificada e classificada em estagios 1 a 5, de
acordo com a gravidade da queda da fun¢do renal, correspondendo o estagio 5 a faléncia

renal (1).

A DRC tem aumentado, de forma epidémica, sobretudo em fun¢dao do aumento
global na prevaléncia das principais causas de DRC como hipertensao arterial sist€émica
(HAS), diabetes mellitus (DM) e obesidade (2-4). Associado a isso, o numero de
pacientes com DRC terminal, que necessita terapia dialitica ou transplante renal, também
tem aumentado significativamente nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (4).
O evidente aumento da incidéncia e prevaléncia da DRC ¢ mais importante nos adultos
devido a estreita relagdo entre a DRC e as co-morbidades cronico-degenerativas, como o
DM e HAS, comuns nesta populacdo (4). No entanto, o aumento também ¢ percebido na
populacdo pediatrica (5). O nimero absoluto de criancas e adolescentes, portadores de
DRC, ¢ muito inferior ao numero total de doentes renais; apesar disso, constitui um grupo
de relevante enfoque pelo significativo impacto sobre o crescimento e o desenvolvimento,

além das outras complicacdes inerentes a doenca renal (5). Os dados sobre a DRC na
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faixa etaria pediatrica sdo escassos e limitados pela influéncia da sub-notificag¢ao. Estudos
internacionais permitem supor que a incidéncia anual de DRC terminal (estagio 5) nas
criangas esteja entre cinco e 15 pacientes por milhdo de populacdo infantil (pmpi) e a sua
prevaléncia entre 22 e 62 pmpi (6-8). De maneira geral, na populagdo adulta, estudos
sugerem que a prevaléncia de pacientes com DRC em estagios precoces (1 a 4) seja 50

vezes maior do que a prevaléncia da DRC terminal (9).

As taxas de DRC terminal elevam-se com a idade tanto na populagdo adulta
quanto na pediatrica (8, 10). Na infancia, a DRC apresenta diferentes etiologias que
apresentam incidéncias e prevaléncias varidveis, entre os paises, sugerindo diferencas
ambientais, comportamentais e genéticas (8, 11-12). As causas da DRC em criancgas e
adolescentes diferem daquelas detectadas nos adultos. As causas congénitas de
malformagdes do trato urinario responsabilizam-se por elevado porcentual dos casos de
DRC na infancia seguidas pelas doengas glomerulares. Os dados de nossa Unidade de
Nefrologia Pediatrica (13-14) mostram consisténcia com os relatos de literatura, nos quais
predominam as uropatias e as glomerulopatias como principais causas de DRC nesta

populagdo (15-16).

A DRC usualmente progride, de forma persistente e inexoravel, quando a lesdo
renal ja se estabeleceu. A progressao da lesdao mantém-se mesmo quando a doenga inicial
permanece inativa (17). Os mecanismos de lesdo renal progressiva incluem a ativagio do
sistema renina-angiotensina (SRA), acdo de fatores hemodinamicos (hipertensdo,
hiperfiltracdo e consequente sobrecarga glomerular), proteinuria, perda de poddcitos,
dislipidemia, fatores predisponentes genéticos ou relacionados ao baixo nimero de
néfrons e a acdo de mediadores imuno-inflamatorio tais como citocinas e quimiocinas
(18). As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular secretadas pelos leucocitos e

outros tipos celulares que atuam como mensageiros do sistema imune. As interleucinas
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(IL) sdo citocinas que agem em outros leucdcitos e as quimiocinas sdo citocinas que
exercem fundamentalmente a funcdo de quimiotaxia para leucdcitos e células
inflamatorias (19). A movimentacdo é propriedade fundamental das células imunes e as

quimiocinas sdo importantes facilitadoras desse processo (20).

Diversos autores relataram relagdo entre a DRC e inflamagdo (21-23).
Mecanismos variados de inflamacgdo e fibrose, ativados apods a injuria renal inicial,
parecem ser os principais responsaveis pela lesdo renal progressiva (24-27). A via final
comum da DRC ¢ caracterizada pela progressiva fibrose intersticial, lesdo capilar
peritubular por hipdxia e perda de funcionamento dos néfrons por esclerose glomerular e
atrofia tubular (28). Nesse processo fisiopatoldgico de progressao da lesdo renal tem sido,
cada vez mais, detectada a participacdo dos mecanismos inflamatorios (21). As
evidéncias apontam para a ativagdo do sistema imune tanto em estagios iniciais quanto
em estagios tardios da DRC (23, 29-30). Existem evidéncias da participagdo de citocinas
€ quimiocinas no estabelecimento e na progressao da lesdo renal, independente de sua

origem (31-38).

O papel da resposta imune-inflamatdria, apesar de fortemente sugerido, ainda ndo
¢ totalmente conhecido na populagdo portadora de DRC, principalmente, no que concerne
a populacdo pediatrica. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar, em
criangas e adolescentes portadores de DRC, os niveis urindrios da proteina quimiotéxica
para mondcitos do tipo 1 (MCP-1/CCL2), da interleucina-8 (IL-8/CXCLS) e do fator de
transformagdo de crescimento do tipo beta (TGF-B), mediadores inflamatorios com

potencial envolvimento na instalagdo e evolucdo da doenga renal (35, 39-42).
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Resumo

A Doenga Renal Cronica (DRC) ¢ um grave problema de satde publica cuja prevaléncia
tem aumentado nos ultimos anos. Apresenta carater progressivo e estd associada a
elevada morbidade e mortalidade. Inimeros fatores estdo associados a instalagdo ¢
progressdao da DRC, tais como obesidade, hipertensdo arterial e diabetes mellitus. Além
desses fatores, existem evidéncias de inflamag¢do na fisiopatologia da DRC. Diversas
citocinas e quimiocinas tém sido detectadas no plasma e urina de pacientes em estagios
precoces da DRC e também relacionadas as complica¢des da doenga. A expressao desses
mediadores e a lesdao renal sofrem interferéncia de firmacos como inibidores de enzima
conversora de angiotensina, estatinas e antagonistas de receptores de citocinas. A
modulagdo da resposta imuno-inflamatoria pode se tornar alvo para tratamento da DRC.
O objetivo deste artigo de revisao foi resumir as evidéncias cientificas do papel da

inflamac¢ao na DRC, destacando-se os efeitos de citocinas e quimiocinas.

Palavras-chave: citocinas, quimiocinas, inflamag¢ao, doenga renal cronica.
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Abstract

Chronic Kidney Disease (CKD) is a serious public health problem whose prevalence has
increased in the last few years. Its progression is associated with high morbidity and
mortality. Several factors are associated with the onset and progression of CKD, such as
obesity, hypertension and diabetes mellitus. Beyond these factors, there is evidence of
inflammation in the pathophysiology of CKD. Several cytokines and chemokines have
been detected in plasma and urine of patients at early stages of CKD as well as were
related to CKD complications. The expression of these mediators and renal injury may
be influenced by drugs such as angiotensin converting enzyme inhibitors, statins and
antagonists of cytokine receptors. The modulation of immune-inflammatory response can
become a target for the treatment of CKD. The aim of this review article was to
summarize the scientific evidence of the role of inflammation in CKD, especially the

effects of cytokines and chemokines.

Key words: cytokines, chemokines, inflammation, chronic kidney disease
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Introducio

A Doenca Renal Cronica (DRC) tem aumentado, de forma epidémica, sobretudo em
funcdo do aumento global na prevaléncia das principais causas de DRC como hipertensao
arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM) e obesidade (1-3). Associado a isso, o
niamero de pacientes com DRC terminal, que necessita terapia dialitica ou transplante
renal, também tem aumentado significativamente nos paises desenvolvidos e em

desenvolvimento (3).

Recentemente, tem-se considerado o papel da inflamagao subclinica na progressao
das doengas cronico-degenerativas (4-5). A inflamacdo € um processo fisioldégico em
resposta a diferentes estimulos como infecgdes, alteragdes fisico-quimicas e antigénicas
ou danos traumaticos. A resposta inflamatdria necessita ser precisamente regulada, uma
vez que deficiéncias ou excessos dessa resposta estdo diretamente relacionados com
mortalidade e morbidade (6). Nesse contexto, existem evidéncias de ativagdo do sistema
imune em estagios precoces e tardios da DRC (7-9). Por outro lado, alguns estudos
sugerem uma relagdo negativa entre niveis circulantes de mediadores de inflamagao e o
estagio da doenga (8). Sabe-se também que, em pacientes portadores de DRC terminal
ou nao, a presenca de inflamagao ¢ um fator preditor independente de mortalidade (5, 10-

12).

Ha que se considerar também que a doenga cardiovascular (DCV) €, atualmente,
a principal causa de morbidade e mortalidade em portadores de DRC (5, 11, 13). Estudos
mostram que a inflamacdo aumenta o risco cardiovascular e a mortalidade dos pacientes
com DRC terminal (11-12). Postula-se ainda que os fatores de risco tradicionais para a
DCV tais como HAS, DM, dislipidemia e obesidade ndo seriam suficientes para elevar

de tal forma a incidéncia de complicagdes cardiovasculares nos pacientes com DRC
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terminal (14). Sendo assim, o processo inflamatdrio, associado aos efeitos do estresse
oxidativo, da resisténcia a insulina e da disfuncao endotelial sdo considerados fatores de

risco para DCV nos pacientes com DRC (15).

A via final comum da DRC ¢ caracterizada pela progressiva fibrose intersticial,
lesdo capilar peritubular por hipoxia e perda de funcionamento dos néfrons por esclerose
glomerular e atrofia tubular (16). Nesse processo fisiopatoldgico de progressao da lesdao

renal tem sido cada vez mais detectada a participacdo dos mecanismos inflamatérios (17).

Este artigo de revisao tem por objetivo resumir as evidéncias cientificas referentes
ao possivel papel de mediadores imuno-inflamatorios na fisiopatologia da DRC, com
énfase em algumas citocinas € quimiocinas com potencial envolvimento na instalacao e
evolucdo da doenca renal, tais como o fator de transformagao de crescimento do tipo beta
(TGF-B), a proteina quimiotédxica para mondcitos do tipo 1 (MCP-1/CCL2) e a

interleucina-8 (IL-8/CXCLS).

Citocinas e Quimiocinas

Citocinas sao proteinas soluveis, de baixo peso molecular, secretadas pelos leucdcitos e
outras células do organismo, principalmente em resposta a estimulos antigénicos, que
atuam como mensageiros do sistema imune. As citocinas podem receber denominagdes
especificas que se referem ao tipo celular que predominantemente as sintetizam e aos seus
mecanismos de acdo. Sendo assim, as citocinas predominantemente sintetizadas por
fagocitos mononucleares sdo denominadas monocinas, enquanto as produzidas
principalmente por linfécitos sdo linfocinas. Citocinas que agem em outros leucécitos

sdo denominadas interleucinas (IL). As ILs estdo envolvidas na resposta e na
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apresentacao de antigenos, principalmente pelos linfocitos T auxiliares (18). As citocinas
com fun¢do de controlar o trafego basal e inflamatorio de leucocitos por meio de
quimiotaxia sdo chamadas de quimiocinas, ou seja, citocinas quimiotaxicas. (18). A
movimentagdo ¢ propriedade fundamental das células imunes e as quimiocinas sdo
importantes facilitadoras desse processo. Além da quimiotaxia, as quimiocinas
apresentam efeito pro-angiogénico e promovem degranulagdo de leucdcitos. Dessa

forma, a resposta imune final consiste em uma combinagdo de fungdes biologicas (19).

As duas principais familias de quimiocinas sdo as CC quimiocinas, dotadas de
dois residuos de cisteina adjacentes e as CXC quimiocinas, dotadas de residuos de cisteina
separados por um aminodcido (18). As quimiocinas podem ser classificadas em
induziveis, quando sua sintese ¢ estimulada por qualquer fator que altere a homeostase
celular; e em constitutivas, que sdo responsaveis pelo trafico leucocitario basal e pela

formagdo da arquitetura de 6rgaos linfoides secundarios (4).

Inflamacao e Doenca Renal Cronica

A ativacdo do sistema imune, decorrente da injuria tecidual, quando ocorre de forma
exacerbada, com aumento excessivo da expressdo de citocinas e quimiocinas, pode
favorecer a instalacdo e a progressio de doengas (4). A exacerbagdo da resposta
inflamatoéria leva a perda de tolerancia periférica aos componentes dos proprios tecidos,
que se tornam antigénicos e desencadeiam inflamacgdo local (20). A estimulagdo
imunoldgica ¢ continua e o processo se prolonga até completa destruicao tecidual (21).
Assim, em consequéncia da ativacdo inicial, as citocinas agem sobre as células alvo, que
podem estar localizadas em qualquer compartimento do corpo, levando a diferentes

processos moérbidos tais como a DRC.
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A inflamacao € prevalente em pacientes portadores de DRC e progride na medida
em que a lesdo renal segue rumo a sua fase terminal (22-23). A prevaléncia da inflamagao
em pacientes com DRC tem variado entre as populagdes (24). Em aproximadamente 30-
60% de todos os pacientes portadores de DRC nos Estados Unidos (EUA), Canada e
paises europeus sdo encontrados niveis aumentados de marcadores imunoinflamatorios
a0 passo que, nos pacientes provenientes de paises asiaticos, observa-se baixa prevaléncia
de inflamagdo. Acredita-se assim que fatores genéticos, ambientais e culturais como o

habito alimentar influenciem no perfil inflamatorio (11-12, 25).

