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RESUMO

A sindrome nefrotica idiopatica (SNI) se caracteriza por proteindria macica,
hipoproteinemia e edema. Considerando as caracteristicas imunopatologicas da
SNI, o presente estudo teve como objetivo analisar o perfil fenotipico e funcional de
leucécitos do sangue periférico de criangcas com SNI. Foram estudados 44 pacientes
pediatricos com SNI, provenientes da Unidade de Nefrologia Pediatrica do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e 10 criangas e adolescentes
saudaveis utilizados como grupo controle (CON). Os pacientes foram subdivididos
de acordo com os valores da proteindria em urina de 24 horas no momento da coleta
em grupo com proteindria elevada (PE=200mg/24 horas) e proteinaria reduzida
(PR<200mg/24 horas) e de acordo com a resposta a corticoterapia em cértico-
sensiveis (SNCS) e cortico-resistentes/dependentes (SNCR). Os pacientes e
controles foram submetidos a coleta de sangue para analise ex-vivo do perfil
fenotipico de leucdcitos circulantes por citometria de fluxo. Foi também analisada a
producéo in vitro de citocinas pré e anti-inflamatérias em populagdes especificas de
linfocitos do sangue periférico. Foram comparados os dados obtidos em pacientes e
no grupo controle e de acordo com a intensidade da proteinudria. Além disso, foram
avaliados o comportamento migratério e de ativacdo celular e o percentual de
células T com perfil regulador em linfécitos de pacientes com sindrome nefrética e
do grupo controle. Tais parametros foram comparados nos subgrupos de SNCS e
SNCR, bem como conforme a proteindria. Os resultados mostraram aumento no
percentual de linfocitos TCD4'TNF-a* e redugdo no percentual de linfécitos
TCD8'IFN-y* nos pacientes com SNI, independente dos niveis de proteinaria. Nos
pacientes com PE, houve aumento no percentual de linfécitos TCD4" marcados para
as citocinas pro-inflamatérias IFN-y, TNF-a e IL-17 quando comparado ao grupo
controle. Somente os pacientes com PE apresentaram aumento no percentual de
linfocitos TCD8'TNF-a* em comparacdo ao grupo controle. Os achados sugerem
gue 0s pacientes com proteindria persistente apresentam resposta pro-inflamatoria
mais acentuada e mediada por linfocitos T, principalmente pelos linfécitos T CD4",
mesmo sob uso de medicacdo anti-inflamatéria. A comparacdo dos pacientes
subdivididos conforme a resposta a corticoterapia mostrou reducdo nos percentuais
de linfocitos B e células NK nos pacientes com SNCR quando comparado ao grupo

CON. Ja o grupo com SNCS apresentou apenas reducao no percentual de células



NKT quando comparado ao CON. Em linfécitos T CD4", a expressdo de FoxP3 nos
linfécitos TCD4" foi significativamente maior nos pacientes do grupo SNCS quando
comparado aos grupos CON e SNCR. O percentual de células CD4"CTLA4" foi
maior no grupo SNCS em relacdo ao SNCR. Foi observada reducdo na expressao
da integrina CD18 em linfécitos TCD3" e TCD8" no grupo SNCS quando comparado
ao CON. A andlise dos receptores de quimiocinas, no entanto, revelou um aumento
no percentual de linfécitos marcados para CCR2 e CXCR4 tanto no grupo SNCS
guanto no SNCR quando comparados ao grupo controle. O aumento no percentual
de células marcadas para o receptor CCR5 foi observado apenas no grupo SNCR
comparado ao CON. A reducdo da expressdo de CD18 na superficie de linfécitos
TCD3 e TCD8, bem como as evidéncias de um perfil regulador em linfécitos TCD4
presente apenas em pacientes com SNCS sugerem que o controle da resposta
inflamatodria nesse grupo de pacientes possa estar relacionado a alteragdes nesses
parametros. O aumento na expressao de receptores de quimiocinas CCR2 e CCR4
em todos os pacientes com SNI pode ser explicado pela natureza inflamatoéria da
doenca. Por outro lado, apenas o grupo com SNCR apresentou aumento na
expressdo de CCRS5, indicando atividade infamatéria maior ainda nesse grupo de
pacientes. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a capacidade de ativar
mecanismos reguladores da resposta imune esteja associada a sensibilidade aos

corticosteroides.

Descritores: Sindrome nefrética idiopatica, citometria de fluxo, células T

reguladoras, integrinas, citocinas, receptores de quimiocinas.



ABSTRACT

Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a disease characterized by massive
proteinuria, hypoproteinemia and edema. Considering the immunopathological
characteristics of INS, this study aimed to analyze the phenotypic and functional
profile of peripheral blood leukocytes of pediatric patients with INS. We evaluated 44
pediatric patients with INS recruited at the Pediatric Nephrology Unit of the Clinics
Hospital from Federal University of Minas Gerais and 10 health children and
adolescent as control group (CON). Pacients were subdivided according to the levels
of proteinuria at the time of blood collection in high proteinuria (HP 2200mg/24 hours)
and low proteinuria (LP<200mg/24 hours); and also based on the response to
corticosteroids in steroid sensitive (SS) and steroid resistant/dependent (SR).
Patients and controls were submitted to blood collection for ex-vivo analysis of the
phenotype profile of circulating leukocytes by flow cytometry. In vitro production of
pro- and anti-inflammatory cytokines in specific lymphocytes populations from
peripheral blood was also analyzed. Data were compared between patients and
controls and in patients according the level of proteinuria. In addition, the migratory
and celular activation behavior and the percentage of T-cells with regulatory profile
were evaluated in lymphocytes of INS patients and controls. These parameters were
compared in the subgroups of SS and SR patients, as well according to the
proteinuria. Our results showed an increase of the percentage of CD4'TNF-a°
lymphocytes and a decrease of the percentage of CD8'IFN-y* lymphocytes in
patients with INS, regardless the levels of proteinuria. In patients with HP, there was
increased percentage of CD4" lymphocytes stained to pro-inflammatory cytokines,
IFN-y, TNF-a and IL-17, as compared to control group. Only patients with HP
exhibited an increase in the percentage of CD8"TNF-a* lymphocytes as compared to
control group. These results suggest that patients with persistent proteinuria have
more pronounced pro-inflammatory response, mediated primarily by TCD4"
lymphocytes, even under anti-inflammatory medication. The comparison of patients
divided according to steroid response showed reduced percentages of B
lymphocytes and NK cells in SR group as compared to control group. SS patients
had lower percentage of NKT cells than controls. In CD4" lymphocytes, the
expression of the regulatory marker FoxP3 was significantly higher in SS patients

than controls and SR group. The percentage of CD4"CTLA4" cells was higher in SS



patients than in SR group. Reduced expression of the migration marker CD18 was
observed in CD3" and CD8" T lymphocytes of the SS group as compared to controls.
The analysis of chemokine receptors revealed increased percentage of lymphocytes
stained for CCR2 and CXCR4 both in SS and SR groups as compared to the control
group. The increased percentage of cells stained for CCR5 receptor was observed
only in SR group as compared to controls. Reduced expression of CD18 on the
surface of TCD3 and TCD8 lymphocytes, as well the higher percentage of TCD4
cells with regulatory profile only in SS patients suggest that the control of
inflammatory response in this group of patients might be related to changes in these
parameters. Higher expression of chemokine receptors, CCR2 and CCR4, in INS
patients may be explained by the inflammatory nature of the disease. On the other
hand, only SR group showed an increased expression of CCR5, indicating higher
inflammatory activity in this subgroup of patients. Taken together, our results suggest
that the ability to activate regulatory mechanisms of immune response would be

associated with steroid sensitivity.

Key words: Idiopathic nephrotic syndrome, flow cytometry, regulatory T cells,
Integrins, cytokines, chemokines receptors.
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1 - INTRODUCAO

A Sindrome Nefrética Idiopatica (SNI) é definida como uma doenca
glomerular caracterizada por proteinria macica, hipoproteinemia e edema (1-5). E
classificada em primaria ou idiopatica e secundaria. A forma priméaria da doenca é
mais comum na infancia e decorre geralmente de alteragbes genéticas primarias do
rim que acometem a barreira de filtracdo glomerular (6, 7). A forma secundaria é
mais comum em adultos e pode ocorrer durante o curso clinico de doencas
sistémicas que acometem os rins, como o diabetes mellitus e o lUpus eritematoso
sistémico, por exemplo.

Na sequéncia de eventos que caracterizam a SNI ocorrem alteracdes
primarias da permeabilidade e seletividade da barreira de filtracdo glomerular, que
se torna incapaz de restringir a perda de proteinas para valores abaixo de 100mg/m?
de superficie corporal por dia (8). A doenca cursa com periodos de atividade ou
recidivas intercalados por periodos de remissdo nos quais nao ha alteracdes clinicas
e nem proteindria. Durante as recidivas, pode ocorrer proteiniria macica que
frequentemente supera 1.000mg/m?/dia (proteinGria de 24 horas) elou 2mg
proteina/mg creatinina (relagdo proteina-creatinina em amostra de urina). Essa
proteindria geralmente acarreta em edema e diminuicdo significativa da proteinemia,
em especial da albumina plasmatica.

Em relacdo aos achados histopatolégicos no tecido renal, a SNI pode ser
classificada em duas formas principais: sindrome nefrética por lesées minimas
(SNLM) e glomérulo esclerose focal segmentar (GEFS). A SNLM é a forma mais
comum da doenca em criancas, caracterizando-se pela escassez ou auséncia de

alteracdes do tecido renal & microscopia de luz. A microscopia eletrénica, observa-
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se proliferacdo mesangial discreta e fusdo dos processos podais, sem deposicéo de
imunocomplexos (9). Alteracdes histopatolégicas que caracterizam a SNLM estéo
presentes na maioria das criancas, porém a frequéncia desse diagnostico diminui a
medida que a idade aumenta (6). Clinicamente, a SNLM responde bem ao
tratamento com corticosteroides, sendo que aproximadamente 90% dos pacientes
com SNLM apresentam remissdo completa em resposta a terapéutica com essa
medicacédo (10).

A GEFS, por sua vez, é caracterizada pelo colapso dos capilares
glomerulares, que apresentam esclerose e hialinose além de formacdo de adeséao
nos tufos glomerulares, podendo apresentar depdsitos de imunoglobulinas e de de
componentes do sistema de complemento, hipertrofia glomerular, fibrose intersticial
e atrofia tubular. (10). Nas biopsias desses pacientes, 0os glomérulos apresentam-se
muito alterados, os poddcitos adjacentes podem estar fundidos, assumindo uma
morfologia achatada (8). Os glomérulos afetados se misturam aos integros, dando
uma aparéncia de mosaico, sendo o0 tecido comprometido localizado
predominantemente na juncdo cortico-medular (4). Os pacientes com GEFS
geralmente respondem mal a corticoterapia, podendo apresentar resisténcia ao
tratamento com corticoides (corticorresistentes) ou dependéncia ao uso continuo de
corticoides (cortico-dependentes) para se manterem em remissao (11). Embora a
incidéncia global da SNI na infancia tenha-se mantido estavel ao longo das trés
Gltimas décadas (12), o padrdo histologico estd mudando. Os achados
histopatolégicos caracteristicos de GEFS tém sido cada vez mais frequentes nas
criangas com SNI (10, 13).

Do ponto de vista clinico, a SNI pode ser classificada de acordo com a

resposta terapéutica, visto que o principal fator progndéstico da doenca continua a ser
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a resposta ao tratamento com corticosteroides e ndo as alteracGes histoldgicas
encontradas (7). Os pacientes sdo classificados em: SN corticossensivel (SNCS),
guando apresentam remissao clinica e laboratorial persistentes apds suspensao da
corticoterapia; SN corticorresistente (SNCR) quando ndo ha resposta ao uso de
corticoide apos 4 a 6 semanas de tratamento e SN cortico-dependente (SNCD) na
qual os pacientes apresentam recidivas até 2 semanas ap0s suspensao da
corticoterapia ou recidivam durante a reducdo da dose de corticoide (5, 9). Os
pacientes com SNCR e SNCD apresentam pior prognostico do que os casos de
SNCS.