E bem estabelecida a relagio entre desnutrigdo, inflamagdo e aterosclerose (10,
23) e a DRC. No entanto, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo foram
totalmente elucidados. A ativacdo do sistema imune estimula as vias efetoras de injuria
do tecido renal (19, 26). A inflamag¢ao desencadeia mecanismos de agressao ao tecido
renal, determinando o comprometimento da fun¢do do orgdo, além de induzir
mecanismos mantenedores desse processo (24). A deterioragdo da fungao renal tem sido
associada ao aumento dos niveis séricos de citocinas € de seus receptores soliveis nos
diferentes estagios da DRC (15, 27). As citocinas, ao interagirem com receptores de alta
afinidade, localizados na membrana celular, regulam a transcricdo de iniimeros genes e

levam a modifica¢des do comportamento da célula (28).

O estado inflamatorio cronico se associa a elevagao dos niveis séricos de proteinas
inflamatorias de fase aguda como a proteina C reativa (PCR) e de uma variedade de
citocinas. Dentre as citocinas pro-inflamatorias envolvidas na fisiopatologia da doenca
renal destacam-se a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) (29). Além disso, a citocina pro-fibrotica TGF-B, produtos
plasmaticos do sistema enzimatico como os componentes do sistema complemento e da

coagulagdo, prostaglandinas, leucotrienos e mediadores vasoativos participam do
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processo de progressao da lesdo renal (16, 30). Esses mediadores modulam a disfuncao
endotelial, adesdao e migragdo das células circulantes do sistema imune (monocitos,
leucocitos ou neutréfilos) para o intersticio, além da ativagdo dos fibroblastos residentes

(16-17).

Na populagdo adulta, evidéncias de ativacdo do sistema imune sdo observadas em
estagios precoces da DRC (8-9). Niveis elevados de PCR foram associados a todas as
causas de mortalidade em pacientes nos estagios 3 e 4 de DRC (31-32). Foi também

detectada associagdo entre os niveis de PCR e citocinas pro-inflamatorias, especialmente

IL-6 (33-36).

Em criangas portadoras de DRC, secundaria as mais diversas causas, a excre¢ao
urinaria de endotelina (ET-1), TGF-f1 e do fator de crescimento endotelial vascular
(FCEV) mostrou-se significativamente elevada em relagdo aos controles pareados (37).
O aumento da excrecao desses mediadores correlacionou-se com a diminuigao da taxa de
filtragdo glomerular (TFG) e foi mais evidente nos pacientes com nefropatia obstrutiva,

refletindo o impacto da lesao tubulo-intersticial sobre a fungao renal global (37).

Obesidade, DRC e inflamacao

A obesidade ¢ um fator de risco independente para DRC. Pacientes norte-americanos
obesos tém risco quatro vezes maior de desenvolver DRC que pacientes ndo obesos e,
nesta mesma populacgdo, a hipertensio responde por 25% dos casos de DRC (38). Sabe-
se que a obesidade induz alteragdes fisiopatoldgicas que contribuem para a lesdo renal
(2). O acumulo de lipides nos macrofagos pode alterar o fenotipo dessas células e
favorecer o surgimento de um ambiente pro-inflamatorio responsavel pelas modificagdes

fisiopatologicas do rim associadas a obesidade (2). Eddy ef al. mostraram que o aumento
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da expressdo do inibidor da ativagdo do plasminogénio-1 (PAI-1), induzido no tecido
adiposo e nas células glomerulares de pacientes obesos, ¢ fator de risco independente para
lesdo renal por diminuir a degradagdo de matriz protease-dependente e interferir com a

migragdo celular (39).

Outro mecanismo provavelmente envolvido no desencadeamento da DRC, em
pacientes obesos, ¢ a formagdao aumentada de espécies reativas de oxigénio (40). Os
niveis elevados de colesterol podem estimular a produgdo de superoxido que, por sua vez,
contribuem para a disfuncao renal observada em pacientes obesos (40). O aumento dos
radicais superoxido pode elevar a producdo enddgena da enzima superdxido desmutase e
induzir, consequentemente, lesdo renal por meio da redug¢do da biodisponibilidade de
oxido nitrico (41). O estresse oxidativo, a inflamacao e a disfuncdo endotelial secundaria
favorecem a instalagdo e a progressao DRC (42). Knight ef al. mostraram que tanto a
sinvastatina, uma estatina, quanto o 4-hidroxi-tempol, uma substincia com a¢ao similar
a enzima superdxido desmutase, apresentaram efeitos anti-oxidantes através da
diminui¢do da produgdo de 8-isoprostano em modelo animal de hipertensao e obesidade
(42). Esses autores verificaram também que somente o tratamento com 4-hidréxi-tempol,
e ndo com sinvastatina, promoveu redu¢dao da excrecao urindria da quimiocina MCP-
1/CCL2, sugerindo um efeito renoprotetor adicional desta substancia pela modulag¢do do

processo inflamatdrio local em animais com obesidade e hipertensao (42).

Sistema renina-angiotensina (SRA), DRC e inflamacao

O SRA exerce papel central nos processos de sinalizagdo intracelular das citocinas
possivelmente modulando a resposta inflamatdria associada a progressao da doenca renal

e a susceptibilidade para a disfunc¢do cardiovascular (16). Polimorfismos genéticos do
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SRA e de citocinas podem determinar expressdo alterada de citocinas inflamatorias e,
consequentemente, promoverem a progressdo da doenga renal e o surgimento de
alteragdes cardiovasculares em pacientes com DRC (24). Estas variagdes genéticas
podem ser as responsaveis pelas diferengas observadas na progressao das disfungdes renal

e cardiovascular no paciente com DRC (16, 24, 43-44).

Para exemplificar a interagdo entre alteracdes genéticas do SRA e modulagdo da
expressao de citocinas, Yvan-Charvet ef al. detectaram aumento do RNA mensageiro
para TNF-q, IL-6 e IL1-f no tecido adiposo de camundongos com superexpressdao do
angiotensinogénio (45). Além disso, ja foi mostrado que a Angiotensina (Ang) II € capaz
de ativar células tubulares ou glomerulares e induzir a liberagao de TGF-, MCP-1/CCL2
e “regulated on activation normal T cell expressed and secreted” RANTES/CCLS (46).
O SRA participa ativamente da regulacao do tonus vasomotor e da proliferagao celular,
podendo afetar a fungdo e estrutura renais, bem como promover alteragdes
cardiovasculares (47). Ensaios experimentais e¢ estudos de intervencdo na DRC tém
mostrado que tanto a inibigdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) quanto o
bloqueio dos receptores angiotensinérgicos do tipo 1 (AT1) retardam a progressao da
doenca renal nao so6 por controlarem a HAS como também por exercerem efeitos anti-
inflamatorios, anti-proliferativos a anti-oxidativos (47-49). O tratamento com
antagonistas de aldosterona também tem mostrado efeitos benéficos sobre a fungdo renal
por meio da modulacdo de mediadores da fun¢do podocitaria, do TGF-B1, do PAI-1 e de

espécies reativas de oxigénio (50-51).

Os tratamentos com inibidores da ECA e com bloqueadores do receptor AT1 da
Ang-II preveniram e/ ou atenuaram a regulacdo para cima de diversos genes pro-
inflamatorios em modelo experimental de nefrectomia sub-total (46). A redugdo dos

niveis de TGF-B1 em modelo animal, em pacientes transplantados renais e em portadores
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de nefropatia diabética também tem sido descrita ap6s uso destas drogas (52). Amann et
al. mostraram que o uso de inibidor de ECA, em diabéticos tipo 2 portadores de
nefropatia, reduziu os niveis urinarios de MCP-1/CCL2 e determinou melhora da fungdo
renal (53). O bloqueio da Ang I também se mostrou capaz de reduzir excregdo urinaria
de albumina oxidada, sem alterar a excrecdo urindria total de proteinas e os niveis
pressoricos (45). A excrecdo urindria de albumina oxidada correlacionou-se
positivamente com os niveis urinarios de MCP-1/CCL2 refor¢gando a importancia da

interacdo entre inflamacao e estresse oxidativo na progressao da DRC (54).

Inflamacao na Nefropatia Obstrutiva

A nefropatia obstrutiva pode lesar o tecido renal mesmo apos alivio do processo
obstrutivo, produzindo fibrose intersticial e atrofia tubular (55). Em geral, as lesdes
permanentes se devem a apoptose tubular e fibrose renal. A apoptose de células tubulares

renais e a fibrose sao mediadas por citocinas tais como o TGF-B1 (55) e o TNF-a (56).

Trés processos sao fundamentais para a lesao renal obstrutiva: a morte celular por
apoptose e outras formas, a inflamacdao e a fibrose intersticial (57). O estiramento
mecanico dos tubulos dilatados por obstrucao ao fluxo de urina promove apoptose ou
transi¢do epitélio-mesenquimal das células epiteliais tubulares. As células epiteliais
lesadas produzem regulagdo para baixo do fator de crescimento epidermal (58) e ativam
o SRA. Essas duas alteragdes estimulam a expressdo do TGF-B1 e a geragdo de espécies
reativas de oxigénio, que, por sua vez, levam ao recrutamento de macrdofagos intersticiais
e a producao de MCP-1/CCL2, moléculas de adesdo e TNF-a (57). Esta sequéncia de
eventos resulta em atrofia tubular e lesdo de capilares peritubulares e glomérulos (53, 57).

Além disso, alteracdes fenotipicas transformam células epiteliais em miofibroblastos, que
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promovem fibrose intersticial através da expansao da matriz extracelular (57). O resultado
final ¢ a perda progressiva de todas as estruturas do néfron, conforme mostrado na Figura

1.

Figura 1

O aumento da producdo tubular de TGF-B1 contribui significativamente para a
fibrose tibulo-intersticial por meio de ativagdo do fator nuclear de transcricdo NF-«xB e
conseqiiente deposicdo de matriz extracelular (59). A atividade do NF-«kB ¢ também
estimulada pela albumina, o que explica a correlagdo entre a proteintria, inflamagao
tubulo-intersticial e fibrose renal (59). Em modelo experimental de obstrucdo ureteral
unilateral, a inibicdo da ECA ou o bloqueio do receptor AT; atenuam a lesdo renal,

evidenciando o papel da Ang Il na progressao da DRC nas nefropatias obstrutivas (60).

Inflamac¢ao nas Glomerulopatias

A relagdo entre glomerulopatia e inflamagdo estd bem estabelecida na literatura (8, 15,
22, 54, 61). As doencgas glomerulares determinam deterioracdo mais rapida da fun¢do
renal quando comparadas a outras etiologias de DRC (62-63). Todos os tipos celulares,
presentes no glomérulo, contribuem para a progressdo da lesdo glomerular (64).
Inicialmente, a inflamag¢do induz agregacdo plaquetaria e infiltracdo leucocitéria.
Posteriormente, ha um influxo de linfocitos e macrofagos mediado pelo aumento da
produgdo de citocinas e quimiocinas, oriundas tanto das células infiltrativas quanto das

células glomerulares intrinsecas (64). As células mesangiais podem ser ativadas por
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processos imunologicos e apresentarem consequente alteragao fenotipica, transformando-
se em fibroblastos capazes de liberar proteases, citocinas e mediadores oxidativos (28),
tais como IL-1, MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS5, fator de crescimento derivado de
plaquetas, o6xido nitrico, TGF-B (46, 65). Tais mudancgas fenotipicas das células alvo
participam da glomeruloesclerose e da fibrose tubulo-intersticial. A lesdo das células
endoteliais também contribui para a glomeruloesclerose (26, 66) por meio de aumento da
expressao de PAI-1 moléculas de adesdo intracelular-1 (ICAM-1), IL-1, TNF-a, IL-
8/CXCL8 e MCP-1/CCL2 (67-68). Dessa forma, a via final comum da DRC secundaria
as glomerulopatias também ¢ caracterizada pela fibrose intersticial progressiva, lesdo
capilar peritubular por hipdxia e perda de funcionamento dos néfrons por esclerose

glomerular e atrofia tubular (16) (Figura 1).

Existem evidéncias clinicas e experimentais que corroboram o papel das citocinas

€ quimiocinas na instalagdo e progressao da DRC nas doencas glomerulares (69-70).

Em modelo animal de glomerulopatia, Border et al. mostraram papel do TGF-1
na proliferacao celular mesangial e posterior instalacdo da fibrose (71). Varios estudos
mostraram que o uso de antagonista de receptor de IL-1 melhora a lesao renal em modelo

experimental de glomerulopatia crescéntica (69, 72-73).

Em relagdo as evidéncias clinicas, Honkanen ef al. mostraram excre¢ao urinaria
elevada de TGF-B1 em pacientes com glomerulopatia membranosa, a correlagao positiva
dos niveis desta citocina com indices morfoldgicos de cronicidade e sua diminui¢do apds
tratamento imunossupressor (74). Expressdo aumentada de TNF-o foi detectada em
crescentes e em células epiteliais tubulares de pacientes portadores de glomerulopatias
proliferativas (75-77). A expressdo de IL-1 também se mostrou aumentada na

glomerulopatia crescéntica humana e experimental (70, 76, 78). A excre¢do urindria
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aumentada de IL-8/CXCLS foi observada em pacientes portadores de doenga glomerular
(77, 79). Esta elevagdo correlacionou-se a excre¢ao urindria de proteinas em pacientes
com sindrome nefrotica primaria (79) e mostrou-se reduzida durante a remissdo da

proteintria (79) e nos pacientes submetidos a pulsoterapia (77).

Citocinas e Quimiocinas como biomarcadores da Doen¢ca Renal Cronica

IL-1 - A familia da IL-1 consiste em duas citocinas pro-inflamatorias, IL-1a e IL-1P e
um agente anti-inflamatorio natural, o antagonista do receptor soltivel de IL-1 (IL-1Ra).
A relacdo entre os niveis plasmaticos de IL-1 e IL-1Ra exerce papel significativo na
susceptibilidade e gravidade de inimeras doengas (80). Estudos mostram que esta relagao
prediz a evolugdo de doengas cardiovasculares, bem como o estabelecimento de
glomerulopatias (65) e mortalidade na DRC (81). A IL-1 ¢ também considerada um
mediador da fibrose tubulo-instersticial (82). O aumento da expressao de IL-1 foi
detectado em bidpsias renais de pacientes com vasculite (70) e no tecido renal
remanescente de ratos submetidos a nefrectomia subtotal (46). Além disso, a
administracao de antagonistas de IL-1 inibiu a fibrose tubulo-instersticial em modelo

animal de DRC (69).

IL-6 - A IL-6 ¢ uma citocina pré-inflamatoria produzida por diversas células incluindo
monocitos e células renais mesangiais (83). IL-6 induz a diferenciagdo de linfécitos B em
células produtoras de anticorpos e a producdo de proteinas de fase aguda como PCR e
fibrinogénio (44, 84). Além disso, esta citocina estimula a proliferacao de células renais
mesangiais e exerce papel fundamental na glomerulopatia proliferativa mesangial (84).
Alguns estudos tém sugerido a participacdo de IL-6 na fisiopatologia da nefrite lupica,

principalmente pela indugdo da producdo de anticorpos nefritogénicos (85) e pela
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proliferacdo mesangial (86-87). No entanto, Li et al., ao avaliarem uma coorte de
pacientes com lupus, ndo evidenciaram aumento significativo de IL-6 nos casos com

nefrite ativa quando comparados aos pacientes sem nefrite (88).

IL-8 - A primeira citocina quimioatraente a ser descoberta foi a IL-8/CXCLS,
considerada, por isso, um marco na historia da imunologia (89-90). A IL-8/CXCLS8
pertence a subfamilia de quimiocinas CXC e exerce predominantemente efeito
quimioatraente para neutrofilos. A excre¢do urinaria de P2-microglobulina, IL-6 e IL-
8/CXCLS8 relaciona-se a atividade inflamatoria renal na nefrite lapica (77, 91). Ha
evidéncia da elevagao urinaria de IL-8/CXCL8, em pacientes portadores de nefrite lupica
ou nefropatia por imunoglobulina A (IgA) (77). Observou-se redugdo dos niveis urindrios
de IL-8/CXCLS8 nos periodos de remissao da nefrite lupica (77). Por outro lado, o estudo
de Li et al. ndo confirmou este achado, pois, apesar de haver eleva¢ao dos niveis de IL-
8/CXCL8 em pacientes com lupus, ndo foi detectada diferenca entre os casos com e sem
comprometimento renal (88). Yokoyama et al. mostraram o envolvimento de IL-
8/CXCLS8 na fase aguda da nefropatia por IgA caracterizada pela proliferagao endocapilar
(92). No entanto, Huang et al. sugeriram a participacdo da IL-8/CXCL8 nas fases
avangadas por IgA, ao mostrarem niveis urinarios aumentados em comparacdo com
estagios precoces da doenca e controles sadios (93). Foi também detectado que a IL-
8/CXCLS urinaria eleva-se em fases iniciais da nefropatia diabética (9) e contribui para
a progressdo da doenga renal policistica autossdmica dominante por meio da ativagao
MAP quinase p38 (94). Existem ainda evidéncias clinicas e experimentais de que essa
quimiocina influencie a permeabilidade glomerular (79, 95). Garin et al. verificaram que
a administracdo IL-8/CXCL8 produz proteindria, em animais, possivelmente através do
aumento da permeabilidade glomerular (95). Em pacientes pediatricos, Cho et al.

detectaram niveis séricos e urindrios aumentados de IL-8/CXCL8 em portadores de
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sindrome nefrotica por lesdo minima em recidiva (96). Similarmente, Souto et al.
mostraram uma correlagdo positiva entre a excre¢do de IL-8/CXCL8 e de proteina na

urina de criangas com sindrome nefrdtica primaria (79).

TNF-0 - O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria cuja produgao € estimulada pela Ang
IT e associa-se a fibrose intersticial pela diferenciagdo de miofibroblastos e ativagdo do
NF-«B (97). A infusdo de TNF-a, em coelhos, resulta em acometimento glomerular com
acumulo de células inflamatorias e fibrina (98) e, em ratos, induz lesdo glomerular por
aumentar os niveis de endotoxina e anticorpo anti-membrana basal glomerular (99). Em
modelo experimental de glomerulopatia crescéntica, tanto a deficiéncia genética de TNF-
a (100) quanto a inibi¢do farmacoldgica dessa citocina (101) atenuam o desenvolvimento
das lesdes glomerulares. Em criangcas com sindrome nefrética por lesdes minimas

observou-se também aumento da excrecao urinaria de TNF-a (96).

TGF-B - Os TGF-Bs pertencem a superfamilia TGF-f composta por trés isoformas
homologas, TGF-f1, TGF-f2 e TGF-B3, que sao codificadas por diferentes genes. O
TGF-B1 ¢ a isoforma predominantemente expressa pelo sistema imunologico (102-103).
Yu et al. demonstraram efeitos fibrogénicos de todas as trés isoformas do TGF-f sobre
as células renais, porém o TGF-1 medeia os efeitos do TGF-f2 e do TGF-3 (104). O
TGF-B1 ¢ classicamente conhecido por sua contribuicdo a progressdo da lesdo renal
através da expansdo da matriz extracelular e fibrose tecidual (52, 105). O TGF-B1 induz
a produgdo de PAI-1, regula o crescimento e diferenciagdo celulares, promove a produgdo
de matriz extracelular (16), além de interagir com vias de sinalizac¢do intracelular da Ang-
IT que estimulam a fibrose intersticial renal e progressdo da DRC (106-107). Niveis
urinarios aumentados de TGF-B1 foram observados em criangas com nefropatias
obstrutivas (108). Foram detectados aumentos da expressdao e dos niveis séricos e

urinarios dessa citocina em pacientes com glomeruloesclerose focal e segmentar (105,
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109-110) e nefropatia diabética (111). O efeito benéfico de anticorpos anti-TGF-B1 em
modelos de uropatia obstrutiva e glomerulopatias corroboram o papel do TGF-B1 na

progressao da DRC (71).

MCP-1. O MCP-1/CCL2 ¢ uma quimiocina da familia CC, que recruta células da
linhagem monocitos-macréfagos, estimula a liberagao de histamina pelos basoéfilos e atua
tanto nas fases iniciais, quanto na progressao da lesdao tabulo-intersticial renal (19, 112).
O MCP-1/CCL2 induz fibrose tibulo-intersticial através do recrutamento e ativagao de
macrofagos que liberam, entdo, TGF-B1. Recentemente, foram demonstradas as
significativas correlagdes entre o nimero de fibroblastos intersticiais, o niimero de
macréfagos também intersticiais e a excre¢dao urinaria de MCP-1/CCL2 na DRC (113).
Existem inimeras evidéncias do papel dessa quimiocina na DRC de diversas etiologias

(114-116).

Em ratos com obstrugao ureteral unilateral, a excre¢ao urinaria de MCP-1/CCL2
esta aumentada e correlaciona-se ao grau de obstrugao (114). A presenca de deposigao de
colageno dos tipos III e IV na regido mesangial e a infiltragdo intersticial de
monocitos/macrofagos em modelo experimental de uropatia obstrutiva indicam o papel

de MCP-1/CCL2 em sua fisiopatologia (60).

Estudos também corroboram a acdo da quimiocina MCP-1/CCL2, induzida por
TGF-B, na deposi¢do de matriz extracelular e na proteinuria de pacientes portadores de
alteragdes glomerulores, tais como a sindrome nefrotica cortico-resistente e a nefropatia
diabética (117-118). No fluido inicial coletado do tubulo proximal de ratos diabéticos,
observou-se aumento da liberagdo de MCP-1/CCL2 que foi bloqueado por anticorpos
anti-TGF-B (119). Postula-se que a albumintria ativa a expressao tubular de quimiocinas

no tibulo proximal através de mecanismo NF-kB dependente (120-121). Wang et al.
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também sugeriram papel da albumintiria ap6s evidenciarem produgdo de MCP-1/CCL2
por células tubulares (122). Alguns estudos tém indicado que o bloqueio do MCP-1/CCL2
atenua a nefrite intersticial, a lesdo tubular e a fibrose induzidas pela proteinuria (123).
Niveis urinarios de MCP-1/CCL2 estdo aumentados em diabéticos tipo 2 quando
comparados a populacdo geral, e este aumento mostrou-se progressivo considerando-se
os estagios de nefropatia (9). Nas doencas glomerulares, houve redu¢do de macrofagos
e dos os niveis urinarios de MCP-1/CCL2 durante a fase de remissdo induzida por
corticoide (113). O MCP-1/CCL2 mostrou-se também elevado na fase cronica da
nefropatia por IgA na qual ocorre proliferacdo mesangial e infiltracao celular intersticial

(92).

Em relacdo as doencas auto-imunes, a deficiéncia de MCP-1/CCL2 e de seu receptor
atenua a manifestacdo de doenca em modelos animais (124). Tal achado ¢ corroborado
pelos estudos realizados em pacientes com nefrite lapica (125-126). Os niveis urinarios
de MCP-1/CCL2 em pacientes com nefrite lapica encontravam-se marcadamente
elevados e relacionados com sua expressao intrarenal (127-130). O artigo de revisao de
Li et al. sugere que o MCP-1/CCL2 urinario possa ser considerado um biomarcador da
nefrite lupica por apresentar-se significativamente elevado nos pacientes com
acometimento renal (88). Nesse contexto, Rovin ef al. sugerem que o MCP-1/CCL2
urinario possa ser um biomarcador em pacientes com lipus, independente da presenca de

comprometimento renal e do uso de imunossupressao (115).

Conclusao

O custo socio-economico da abordagem terapéutica da DRC tende a se tornar

invidvel. A descoberta de abordagens diagnosticas e terapéuticas alternativas para a DRC
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cada vez mais se impde. Nesse contexto, a pesquisa de biomarcadores tem assumido
grande importancia. Diante das evidéncias clinicas e experimentais, ¢ incontestavel o
papel da inflamacdo na DRC. Dessa forma, ¢ fundamental o entendimento dos efeitos de
quimiocinas e citocinas na instalagdo e progressdo da lesdo renal, tendo em vista a
possibilidade de definir novos marcadores prognosticos e, talvez até, alvos terapéuticos
alternativos e mais eficientes. No entanto, apesar de grande avango no conhecimento dos
mecanismos fisiopatologicos que relacionam a resposta imuno-inflamatéria a DRC,

muitos aspectos ainda precisam ser elucidados.
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Tabela 1 — Resumo dos principais estudos experimentais sobre citocinas e quimiocinas na DRC.

Autor Ref Modelo Citocina Avaliagdo
Lan 1993 72 Animal IL-1 Glomerulonefrite anti-membrana basal
glomerular.
Tang 1994 73 Animal IL-1 Glomerulonefrite anti-membrana basal
glomerular.
Wang 1997 122 “In vitro” MCP-1 Efeito da albumina na produgdo de MCP-1 por
células tubulares.
Tesch 1997 76 “In vitro” IL-1 Perfil IL-1 em células renais de modelo animal
de glomerulonefrite.
Border 1997 71 Animal TGF-p1 Acgdo do TGF-Bl e de seu antagonista na
glomerulonefrite aguda.
Lan 1995 69 Animal IL-1 Papel da IL-1 e do seu antagonista especifico na
glomerulonefrite.
Hisada 1999 48 Animal MCP-1 Efeito em camundongos knowckout e wild-type
para receptor AT1 da Ang-I1.
Kato 1999 49 Animal MCP-1 Efeito de iECA e BRA em modelo animal de
DM.
Taal 2000 46 Animal MCP-1, TGF-B1,IL-1, TNF-a.  Achados teciduais apés inibigio do SRA em
modelo animal de ablagdo de massa renal.
Donadelli 2000 120 Animal MCP-1/NF-kB Efeito do iECA na redugdo do MCP-1 em
modelo animal proteindrico.
Wang 2000 119 “In vitro” TGF-p1 Fibrose e proteinuria em modelo celular de DM.
Zoja 2002 107 Animal TGF-B1 Efeito de iECA, BRA e estatina em modelo de
glomerulonefrite e nefrectomia unilateral.
Stephan 2002 114 Animal MCP-1 Nefropatia obstrutiva parcial e total.
Qi 2006 118 “In vitro” TGF-B1, MCP-1, IL-8 Agdo do TGF-B1 no MCP-1 e IL-8 em células
de tabulo renal proxinal.
Liao 2008 61 Animal CCR2/MCP-1 Papel na lesdo renal em ratos hipertensos
knockout para CCR2.
Knight 2010 42 Animal MCP-1 Associagdo com anti-oxidante e estatina em

modelo animal de obesidade ¢ HAS.