Diversos estudos apontam para o papel do sistema imune na fisiopatologia da
SNI, contribuindo para as alteracdes glomerulares e histologicas da doenca (para
revisdo ver Pereira et al, Inflammation Research 2014) (14). Apesar dos avangos
obtidos nas ultimas décadas em relacdo ao conhecimento da SNI, sua fisiopatologia
ainda nao foi completamente elucidada. Alguns pacientes respondem mal a todas as
modalidades terapéuticas, ou sofrem efeitos adversos aos medicamentos, sugerindo
que a abordagem atual esta longe de ser a ideal.

Dentro dessa perspectiva, esta tese de Doutorado esté inserida em uma linha
de pesquisa que aborda o estudo de biomarcadores em nefropatias pediatricas,
mais especificamente moléculas relacionadas a resposta imuno-inflamatéria na SNI,
com o objetivo de caracterizar melhor a disfuncdo imunoldgica e de definir possiveis
biomarcadores de interesse clinico.

Finalmente, é importante explicar que essa Tese de Doutorado foi elaborada
de acordo com a resolugcdo 03/2010 do Programa de Pés-Graduagcdao em Ciéncias
da Saude — Saude da Crianca e do Adolescente da Faculdade de Medicina da

UFMG, que permite sua confeccdo em formato de artigos cientificos a serem
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submetidos a revistas médicas. Sendo assim, a apresentacdo do trabalho seguiu a
seguinte estrutura:

1. Secéao de Introducéo;

2. Secao de Revisdo da Literatura, apresentada sob a forma de artigo de revisao;

3. Secao de Objetivos;

4. Secao de Metodologia;

5. Secdo de Resultados e Discusséao, apresentada sob a forma de dois artigos
originais;

6. Secao de Comentarios Finais.

Observacoes:
As referéncias bibliogréficas estédo dispostas ao final de cada artigo ou secéo

de acordo com as normas de Vancouver.
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Resumo

A Sindrome Nefrética Idiopatica (SNI) € uma doenca multifatorial, caracterizada por
proteinuria, hipoalbuminemia, edema generalizado e hiperlipidemia. Estudos
realizados em humanos e modelos animais associam a SNI as alteragcbes na
resposta imunoldgica, quer seja induzindo ou perpetuando a doenca. No entanto, 0s
mecanismos especificos relacionados ao sistema imune ainda nao foram
devidamente elucidados. A maioria das investigacfes mostra alteragdes na dinamica
dos linfocitos T, de citocinas além da participacdo do sistema complemento e dos
linfécitos B na fisiopatologia da SNI. O objetivo desta revisdo € descrever as
evidéncias clinicas e experimentais da participacdo da resposta imunologica na
etiopatogenia da SNI, enfatizando o papel de células T reguladoras, da atividade
migratoria celular, das citocinas/quimiocinas bem como dos receptores de
guimiocinas nos mecanismos de lesdo renal. O entendimento do papel
fisiopatolégico da resposta imune na SNI podera proporcionar o desenvolvimento de
terapias mais especificas e individualizadas, Uteis para a melhora clinica do paciente

e do progndstico da doenca.

Descritores: Sindrome nefrotica, linfocitos, células T reguladoras, citocinas,

guimiocinas.
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Abstract

Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a multifactorial disease characterized by
proteinuria, hypoalbuminemia, generalized edema, and hyperlipidemia. Studies in
humans and animal models associated INS with changes in the immune response.
There is a consensus on the involvement of the immune system to induce or
perpetuates INS. However, the specific mechanisms related to immune system
remain to be elucidaded. Most studies show changes in the dynamics of T
lymphocytes, cytokines and involvement of complement and B lymphocytes in the
pathophysiology of INS. The purpose of this article is to review the clinical and
experimental evidence of the involvement of the immune response in the
pathogenesis of INS with emphasis on regulatory T cells and chemokine receptors.
The understanding of the physiopathological role of the immune response in INS will
probably allow the development of more specific and individualized therapies, useful

for clinical improvement and better prognosis.

Keywords: Nephrotic syndrome, lymphocytes, T reg cells, cytokines, chemokines.
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2.1.1- Alteracdes imunoldgicas na SNI

Provavelmente o estudo de Gitlin et al. em 1956 foi o primeiro que associou a
SN as altera¢gBes no sistema imune, tendo seus resultados evidenciado o aumento
da sintese de gamaglobulinas em criancas com a doenca (1). Apos este estudo,
seguiram-se outras investigacdes sobre as alterac6es imunoldgicas, destacando-se
inicialmente os estudos sobre alteracdes nos linfécitos T e na producdo de
imunoglobulinas (2-7).

Em 1974, Shalboub e colaboradores (3) caracterizaram uma desordem
conhecida como Nefrose Lipdide, demonstrando uma alteracao primaria de células
T, que resultava na producao de “linfocinas toxicas” no sangue periférico. Mais tarde,
em 1976, Moorthy e colaboradores (8) demonstraram que o plasma de pacientes
com Nefrose Lipéide inibia a resposta blastogénica de linfécitos ao mitégeno
Fitohemaglutinina (PHA). A substancia presente nesse sobrenadante foi descrita
como sendo uma linfocina e denominada como Fator Reativo de Pele (SRF) (9). O
SRF provocou reducdo nos sitios anidnicos da membrana basal glomerular,
resultando em proteindria (7, 10).

Estudos experimentais subsequentes mostraram que o0 sobrenadante da
cultura de leucécitos de pacientes com SNI induziu proteinaria em ratos (4, 7).
Outros estudos comprovaram a eficacia da plasmaférese na reducéo da proteinaria
e estabilizacdo da funcdo renal em pacientes com GEFS, corroborando a
participacdo de um fator circulante na etiopatogénese da doenca (11, 12). A Nefrose
Lipoide foi posteriormente denominada SNLM e a substancia responsavel pela
proteintria foi chamada de fator de permeabilidade (12-14). Diante dessas
evidéncias, foi levantada a hipotese de que alteracdes funcionais de linfocitos T

poderiam resultar na producdo de um fator de permeabilidade capaz de alterar o
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funcionamento e/ou as estruturas da barreira de filtracdo glomerular resultando em

proteindria (15).

2.1.2 - Fator de permeabilidade circulante

A presenca de um fator de permeabilidade circulante, ainda desconhecido,
produzido por linfécitos T tem sido sugerida na etiopatogénese da SNLM e da
GEFS. Entretanto ainda nao esta claro se o fator € o mesmo ou se é diferente para
as duas manifestacdes histopatolégicas da doenca.

O estudo de Dantal e colaboradores (1994) em pacientes com recidiva pos-
transplante, mostrou que o uso de colunas de imuno-adsorcdo de proteina A foi
associado com a melhora ou remissdo da proteindria (16). Tal descoberta levou
esse grupo a inferir que o fator de permeabilidade seria uma imunoglobulina,
fragmento de imunoglobulina ou proteina como, por exemplo, o fator de
transformacao do crescimento beta (TGF-B), que além da sua acdo fibrogénica,
poderia estar envolvido na SNI devido a sua interagcdo com moléculas inflamatérias.
Nesse sentido o TGF-B poderia promover a quimiotaxia de granulécitos e
macréfagos, em resposta a estimulos imunes, além de estimular a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, e quimiocinas, como IL-8,
proteina quimiotdxica de mondcitos-1 (MCP-1) e regulated on activation, normalT-
cell expressed and secreted (RANTES) (17-19).

O beneficio da plasmaférese também foi relatado em revisdo de McCarthy e
colaboradores (2010), que relataram bons resultados com o uso da plasmaférese
pré-transplante em pacientes de alto risco, prevenindo ou retardando o surgimento
de GEFS, que pode ocorrer rapidamente apés transplante renal nesses pacientes

(20). Acredita-se que esse resultado positivo seja em decorréncia da eliminacado do
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fator circulante responsavel pelo surgimento/manutencdo dos eventos relacionados
com a doenca renal (20). Le Berre e colaboradores (2009), utilizando modelo
experimental de SN, demonstraram que ratos Bufallo/Mna que desenvolvem
espontaneamente a GEFS, apresentaram recorréncia da doenca apds serem
transplantados com rins provenientes de ratos normais. Também foi observada
remissdo da doenca quando rins nefréticos foram transplantados dos ratos
Bufallo/Mna para ratos normais, confirmando a participacdo de algum fator de
circulacao extra-renal (21).

Outro mecanismo identificado como possivel responsavel pelas alteracfes
podocitarias € a ligacdo na membrana, do receptor da uroquinase ativadora do
plasminogénio (UPAR) com a integrina B3, promovendo ativacdo dessa integrina,
gue é associada ao apagamento dos processos podais e consequente proteinuria
caracteristicos da GEFS priméaria (22). A uPAR é uma proteina de membrana
presente em varias células, incluindo podécitos. Como esta proteina ndo se encontra
na circulacdo, ela ndo pode ser considerada como um fator circulante. No entanto,
sua clivagem proteolitica pode liberar varios fragmentos de proteina circulantes
conhecidos como receptores solUveis de uroquinase ativadora de plasminogénio
(suPAR) a partir de células no interior da circulagéo, tais como os neutrdfilos (23). O
SuPAR circula como varios fragmentos de diferentes tamanhos (20 - 55kDa) e a
auséncia de anticorpos monoclonais capazes de reconhecer diferentes formas
glicosiladas ou diferentes fragmentos de suPAR dificultam as investigacbes de como

e quais fragmentos interferem na biologia podocitaria (24, 25).
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2.1.3 - Diferenciacéao de linfécitos

As células T sdo ativadas mediante a interacdo de seus receptores de
superficie. Assim as células TCD4" (T helper) naives podem se diferenciar em
diversas subpopulacdes, tais como: T helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2), T helper 17
(Th17), T helper 9 (Th9) e T reguladoras (Treg). Essas subpopulacdes de linfocitos T
direcionam a resposta imune de forma a torna-la eficiente para as diversas situacdes
onde ha a necessidade de atuacao dos linfocitos T helper. Por exemplo, a resposta
imune anti-helmintica é mais eficaz quando ha a participacdo de linfocitos Th9. Ja a
resposta humoral, normalmente requer a participacdo mais efetiva dos linfécitos Th2.
Essa denominacdo dada as subpopulacdes de linfécitos Th é determinada pelo
padrao de citocinas produzidas e secretadas por essas células, além dos fatores de
transcricdo envolvidos na diferenciacdo dessas células (26). O fator determinante na
diferenciacéo de células Th € o microambiente de citocinas existente no momento da
ativagdo antigeno especifica dessas células. No entanto, a natureza do antigeno e
sua afinidade aos receptores envolvidos na ativagdo das células T, assim como
outros elementos da resposta imune, tais como moléculas coestimuladoras ou
inibidoras, também podem direcionar a diferenciacédo das células Th. As func¢des dos
linfécitos Thl e Th2 encontram-se na figura 1.

Os fatores de transcricdo sédo elementos criticos para a diferenciacdo das
células Th e consequente producdo de citocinas. O destino da célula em cada
linhagem requer pelo menos dois tipos de fatores de transcricdo, os reguladores
mestres e as proteinas sinalizadoras de transducdo e ativacdo da transcricao
(STAT). A atividade dos reguladores mestres € controlada pela sua expressao,
enquanto que as proteinas STAT s sdo ativadas por meio de modificacdes pos-

transcricionais, tais como a fosforilagdo. Algumas proteinas STAT's sdao
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responsaveis por induzir a expressao de reguladores mestres. Além disso, as
mesmas STATSs e os reguladores mestres muitas vezes colaboram na regulacdo da
producdo de citocinas, agindo diretamente sobre os genes especificos. Os fatores
essenciais de transcricdo das linhagens Th sédo T-bet/ Stat4 (Thl), GATA-3/STAT5
(Th2), RORyt/STAT3 (Th17), and Foxp3/STATS5 (Treg), respectivamente (figura 2).