Ref: referéncia bibliografica; Ang-II: angiotensina II; iECA (inibidor enzima conversora de angiotensina);
SRA: sistema renina angiotensina, DM: diabetes mellitus, BRA (bloqueador de receptor ATl da
angiotensina); HAS: hipertensao arterial sistémica.
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Tabela 2 — Resumo dos principais estudos clinicos sobre citocinas e quimiocinas na DRC.

Autor Ref n Idade (anos) Citocina Avaliagao
Noronha 1993 70 22 10-74 TNF-o/IL-1 Agio local e sérica na DRC por vasculite.
Wada 1994 77 96 4-82 1L-8 GPT priméria e secundaria; aguda ou nfo.
Norris 1995 130 48 Adultos MCP-1 Nefrite lupica.
Yamamoto 1996 109 53 Adultos TGF-B1/PAI-1 Agdo local na glomerulonefrite e NP diabética.
Wada 1996 127 42 Adultos MCP-1 Agdo no LES e na nefrite lupica.
Honkanen 1997 74 64 25-69 TGF-B1 Progressdo da DRC na GPT ou enxerto renal.
Rivarola 1999 111 23 19-57 TGF-p1 Relagdo com proteiniria no DM.
Yokoyama 1998 92 49 16-70 MCP-1/IL-8 Nefropatia por IgA.
Wada 2000 129 45 41-82 MCP-1 DM.
Tsai 2000 91 27 Adultos IL-6/1L-8 Nefrite lupica.
Huang 2001 93 27 19-55 IL-8 Nefropatia IgA
Tashiro 2002 9 24 Adultos MCP-1/1L-8 Proteintria, NP diabética e suas fases.
Goumenos 2002 105 25 51+16 TGF-p1 GPT/sindrome nefrotica com fungio renal normal.
Strehlau 2002 110 53 Criangas TGF-B1 GPT e necrose tubular aguda.
Panichi 2002 36 103 50+6,3 IL-6 DRC pré-dialitica.
Amann 2003 53 22 62,4+10,9 MCP-1 Fungdo renal e proteinuria apds uso de iECA no DM.
Agarwal 2003 54 16 53+9 MCP-1 Efeito ap6s uso de BRA na GPT e DM.
August 2003 52 98 Adultos TGF-B1 Pacientes Afro-americanos e brancos em HD.
Cho 2003 96 19 2-15 IL-8/TNF-a Doenga de lesdes minimas.
Tucci 2004 128 134 Adultos MCP-1 Polimorfismo do MCP-1 no LES e relagdo com a NL.
Rovin 2005 115 33 Adultos MCP-1/IL-8 Nefrite lupica.
Grenda 2007 37 303 11,5+39 TGF-p1 DRC estagios II-IV.
Eardley 2008 112 110 20-87 MCP-1 Perfil do MCP-1 e proteintria na fase inicial da DRC.
Souto 2008 79 32 Criangas TGF-B1/IL-8 GPT/sindrome nefrética com fungdo renal normal.
Choudhary 2008 35 60 Adultos IL-6 Nefropatia diabética.
Stangou 2009 116 33 18-65 MCP-1/IL-6 Nefropatia por IgA.

Ref: referéncia bibliografica; DRC: doenga renal cronica; GPT: glomerulopatia; NP: nefropatia; LES: lapus
eritematoso sistémico; DM: diabetes mellitus; IgA: imunoglobulina A; iIECA (inibidor enzima conversora
de angiotensina); BRA: bloqueador receptor angiotensina 1; HD: hemodialise; NL: nefrite lupica.
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OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os niveis urinarios de IL-8/CXCLS,

TGF-B1 e MCP-1/CCL2 em criangas e adolescentes portadores de DRC em tratamento

conservador.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se existe diferenca entre os niveis urinarios de citocinas em pacientes
portadores de DRC secundaria a doengas glomerulares e a malformacdes do trato
urinario.

Verificar de existe correlagdo entre os niveis urinarios de citocinas e o estagio da
DRC.

Verificar de existe correlagdao entre os niveis urinarios de citocinas e a presenga de
proteinuria e a detec¢ao de hipertensdo arterial.

Verificar se o tratamento com bloqueadores do sistema renina angiotensina modificou
0s niveis urinarios de citocinas.

Verificar se existe correlacao entre os niveis urinarios de citocinas e variaveis clinicas
e laboratoriais nos pacientes com DRC secundéaria a doencas glomerulares e
decorrente de malformagoes do trato urinario.

Verificar se existe diferenca entre as associacOes e correlacdes observadas nas
analises com os niveis urinarios absolutos das citocinas e quimiocinas e estes mesmos

niveis relacionados a creatinina urinaria.



50

4. PACIENTES E METODOS

4.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram inicialmente avaliadas 97 criancas ¢ adolescentes, com idade entre 2 ¢ 18
anos, portadores de DRC e que estavam em acompanhamento regular no Programa
Interdisciplinar de Abordagem Pré-Dialitica da Unidade de Nefrologia Pediatrica do
Hospital das Clinicas (UNP-HC) da UFMG, durante o periodo de coleta (2009 a 2010).
Desses 97 pacientes, 19 foram excluidos do estudo (vide critérios de exclusdo, item 4.2)
e 11 se recusaram em participar, totalizando, portanto, 67 pacientes. Dentre os 67
pacientes, foram selecionados 42 casos cuja DRC se deveu a presenga de malformagdes
congeénitas do trato urinario (n=31) e doengas glomerulares (n=11). Os 25 casos restantes
nao foram incluidos no estudo devido a heterogeneidade das causas de DRC e de, em oito

casos, nao ter sido estabelecida a etiologia da DRC.

Os critérios para diagnostico e estadiamento da DRC foram estabelecidos pelo
National Kidney Foundation’s Disease Outcomes Quality Initiative (NKF/DOQI) (1). A
DRC foi definida pela presenga de lesdao renal, por periodo superior a trés meses,
caracterizada por anormalidades estruturais ou funcionais do rim, com ou sem alteracdes
do RFG ou por um RFG menor que 60 ml/min/1.73 m? persistente por mais de trés meses,
independentemente de lesdo renal. Foram definidos cinco estagios, de acordo com a
gravidade do comprometimento da funcdo renal, correspondendo o estidgio 5 a faléncia

renal.
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4.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os pacientes que apresentavam outras doengas cronicas, além da
DRC, que poderiam interferir no perfil inflamatério como insuficiéncia cardiaca
descompensada, DM, doengas pulmonares, doencas hepaticas, sindrome de
imunodeficiéncia adquirida e doengas auto-imunes. Pacientes que apresentavam estado
febril ou se encontravam em vigéncia de infec¢do do trato urinario (ITU) ou outro

processo infeccioso agudo também nao foram submetidos ao protocolo do estudo.

4.3. ASPECTOS ETICOS

O Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG aprovou o estudo através do
Parecer ETIC 572/07, anexo 1. Todos os pacientes capazes e/ou seus responsaveis foram
esclarecidos sobre a natureza do estudo por meio da leitura e andlise do termo de
consentimento livre e esclarecido, anexo II. As criangas e adolescentes portadores de
DRC foram incluidos no estudo somente mediante concordancia e assinatura do termo de
consentimento por parte do responsavel e do proprio paciente conforme a idade. O
protocolo de pesquisa nao interferiu com qualquer recomendacao ou prescricao médica.
Ressalta-se ainda que o seguimento clinico-laboratorial e a abordagem terapéutica dos

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

4.4. PROTOCOLO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, com amostra de conveniéncia, formada pelos
pacientes portadores de DRC secundaria as doengas glomerulares e as malformagdes do
trato urindrio, assistidos pelo Programa Interdisciplinar de Abordagem Pré-Dialitica da

UNP-HC da UFMG, entre 2009 e 2010, e que aceitaram participar do estudo.
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Os pacientes foram submetidos aos exames clinicos e as avaliagdes laboratoriais
periddicas, de acordo com o protocolo utilizado pelo Programa Interdisciplinar de
Abordagem Pré-Dialitica da UNP-HC da UFMG (2-3). Em resumo, o protocolo de
avaliacdo consistiu na realizacdo periddica de exame fisico convencional que sempre
inclui obten¢do de dados antropométricos e mensuracdo da pressdo arterial (4). Na
avaliacdo laboratorial periddica foram rotineiramente realizados os seguintes exames:
hemograma, gasometria venosa, dosagens s€ricas de uréia, creatinina, acido urico, sodio,
potassio, cloreto, calcio, fosfato, magnésio, PTH, colesterol total e fragdes, triglicérides,
albumina, avaliacdo da cinética do ferro, exame de urina rotina e, em alguns casos,
proteinuria de 24 horas, relagdo proteina/creatinina em amostra de urina e urocultura.
Outros exames foram solicitados de acordo com a doenga de base ou complicacdes

desenvolvidas pelos pacientes.

ApOs assinatura do termo de consentimento, os pacientes foram submetidos, em
unica ocasido e simultaneamente aos exames laboratoriais de rotina, a coleta de amostra
de urina para determinagdo das concentragdes de citocinas € de creatinina, conforme

detalhado a seguir.

4.5. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A coleta de urina foi realizada, no periodo da manha, em coletor plastico estéril.
Apds homogeneizagdo, 10 ml de urina foram recondicionados em tubo estéril inserido no
gelo. As amostras foram imediatamente transportadas ao laboratorio e centrifugadas a
1300 g por 20 minutos, sob refrigeracdo constante (4°C). Aliquotas de 1,5 ml foram
obtidas e conservadas em freezer a -80°C para posterior analise. Todo o processo desde

a coleta de urina até a obtengao das aliquotas de 1,5 ml teve duragdo inferior a 30 minutos.
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4.6. ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS

Os niveis urinarios de IL-8/CXCLS8, TGFB1 e MCP-1/CCL2 foram medidos usando
kits de ensaio imuno-enzimatico (enzyme-linked immunoassay - ELISA) produzidos pelo

laboratorio R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA).

Foram seguidas as instru¢cdes do fabricante para cada kit. As amostras foram
analisadas em duplicata. O protocolo de ELISA utilizou um anticorpo monoclonal

especifico para determinagdo de cada citocina estudada, fornecido pelo fabricante.

Em linhas gerais, os anticorpos de captura, especificos para cada citocina
(fornecidos pelo kit), foram diluidos em tampao fostato (PBS) e adicionados a cada pogo
de placas de poliestireno (96 pogos). 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 detec¢do (especificos para cada citocina, diluidos em PBS,
foram adicionados, e foi feita incubacao por duas horas em temperatura ambiente, seguida
de novo procedimento de lavagem. A seguir, o reagente de cor (fenilenediamina) foi
adicionado a cada pogo ¢ as placas foram deixadas no escuro por 15 minutos. A reagao
foi parada com a adigdo de 1M H2SO4 aos pogos. A absorbancia foi lida em um leitor de
placas (Emax, Molecular Devices, MN, EUA), ajustado no comprimento de onda de

492nm.

Especificamente para a determinagdo das concentragdoes de TGFf1, foi utilizado kit

do tipo Quantikine® (R&D Systems). O kit fornece placas de poliestireno ja preenchidas
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com anticorpo monoclonal anti-TGFB1. As amostras de urina foram submetidas
inicialmente ao procedimento especifico de ativagdo do TGFp1, da seguinte forma: foi
adicionado a cada amostra 20ul. HCl 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 pelo kit e, depois, incubadas em temperatura ambiente
por duas horas. Em seguida, os pocos foram submetidos a quatro ciclos de lavagem com
tampao de lavagem. O conjugado especifico, que consiste de anticorpo anti-TGFf1
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 proximo
passo foi adicionar aos pogos a solucao de substrato, contendo peroxido 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 solugdo de parada
e foi medida a densidade Optica usando leitor de placas, ajustado no comprimento de onda

de 450 nm (Emax, Molecular Devices, MN, EUA).

As concentragdes urinarias de citocinas foram expressas em valores absolutos
(pg/ml) e valores relativos a creatinina urindria medida simultanecamente na mesma
amostra de urina (pg/mg cr). Os limites de detec¢do para cada citocina foram de: 6 pg/mL
(IL8), 6 pg/mL (TGFp1), 8 pg/mL (MCP1). As determinacdes de IL8, TGFB1 e MCP1
foram realizadas em um unico ensaio para eliminar variagdes inter-ensaio. A variagao

intra-ensaio foi inferior a 3%.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

O software SPSS, versao 18.0 (Chicago, IL, USA), e o GraphPad Prism, versdo 5.0

(USA), foram utilizados para as andlises estatisticas. Os dados foram expressos como
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medianas e intervalos interquartilicos ou médias + desvio padrao, quando apropriado. A
normalidade de distribui¢ao dos dados, em cada grupo, foi avaliada pelo teste de Shapiro
Wilk. O teste T de Student, para dados ndo pareados, foi utilizado para a comparagado de
médias, enquanto os testes de Mann Whitney e de Kruskall Wallis foram utilizados para
comparagdo de medianas entre dois grupos ou mais grupos, respectivamente. Os testes de
Spearman e Pearson foram utilizados para avaliacdo de correlagdes. O nivel de

significancia considerado foi p<0,05.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate urinary levels of monocyte chemoattractant protein-
1 (MCP-1/CCL2), transforming growth factor-betal (TGF-B1) and interleukin-8 (IL-
8/CXCL38) in pediatric patients with chronic kidney disease (CKD) stages 2-4. These
cytokines were measured in 42 CKD patients by enzyme-linked immunoassay in spot-
urine samples. Patients were divided according to primary CKD etiology: glomerular
disease (group 1, n=11) and urinary tract malformation (group 2, n=31). Group 1
presented significantly higher absolute urinary levels of MCP-1/CCL2 than group 2. No
significant differences in urinary TGF-B1 and IL-8/CXCLS levels were found in the
comparison between groups. Patients with glomerular diseases exhibited negative
correlations between urinary concentration of MCP-1/CCL2 (absolute and standardized
for creatinine) and serum albumin, and positive correlation between IL-8/CXCL8
(absolute and standardized for creatinine) and body mass index z-score (p<0.05). Also
in group 1, total serum cholesterol and triglycerides were positively correlated with MCP-
1/CCL2 levels standardized for creatinine (p<0.05). In group 2, negative correlations
were found between estimated glomerular filtration rate (GFR) and IL-8/CXCL8
(absolute and standardized for creatinine), and MCP-1/CCL2 (absolute and standardized
for creatinine) and serum triglycerides (p<0.05). Differences in urinary cytokine
concentrations might be related to CKD etiology and to disease-associated alterations

such as dyslipidemia.