A diferenciacdo em Thl € iniciada por pela sinalizacdo coordenada através do
receptor de célula T (TCR) e receptores de citocinas associadas a proteina STAT1.
Ambos os tipos de interferons, tipo | e tipo Il, podem ativar STATL1 através de seus
respectivos receptores (27-29), assim como a IL-27, uma citocina membro da familia
IL-12 (30).

Os receptores para cada uma destas citocinas Sdo expressos em precursores
de células T naive e sdo ativados por produtos de células estimuladas por patégenos
do sistema imune inato. A ativacdo antigeno especifica de STAT1 das células T
naives, promove o aumento do fator de transcricdo T-bet, que € o regulador mestre
da diferenciacdo Thl (31, 32). O T-bet potencializa a expressao génica do IFN-y e
aumenta a expresséo da cadeia induzivel do receptor da IL-12 (IL-12R2) enquanto
suprime fatores associados a Th2. A inducdo de um receptor de IL-12 durante a
diferenciacéo das células Thl possibilita a sinalizacdo do IL-12 por meio da STAT4,
0 que potencializa ainda mais a producéo de IFN-y, e induz a expressao da IL-18Ra,
conferindo assim, a capacidade de resposta a IL-18 por células Thl maduras. Dessa
forma, as células Thl diferenciadas por meio da acdo da IL-12 resultam em células
efetoras maduras que podem produzir o IFN-y, por vias dependente e independente
do TCR, através de vias mediadas por IL-12 e IL-18 (33, 34). Sendo assim, tanto a
IL-12 quanto o IFN-y sdo duas citocinas importantes para a diferenciagdo em Thl

(35, 36).



35

A diferenciacdo de Th2 é iniciada por meio de sinalizacdo via TCR em
conjunto com a sinalizacdo do receptor de IL-4, seguido da ativacdo de STAT6. Os
sinais que emanam do TCR e dos receptores IL-4 agem em conjunto para aumentar
a expressao de GATA-3, um regulador mestre de diferenciacdo Th2 (37, 38). O
GATA-3 ativa sua propria expressao e induz mudancas epigenéticas no perfil de
citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e genes IL-13) enquanto suprime os fatores criticos para as
vias de sinalizacdo que levam a diferenciacdo de Thl, como STAT4 e a cadeia IL-
12RB2. Além disso, a sinalizacdo da IL-4 previne a co-localizacdo de TCR com 0s
receptores de IFN-y nas sinapses imunologicas entre células T e células
apresentadoras de antigenos (APCs), sugerindo uma outra via em que a IL-4
poderia inibir o desenvolvimento de Thl (39). Ainda podem estar envolvidas outras
citocinas incluindo IL-2, IL-7 e linfopoietina estromal do timo (40-43).

O TGF-B desempenha um importante papel na diferenciacdo dos fendtipos
Th1l7 e Treg. Em presenca de IL-6 induz a diferenciagdo de Thl7, enquanto em
presenca de IL-2, o TGF- 3 promove a diferenciagao de células Treg (44, 45) (Figura
2). Recentemente, foi relatado o aumento da IL-17 em pacientes com SNI, sugerindo
um papel de células Th17 na patogenia da doenca (46).

E importante considerar que, de forma geral, mais de uma citocina S&o
requeridas para a diferenciacdo em algum fenoétipo celular particular. Além disso é
necessario salientar que as citocinas podem promover a diferenciacdo e supressao
de determinadas linhagens especificas de maneira concomitante. Sendo assim,
células que sdo simultanemente ou sequencialmente expostas a citocinas diversas
cujos componentes normalmente induzem diferentes linhagens podem adquirir um
fendtipo Th misto. Esse fato demonstra a complexidade dos eventos relacionados a

diferenciacdo de células Th, principalmente no contexto in vivo. O controle e a
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intensidade da acéo das citocinas envolvidas nesse processo pode ocasionar efeitos
indesejaveis que resultam em processos autoimunes oOrgdo-especificos, doencas

inflamatorio-degenerativas e mesmo episodios alérgicos.
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Figura 1 Func¢des dos linfécitos Thl e Th2 — (A) Células Thl induzem fagocitose e defesa,
mediada por células T, contra microrganismos. (B) Células Th2 induzem producéo de IgE e
posterior degranulacdo de mastdcitos e ativagdo de eosinofilos (14).

2.1.4- Células T reguladoras

Desde a década de 1970, foi cogitada a existéncia de uma subpopulacédo de
células T com capacidade supressora, posteriormente denominada célula T
reguladora (Treg) (47). Na tentativa de identificar essa subpopulagdo Treg
especializada na supressao imunoldgica, Sakagushi e colaboradores (1995)
observaram uma associagcdo entre o surgimento de doencas auto-imunes e a
deplecdo da populacdo TCD4 que expressa CD25 em camundongos (48). Este

estudo permitiu inicialmente caracterizar a populacdo de células Treg como células
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TCD4" com expressao constitutiva da molécula CD25, um receptor de IL-2, tornando
possivel sua distincdo das demais subpopulacdes de células T e consequentemente,
a determinacéo de suas vias de desenvolvimento e a caracterizacdo da sua potente
atividade imunossupressora in vivo e in vitro. Os ensaios in vitro tém identificado
uma longa lista de moléculas e vias metabdlicas que contribuem para as atividades
imunossupressoras de células Treg (49-52). No entanto, ainda ndo esta claro o
papel dessas moléculas e vias metabdlicas nos efeitos in vivo das células Treg.

A principal célula com capacidade imunossupressora € o linfécito T regulador
natural (nTreg), um linfécito TCD4*CD25"9" (53). No entanto, tendo em vista
expressado induzida de CD25 em linfocitos em fase de expansao clonal, tornou-se
necessaria a busca de outros marcadores celulares que permitissem diferenciar
células reguladoras, que apresentam expressao constitutiva de CD25, das células
em fase de proliferacdo apés ativacdo antigeno-especifica, com expressao induzida
de CD25. Sabe-se também que, ao contrario dos ratos, onde a maioria de células T
CD4'CD25" sido potentemente supressoras, a populacdo analoga nos seres
humanos contém principalmente células efetoras ativadas e apenas uma pequena
percentagem das células com maiores niveis de CD25 representam de fato células
Tregs.

Nesse contexto, em 2001 foi identificado o fator de transcricdo forkhead Box
P3 (FoxP3) como sendo um controlador “mestre” para o desenvolvimento da fungao
supressora de células TCD4'CD25", permitindo, de maneira definitva a
determinacao especifica das células Treg (54). A partir de entdo diversos estudos
em modelos animais e em humanos foram realizados no intuito de esclarecer os
mecanismos de acdo de FoxP3 nos contextos in vitro e in vivo (Para reviséo, ver

referéncia (55)).
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As células Treg possuem a capacidade de suprimir a ativacao, proliferacéo e
as funcdes efetoras tais como a producédo de citocinas de uma ampla variedade de
células efetoras imunitarias in vivo e in vitro, incluindo células TCD4" e TCDS8",
células NK e NKT, células B e células apresentadoras de antigenos, como células
dendriticas ou macroéfagos (56, 57). A deficiéncia ou ineficiéncia das células Treg
esta relacionada com a desordem autoimune hereditaria fatal em camundongos e
humanos (58) e com varias doencas auto-imunes (59).

Além das nTregs, as células Treg induzidas (iTreg) também apresentam
capacidade supressora. As células iTreg originam-se na circulacéo periférica a partir
da célula TCD4" virgem (naives) sob a acdo de estimulos antigénicos (53) ou de
citocinas imunossupressoras, como o TGF-B (60) (figura 2). As iTregs sé&o
subdivididas em Th3 (produtoras de TGF-B) e Trl (produtoras de IL-10 e IFN-alfa)
(61). O responsavel pela conversao das células TCD4 virgens em TCD4 reguladoras
é o fator de transcricdo FoxP3 e sua expressdo em células Treg pode modificar ou
aumentar a capacidade de regulacéo dessas células por multiplos mecanismos (60,
61), dessa forma, FoxP3 torna as células Treg capazes de funcionar como células
citotoxicas, eliminando diretamente células efetoras, de forma semelhante as células
CD8" citotdxicas. As células Treg que expressam FoxP3 podem apresentar em sua
superficie celular moléculas como a galectina-1 capazes de interagir com receptores
nas células T efetoras e interromper o ciclo celular. Outras fun¢des relatadas sao a
inibicdo de células apresentadoras de antigenos (APCs), a secrecdo de citocinas
imunomoduladoras como IL-10 e TGF- e através do contato direto com as células
(62, 63).

As células T efetoras podem expressar FoxP3, mas apenas transitoriamente e

em niveis significativamente menores do que o0s presentes em células Tregs.
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Acredita-se que os niveis reduzidos de FoxP3 em células T efetoras sejam
insuficientes para suprimir a expressao de moléculas alvo relacionadas ao FoxP3,
incluindo o receptor de citocina 7 (CD127), a IL-2 e 0 IFN-y (64).

Outras moléculas indissociavelmente ligadas as funcbes Treg, como o
antigeno-4 de linfocito T citotéxico (CTLA-4 ou CD152), GITR (gene induzido por
glicocorticoides relacionado a familia TNFR), CD39 (trifosfato de ectonucleosidio
difosfohidrolase-1) e CD95 (receptor FAS) sdo Uteis para descrever o subconjunto
de células Treg (65, 66). O CTLA-4, expresso na superficie de células Treg, pode
mediar diretamente a supressdo em células T ativadas por antigenos, induzindo a
enzima indolamina 2, 3-dioxigenase e interagindo com CD80 e/ou CD86 em células
dendriticas. Desta forma o CTLA-4 remove as moléculas CD80 e CD86 presentes na
superficie dessas células, internalizando-as e degradando-as nas vesiculas
lisossomais das células T (63). Ao deixar de expressar CD80/CD86, as células
apresentadoras de antigeno tornam-se incapazes de fornecer o sinal co-
estimulatorio as células T efetoras via CD28 (67, 68). A célula CTLA-4" também
possui capacidade de inibir a resposta imune por meio da inibicdo da secrecéo de
IFN-y, IL-2, IL-7 e IL-13 além de ativar a secre¢do de TGF-$ e IL-10 (69).

Embora a presenca do CTLA-4 ndo seja suficiente para a identificacdo das
células Treg, tal antigeno é tipicamente expresso em células T efetoras apos a
ativacdo (63) e a sua deficiéncia prejudica a funcao imunossupressora das células
Treg in vivo e in vitro em ratos (70). Sendo assim, essa molécula auxilia de forma
significativa a determinacéo da subpopulacdo de células Tregs efetoras. Outro fator
que reforca o papel do CTLA-4 é o fato de que em animais com delecdo genética de
CTLA-4, a funcdo Treg é abolida com consequente promocédo da auto-imunidade,

que provoca morte prematura em decorréncia de inflamacéao sistémica (71, 72).
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2.1.5- Papel das Células T reguladoras na SNI

Estudos recentes sugerem que o FoxP3 pode estar associado ao
desenvolvimento da SNI (73, 74) .Em relato de caso de SNI que apresentou infeccéo
pelo virus Influenza B, houve remissdo da doenca no decorrer da infeccdo sem uso
de medicacdo. Em seguida, houve recidiva da doenca, que foi tratada com sucesso
com prednisolona (73). Tanto a inducdo da remisséo, quanto a resposta melhora na
resposta a prednisolona foram associadas ao aumento do niamero de células Tregs
CD4'CD25'Foxp3"* circulantes, sugerindo que tanto a infeccdo pelo virus da
influenza B, quanto a administracdo de corticoesteroides, podem aumentar o numero
de células Tregs circulantes nos pacientes com SNCS (73). Outra evidéncia da
relevancia das Treg no curso da SNI surgiu com o trabalho de Benz e colaboradores
(2010), que observaram niveis menores de células Foxp3* em pacientes com GEFS,

SNLM e SNCD do que no grupo controle (74).
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desencadeados pelas células T-reguladoras. Thl e Th2 resposta relacionada a inflamagéo
renal, infiltracdo de células, proteindria, glomeruloesclerose e lesdo tecidual. IL =
interleucina; LTCD4 + = linfocitos TCD4 +; Th = resposta T-helper; TGF-B = fator de
crescimento transformador — beta (14).
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Sugere-se que a eficiéncia da capacidade reguladora desempenhada pelas
células Treg pode sofrer interferéncias de outras subpopulacdes leucocitarias.
Dentre essas subpopulacdes encontram-se as células Th-17 e as células NKT.

As células T reguladoras (Treg) e células (Th17) foram descritas como dois
subconjuntos distintos de células Th2 e Thl, que desempenham papéis opostos in
vivo (75). Células Treg que expressam Foxp3 tém um papel anti-inflamatoério atraves
do contato direto com as células ou pela liberacdo de citocinas anti-inflamatérias,
tais como a IL-10 e o TGF-B1 (76), enquanto células Th1l7 expressando receptor de
acido retindico relacionado ao receptor yt (RORyt) desempenham um papel crucial
na inducdo de resposta auto-imune e inflamacéao, por produzirem citocinas tais como
IL-17, fator de necrose tumoral (TNF)-a, e IL-6 (77). Assim, o equilibrio entre a acao
de células Thl7 e Treg pode ser importante no desenvolvimento / prevencédo de
doencas inflamatérias e auto-imunes (78).

Em estudo realizado com criancas com SNI, Shao e colaboradores (2009),
encontraram reducdo na frequéncia de células T reguladoras e aumento na
frequéncia das células Th17 em células mononucleares do sangue periférico, sendo
sugerido que o aumento na relacdo celular Th1l7/Treg pode induzir inflamacao
tecidual local e contribuir para a leséo renal, proteinudria e progresséo da SNI (46).

Estudos recentes tém avaliado a inibicdo da resposta Thl17 como forma de
tratamento de doencas, tendo o estudo de Huh e colaboradores (2011) obtido
sucesso com uso da digoxina na supressao da diferenciacdo de células Th17 devido
ao seu efeito antagdnico sobre a atividade do RORyt (79), podendo originar novas
possibilidades terapéuticas no futuro.

Ao contrario das células Thl7, as células NKT parecem exercer um efeito

protetor sobre a funcéo das células Treg. Ao investigarem um modelo combinado de
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transplante de medula e de coracdo, Hongo e colaboradores (2012) constataram
que o aumento de células NKT e de células Foxp3® nos tecidos de 6rgaos
transplantados reduziu a incidéncia da rejeicdo a transplantes, tendo sido essa
capacidade em contribuir para a tolerancia a 6rgaos transplantados, atribuida tanto

as células Tregs de ocorréncia natural quanto as induzidas (80).

2.1.6- Migracdao e ativacao celular na SNI

No mecanismo de migracao leucocitéria, inicialmente ocorre o aprisionamento
e adesao firme dessas células na superficie endotelial e em seguida a migracéo
através do endotélio vascular. A ligagdo dos leucécitos ao endotélio envolve
rolamento mediado pelas selectinas seguidas por firme adesdo mediada pela
ativacdo das integrinas, que, por sua vez, decorre da interacdo de glicoproteinas
transmembranas amplamente distribuidas na superficie das células endoteliais com
0S seus receptores cognatos em leucaocitos (81, 82).

As integrinas formam heterodimeros por ligacbes covalentes entre as
subunidades alfa (a) e beta (B) e constituem quatro familias (83). A familia beta 2
das integrinas é constituida pela subunidade beta 2 ($2), denominada CD18, em
combinagcdo com uma das quatro subunidades alfa, ou seja, aL (CD11la), aM
(CD11b), aX(CD11c) ou oD (CD11d). Estas combinagdes formam, respectivamente,
as integrinas alLB2 (LFA-1); aMs2 (mac-1); aXpB2 e aDB2 (82). Apds estimulos
lesivos, sinais quimiotaticos ativam as integrinas e induzem a fixacao e rolamento
dos leucacitos atraves da parede vascular (84). A integrina CD18 se liga a molécula
de adeséo intercelular (ICAM) na superficie das células endoteliais (85, 86). Ocorre
aumento da expressdao das ICAM pela acdo de Citocinas e quimiocinas com

consequente ativacdo das integrinas na superficie dos leucécitos, induzindo assim
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maior fixacdo e extravasamento celular (82, 87). Portanto, 0 aumento na expressao
das integrinas esta diretamente relacionado aos mecanismos de ativacdo e
migracao celular.

Diferentes estudos tem buscado caracterizar os mecanismos de ativacéo e
migracdo celular no desenvolvimento da SNI. Em estudo recente utilizando modelo
experimental de sindrome nefrotica induzida pela doxorrubicina em ratos, foi
detectado aumento na expressao de CD18 em linfocitos T citotdxicos, assim como
em células NK, sugerindo maior atividade migratéria dos linfécitos T citotoxicos e das
células NK para o tecido renal (88).

Os leucocitos podem responder sequencialmente as quimiocinas, que
constituem um grupo de citocinas de baixo peso molecular cuja principal acdo é o
recrutamento e ativacdo de leucocitos em varios modelos de inflamacéo. Essa
resposta pode ocorrer em varias etapas, permitindo a migracao atraves do endotélio
por meio de um receptor de quimiocina, através do intersticio pela acdo de um
segundo receptor, e para 0 microambiente alvo utilizando ainda um terceiro receptor
(89). Sendo assim, as multiplas interac6es entre quimiocinas e seus receptores
podem proporcionar variaveis padrdes migratorios para diferentes subpopulacdes de
leucécitos (90).

As quimiocinas na superficie das células endoteliais reagem com o receptor
cognato dos leucécitos ativando as integrinas e promovendo firme adesdo e
rolamento celular que favorecem migracdo direcionada dos leucécitos para
microambientes especificos através de varios gradientes quimioatrativos. (81, 82).

O TGF-B tem sido frequentemente relacionado a progressdo das lesdes

renais através de seus efeitos fibrogénicos e por vezes pro-inflamatorios (91-93). O
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TGF-B induz acumulo de mondcitos e de fibroblastos por estimular o aumento da
expressao das quimiocinas MCP-1 e RANTES (17, 94, 95).

Outra quimiocina de interesse no estudo da fisiopatologia da SNI é a
interleucina-8 (IL-8/CXCL8), um peptideo produzido por células endoteliais e
macrofagos, que tem a funcdo de atrair neutrofilos e linfécitos para o tecido
inflamado (95, 96). Varios estudos tém mostrado a elevacdo dos niveis séricos e
urinarios de IL-8/CXCL8 durante episodios de recidiva da SN (97, 98), enquanto que
outros sugerem um papel dessa quimiocina na inducéo de proteinuaria (99, 100).

Recentes avancos na analise de receptores de quimiocinas demonstram que
sua expressdo é um evento importante na diferenciacdo e polarizacdo da resposta
mediada por células T. Dessa forma, alguns estudos tém correlacionado a
expressao de diferentes receptores de quimiocinas com a diferenciacao da resposta
imune em Thl e Th2 (101, 102).

Foram descritos nove receptores para as quimiocinas CC (denominados
CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8 e CCR9) e cinco para as
qguimiocinas CXC (denominados CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4 E CXCR5) (103).

A expressdo dos receptores CCR1, CXCR3 e CCR5 tém sido associada a
resposta Thl, enquanto os receptores CCR3 e CCR4 foram associados a resposta
Th2. Por outro lado, a expressédo do receptor CCR2 tem sido associada a resposta
do tipo 0 (101).

Ainda séo escassos o0s estudos relacionando o comportamento de receptores
de quimiocinas na SNI (104), podendo ser um alvo importante para futuras

investigacoes.
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2.1.7 - Citocinas na SNI

O papel das citocinas na SNI tem sido controverso. Enquanto estudos indicam
aumento de IL-4, IL-10 e IL-13, sugerindo predominio de resposta Th2,
frequentemente é relatado aumento do TNF-a, que estd mais associado a linfocitos
Thl (97, 105, 106). A hipdétese do predominio da resposta com padrdo Th2 é
reforcada pela associacdo entre SNI e alergia, sendo que alguns estudos
demonstraram aumento de IgE e maior incidéncia de doencas alérgicas em
pacientes com SN (105, 107).

No entanto, diversos estudos indicam predominio da resposta Thl. Garin e
colaboradores (2000) demonstraram a participacdo do TNF-a na SN apds induzirem
proteindria em camundongos portadores de SN apos injecdo com TNF-a (99). Em
outro estudo, Le Berre e colaboradores (2005), utilizaram ratos Bufallo/Mna que
desenvolvem naturalmente a sindrome nefrética com glomérulo esclerose focal e
segmentar, tendo detectado elevado nivel de TNF-a antes do inicio da fase de
proteindria, que se normalizou apds o surgimento desta, sugerindo sua participacao
no inicio da lesdo renal (108).

No estudo de Le Berre, o IFN-y, assim como a IL-2 quase n&o foram
detectados e chegaram a se apresentar reduzidos em relagdo ao controle durante o
periodo de observacdo, sugerindo reducdo da resposta Thl. No entanto, outros
estudos como o de Lama e colaboradores (2002), realizado com criangas com
SNCS, obtiveram resultados sugestivos de resposta Thl, com aumento de IL-2, IL-
2R, IFN-y e TNF-a (109).

Em virtude dos resultados controversos, Araya e colaboradores (2006)
afirmam nado existirem evidéncias contundentes para definir um predominio da

resposta Th2 na SNI (97), sendo que a diversidade de resultados pode ser atribuida
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a falta de padronizacédo na escolha dos pacientes com SNI e as diferentes técnicas

utilizadas para se mensurar os niveis de citocinas (97, 109, 110).

2.1.8- Considerac®es finais

A SNI tem apresentado um comportamento mais agressivo nos ultimos anos,
relacionado a maior incidéncia de GEFS e a evolucdo potencial para DRC em
estagio terminal.

Até o presente momento ndo ha definicho consensual de marcadores
laboratoriais capazes de caracterizar melhor a doenca. Sendo assim, o prognostico
€ estabelecido ap6s a avaliacdo da resposta ao tratamento com terapia anti-
inflamatoria realizada com corticosteroides. No entanto, este tratamento néo € eficaz
para todos os pacientes, além de desencadear efeitos adversos.

A determinacdo de marcadores inflamatorios tem mostrado resultados
promissores, correlacionando-se bem com o padrdo de evolucdo das
glomerulopatias, ou com o grau de proteindria (111), surgindo como uma perspectiva
promissora para a escolha da modalidade terapéutica ideal e para a determinacao
do progndéstico da doenca.