KEY WORDS: Cytokines, Chemokines, MCP-1/CCL2, Biological Markers,

Inflammation, Chronic Kidney Disease
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INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD), defined as the presence of kidney damage
determined by structural or functional abnormalities and impaired glomerular filtration
rate (GFR), has a significant impact on children [1-2]. In the last report of the National
Institutes of Health (NIH) task force on research priorities in chronic kidney disease in
children, Chesney et al. [3] pointed out the need for research in secondary prevention
efforts in order to identify CKD patients at early stages in the natural history of the disease
and to observe which group will progress faster. Identification of modifiable risk factors
or novel biological markers of CKD in children will help decrease the burden of CKD
and may yield further insights into the treatment before the onset of multiple co-
morbidities.

In this regard, inflammation emerges as an independent predictor factor of mortality in
CKD patients [4-8]. Among inflammatory mediators, many studies have been indicating
a role for cytokines in CKD pathogenesis [9-11]. Cytokines are a group of proteins
produced by several kinds of cells that function as soluble mediators with intercellular
signaling functions [12]. 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—the word “chemokine” is a contraction of the terms
“chemoattractant” and “cytokine” [13-15].

A cytokine that is often associated with the progression of kidney disease is
transforming growth factor-beta (TGF-B1) [16-18], which exhibits fibrogenic and pro-
inflammatory properties in the kidney [19]. Our research group have recently reported
an elevation in spot-urine TGF-f1 measurements in patients with reduced DMSA-scan
uptake due to urinary tract malformations, suggesting a potential role for this cytokine in

the fibrogenesis process of congenital nephrouropathies [20]. One of the actions of TGF-
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B1 is to induce the accumulation of monocytes and stimulation of fibroblasts by
increasing the expression of the C—C chemokine named monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1/CCL2) [17]. Studies have found increased levels of MCP-1/CCL2 in
glomerular diseases, allograft rejection and interstitial nephritis [15, 21]. Another
inflammatory mediator of interest is interleukin-8 (IL-8/CXCLS8), a chemokine produced
by endothelial cells and macrophages that attracts neutrophils and lymphocytes to the
inflammation site [17, 21]. Our group and others have suggested its involvement in the
pathogenesis of proteinuria in nephrotic syndrome [22-23]. Therefore, this study aimed to
evaluate urinary levels of these cytokines in children and adolescents with pre-dialysis CKD as

an attempt to identify non-invasive biomarkers possibly related to the primary etiology of CKD

or other disease-associated alterations.

SUBJECTS AND METHODS

Study Design

The present cross-sectional study included children and adolescents with conservatively
managed CKD patients, followed-up at the Pediatric Nephrology Unit of our institution
from 2009 to 2010. Diagnostic criteria for CKD were based on the National Kidney

Foundation's Kidney Disease Outcomes Quality Practice classification [24].

Inclusion and exclusion criteria

After informed consent, this study initially included all children and adolescents with
conservatively managed CKD at stages 2 to 4 that were followed-up at our institution
from 2009 to 2010. Children and adolescents that refused to participate, those without a
well-defined etiology for CKD and with other chronically affected major systems were
automatically excluded from the study. Patients with acute illness (infections or clinical

instabilities, for instance) were not scheduled for urine collection during the period of the
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acute disease. Therefore, eleven patients with CKD due to glomerular diseases and 31

patients with CKD secondary to congenital urinary tract malformations were studied.

Ethical Aspects

The Ethics Committee of the Federal University of Minas Gerais approved the study.
Informed consent was obtained from the parents and, when appropriate, also from the
patients included in the study. The research protocol did not interfere with any medical
recommendations or prescriptions. Urine samples were only drawn simultaneously to
other routine urine exams. The follow-up of the CKD patients was guaranteed even in

cases of refusal to participate in the study.

Study Protocol

We allocated CKD patients into two groups according to etiology of CKD. The groups
were: patients with a glomerular disease confirmed by renal biopsy (n=11), and patients
with congenital urinary tract malformations confirmed by image evaluation (n=31). The
age limits were from two to 18 years. Urine samples for the cytokines and chemokines
analyses were drawn simultaneously to other routine urine exams. Other blood and urine
tests were already part of the routine protocol for conservatively managed CKD patients
at our Pediatric Nephrology Unit, as detailed described elsewhere [25-26]. After the initial
investigation, patients were followed according to a systematic protocol. The visits were
scheduled at intervals of approximately 3 months, and a complete physical examination
was performed on each occasion and included measurement of blood pressure, height,
weight and calculation of body mass index (BMI). Laboratory evaluation was also
performed at approximately 3-month intervals, depending on the clinical condition of

each patient. Glomerular filtration rate was estimated at each medical visit by adopting
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the original Schwartz formula [27] and the recently modified Schwartz formula [28].
Conditions associated with CKD, such as anemia, hypertension, acidosis, renal
osteodystrophy, and malnutrition were carefully managed during conservative treatment.
The prescribed diet provided at least 100% of the estimated average requirement for
energy for chronological age and at least 100% of the reference nutrient intake for protein
for height age, based on the dietary reference values for a general population [29].
Supplements of electrolytes, vitamin D and erythropoietin were given according to blood
texts and standard recommendations [30-31]. Antihypertensive drugs were used for

patients with blood pressure persistently above the 95th percentile [32].

Clinical Characteristics and Casual Measurements

Clinical characteristics, casual measurements and laboratorial tests were evaluated at the
same time of urine collection for the measurements of immune mediators by reviewing
medical records or at medical visit. The clinical variables analyzed were gender, age,
etiology and stage of CKD, height, weight, BMI, systolic and diastolic blood pressure.
Concerning laboratorial tests, serum levels of creatinine, hemoglobin, albumin,
cholesterol, triglycerides, total calcium, phosphorus, bicarbonate, parathormone (PTH)
and uric acid were analyzed. Estimated GFR was calculated by Schwartz formula [27]
and also by the recently modified Schwartz formula [28]. The stage of CKD was based
on this calculation [24]. Blood pressure was classified as normal blood pressure, pre-
hypertension and hypertension according to the Forth Task Force guidelines [32]. Cole’s
classification was adopted to evaluate BMI [33]. The protein:creatinine ratio in spot-
urine was used as an screening test for proteinuria, which was classified as present

(protein: creatinine ratio > (0.20) or absent (protein: creatinine ratio < 0.20) [34].
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Urine Sampling

After informed consent, all subjects were submitted to urine collection for the
measurement of immune mediators. Urine sampling occurred at only one occasion,
simultaneously to other routine exams. A single urine sample was collected from 7.30
AM to 9.00 AM into sterile dry tubes, which were immediately placed on ice and
transported to our research laboratory. The centrifugation procedures and the storage of
urine samples occurred almost immediately after urine collection. A total of 10 mL of
the collected urine were centrifuged at 4°C for 20 min at 1300 g. Cell-free urine was

aliquoted into 0.5 mL tubes and stored at 80°C until the measurements.

Cytokines measurement

Urinary levels of MCP-1/CCL2, IL-8/CXCLS8 and TGF-f1 were measured by specific
enzyme-linked immunoassay (ELISA) kits (R&D Systems, Minneapolis, MN), following
the manufacturer’s instructions, as described elsewhere [22]. Urine cytokine levels were
expressed as absolute concentrations (pg/ml) as well as concentrations standardized for
urine creatinine measured in the same spot urine and expressed as pg/mg cr. All samples
were assayed in duplicate at a single assay to avoid interassay variation. Our intra-assay
variation for the ELISA measurements was below 3%. For measurement of TGF-f1, we
used a Quantikine kit (R&D Systems, Minneapolis, MN), and the samples were activated
before the assay. The detection limits were 6 pg/mL for TGF- B1, 5 pg/mL for MCP-

1/CCL2 and 6 pg/mL for IL-8/CXCLS.
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Statistical Analysis

The software SPSS, release 18.0 (Chicago, IL, USA), and GraphPad Prism, release 5.0
(USA), were used for statistical analysis. Values were expressed as medians or means
and standard deviation, when appropriate. The normality of the distribution was
evaluated by the Shapiro Wilk test for each group. Unpaired student t test was used for
mean comparisons, while the Mann Whitney and Kruskal Wallis tests were used to
compare medians between two and three or more groups, respectively. Pearson and
Spearman tests were used to evaluate correlations. The level of significance was set at

£<0.05.

RESULTS

A total of 42 CKD patients were included in the analysis and divided into two
groups according to the primary etiology of renal disease. Of 42 children and adolescents,
11 had glomerular disease (Group 1) and 31 had CKD secondary to congenital urinary
tract malformations (Group 2). The causes of glomerular disease were focal segmental
glomerulosclerosis (n=7), mesangioproliferative glomerulopathy (n=2), diffuse
mesangial sclerosis (n=1) and membranoproliferative glomerulopathy (n=1). Urinary
tract malformations included vesicoureteral reflux (n=15), posterior urethral valve
(n=11), and ureteropelvic junction obstruction (n=5). The main clinical, demographical and
laboratorial characteristics of patients are depicted in Table 1. Both groups were
comparable concerning the majority of characteristics, except for gender, total serum
cholesterol levels, serum albumin and the use of renin angiotensin system (RAS)
inhibitors. As expected, males were predominant in the group of patients with urinary
tract malformations (group 2). In this way, patients with glomerular diseases (group 1)

presented lower serum albumin levels and higher total serum cholesterol concentration
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than group 2 (table 1). Serum triglyceride levels showed a tendency to be higher in group
1 (p=0.07). Almost all CKD patients of group 1 (n=9, 82%) were under treatment with
angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEI) and/ or angiotensin receptor blockers
(ARB) at the time of urine collection. On the other hand, in group 2, only 11 patients

(35%) were receiving these drugs at the time of urine sampling (p<0.05, table 1).

[ Table 1

Urinary levels of IL-8/CXCL8, TGF-f1 and MCP-1/CCL2 according to primary
etiology of CKD

The absolute urinary concentrations of IL-8/CXCL8 and TGF-B1 and the
concentrations standardized for creatinine in both groups are shown in Table 2. No

significant differences were detected between all comparisons in these groups.

Table 2

On the other hand, absolute urinary concentrations of MCP-1/CCL2 were
significantly higher in patients with glomerular diseases [409.8 (0-3076) pg/ml] if
compared to the group of urinary tract malformations [64.2 (0-261.7) pg/ml], p<0.05,
Figure 1A]. However, when the concentrations of MCP-1/CCL2 were standardized for
creatinine, the difference between both groups remained, but did not reach statistical
significance [829.3 (0-2695) pg/mg cr in group 1 versus 236.6 (0-608.9) pg/mg cr in

group 2, p=0.11, Figure 1B].

| Figure 1A and 1B
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Urinary levels of IL-8/CXCLS8, TGF-f1 and MCP-1/CCL2 according to CKD stage

As shown in table 3, the absolute urinary concentrations and the concentrations
standardized for creatinine of TGF-f1, IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 were not
significantly different according to CKD stage based on estimated GFR by Schwartz
formula (27). No differences in cytokine measurements were also obtained by adopting

the recently modified Schwartz formula (28) to classify CKD stages (data not shown).

| Table 3

Urinary levels of 1L-8/CXCLS8, TGF-$1 and MCP-1/CCL2 according to the use of
RAS blockers, the presence of hypertension and the detection of proteinuria.

No differences were observed in urinary cytokine levels (both absolute and
standardized for creatinine) when patients receiving or not ACEIs and/ or ARBs were
compared (table 4). Likewise, no significant differences were detected in urinary cytokine
levels (both absolute and standardized for creatinine) when analyzing patients with
controlled versus uncontrolled arterial hypertension.  Similarly, urinary cytokine
measurements did not significantly differ in CKD patients with versus without proteinuria

at the time of urine collection (table 4).

Table 4

Association of IL-8/CXCLS8, TGF-f1 and MCP-1/CCL2 urinary levels with clinical
features in patients with glomerular diseases (group 1)

The absolute urinary concentrations and the concentrations standardized for
creatinine of MCP-1/CCL2 were negatively correlated with serum albumin levels in

group 1 (p=0.047 and p=0.038, respectively, table 5). On the other hand, only urinary
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MCP-1/CCL2 concentrations standardized for creatinine were positively correlated with
serum total cholesterol (p=0.003) and triglycerides (p=0.003, table 5).