Por outro lado, ainda persistem muitas duavidas em relacéo a fisiopatologia da
SNI. Os estudos apresentam resultados distintos, provavelmente devido a diferencas
nas metodologias de quantificacdo de citocinas e a heterogeneidade dos grupos
estudados. Dessa forma, assumem grande importancia estudos bem delineados que

avaliem potenciais biomarcadores para a SNI.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar alteracfes imunoldgicas em
leucdcitos do sangue periférico de criangas e adolescentes com SNI, subdivididas de
acordo com a resposta a terapia com corticoides e a atividade da doenca, ou seja,

presenca ou auséncia de proteinuaria significativa.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar populagbes e subpopulacdes de linfécitos, do sangue periférico de
criancas e adolescentes com SNI, subdivididos conforme a resposta a
corticoterapia e a persisténcia ou ndo de proteinuaria significativa;

e Avaliar o perfil de citocinas pré e anti-inflamatdrias intracitoplasmaticas em
cultura do sangue periférico de criancas e adolescentes com SNI,
subdivididos conforme a persisténcia ou ndo de proteinuria significativa,;

e Avaliar parametros relacionados a migracdo e ativacao celular em linfécitos
do sangue periférico em criancas e adolescentes com SNI, subdivididos
conforme a resposta a corticoterapia;

e Avaliar células T com perfil regulador em linfocitos do sangue periférico em
criancas e adolescentes com SNI subdivididos conforme a resposta a
corticoterapia;

e Comparar os parametros obtidos nos subgrupos de pacientes com SNI com
os resultados da analise de criancas e adolescentes saudaveis (grupo

controle).
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 - Desenho do estudo
Trata-se de um estudo transversal com amostra de conveniéncia, perfazendo

um total de 54 criancas (36 do sexo masculino e 18 do sexo feminino).

4.2 - Critérios de incluséo

Grupo caso — Foram incluidos todos os pacientes pediatricos com
diagnéstico confirmado de SNI (n=44, sendo 29 do sexo masculino e 15 do sexo
feminino) segundo critérios estabelecidos pelo International Study of Kidney Disease
in Children (1), em acompanhamento regular na Unidade de Nefrologia Pediétrica,
no periodo de abril de 2010 a marco de 2012, e que aceitaram participar do estudo.
Caso os pacientes com SNI tivessem apresentado episodio atual ou recente de
doenca infecciosa e/ou alérgica a coleta era adiada por tempo minimo de duas

semanas apoés a recuperacéao das referidas alteracoes.

Grupo controle — Foram incluidas criancas saudaveis pareadas em sexo e idade
com os casos (CON, n=10, sendo 7 do sexo masculino e 3 do sexo feminino), sem
alteracbes ao exame clinico e que ndo apresentavam historico de nefropatias,

doencas cronicas, alergias ou infec¢des recentes.

4.3 - Critérios de excluséao
Grupo caso — Pacientes com sindrome nefrotica congénita e com sindrome

nefrética secundaria a doencas sistémicas foram excluidos do estudo. Também
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foram excluidos os pacientes cujo tempo de acompanhamento e/ou a propedéutica

nao permitiram confirmar o diagnéstico de SNI.

Grupo controle — Foram excluidas as criancas e adolescentes que apresentavam
quaisquer alteracdes ao exame clinico que sugerissem doencas agudas ou crbénicas
capazes de interferir com a resposta imunoldgica, assim como em uso de medicagao
imuno-moduladora. A histéria pregressa de nefropatias, doencas croénicas, alergias e

infeccdes recentes (ha duas semanas) também foi critério de exclusao.

4.4 - Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (ANEXO 1) e da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (ANEXO 2). Foi obtido o consentimento livre e esclarecido
dos responsaveis por todos os sujeitos da pesquisa, bem como dos pacientes e
controles (ANEXOS 3 e 4). Ressalta-se ainda que, em nenhum momento, 0
protocolo de estudo interferiu com qualquer prescricdo ou recomendacdo médica
(ANEXO 5) e foi devidamente respeitado o direito de recusa por parte dos

responsaveis ou dos sujeitos em participar da pesquisa.

4.5 Protocolo do estudo

Os pacientes com SNI foram subdivididos de acordo com a resposta
terapéutica: grupo cortico-sensivel, que apresenta resposta rapida e prolongada ao
corticoide (SNCS, n=30, sendo 21 meninos e 9 meninas) e grupo cortico-
resistente/dependente, incluindo pacientes que néo respondem ao corticéide, ou que

nao toleram a retirada do mesmo (SNCR, n=14, sendo 8 meninos e 6 meninas). Os
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pacientes foram também subdivididos de acordo com a atividade da doenca,
caracterizada pela persisténcia de proteinaria (2-4): pacientes com proteinuria igual
ou superior a 200mg em urina coletada por 24 horas [proteinuria elevada (PE), n=17]
e pacientes com proteinuria reduzida ou ausente quando inferior a 200mg em urina
coletada por 24 horas [proteinudria reduzida (PR), n=27].

Os pacientes com SNI foram submetidos aos seguintes exames de rotina, que
fazem parte do protocolo de seguimento da Unidade de Nefrologia Pediatrica do HC-
UFMG: no sangue, foram dosados albumina, colesterol total, triglicérides, uréia,
creatinina, acido urico. Na urina de 24 horas, foram analisados proteina e creatinina.
Na urina de amostra Unica e exame bioquimico. O ritmo de filtracdo glomerular
(RFG) foi estimado usando a formula de Schwartz (5).

Em relacdo aos pacientes com SNI, as coletas de sangue para avaliacdo dos
parametros imunologicos foram concomitantes a coleta para os exames de sangue
de rotina mencionados acima. Os controles saudaveis realizaram as coletas de
sangue em uma Unica ocasido, especifica para avaliacdo dos parametros

imunoldégicos.

4.5.1 - Coleta e processamento das amostras de sangue

Amostras de sangue foram coletadas em tubos estéreis contendo os
anticoagulantes, acido etilenodiamino tetra acético (EDTA) e heparina. As amostras
coletada em tubos com EDTA foram utilizadas, para andlise ex vivo das populacdes
e subpopulacdes de leucécitos, dos parametros reguladores, migratorios e de
ativacao celular por citometria de fluxo.

As amostras coletadas em tubos heparinizados foram utilizadas para a cultura

de células e subsequente analise de citocinas intracitoplasmaticas.
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Para realizacdo do leucograma global foi utilizado o contador automatico de
células CELM CC-550® (CELM, Barueri, SP, Brasil). O balanco das diferentes
subpopulacdes leucocitarias (leucograma diferencial) foi realizado pela analise do
esfregaco sanguineo, apos coloracdo com Giemsa e May-Grunwald, utilizando-se

microscopio de luz com objetiva de imerséo (Olympus — BX41 TF - Japan).

4.5.2 - Anélise ex-vivo de leucocitos do sangue periférico

Para a andlise dos marcadores de superficie utilizou-se o método de
imunofluorescéncia recomendado pela Becton Dickinson (BD, San Diego, CA - USA)
e modificado como a seguir: 50uL de sangue foram incubados no escuro, por 30
minutos a temperatura ambiente (t.a.), com 1puL de anticorpos monoclonais
especificos para diversos marcadores de superficie celular, conjugados aos
fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC) e ficoeritrina (PE).

ApGs o periodo de incubacao os eritrocitos foram lisados com 2mL de solugéo
de lise eritrocitaria (100 uL de solucéo de lise - Optilyse-B, Immunotec-USA) por 10
minutos t.a. ao abrigo da luz, seguido de centrifugacao a t.a. Apdés a incubacéo, as
células foram lavadas duas vezes com 1mL de tampdo PBS (tamp&o salina
fosfatado - 0,15mol/L cloreto de sédio; 0,01mol/L fosfato de sodio - pH 7,2 a 7,4).

Para a marcacao intracitoplasmatica utilizando-se o anticorpo monoclonal
anti-Forkhead box P3 (anti-Foxp3) foi realizada a marcacdo de superficie celular
com anti-CD4 conforme descrito anteriormente, seguida da permeabilizacdo das
células com adicado de PBS-P (tampao salina fosfatado com 0,5% de soro albumina
bovina; 0,1% de azida sodica e 0,5% de saponina — pH 7,2 a 7,4) por 10 minutos t.a.

e posterior incubagédo com o anticorpo monoclonal anti-Foxp3 por 30 minutos. Apos
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esse periodo, as células foram novamente lavadas com PBS-P. Ap0s esse

procedimento as amostras foram imediatamente adquiridas em citdbmetro de fluxo.

A aquisicdo dos dados foi realizada com o instrumento FACScan (Becton-
Dickinson, USA) utilizando-se o programa Cell-Quest para a aquisicdo (10.000
eventos), para a identificacdo das populacdes celulares de interesse e determinacéo
do valor percentual de populacdes e subpopulacdes celulares ou da sua intensidade

de expressao.

A fenotipagem teve como objetivo a andlise do percentual de diferentes
marcadores em linfécitos, indicando a frequéncia das células de interesse nas
diversas subpopulacdes estudadas, assim como a verificacdo da expressao desses
marcadores nas subpopulacdes celulares citadas através da analise da intensidade
meédia de fluorescéncia (MFI). As avaliacdes realizadas por MFI foram realizadas
determinando-se o canal médio de fluorescéncia (CMF), que representa a
intensidade de luz total emitida pela excitacdo do fluorocromo associado aos
anticorpos monoclonais ligados a superficie celular. Foram realizados gréficos de
distribuicdo pontual em funcdo do tamanho e granulosidade celulares (FSC x SSC)
para separacdo das populacdes celulares. Em seguida, utilizando-se histogramas
em escala logaritmica, determinou-se a regido para a populacdo de interesse. As
estratégias de andlises para escolha das popula¢gdes leucocitarias, deteccdo do
percentual de células, assim como de MFI encontram-se nas figuras 3, 4 e 5.

Os anticorpos utilizados para marcacdo de superficie celular e
intracitoplasmatica, seus clones e suas especificidades estdo mostrados na tabela 1.
As combinacgdes de anticorpos utilizados, as subpopulac¢des leucocitérias avaliadas
para cada combinacdo de anticorpos e a estratégia de analise encontram-se na

tabela 2.
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Figura 3. Estratégia de analise para separacdo das popula¢cbes leucocitarias por
citometria de fluxo. FSC = tamanho das células; SSC = granulosidade das células;
R1 = gate para analise de linfocitos; R2 = gate para andlise de mondcitos; R3 =
gate para analise de neutréfilos.

4.5.3 - Andlise de citocinas intracitoplasmaéticas

A deteccdo de citocinas intracelulares por citometria de fluxo € um método
rapido, facil e semiquantitativo, que permite a deteccao de citocinas em uma unica
célula. Trata-se de um instrumento muito Util para o estudo da contribuicdo de
células imunocompetentes na producdo de citocinas em populacdes celulares
heterogéneas, bem como para o estudo do padrdo de citocinas em populacdes

celulares homogéneas (6).
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Figura 4. Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de
populacdes celulares por citometria de fluxo. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC x
SSC sao utilizados para selecdo da populagédo linfocitaria — R1. (B) Gréfico de
distribuicdo pontual; FL1 x FL2 s&o utilizados para avaliar parametros de interesse em
populacdes ou subpopulagdes celulares especificas. Neste caso, exemplifica a analise
percentual da populacdo de linfécitos T CD3"CD4" na populagéo de linfocitos.
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Figura 5. Sequéncia de procedimentos utilizados para as andlises da intensidade
média de expressao das células de interesse por citometria de fluxo. (A) Grafico de
distribuicdo pontual FSC x SSC séo utilizados para sele¢do da populagéo linfocitaria
(R1); (B) Histograma para separacdo de células negativas e positivas para o
fluorocromo especifico, R2 indica populagéo positiva um fluorocromo (neste caso CD3
FITC - FL1); (C) M1 indica a populagéo positiva para o fluorocromo FL2 (CD18 PE)
selecionada na populagdo positiva para FL1. M1 representa a expressao de células
duplamente positivas (CD3°CD18").
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Tabela 1 — Relacdo dos anticorpos monoclonais humanos conjugados com fluorocromos
utilizados na andlise especifica de moléculas de superficie e intracitoplasmaticas e seus

respectivos clones.

Anticorpos (anti-human) e

fluorocromos

Clone e marca

Marcacao em superficie celular

Anti-CD3 FITC
Anti-CD3 PE
Anti-CD4 FITC
Anti-CD4 PE
Anti-CD8 FITC
Anti-CD8 PE
Anti-CD19 FITC
Anti-CD19 PE
Anti-CD18 PE
Anti-CTLA4 PE
Anti-CD56 PE
Anti-CCR2 PE
Anti-CCR5 PE
Anti-CCR7 PE
Anti-CXCR3 PE
Anti-CXCR4 PE

UCHT1 BiolLegend
HIT3a BD Biosciences
RPA-T4 Pharmingen ™
L120 Pharmingen ™
HIT8a BioLegend

HIT8a BD Pharmingen tm
HIB19 BD Pharmingen ™
HIB19 BD Pharmingen ™
6.7 BD Biosciences

1493 R&D Systems

B159 BD Biosciences
48607 R&D Systems

3A9 BD Biosciences
3D12 BD Pharmingen ™
1C6/CXCR3 BD Pharmingen ™
12G5 R&D Systems

Marcacéo intracitoplasmatica

Anti-FOXP3 PE
Anti-TNF-a PE

Anti-1L10 PE
Anti-IFN-y PE
Anti-IL4 PE
Anti-1L6 PE
Anti-1L13 (PE)
Anti-IL17 (PE)

259D/C7 BD Biosciences
MAb11 BioLegend

JES3-9D7 BiolLegend
4S.B3 BioLegend
8D4-8 Pharmingen ™
1936 R&D Sistems
JES10-5A2 BioLegend

eBio64DEC17 Bioscience

Para avaliacdo do potencial de producdo de citocinas em diferentes

populacdes celulares, aliguotas de 500uL de sangue total foram adicionadas a

500uL do meio de cultura RPMI-1640 em dois tubos distintos. O primeiro tubo
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correspondeu a cultura sem estimulo, denominada cultura CON e o segundo a
cultura estimulada inespecificamente com Miristato Acetato de Forbol (PMA).

Em ambas foram adicionados 10uL de Brefeldina-A a 1mg/mL, que promove
alteracdo do transporte intracelular do complexo de Golgi mediado por citocinas,
permitindo seu acumulo e obtencdo de um maior sinal de citocinas que podem ser
detectados por citometria de fluxo. Este método permite a deteccéo de varios tipos
de citocinas em cada célula e as populacdes celulares que expressam uma citocina
em particular. No tubo estimulado com PMA foram adicionados 25ng/mL de PMA e
1,0uL de lonomicina a 1ng/mL.

Em seguida, as amostras foram incubadas por 4 horas, em estufa Umida a
37°C contendo 5% de CO,. Ao final da incubacéo, foi adicionada uma solucédo de
EDTA numa concentracdo final de 20nM, seguindo-se reincubacéo por 15 minutos.
ApoOs esse tempo, as amostras foram lavadas com 6mL de PBS-W (PBS 0,015M pH
7,4 contendo 0,5% de BSA e 0,1% de azida sédica) e centrifugadas a 600g por 10
minutos a 18°C. Um volume de 1mL das culturas CON e PMA foram adicionados em
dois tubos contendo 4uL de anticorpos monoclonais especificos para os receptores
celulares CD4, CD8 e CD19. As amostras foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente (t.a.), ao abrigo da luz.

Apbs incubacao, os eritrocitos foram submetidos a lise por adi¢do de 4,5mL
de solucédo de lise eritrocitaria e incubadas por 10 minutos t.a., ao abrigo da luz. Em
seguida as amostras foram centrifugadas a 400g por 10 minutos a 18°C, o
sobrenadante foi aspirado e as células ressuspendidas em 4mL de PBS-W e o
volume completado até 12mL com PBS-P (PBS 0,015M, ph 7,4 contendo 0,5% de
BSA, 0,1% de azida sddica e 0,5% de saponina). Apés incubacéo por 10 minutos a

t.a. ao abrigo da luz, a suspensdo de células foi novamente centrifugada. O
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sobrenadante foi aspirado e as células ressuspendidas em 6mL de PBS-W. Seguiu-

se nova centrifugacao, aspiracdo do sobrenadante e ressuspensao celular em 350uL

de PBS-W.
Tabela 2 — Combinacdo de anticorpos e seus respectivos fluorocromos;
subpopulacées leucocitarias avaliadas e estratégia de analise.
FITC PE Subpopulacées analisadas Estratégia de analise
CD19 CD3 Linfécitos B %
CD3 CD56 Linfécitos NK e NKT %
CD4 CD3 Linfocitos T auxiliares %
CD8 CD3 Linfécitos T citotoxicos %
CD4 FOXP3 Linfécitos T reguladores MFI
CD4 CTLA4 Linfécitos T reguladores %
CD3 CD18 Linfécitos T totais MFI
CD4 CD18 Linfécitos T auxiliares MFI
CD8 CD18 Linfocitos T citotoxicos MFI
CCR5 Linfocitos %
CCR2 Linfécitos %
CXCR4 Linfécitos %
CCR7 Linfécitos %
CXCR3 Linfécitos %

%= percentual de células marcadas com os anticorpos;
MFI= expressdao de células marcadas positivamente medidas pela intensidade
média de fluorescéncia.

As combinacdes de anticorpos utilizadas, as populacdes leucocitarias
avaliadas para cada combinacéo de anticorpos e a estratégia de analise encontram-
se na tabela 2.

Apos esse procedimento, foi feita a marcacéo intracitoplasmatica de citocinas.

Dessa forma, 25uL das suspensdes celulares ressuspendidas em PBS-W foram
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transferidos para os pocos correspondentes (CON e PMA), em placa de 96 pocos de

fundo em U, contendo 20uL da diluicdo dos anticorpos anti-citocinas em PBS-P e

incubadas por 30 minutos a t.a. ao abrigo da luz.

Tabela 3 — Combinacao de anticorpos e seus respectivos fluorocromos utilizados para
deteccao do percentual de citocinas em linfocitos.

Linfécitos T auxiliares Linfécitos T citotdxicos Linfécitos B
FITC PE FITC PE FITC PE
CD4 IFN-y CD8 IFN-y CD19 TNF-a
CD4 TNF-a CDs8 TNF-a CD19 IL-4
CD4 IL-4 CD8 IL-4 CD19 IL-10
CD4 IL-6 CDs8 IL-6
CD4 IL-10 CDs8 IL-10
CD4 IL-13 CD8 IL-13
CD4 IL-17

Essa etapa foi seguida de duas centrifugagcbes com 150uL de PBS-P e com

200uL de PBS-W respectivamente. Em seguida as células foram ressuspendidas em

200uL de PBS. Ap6s 30 minutos, as amostras foram avaliadas quanto aos

parametros fenotipicos celulares e producdo de citocinas, por citometria de fluxo

(FACSCan — Becton Dickinson), procedendo a aquisicdo de 30.000 eventos por tubo

(Figura 4). As analises foram realizadas utilizando-se o programa Cell-Quest .
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FIGURA 6. Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises do perfil de citocinas
intracitoplasmaticas por citometria de fluxo em culturas celulares. Neste caso, para
determinacdo do percentual de células CD4"TNF-a". A= Gréfico de distribuicdo pontual em
funcdo de tamanho x granulosidade, utilizados para selecdo da populacéo linfocitaria (R1).
B= andlise do percentual de células CD4'TNF-a* em cultura sem estimulo. C= analise do
percentual de células CD4"TNF-a* em cultura estimulada com PMA.
ApoOs a determinacdo da populacdo duplamente positiva, ou seja, marcada
pelos dois fluorocromos, foi calculada a diferenca entre o resultado encontrado

para a cultura estimulada com o PMA e a cultura ndo estimulada, sendo

representada como Delta (A).

4.5.4 - Andlises estatisticas

Foi utilizado o software Graph-Pad Prism, versao 5.0 (GraphPad, San Diego,
CA) para a analise estatistica dos dados. Os valores apresentados foram expressos
em média e erro padrdo ou mediana e intervalos interquartilicos. Foi verificada a
normalidade da distribuicdo dos dados por meio do teste de Shapiro-Wilk. O teste T
de Student para dados nado pareados foi usado para comparar médias entre dois
grupos de distribuicdo normal enquanto a analise de variancia foi usada para
comparacao entre trés grupos. O teste de Mann Whitney comparou as medianas dos
dados que apresentaram distribuicAo n&o paramétrica. O nivel de significaAncia

adotado foi de p<0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios estudos tém avaliado a resposta imunolégica na Sindrome Nefrotica
Idiopética (SNI), embora ainda ndo haja consenso sobre seu papel na fisiopatologia
da doenca. Além disso, poucos estudos avaliaram se as altera¢cdes imunoldgicas
persistem em pacientes com SNI sob uso de terapia imunossupressora. Neste
contexto, o estudo apresentado a seguir buscou investigar a distribuicdo das
subpopulac¢des leucocitarias em pacientes com SNI, através da determinacdo da
frequéncia de linfocitos T auxiliares, T citotoxicos e linfocitos B que expressam
citocinas anti e pro-inflamatérias, incluindo IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IL-
17, ap6s estimulo inespecifico in vitro com o mitdgeno miristato acetato de forbol
(PMA). Essa estratégia de andlise permitiu avaliar como seria 0 comportamento

celular desses individuos frente a um desafio imune inespecifico.
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RESUMO

Em virtude das caracteristicas imuno-inflamatérias da Sindrome Nefrética idiopética
(SNI), torna-se de interesse a avaliagdo do perfil de células Thl, Th2 e Th17 e sua
relacdo com a atividade da doenca. Tendo em vista que as recidivas e/ou a
persisténcia de proteindria podem estar associadas a alteracbes no perfil de
citocinas, este estudo investigou a expressdo de citocinas pr6 e anti-inflamatorias
em populacdes especificas de linfocitos. Foi realizado estudo transversal com 44
individuos com SNI (idade média 10,9 + 0,7) em controle na Unidade de nefrologia
Pediatrica do HC-UFMG, no periodo de abril de 2010 a marco de 2012. Como grupo
controle, foram avaliadas criancas saudaveis pareadas em idade e sexo (n=10). Os
pacientes com SNI foram subdivididos em dois grupos de acordo com os valores da
proteinudria em urina de 24 horas no momento da coleta: proteinuria elevada (PE) =
200mg/24 horas (n=17), e proteinuria reduzida (PR) < 200mg/24 horas (n=27). Foi
realizada analise ex-vivo dos leucocitos do sangue periférico por citometria de fluxo
utilizando marcadores de superficie celular para a determinagédo das subpopulacfes
linfocitarias: linfocitos T, linfécitos TCD4, linfoécitos TCD8, Células NK, NKT além de
linfécitos B. Foram analisadas, in vitro, as frequéncias das citocinas
intracitoplasmaticas: IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17 em células
marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti CD-19, ap0s estimulacéo
inespecifica com PMA. As frequéncias de linfécitos B (CD3'CD19" = 14,1 + 0,9%),
de células NK [CD3'CD56"= 2,5 (0,9-8,0%)] e de células NKT [CD3"CD56"= 0,6 (0,3-
1,7%)] foram reduzidas nos pacientes com SNI em relacdo ao grupo controle [20,6 +
2,8; 7,5 (3,5-12) e 2,0 (0,5-3,5%)] respectivamente. Foi detectado aumento da
frequéncia de células CD4'TNF-a® no grupo SNI (13,94 + 1,06%) quando
comparado ao controle (8,74 + 1,92%). Em linfocitos T citotdxicos, foi observada
reducdo de IFN-y no grupo SNI (5,61 £ 0,83%) comparado ao controle (19,46 +
3,91%). Ao compararmos o0s pacientes com SNI que apresentavam PE e PR,
observamos aumento de linfocitos TCD4 marcados para IFN-y (6,58 £ 0,89%) e
TNF-a (14,43 + 1,18%) no grupo de pacientes com PE em relagao ao grupo controle
(3,47 £ 0,82 e 8,74 + 1,92% respectivamente). Em linfécitos T CD8, foi observado
aumento no percentual de células marcadas para TNF-a nos pacientes com PE

(10,37 = 1,75%) em relacdo ao subgrupo com PR (6,43 + 0,91%) e aos controles
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(4,72 + 0,90%). O percentual de linfocitos T CD8'IFN-y*, no entanto, apresentou-se
significativamente reduzido nos subgrupos de PR (4,75 £ 0,78%) e PE (7,12 = 1,8%)
guando comparados ao controle (19,46 + 3,91%). A producédo de TNF-a mostrou-se
aumentada nos linfocitos T auxiliares (CD4") e a producdo de IFN-y reduzida nos
linfécitos T citotdéxicos dos pacientes com SNI, independente dos niveis de
proteindria. Nos pacientes com PE, houve aumento no percentual das citocinas pro-
inflamatorias IFN-y, TNF-a e IL-17 em linfocitos T auxiliares (CD4") quando
comparado ao grupo controle. Somente o0s pacientes com PE apresentaram
aumento na expressdo de TNF-a em linfécitos T citotoxicos (CD8") em comparagéo
ao controle. Os resultados indicam resposta pré-inflamatéria mais acentuada nos
pacientes com proteindria persistente, mesmo em uso de medicacdo anti-

inflamatoéria.