Urinary IL-8/CXCL8 concentrations (absolute and standardized for creatinine)
were positively correlated with BMI z-score (p<0.05, for both correlations, table 5). No
other significant correlations were found between urinary cytokines and clinical features

in this group (table 5).

| Table 5

Association of IL-8/CXCLS8, TGF-f1 and MCP-1/CCL2 urinary levels with clinical
features in patients with urinary tract malformations (group 2)

Both absolute and standardized for creatinine levels of IL-8/CXCL8 were
negatively correlated with estimated GFR, despite the used formula (table 6). GFR was
estimated by conventional Schwartz formula [27] as well as by the modified formula
recently proposed for CKD patients [28]. It should be mentioned these two formulas were
highly correlated in our CKD series (Pearson r coefficient=0.98, p<0.0001).

In contrast to group 1, serum triglycerides were negatively correlated to MCP-
1/CCL2 levels both absolute and standardized for creatinine (p<0.05, table 6). No other
significant correlations were found between urinary cytokines and clinical features (table

6).

| Table 6

DISCUSSION

Recent studies have shown strong clinical and epidemiological evidence
supporting an association between inflammation and the progression of CKD or the

occurrence of clinical complications [8, 35-36]. Therefore, this study aimed to evaluate
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urinary levels of cytokines in children and adolescents with CKD stage 2 to 4 as an attempt to
identify non-invasive biomarkers possibly related to the primary etiology of CKD or other
disease-associated alterations. Our results showed that urinary levels of MCP-1/CCL2 were
higher in CKD patients with glomerular diseases if compared to cases of urinary tract
malformations. Furthermore, urinary cytokine excretion seemed to be associated to
diverse clinical and laboratorial features, according to primary CKD etiology. Taken
together, these findings indicate that differences in urinary cytokine concentrations might
be related to the pathogenesis of CKD and to other disease-associated alterations, such as
dyslipidemia.

To our best knowledge, there is very little information available concerning the
role of TGF-B1, IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 in pediatric patients with CKD. In this
regard, Grenda et al. showed that children with CKD exhibit significantly elevated
urinary excretion of TGF-B1 in comparison to healthy children and the levels of this
cytokine were most enhanced in patients with obstructive uropathies [37]. Other studies
also supported a role for TGF-B1 in the fibrogenic process of urinary tract malformations
[20, 36, 38]. Regarding IL-8/CXCLS, many studies have found elevated urinary excretion
of this chemokine in acute pyelonephritis [39-41], VUR [42-43] and glomerular diseases
[22-23]. However, none of them included CKD patients at stages 2 to 4. In our study, no
significant differences in urinary TGF-B1 and IL-8/CXCLS levels were found in the
comparison between CKD patients with glomerular diseases and with urinary tract
malformation. A possible explanation for this finding could be a similar expression of
both mediators despite the primary etiology of CKD.

On the other hand, our findings with MCP-1/CCL2 suggest a role for this
chemokine in glomerular diseases. Other studies have also associated this chemokine to
glomerulopathies and tubulointerstitial lesions [44-45]. Wada and co-workers found

urinary MCP-1/CCL2 levels significantly elevated in adult patients with diabetic
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nephropathy and advanced tubulointerstitial lesions, whereas serum MCP-1/CCL2 levels
remained similar to those of healthy volunteers [44]. Furthermore, these authors detected
MCP-1-positive cells in renal interstitium of patients with diabetic nephropathy [44].
Patients with active proteinuric forms of chronic glomerulonephritis have higher urine
excretion of MCP-1/CCL2 and of TGF-B1 than healthy controls [45]. The highest levels
of urinary MCP-1/CCL2 were detected in patients with persistent renal failure and a
correlation between MCP-1/CCL2 and the severity of tubulo-interstitial fibrosis was also
found [45]. Accordingly, within the glomeruli, it was detected MCP-1/CCL2
overexpression in both crescent glomerulonephritis and nephrotic conditions [46-47].
Adult patients with immunoglobulin A (IgA) nephropathy also exhibited increased
urinary levels of MCP-1/CCL2 when compared to healthy controls [48]. In pediatric lupus
nephritis, it was recently shown that increased urinary, but not plasma, MCP-1/CCL2
levels correlated well with disease activity [49].

MCP-1/CCL2 is a potent mononuclear cell chemoattractant produced by a variety
of mesenchymal cells, including glomerular cells [50]. Local recruitment of monocytes
is considered the predominant mechanism by which MCP-1/CCL2 contributes to the
renal damage; however, CCR2 expression has been demonstrated in other cell types, both
in vitro [51] and in vivo [52], indicating that the MCP-1/CCR2 system has other effects
beyond monocyte accrual. Notably, MCP-1/CCL2 binding to the CCR2 receptor induces
both chemotaxis and proliferation in epithelial, endothelial, and vascular smooth muscle
cells [50], suggesting a role of the MCP-1/CCR2 system in conferring a proliferative and
migratory phenotype in cells other than monocytes. Consequently, we hypothesized that
the association between MCP-1/CCL2 and glomerular diseases could be related not only
to the glomerular injury per se but also to other disease-associated alterations such as

proteinuria, hypertension and dyslipidemia. When our patients with glomerular diseases
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were compared to cases of urinary tract malformation, it was found significant differences
in serum albumin and serum cholesterol concentrations. However, the occurrence of
increased protein:creatinine ratio and of uncontrolled hypertension did not reach
statistical difference in the comparison between both groups. Therefore, we have checked
the correlation between all cytokine measurements and the presence of uncontrolled
hypertension and of elevated protein:creatinine ratio in the whole group of CKD patients.
Nor the presence of uncontrolled hypertension neither the detection of elevated protein:
creatinine ratio at the time of urine sampling associated to changes in urinary excretion
of MCP-1/CCL2, IL-8/CXCLS8 and TGF-f1.

In contrast, when patients with glomerular diseases were separated from cases of
urinary tract malformations, it was found positive correlations between urinary MCP-
1/CCL2 and serum lipid profile (total cholesterol and triglycerides) and between IL-
8/CXCL8 and BMI z-score. In this regard, it is well known that cellular lipid overload,
or “lipotoxicity,” is a well-documented phenomenon that contributes to organ
dysfunction, including renal disease [53]. MCP-1/CCL2 can be produced by adipose
tissue and/or inflammatory cells, reaching increased levels in patients with the metabolic
syndrome [50, 54]. This chemokine also contributes to insulin resistance, promotes free
fatty acid uptake by cells, increases lipoprotein levels, and promotes atherogenesis and
thrombogenesis [50, 54], effects that may directly or indirectly affect renal structure and
function. Increased IL8/CXCLS levels have been recently found in overweight children
if compared to healthy controls [55]. These findings suggest that a complex interaction
between leukocyte recruitment and obesity-related alterations probably play a role toward
the progression of CKD in glomerular diseases.

Another intriguing result is the detection of a negative correlation between urinary

MCP-1/CCL2 and serum albumin. One possibility is that reduced albumin was directly
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associated with heavy proteinuria. Thus, the real connection would be between MCP-
1/CCL2 and urinary protein excretion. Indeed, immunohistochemistry studies have
shown that glomerular podocytes are the predominant glomerular cell type
overexpressing MCP-1/CCL2 in various proteinuric conditions, such as diabetic,
hypertensive, and membranous nephropathies [46, 56]. In addition, other studies have
shown that blockade/loss of MCP-1/CCL2 has antiproteinuric effects in both
experimental diabetic nephropathy [57] and crescentic glomerulonephristis [58], also
suggesting a link between MCP-1/CCL2 and proteinuria. Unfortunately, we were not
able in supporting this hypothesis since we did not measure 24-hour urinary protein
excretion at the same time of cytokine measurements in the majority of our patients. In
addition, previous immunossupression, the current use of RAS inhibitors and primary
disease activity might also interfere with cytokine measurements. An alternative
explanation for the negative correlation between albumin and MCP-1/CCL2 could be
related to the possibility that reduced albumin indicated a compromised nutritional status
rather than urinary protein loss. In this regard, it is well established that malnourished
patients have an exacerbated inflammatory response [59-60]. As a result, urinary
excretion of inflammatory mediators, such as MCP-1/CCL2, might be increased.
Although this possibility is unlikely since weight for-age and height-for-age z scores
remained similar in both groups of our CKD patients, as previously reported [25].

The urinary cytokine profile in patients with congenital urinary tract malformation
was different. These patients showed negative correlations between estimated GFR and
IL-8/CXCLS8, while MCP-1/CCL2 and TGF-B1 measurements were not correlated with
this parameter. IL-8/CXCLS is a chemokine produced by epithelial cells of the renal tract
in response to inflammatory stimuli and has been shown to increase during acute urinary

tract infection (UTI) [39-41]. In addition, Galanakis and co-workers presented convincing
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evidence that urine IL-8 concentrations remain elevated in infants with VUR even in the
absence of UTI and that a cutoff of 5 pg/mol IL-8/CCXCLS standardized for creatinine
was of high sensitivity and adequate specificity for diagnosing VUR [42]. Their findings
additionally suggest that the chronic inflammatory cell infiltrate associated with reflux
nephropathy rather than VUR itself might offer an explanation for the secretion of IL-
8/CXCLS8 [42]. Recent studies confirmed a relation between urinary IL-8/CXCLS levels
and the development of renal parenchyma scarring [41, 43]. Sheu and co-workers
reported that children younger than 2 years of age with the highest IL-8/CXCL8
concentrations during the acute phase of pyelonephritis as well as children with reflux
grades 111 or greater were at a high-risk for developing renal scarring in the future [41].
Accordingly, urinary IL-8/CXCLS8 was significantly higher in patients with renal scarring
than in those without scars and there was a significant correlation between this chemokine
concentrations and renal scar grade [43]. Therefore, our findings also suggest that the
decline of GFR in CKD patients with urinary tract malformation might be related to renal
scarring, acute pyelonephritis episodes and renal inflammation elicited by local release
of IL-8/CXCLS.

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, the present and previous treatment of primary renal disease and the disease
activity at the time of urine collection 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 exclusion criteria and a
well-established protocol for the measurements of cytokines and chemokines with very

low intra-assay variability [20, 22].
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In conclusion, urinary cytokine measurements seemed not to be very useful in
distinguishing the primary etiology of CKD, but the profile of urinary excreted cytokines
might be related to disease-associated alterations. Increased concentrations of MCP-
1/CCL2 were associated to dyslipidemia and hipoalbuminemia, which are laboratorial
characteristics of glomerular diseases. This finding might suggest a link between
monocyte recruitment and the physiopathological changes observed in glomerulopathies.
On the other hand, high urinary IL-8/CXCLS levels were correlated to the decline of GFR
in patients with urinary tract malformations, thus suggesting that the local release of this
chemokine might contribute to renal parenchyma damage and the progression of CKD.
Further longitudinal and prospective studies are needed to investigate the role of cytokine

measurements in the progression of CKD.
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Table 1 — Clinical and laboratorial characteristics of chronic kidney disease patients
according to the primary etiology: glomerular disease (group 1) and urinary tract

malformation (group 2)

Group 1 (n=11) Group 2 (n=31) p*

Gender (male) (%) 45.4 77.41 0.040
Age (months) 157 (126-193) 130 (108-182) 0.350
eGFR"(ml/min/1.73m?) 47 (30-80) 42 (26-60) 0.320
eGFR™(ml/min/1.73m?) 38 (22-63) 34 (16-46) 0.586
Hemoglobin (g/dL) 12.0 £2.08 123£1.50 0.512
Total cholesterol (mg/dL) 215 (195-476) 168 (147-201) 0.001
Triglycerides (mg/dL) 128 (96-233) 99 (78-139) 0.07
Uric acid (mg/dL) 5.95+1.88 6.63 + 1.46 0.266
Phosphorus (mg/dL) 5.4 (4.5-6.7) 4.9 (4.5-5.2) 0.390
PTH (pg/ml) 142 (57-332) 105 (45-205) 0.337
Bicarbonate (mEq/L) 21.95+5.66 23.81+2.86 0.390
Serum albumin (g/dL) 3.3(1.5-4.1) 43 (4.1-4.7) <0.001
Hypertension (%) 5 (45.4) 6 (19.3) 0.090
Presence of proteinuria (%) 9 (81.8) 22 (70.9) 0.481
Use of RAS blockers (%) 9 (81.8) 11 (35.5) 0.008

Values are expressed as means + standard deviation, as median and 1% and 3™ quartiles or percentages
(%) between brackets.

*Unpaired t test was used for mean comparisons and chi-square test to compare percentages.

# Estimated glomerular filtration rate (¢GFR) according to conventional Schwartz formula [27]

# Estimated glomerular filtration rate (¢GFR) according to recently modified Schwartz formula [28]
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Table 2 — Median and interquartile range of absolute and standardized to creatinine
urinary IL-8/CXCLS8 and TGF- B1 levels in patients with glomerular diseases (group 1)

and urinary tract malformations (group 2).

Group 1 (n=11) Group 2 (n=31) P
IL-8 (pg/mL) 0.00 (0.00-5.94) 0.00 (0.00-26.54) 0.801
IL-8 (pg/mg cr) 0.00 (0.00-5.87) 0.00 (0.00-169.93) 0.666
TGF-B1 (pg/mL) 0.00 (0.00-26.37) 0.00 (0.00-1.61) 0.719
TGF- Bl (pg/mg cr) 0.00 (0.00-6.62) 0.00 (0.00-0.90) 0.895

Table 3 - Median and interquartile range of absolute and standardized to creatinine
urinary IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and TGF-B1 levels in patients with chronic kidney

disease (CKD) stratified according to CKD stage based on Schwartz formula (27).