Descritores: Sindrome nefrética idiopatica, citocinas, inflamacdo, proteindria,

resposta imune.
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ABSTRACT

Taking into account the immune-inflammatory characteristics of idiopathic nephrotic
syndrome (INS), the evaluation of Thl, Th2 and Th17 cells and their relationship with
disease activity profile is of interest. Considering that relapses of INS and/or
persistence of proteinuria may be associated with changes in cytokine profile, this
study investigated the expression of pro- and anti- inflammatory cytokines in specific
lymphocyte populations. We performed a cross-sectional study that included 44
individuals with INS (mean age 10,9 + 0,7) followed-up at the Pediatric Nephrology
Unit of HC-UFMG, from April 2010 to March 2012. The control group comprised
healthy children, matched for age and sex (n = 8). Patients with INS were subdivided
into two groups according to the values of proteinuria in 24-hour urine: high
proteinuria (HP) = 200mg/24 hours (n = 17) and low proteinuria (LP) < 200mg/24
hours (n = 27). Ex-vivo analysis of peripheral blood leukocytes by flow cytometry was
performed using cell surface markers for T lymphocytes, TCD4 lymphocytes, TCDS,
NK cells, NKT and B lymphocytes. The frequencies of intracellular cytokines, IFN- vy,
TNF- a, IL-4 , IL-6 , IL-10, IL-13 and IL -17, were also analyzed in cells labeled with
anti-CD4, anti-CD8 and anti CD-19 antibodies. The frequency of B lymphocytes
(CD3'CD19" = 14.1 + 0.9%), NK cells [CD3'CD56" = 2.5 (0,9-8,0%)] and NKT cells
[CD3'CD56" = 0.6 (0,3-1,7%)] were reduced in patients with INS compared to control
group [20.6 + 2.8, 7.5 (3,5-12) and 2.0 (0.5-3,5) % respectively]. Increased frequency
of CD4" TNF-a” cells was detected in INS (13.94 + 1.06 %) compared with the control
group (8.74 = 1.92 %). The frequency of cytotoxic T lymphocytes expressing IFN-y
was lower in INS patients (5.61 + 0.83 %) than in control group (19.46 + 3.91 %). The

analysis of patients with HP and LP showed higher frequencies of CD4 T
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lymphocytes expressing IFN-y (6.32 + 0.93 %) and TNF-a (14.43 £ 1.18 %) in
patients with HP than in controls (3.47 £ 0.82 and 8.74 + 1.92 %, respectively). The
frequency of CD8 T lymphocytes expressing TNF-a (10.37 £ 1.75 %) was increased
in patients with HP when compared with the subgroup of LP (6.43 £ 0.91 %) and with
controls (4.72 + 0.90 %). On the other hand, the percentage of T CD8'IFN-y" was
significantly reduced in patients with HP (7.12 £ 1.8 %) in comparison with LP (4.75 +
0.78 %) and control group (19.46 £ 3.91 %). Regardless the levels of proteinuria,
patients with INS presented an increased expression of TNF-a in T helper
lymphocytes (CD4") and a reduced expression of IFN-y in cytotoxic T lymphocytes.
INS patients with HP had higher frequency of T helper lymphocytes (CD4")
expressing pro-inflammatory cytokines (IFN-y, TNF-a and IL-17) than controls. Only
patients with HP presented increased expression of TNF-a in cytotoxic T
lymphocytes (CD8") in comparison to controls. The results indicate a more intense
pro-inflammatory response in INS patients with HP, despite the use of anti-

inflammatory medication.

Key words: Idiopathic nephrotic syndrome, cytokines, inflammation, proteinuria,

immune response.
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INTRODUCAO

A Sindrome Nefrética (SN) € uma glomerulopatia bastante comum em
criancas e caracteriza-se por proteindria macica, hipoalbuminemia, edema
generalizado e hiperlipidemia. A SN pode ser causada por lesdo renal primaria ou
estar associada a doencas sistémicas. Denomina-se Sindrome Nefrotica Idiopatica
(SNI) aquela decorrente de lesdo renal primaria (1). Algumas evidéncias sugerem
um papel importante do sistema imune no desencadeamento ou na manutencao da
SNI, tais como: a resposta anormal dos linfécitos T nos pacientes com SNI (2-5), a
possivel participacéo de citocinas na fisiopatologia da doenca (6), a existéncia de um
fator de permeabilidade vascular circulante que tem sido relacionado as recidivas da
doenca apos transplantes renal (6) e a melhora clinica observada nos pacientes
apos tratamento com corticosteroides e drogas imunossupressoras (7). No entanto,
apesar do avanco dos estudos da SNI nas ultimas décadas, em especial no campo

da imunologia, sua fisiopatologia ainda permanece desconhecida (8).

Alteracdes imunoldgicas tém sido detectadas em pacientes com SNI (9).
Foram relatadas alteragcbes na expressdo de citocinas/quimiocinas tais como
interleucina 1L-2, IL-10 (4), IL-4 (10), e IL-8 (11, 12) em células TCD8" (13, 14) e
TCD4" (4, 15, 16) nos pacientes com SNI. Fiser e colaboradores (1991)
demonstraram alteracbes no perfil de células CD4" e CD8" (3), enquanto Hinoshita
(1990) e Suranyi (1993) apontaram para a IL-2 e o fator de necrose tumoral (TNF)-a
como possiveis fatores patogénicos nos mecanismos de leséo renal da SNI (17, 18).
A infusdo de TNF-a em camundongos portadores de SN provocou aumento dose-
dependente da proteinuria e piora do quadro clinico dos animais (19). O aumento
significativo nos niveis plasmaticos de TNF-a em pacientes com SNI, bem como

concentracdes plasmaticas elevadas de IL-2, de seu receptor soltuvel (sIL-2R) e de
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IFN-y durante a recidiva de pacientes com sindrome nefrética corticossensivel
sugerem um padrdo de resposta imune do tipo pré-inflamatério ou Thl (20). Por
outro lado, alguns estudos sugerem que haja um desequilibrio entre os eixos Thl e
Th2 da resposta imunolégica na SNI (6, 21), com tendéncia ao predominio de
resposta Th2 (21-24). No entanto, ainda néo foi avaliado se a célula Th17, produtora

de IL-17, também exerceria um papel pro-inflamatério na SNI.

Tendo em vista que a atividade da SNI e sua evolugdo possam estar
associadas a alteracbes no perfil de citocinas nas diferentes subpopulacdes
leucocitarias, este estudo investigou a expressdo de citocinas pré6 e anti-
inflamatérias em subpopulagbes de linfocitos. Além disso, foi avaliado se o perfil de
citocinas nas células do sangue periférico de pacientes com SNI variou de acordo
com a atividade da doenca, ou seja, com os niveis de proteindria no momento da

coleta do sangue.

PACIENTES E METODOS

Caracterizacao dos pacientes e controles

Foi realizado um estudo transversal, utilizando amostra de conveniéncia, que
incluiu 44 individuos com SNI (idade média 10,9 + 0,7) em acompanhamento regular
na Unidade de Nefrologia Pediatrica da Faculdade de Medicina da UFMG, no
periodo de abril de 2010 a marco de 2012. O critério diagnéstico para SN foi
baseado no International Study of Kidney Disease in Children (25). Pacientes com

sindrome nefrgtica congénita ou secundaria foram excluidos do estudo.

Os pacientes com SNI foram subdivididos conforme os niveis de proteinuria

no momento da coleta. Os pacientes com proteindria em urina de 24 horas igual ou



79

superior a 200mg/24 horas foram alocados no grupo denominado de proteinuria
elevada (PE, n=17, idade média 11,3 + 1,0) e aqueles cuja proteinuria foi inferior a
200 mg/24 horas foram considerados de proteinuria reduzida (PR, n=27, idade
meédia 10,8 = 0,9). O grupo controle foi constituido por criancas saudaveis, pareadas
em sexo e idade com os pacientes, sem alteracbes ao exame clinico e que nao
apresentavam histérico de nefropatias, doencas crbnicas, alergias ou infeccbes

recentes (CON, n=8, idade média 12,1 + 0,9).

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais e da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri. Foi obtido o consentimento livre e esclarecido dos responsaveis por todos os
sujeitos da pesquisa. Ressalta-se ainda que, em nenhum momento, o protocolo de
estudo interferiu com qualquer prescricdo ou recomendacdo meédica e foi
devidamente respeitado o direito de recusa por parte dos responsaveis ou dos

sujeitos em participar da pesquisa.

Protocolo do estudo

Os pacientes foram submetidos aos seguintes exames de rotina, que fazem
parte do protocolo de seguimento da Unidade de Nefrologia Pediatrica do HC-
UFMG: no sangue, dosagem de proteinas totais, colesterol total, triglicérides, ureia e
creatinina e, na urina de 24 horas, dosagem de proteina. Na urina de amostra Unica,
dosagem de proteina e creatinina A taxa de filtragdo glomerular (RFG) foi estimada

usando a formula de Schwartz (26).
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Em relacdo aos pacientes com SNI, as coletas de sangue para avaliacdo dos
parametros imunologicos foram concomitantes a coleta dos exames de sangue e
urina de 24 horas rotineiramente realizados, conforme mencionado acima. Os
controles saudaveis realizaram as coletas de sangue em uma unica ocasiao,

especifica para avaliacdo dos parametros imunolégicos.

Coleta e processamento de amostras de sangue

Amostras de sangue foram coletadas em tubos estéreis contendo EDTA e
heparina. As amostras coletadas em tubos com EDTA foram utilizadas, até no
maximo 24 horas apds a coleta, para andlise ex vivo das populacdes e

subpopulacdes de leucécitos por citometria de fluxo.

As amostras coletadas em tubos heparinizados foram utilizadas, até no
maximo 24 horas ap0s a coleta, para a realizacdo de cultura de células e

subsequente andlise de citocinas intracitoplasmaticas.

Contagem de leucocitos

Para realizacdo do leucograma global foi utilizado o contador automatico de
células CELM CC-550® (CELM, Barueri, SP, Brasil). A determinacao das diferentes
populacdes leucocitarias (leucograma diferencial) foi realizado pela analise do
esfregaco sanguineo, apos coloracdo com Giemsa e May-Grunwald, utilizando-se

microscopio de luz (Olympus — BX41 TF - Japan) em objetiva de imerséo.

Andlise ex-vivo dos leucocitos do sangue periférico por citometria de fluxo

Para a analise dos marcadores de superficie celular em leucdcitos utilizou-se
o0 método de imunofluorescéncia recomendado pela Becton Dickinson (BD, San

Diego, CA - USA) e modificado como a seguir: 50 microlitros de sangue foram
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incubados no escuro, por 30 minutos a temperatura ambiente (t.a.), com 1-5 uL de
uma mistura de anticorpos monoclonais especificos para marcadores de superficie
celular, conjugados aos fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC) e

ficoeritrina (PE).