Stage 2 Stage 3 Stage 4 P

(n=12) (n=19) (n=11)
IL-8 (pg/mL) 0.00 (0.00-0.00) 0.00 (0.00-26.54) 0.00 (0.00-242.90) 0.17
IL-8 (pg/mg cr) 0.00 (0.00-0.00) 0.00 (0.00-30.38) 0.00 (0.00-890.50) 0.18
MCP-1 (pg/ml) 72.45 (0.00-372.8) 113.60 (0.00-344.00) 97.13 (0.00-344.00) 0.88
MCP-1 (pg/mg cr) 151.50 (0.00-704.10) 356.50 (0.00-998.50) 219.80(0.00-593.50) 0.70
TGF-B1 (pg/mL) 0.00 (0.00-2.07) 0.00 (0.00-2.02) 0.00 (0.00-5.83) 0.91
TGF- B1 (pg/mgcr)  0.00(0.00-2.17) 0.00 (0.00-0.60) 0.00 (0.00-14.37) 0.81

Multiple median comparisons were made by Kruskall Wallis test followed by Dunn’s post test
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Table 4 - Median and interquartile range of absolute and standardized to creatinine

urinary IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and TGF-BI levels in patients with chronic kidney

disease (CKD) stratified according to the use of renin angiotensin system (RAS) blockers,

the presence of hypertension and proteinuria.

Cytokines Parameters
Hypertension Median (p25-p75) P
MCP-1 (pg/ml) Present (n=11) 80.68 (0.00-442.70) 0.51
Absent (n=30) 88.91 (0.00-278.20)
MCP-1 (pg/mg cr) Present (n=11) 244.80 (0.00-1133) 0.59
Absent (n=29) 268.60 (0.00-664.90)
IL-8 (pg/ml) Present (n=11) 0.00 (0.00-5.94) 0.89
Absent (n=30) 0.00 (0.00-17.77)
IL-8 (pg/mg cr) Present (n=11) 0.00 (0.00-5.87) 0.96
Absent (n=29) 0.00 (0.00-13.48)
TGF-B1 (pg/ ml) Present (n=11) 0.00 (0.00-5.83) 0.80
Absent (n=30) 0.00 (0.00-1.71)
TGF-B1 (pg/mg cr) Present (n=11) 0.00 (0.00-12.58) 0.69
Absent (n=29) 0.00 (0.00-0.90)
Proteinuria
MCP-1 (pg/ml) Present (n=31) 146.50 (0.00-409.80) 0.29
Absent (n=10) 64.22 (0.00-146.50)
MCP-1 (pg/mg cr) Present (n=30) 325.20 (0.00-843.40) 0.40
Absent (n=9) 66.30 (0.00-536.90)
IL-8 (pg/ml) Present (n=31) 0.00 (0.00-0.00) 0.12
Absent (n=10) 0.39 (0.00-519.70)
IL-8 (pg/mg cr) Present (n=31) 0.00 (0.00-0.00) 0.32
Absent (n=9) 0.00 (0.00-101.90)
TGF-B1 (pg/ ml) Present (n=31) 0.00 (0.00-2.22) 0.94
Absent (n=10) 0.00 (0.00-2.49)
TGF-B1 (pg/mg cr) Present (n=30) 0.00 (0.00-0.57) 0.84
Absent (n=10) 0.00 (0.00-3.40)
Use of RAS blocker
MCP-1 (pg/ml) Yes (n=20) 179.40 (0.00-1628) 0.46
No (n=22) 72.45 (0.00-331.60)
MCP-1 (pg/mg cr) Yes (n=19) 321.80 (0.00-885.60) 0.76
No (n=21) 236.60 (0.00-664.90)
IL-8 (pg/ml) Yes (n=20) 0.00 (0.00-0.00) 0.07
No (n=22) 0.00 (0.00-260.90)
IL-8 (pg/mg cr) Yes (n=20) 0.00 (0.00-0.00) 0.08
No (n=21) 0.00 (0.00-451.90)
TGF-B1 (pg/ ml) Yes (n=20) 0.00 (0.00-1.92) 0.72
No (n=22) 0.00 (0.00-2.65)
TGF-B1 (pg/mg cr) Yes (n=20) 0.00 (0.00-2.27) 0.68

No (n=21)

0.00 (0.00-1.15)
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Table 5 — Correlations between clinical features and absolute urinary cytokine levels

(pg/ml) and concentrations standardized to creatinine (pg/mg cr) in patients with

glomerular diseases. P values are displayed between brackets and analyzed by Spearman

correlation text.

MCP-1 MCP-1 IL-8 IL-8 TGF-B1 TGF-B1

(pg/ml) (pg/mg cr) (pg/ml) (pg/mg cr) (pg/ml) (pg/mg cr)
BMI z-score 0.0 (1.00) -0.179 (0.597) 0.624 (0.04)* 0,624 (0,044)* 0410 (0.210) 0.480 (0.135)
eGFR" -0.147 (0.667)  -0.384(0.242) 0.029 (0.933) 0,028 (0,946) 0.116 (0.735) 0.139 (0.684)
eGFR# -0.138 (0.687) -0.334(0.315) 0.075 (0.826)  -0.075 (0.826) 0.040 (0.906) 0.087 (0.800)
Hemoglobin ~ -0.005 (0.989) -0.403 (0.219) 0.235 (0.487) 0.234 (0.487) 0.443 (0.172) 0385 (0.242)
Hematocrit -0.083 (0.809) -0.393 (0.231) 0.162 (0.634) 0.161 (0.634) 0.405 (0.217) 0358 (0.279)
Albumin -0.608 (0.047)*  -0.628 (0.038)* 0.351 (0.290) 0.350 (0.290) -0.447(0.168)  -0.389(0.237)
Cholesterol 0385 (0.242) 0.798 (0.003)* 0.075 (0.826) 0.075 (0.826) -0.017 (0.960)  0.145 (0.672)
Triglycerides ~ -0.014 (0.968) 0.795 (0.003)* -0.368 (0.266)  -0.367 (0.265) -0.388(0.238)  -0.249 (0.460)
Uric acid -0.122 (0.754) -0.504(0.166) 0.529 (0.143) 0.529 (0.143) 0391 (0.298) 0.437 (0.239)
PTH -0.072 (0.878) -0.151 (0.745) 0.178 (0.702) 0.178 (0.702) 0.204 (0.661) 0.204 (0.661)

# Estimated glomerular filtration rate (eéGFR) according to conventional Schwartz formula [27]

# Estimated glomerular filtration rate (¢€GFR) according to recently modified Schwartz formula [28]

*p<0.05 (Spearman correlation test)



80

Table 6 — Correlations between clinical features and absolute urinary cytokine levels

(pg/ml) and concentrations standardized to creatinine (pg/mg cr) in patients with urinary

tract malformations. P values are displayed between brackets and analyzed by Spearman

correlation text.

MCP-1 MCP-1 IL-8 IL-8 TGF-B1 TGF-B1

(pg/ml) (pg/mg cr) (pg/ml) (pg/mg cr) (pg/ml) (pg/mg cr)
BMI z-score  -0.051 (0.790) -0.087(0.646) -0.044(0.819)  -0.059(0.758)  -0.019(0.922)  0.048 (0.804)
eGFR" -0.058 (0.756) -0.124 (0.504) -0.401 (0.025)*  -0.357 (0.049y*  -0.119(0.524)  -0.181 (0.338)
eGFR# 0.030 (0.874) -0.059 (0.751) 0357 (0.048)*  -0.362 (0.045y*  -0.211(0.253)  -0.171 (0.367)
Hemoglobin ~ 0.010 (0.957) -0.068 (0.713) -0.023(0.901)  -0.189(0.309)  -0.112(0.547)  0.017 (0.931)
Hematocrit -0.027 (0.885) -0.082 (0.658) 0.00 (0.999) -0.165(0.375)  -0.023 (0.903)  0.063 (0.740)
Albumin -0.225 (0.233) -0.191 (0.311) -0.228 (0.226)  -0.204(0.280)  -0.097 (0.612)  -0.182 (0.345)
Cholesterol -0.099 (0.595) -0.080 (0.666) -0.127(0.496)  -0.104 (0.576)  -0.348 (0.055)  -0.299 (0.108)
Triglycerides ~ -0.468 (0.008)*  -0.452 (0.010)* -0.099 (0.596)  -0.091 (0.627)  -0.011 (0.954)  -0.028 (0.883)
Uric acid 0.048 (0.810) 0.075(0.702) 0.068 (0.730) 0.076 (0.699) 0.116 (0.557)  0.021(0.918)
PTH 0.015 (0.937) 0.094(0.626) 0.165 (0.392) 0.192 (0.319) 0.058 (0.767)  -0.051 (0.796)

# Estimated glomerular filtration rate (eéGFR) according to conventional Schwartz formula [27]

# Estimated glomerular filtration rate (¢€GFR) according to recently modified Schwartz formula [28]

*p<0.05 (Spearman correlation test)
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Figure legend

Figure 1 - Comparison of absolute urinary MCP-1/CCL2 levels (pg/ml, panel A) and
urinary MCP-1/CCL2 concentrations standardized for creatinine (pg/mg cr, panel B) in
CKD patients with glomerular diseases (group 1) and with urinary tract malformation

(group 2). *p<0.05 (Mann Whitney test).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A DRC apresenta crescente prevaléncia, em nosso pais, ¢ elevadas morbidade e
mortalidade, sendo considerada um importante problema de satde publica tanto pelas
demandas e custos que gera ao setor de satde, quanto pelo impacto so6cio-econdmico
negativo para o paciente e seus familiares (1). O cendrio da DRC na infancia ¢ ainda mais
alarmante, uma vez que a doenga compromete o crescimento e desenvolvimento de

criancas e adolescentes (2-5).

Apesar de ser foco de varios estudos nos ultimos anos, a etiopatogenia da DRC ¢
complexa e ainda pouco compreendida (6-7). Os achados atualmente disponiveis nao
permitem uma defini¢do clara dos mecanismos envolvidos na progressao da DRC. Neste
contexto, novos estudos sao necessarios para o conhecimento de fatores envolvidos na
instalagdo e progressao da DRC, com o intuito de detectar marcadores prognosticos e,
quem sabe, modificar sua historia natural por meio de intervengdes clinicas ou

farmacologicas (8)

A progressao da DRC tem sido atribuida a ativag¢ao da resposta imuno-inflamatoria
(9-11). A participagdo de citocinas e quimiocinas tem sido sugerida na patogenia da DRC
secundéria as uropatias obstrutivas (12-13), doencas glomerulares (14-16), nefrites
intersticiais (17) e também a episddios de rejeicdo no transplante renal (18-19). A
inflamacao também tem sido considerada fator de risco independente para a mortalidade

na DRC (20-21).

O presente estudo mediu, em criancas e adolescentes portadores de DRC, os niveis
urinarios de MCP-1/CCL2, da IL-8/CXCL8 e TGF-B1, mediadores imuno-inflamatorios

com potencial envolvimento na instalacdo e evolugcdo da doenca renal (22-26). Além
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disso, foram avaliadas possiveis associacdes entre os niveis urinarios desses marcadores

e parametros clinicos e laboratoriais dos pacientes com DRC.

O MCP-1/CCL2 ¢ uma quimiocina envolvida primordialmente no recrutamento de
monocitos (27). Estudos experimentais associaram o recrutamento de mondcitos a8 DRC
(28-29). Nesse sentido, nosso estudo mostrou niveis urinarios absolutos de MCP-1/CCL2
elevados, de forma significativa, nos pacientes com DRC secundaria a doengas
glomerulares, em comparagdo aos pacientes com DRC secundaria a malformagdes do
trato urinario. Os niveis urinarios de IL-8/CXCL8 e TGF-B1, tanto em niveis absolutos
quanto relativos a creatinina urinaria, ndo mostraram diferencas significativas conforme
a etiologia da DRC. Foi possivel verificar também que existe correlacdo negativa entre
as concentragoes urinarias de MCP-1/CCL2 (expressa em valores absolutos e relativos a
creatinina) com a albumina sérica. Talvez essa correlagdo possa refletir uma associagao
entre aumento da excrecdo urinaria de proteina e aumento da concentragdo de MCP-
1/CCL2. No entanto, a proteinuria, analisada como variavel dicotdmica pela presenca de
alteracdes na relacdo proteina:creatinina (presente ou ausente), nao se associou a
diferencas em nenhum dos marcadores medidos. Contudo, por ndo ter sido possivel
avaliar se houve correlagdo entre as concentracdes urinarias das citocinas e os niveis de
proteina em amostras de urina de 24 horas, coletadas no mesmo momento, nao se pode
afastar o papel da proteintria na ativa¢ao da resposta imuno-inflamatoria e consequente
progressdo da DRC. A presenca de albumina na urina pode aumentar a expressao de
quimiocinas no tubulo proximal, incluindo a expressio de MCP-1/CCL2, através de
mecanismo NF-kB dependente (30-31). Outra possibilidade seria a associacdo entre a
desnutricdo, aqui refletida pela hipoalbuminemia, e inflamacdo. A desnutricdo,

inflamacao e progressao da DRC e DCV sao bem estabelecidas na literatura (21, 32).
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Foi verificado anteriormente que niveis aumentados de colesterol podem contribuir
para a producdo de superoxido, que, por sua vez, ¢ um dos fatores responsaveis pela
disfuncdo renal observada em pacientes obesos (33). O estresse oxidativo, a inflamagao
e a disfuncdo endotelial favorecem a instalagdo da DRC (34). Tais alteragdes apresentam
relacdo direta com aumento da mortalidade em pacientes com DRC (9, 21, 35). No
presente estudo, niveis séricos de colesterol total e triglicérides mostraram correlagdo
positiva com as concentragdes urinarias de MCP-1/CCL2 corrigidas pela creatinina. Este
achado estd de acordo com a reducdo da excrecdo urinaria de MCP-1/CCL2 apos

tratamento antioxidante em modelo animal de HAS e obesidade (34).