Foram utilizados na marcacdo de superficie celular os seguintes anticorpos
direcionados contra proteinas humanas: anti-CD3 FITC (clone: UCHT1) e anti-CD8
FITC (clone: HIT8a) da BioLegend; anti-CD4 FITC (clone: RPA-T4) e anti-CD19
FITC (clone: HIB19) da BD Pharmingen ™; e anti CD56 PE (clone: B159), anti-CD19
PE (clone: HIB19), anti-CD4 PE (clone: L120) e anti-CD8 PE (clone: HIT8a) da BD

Biosciences.

Apo6s 30 minutos de incubacédo, os eritrécitos foram lisados com 2 mL de
solucdo contendo 0,5% de de solucdo de lise (Optilyse-B, Immunotec-USA) e
incubados no escuro, por 10 minutos, a temperatura ambiente, seguido de
centrifugacéo por 200 x g, 18°C. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes
com 1 mL de tampé&o salina fosfatado - PBS (0,15 mol/L cloreto de sddio; 0,01 mol/L

fosfato de sodio - pH 7,2 a 7,4).

Para a aquisicao dos dados foi utilizado o citdmetro de fluxo modelo FACScan
(Becton-Dickinson, USA), sendo adquiridos 10.000 eventos usando-se o software
Cell-Quest (Becton-Dickinson, USA). Para a identificacdo das populagdes celulares
de interesse foram utilizados graficos de distribuicdo pontual dos parametros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) celulares, bem como de fluorescéncia,

obtidos pela marcacdo com anticorpos monoclonais especificos.

Na analise fenotipica de leucdcitos periféricos de criangcas com SNI foram

avaliados linfocitos B (CD3'CD19); células com fenétipo sugestivo de células
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Natural Killer (NK, CD3'CD56"), sugestivo de células T Natural Killer (NKT,
CD3'CD56%), linfocitos T auxiliares (TCD4, CD3'CD4") e T citotdxicos (TCDS,

CD3*CD8").

Andlise do perfil de citocinas em leucocitos do sangue periférico por

citometria de fluxo

Para a realizacdo da analise do perfil de citocinas em diferentes populacdes
celulares, aliquotas de 500 pL de sangue total foram adicionadas a 500 pL do meio
de cultura RPMI-1640 (SIGMA) em dois tubos distintos. O primeiro tubo
correspondeu a cultura sem estimulo, denominada cultura controle e o segundo a
cultura estimulada inespecificamente com Miristato Acetato de Forbol (PMA) a 25
ng/ml e 1,0 yl de lonomicina a 1ng/ml. Em ambas foram adicionados 10 pL de
Brefeldina-A a 1mg/mL, que retém as citocinas no meio intracelular. Em seguida, as
amostras foram incubadas por 4 horas, em estufa imida a 37°C contendo 5% de
CO,. Apdés o periodo de incubacdo foi adicionado EDTA (20 nM) seguido de
reincubacao por 15 minutos. As amostras foram lavadas com PBS-W (PBS 0,015M
pH 7,4 contendo 0,5% de soro albumina bovina e 0,1% de azida sédica) e incubadas
por 30 minutos ao abrigo da luz a t.a. com anticorpos monoclonais especificos para
os marcadores de superficie celular: anti-CD4 FITC, anti-CD8 FITC e anti-CD19

FITC.

Apols essa etapa, foi realizada a lise eritrocitaria com 2mL de solucao de lise
de heméacias (Optilyse-B, Immunotec-USA) por 10 minutos t.a. ao abrigo da luz,
seguida de centrifugacdo a t.a. e posterior permeabilizacdo dos leucécitos com

solucdo PBS fosfatada (PBS 0,015M, pH= 7,4 contendo 0,5% de soro albumina
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bovina, 0,1% de azida sédica e 0,5% de saponina). Apds a permeabilizacdo, as
células foram incubadas por 30 minutos, a t.a. e ao abrigo da luz, com os anticorpos
monoclonais especificos para as citocinas: anti-TNF-a PE (clone: MAb11), anti-IL10
PE (clone: JES3-9D7), anti-IFN-y PE (clone: 4S.B3) e anti-IL13 PE (clone: JES10-
5A2) da BioLegend; anti-IL17 PE (clone: eBio64DEC17) da Biosciences; anti-IL6 PE
(clone: 1936) da R&D Systems e anti-IL4 PE (clone: 8D4-8 BD) da BD Pharmingen
™ As amostras foram avaliadas quanto aos parametros fenotipicos celulares e
producdo de citocinas, procedendo a aquisicdo de 30.000 eventos por tubo. As

andlises foram realizadas utilizando-se o programa Cell-Quest.

Os dados obtidos na andlise do perfil de citocinas foram expressos de acordo
com a diferenca (delta) entre os valores percentuais de células marcadas tanto para
0s receptores de superficie quanto para as citocinas citoplasmaticas de interesse,

obtidos nas culturas estimuladas e nao estimuladas com o PMA.

Andlise estatistica

Foi utilizado o software Graph-Pad Prism, versao 5.0 (GraphPad, San Diego,
CA) para a analise estatistica dos dados. Os valores apresentados foram expressos
em meédia e erro padrdo ou mediana e intervalos interquartilicos. Foi verificada a
normalidade da distribuicdo dos dados por meio do teste de Shapiro-Wilk. O teste T
de Student para dados ndo pareados foi usado para comparar médias entre dois
grupos de distribuicdo normal enquanto a analise de varidancia foi usada para
comparacao entre trés grupos. O teste de Mann Whitney comparou as medianas dos
dados que apresentaram distribuicdo n&o paramétrica. O nivel de significancia

adotado foi de p<0.05.
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RESULTADOS

A divisdo dos pacientes com SNI conforme a proteindria mostrou aumento
significativo na excrecdo urinaria de proteina, nos niveis séricos de colesterol e
triglicerideos, além de reducdo de albumina sérica nos pacientes com PE em
relacdo ao PR. Os demais parametros clinicos e bioquimicos foram similares nos

dois subgrupos (tabela 1).

As contagens de leucécitos totais e das populacdes leucocitarias nao
apresentaram diferencas significativas nas populacdes de leucdcitos totais,
monaocitos, neutréfilos e linfécitos em relacdo ao grupo controle, tanto na
comparacao com 0s pacientes analisados em conjunto quanto com os subgrupos PE
e PR (tabela 2). Também nao foi observada diferenca significativa no percentual de
linfécitos T auxiliares e linfécitos T citotoxicos do grupo controle em relacdo aos
pacientes com SNI tomados em conjunto, bem como quando subdivididos conforme
a proteinuria (tabela 2). Por outro lado, a frequéncia de linfocitos B, de células NK e
de células NKT foi significativamente menor nos pacientes com SNI em geral
comparados ao grupo controle (tabela 2). Foram verificados também menores
percentuais de linfécitos B, células NK e células NKT nos pacientes com proteinuria
elevada em relacdo aos controles, enquanto que, nos pacientes com proteindria
reduzida, apenas a frequéncia de linfécitos B diferiu significativamente dos controles

(tabela 2).

A figura 1 compara o percentual de linfocitos T auxiliares, T citotoxicos e B
gue expressam diferentes citocinas apés estimulacdo com PMA nos pacientes com

SNI e em criangas saudaveis (grupo controle, CON). A analise de citocinas em
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linfécitos T auxiliares mostrou, como Unica alteracao significativa, maior frequéncia
de células CD4'TNF-a* nos pacientes com SNI quando comparados ao grupo
controle (13,94 £ 1,06% versus 8,74 + 1,92%, p<0.05, figura 1). Na subpopulacéo de
linfécitos T citotoxicos, foi detectado menor percentual de células que expressam
IFN-y nos pacientes com SNI comparados aos controles (5,61 + 0,83% versus 19,46

+ 3,91%, p<0.05, figura 1).

A figura 2 mostra o percentual de linfocitos T auxiliares, T citotoxicos e B que
expressam diferentes citocinas apos estimulacdo com PMA de criancas saudaveis
(grupo controle, CON) em compara¢do com o subgrupo de pacientes nefréticos cuja
proteindria € elevada (PE) e com o subgrupo de proteindria reduzida (PR). Na
subpopulacdo de linfécitos TCD4, foi observado maior percentual de células que
expressam IFN-y (6,58 = 0,89%), TNF-a (14,43 £ 1,18%) e IL-17 (1,58 + 0,32) no
subgrupo de pacientes com PE quando comparado ao grupo controle (3,47 £ 0,82;
8,74 + 1,92% e 0,55 + 0,18, respectivamente, figura 2). A andlise dos linfocitos T
CD8" mostrou aumento significativo apenas no percentual de células que expressam
TNF-a nos pacientes com PE (10,37 £ 1,75%) em relagdo ao subgrupo com PR
(6,43 £ 0,91%) e aos controles (4,72 £ 0,90%) (figura 2). Por outro lado, o percentual
de linfécitos T CD8" que expressa IFN-y* apresentou-se significativamente menor
nos subgrupos de PR (4,75 + 0,78%) e de PE (7,12 £ 1,8%0) em relagdo ao grupo

controle (19,46 + 3,91%) (figura 2).
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DISCUSSAO

Neste estudo foram realizadas analises de subpopulacdes linfocitarias e do
percentual de células que expressam citocinas anti e pré-inflamatoérias apos estimulo
inespecifico em pacientes com SNI em comparacdo com individuos saudaveis. Além
disso, os pacientes com SNI foram subdivididos de acordo com o0s niveis de
proteindria no momento da avaliacdo com a finalidade de comparar a doenca
recidivada ou que nao responde a medicacdo com a doenca em remissao. Os
principais resultados obtidos neste estudo foram a reducdo no percentual das
subpopulacdes de linfocitos B, NK e NKT em pacientes com SNI em relacdo ao
grupo controle, que foi mais evidente nos pacientes com PE e o aumento percentual
de linfécitos T auxiliares que expressam citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a e
IL-17) apOs estimulacdo inespecifica com PMA também presente no subgrupo de

PE.

Diversos estudos evidenciam o papel da resposta imune na SNI (9, 27).
Embora tenham sido relatadas alteracdes na resposta imune mediada por linfocitos
T e no padrdo de producdo de citocinas pro-inflamatoérias (28), os mecanismos
imunopatogénicos da doenca ainda nao foram totalmente elucidados. Nesse
contexto, Lama e colaboradores detectaram niveis plasmaticos elevados de IL-2, do
receptor soltvel de IL-2 e de IFN-y em criangas com SNI cortico-sensivel, sugestivos
de resposta proé-inflamatoria (20). Em nosso estudo, também encontramos aumento
do percentual de células T auxiliares expressando as citocinas pro-inflamatdrias
TNF-a, IFN-y e IL-17. A IL-17 tem sido considerada importante mediador

inflamatdrio em diversas doencgas, inclusive autoimunes (29, 30). Em relagdo ao
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papel de IL-17 na SNI, Shao e colaboradores (2009) detectaram aumento de
frequéncia de células T auxiliares que expressam IL-17 e maior expressao de RNA
mensageiro para fatores relacionados a IL-17 que se associaram a concentracdes
plasmaticas elevadas de IL-6 e IL1-B em pacientes pediatricos com SNI (31). Dessa
forma, o aumento do percentual de células T auxiliares que expressam IL-17, TNF-a
e e IFN-y encontrado em nosso estudo corrobora um possivel papel de citocinas

pro-inflamatérias na fisiopatologia da SNI.

7

Outra questdo intrigante é o fato de que, parte dos pacientes com SNI,
mesmo sob uso de medicacdo imunossupressora, persistem com o0 quadro
inflamatorio ativo com consequente progressao da lesao renal, podendo evoluir para
perda de funcdo do 6rgdo. Neste estudo, foi utilizada cultura de células estimuladas
inespecificamente com PMA, que é amplamente utilizado como indutor da producéo
de citocinas pro-inflamatorias, principalmente de IFN-y e TNF-a, mas