No mesmo grupo de pacientes portadores de DRC por doencas glomerulares, os
niveis de IL-8/CXCLS, absolutos e relativos a creatinina urinaria, mostraram correlagao
negativa e significativa com o escore Z de indice de massa corporal (IMC). Tal
associagao pode-se relacionar as complexas interagdes entre estresse oxidativo,
inflamac¢ao e DRC (36). O acumulo celular de lipides gera toxicidade e consequente
disfungdo de 6rgaos, dentre eles os rins (36). Em criangas obesas, ja foram detectados

niveis aumentados de IL-8/CXCL8 em relagdo aos controles sadios (37).

A DCV ¢ hoje a principal causa de morbidade e mortalidade em portadores de DRC
(20, 38-39). Na populacdo pediatrica, a DCV também ¢ a principal causa de morte quando
comparada a populacdo geral pareada para idade (40-41). Neste contexto, considerando-
se que a dislipidemia e a obesidade sdo fatores de risco para DCV (42-43), no grupo de
pacientes com glomerulopatias, nossos achados apontam para um possivel papel dessas

alteragdes na fisiopatologia da doenga.

Estudos anteriores mostraram o importante papel da IL-8/CXCLS8 na indugdo de

proteinuria e sugeriram mecanismos relacionados a alteracdes de componentes da
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membrana basal glomerular (MBG) nas doencas essencialmente glomerulares (24-25).
Em nosso estudo, a IL-8/CXCLS8 ndo se associou a maioria dos parametros analisados
nos pacientes com glomerulopatias. No entanto, para os pacientes com malformacgdes do
trato urinario, apenas a IL-8/CXCLS apresentou correlacdo negativa com o RFG, ou seja,
quanto mais baixo o RFG mais elevada a quimiocina. A IL-8/CXCL8 ¢ quimiocina
produzida por células epiteliais do trato urinario em resposta a estimulo inflamatorio e
mostra-se elevada durante episodios de ITU (44-46). Recentemente, Galanakis et al.
apresentaram a IL-8/CXCL8 como marcador sensivel e especifico para o diagnostico de
valvula de uretra posterior, independente a episoddios de ITU (47). Assim, Galanakis et
al. e outros pesquisadores tém estabelecido a relacao entre IL-8/CXCLS e cicatrizes renais
(46-48). A partir de nossos achados, podemos supor que a elevagao de IL-8/CXCL8 em
nossos pacientes com malformagdes do trato urindrio possa estar relacionada a presenca
de cicatrizes renais e/ou episodios de pielonefrite que podem contribuir para a reducao do

RFG nesses pacientes.

Entender a fisiopatologia da DRC ainda ¢ um desafio. A identificacdo de fatores de
risco modificaveis e de biomarcadores para a DRC podera determinar diminui¢ao de sua
prevaléncia e de suas complicagdes associadas. Nosso estudo ndo estabeleceu
mecanismos fisiopatoldgicos ou definiu o papel de citocinas como biomarcadores de
DRC. No entanto, sugeriu a associagdo do MCP-1/CCL2 com hipoalbuminemia e
dislipidemia, que sdo achados laboratoriais comuns das doencas glomerulares. Em geral,
observa-se evolugdo acelerada da DRC ao compararmos causas glomerulares das outras
etiologias da DRC (49-50). Assim, nossos dados apontam para o papel de MCP-1/CCL2
na inducdo da inflamacdo glomerular e perda da func¢do renal. Nossos achados sdo
corroborados por outros dados da literatura (10, 15, 29, 51-56). Nao foi possivel

estabelecer associagdes entre 0 TGF-B1 e os pardmetros avaliados em ambos os grupos,
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mas o IL-8/CXCLS8 relacionou-se a queda do RFG em pacientes com malformacdes do

trato urinario.

Vale ressaltar que estamos cientes das limitagdes inerentes ao desenho de nosso
estudo. Por se tratar de estudo transversal, com amostra composta pelos pacientes
atendidos em nosso servigo nos anos de 2009-2010, torna-se dificil obter um grupo
homogéneo, uma vez que tratamentos prévios e atuais, atividade da doenca, presenca de
complica¢des podem certamente interferir com as medidas das citocinas. Por outro lado,
alguns aspectos aumentam a for¢a de nosso estudo, tais como a utilizagdo de critérios de
inclusao e de exclusao bem definidos e de um protocolo bem estabelecido para as medidas

das citocinas (12, 24).

Finalmente, o presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa que avalia o papel
potencial de mediadores imuno-inflamatérios nas doengas renais, com o intuito de trazer
informacgdes que possam contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de evolugao
dessas doencas. Dentro dessa perspectiva, novos estudos deverao ser realizados para
avaliar o comportamento das citocinas e quimiocinas em longo prazo, determinando o
seu real potencial como biomarcadores ou, até mesmo, como alvos para o

desenvolvimento de novos farmacos.
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ANEXOS

7.1. ANEXOI-PARECERDO COEP

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 572/07

Interessado(a): Profa. Ana Cristina Simoes
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 20 de dezembro de 2007, apés atendidas as solicitagées de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo dos niveis
circulantes de citocinas e quimiocinas em .criangas e adolescentes
portadores de doenca renal crénica” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto.

Coordenadora do COEP-UFMG
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7.2. ANEXO II - TERMOS DE CONSENTIMENTO

Para os responsaveis por pacientes portadores de DRC entre dois e sete anos.

Por meio deste termo de consentimento, informamos que estamos desenvolvendo
uma pesquisa no Hospital das Clinicas da UFMG para estudarmos substancias da urina
chamadas, pelos médicos, de citocinas e quimiocinas além da relagdo destas substancias
com o funcionamento do rim e a doenga renal. Alguns estudos mostram que essas
substancias podem participar dos problemas dos rins. Este estudo quer, entdo, saber qual
¢ a quantidade dessas substincias que esta na urina dos pacientes com doenca renal,
tentando ver se isso tem relagao com o funcionamento do rim.

Os exames para determinacdo das citocinas e quimiocinas serdo realizados em
amostra de urina simples. Estamos garantindo que esses exames somente serao coletados
e realizados ap0s sua autorizagdo e assinatura deste termo de consentimento.

Garantimos ainda que a identidade e a privacidade de seu filho(a), serdo
resguardadas e os resultados desse estudo somente serdo utilizados para aumentar os
conhecimentos da medicina. Finalmente, vocé tem o direito de recusar que seu filho(a)
participe do trabalho em qualquer etapa do mesmo, sabendo-se que ele(a) continuara a
receber o tratamento convencional, tendo assim garantida sua assisténcia médica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG.
Sua realizacdo estd de acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude
(Resolugdes 196/96) que assegura protecao aos voluntarios envolvidos em pesquisas
biomédicas.

Eu, responsavel pelo paciente , portador de
doengca renal, entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa € concordo em permitir
a participagcdo do menor em epigrafe nas coletas de sangue e urina para dosar quimiocinas
e citocinas. Confirmo que o paciente em questdo foi selecionado de forma voluntéria
para participar dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia deste termo de
consentimento.

Data e local: Assinatura do pesquisador:

Assinatura do responsavel:
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Para os pacientes portadores de DRC entre sete e 12 anos e seus responsaveis

Por meio deste termo de consentimento, informamos que estamos desenvolvendo
uma pesquisa no Hospital das Clinicas da UFMG para estudarmos substancias na urina
chamadas, pelos médicos, de citocinas e quimiocinas e a relagdo destas substancias com
o funcionamento do rim e a doenga renal. Alguns estudos mostram que essas substancias
podem participar dos problemas dos rins. Este estudo quer, entdo, saber qual ¢ a
quantidade dessas substancias que esta na urina dos pacientes com doenga renal, tentando
ver se isso tem relagdo com o funcionamento do rim.

Os exames para determinacdo das citocinas e quimiocinas serdo realizados em
amostra de urina simples. Estamos garantindo que esses exames somente serao coletados
e realizados ap0s sua autorizagdo e assinatura deste termo de consentimento.

Garantimos ainda que as suas identidade e privacidade serdo resguardadas, sendo
os resultados desse estudo somente utilizados para aumentar os conhecimentos da
medicina. Finalmente, vocé tem o direito de recusar em participar do trabalho em
qualquer etapa do mesmo, sabendo-se que vocé€ continuard a receber o tratamento
convencional, tendo assim garantida sua assisténcia médica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG.
Sua realizacdo estd de acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude
(Resolugdes 196/96) que assegura protecao aos voluntarios envolvidos em pesquisas
biomédicas.

Eu, paciente , portador de doenca renal,
entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em participar das coletas
de sangue e urina para dosar citocinas e quimiocinas. Confirmo que fui selecionado de
forma voluntéria para participar dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia deste termo
de consentimento.

Eu, responsavel pelo paciente , portador
de doenga renal, entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em
permitir a participagdo do menor em epigrafe nas coletas de sangue e urina para dosar
quimiocinas e citocinas. Confirmo que o paciente em questdo foi selecionado de forma
voluntaria para participar dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia deste termo de
consentimento.

Data e local: Assinatura do pesquisador:

Assinatura do responsavel:

Assinatura do paciente:
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Para os pacientes portadores de DRC entre 12 e 18 anos

Por meio deste termo de consentimento, informamos que estamos desenvolvendo
uma pesquisa no Hospital das Clinicas da UFMG para estudarmos substancias na urina
chamadas, pelos médicos, de citocinas e quimiocinas e a relagdo destas substancias com
o funcionamento do rim e a doenga renal. Alguns estudos mostram que essas substancias
podem participar dos problemas dos rins. Este estudo quer, entdo, saber qual ¢ a
quantidade dessas substancias que esta na urina dos pacientes com doenga renal, tentando
ver se isso tem relagdo com o funcionamento do rim.

Os exames para determinacdo das citocinas e quimiocinas serdo realizados em
amostra de urina simples. Estamos garantindo que esses exames somente serao coletados
e realizados ap0s sua autorizagdo e assinatura deste termo de consentimento.

Garantimos ainda que serdo resguardadas sua identidade e sua privacidade, sendo
os resultados desse estudo somente utilizados para aumentar os conhecimentos da
medicina. Finalmente, vocé tem o direito de recusar em participar do trabalho em
qualquer etapa do mesmo, sabendo-se que vocé€ continuard a receber o tratamento
convencional, tendo assim garantida sua assisténcia médica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG.
Sua realizacdo estd de acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude
(Resolugdes 196/96) que assegura protecao aos voluntarios envolvidos em pesquisas
biomédicas.

Eu, paciente , portador de doenca renal,
entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em participar das coletas
de sangue e urina para dosar citocinas ¢ quimiocinas. Confirmo que fui selecionado de
forma voluntéria para participar dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia deste termo
de consentimento.

Data e local:

Assinatura do paciente:

Assinatura do pesquisador:
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Para os responsaveis por pacientes portadores de DRC entre 12 e 18 anos

Por meio deste termo de consentimento, informamos que estamos desenvolvendo
uma pesquisa no Hospital das Clinicas da UFMG para estudarmos substancias na urina
chamadas, pelos médicos, de citocinas e quimiocinas e a relagdo destas substancias com
o funcionamento do rim e a doenga renal. Alguns estudos mostram que essas substancias
podem participar dos problemas dos rins. Este estudo quer, entdo, saber qual ¢ a
quantidade dessas substancias que esta na urina dos pacientes com doenga renal, tentando
ver se isso tem relagdo com o funcionamento do rim.

Os exames para determinacdo das citocinas e quimiocinas serdo realizados em
amostra de urina simples. Estamos garantindo que esses exames somente serao coletados
e realizados ap0s sua autorizagdo e assinatura deste termo de consentimento.

Garantimos ainda que serdo resguardadas a identidade e a privacidade de seu(ua)
filho(a), sendo os resultados desse estudo somente utilizados para aumentar os
conhecimentos da medicina. Finalmente, o seu filho(a) tem o direito de recusar em
participar do trabalho em qualquer etapa do mesmo, sabendo-se que ele(a) continuara a
receber o tratamento convencional, tendo assim garantida sua assisténcia médica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG.
Sua realizacdo estd de acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude
(Resolugdes 196/96) que assegura protecao aos voluntarios envolvidos em pesquisas
biomédicas.

Eu, responsavel pelo paciente , portador
de doenga renal, entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em
permitir a participagdo do menor em epigrafe, nas coletas de sangue e urina, para dosar
quimiocinas e citocinas. Confirmo que o paciente em questao foi selecionado de forma
voluntaria para participar dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia deste termo de
consentimento.

Data e local:

Assinatura do responsavel:

Assinatura do pesquisador:




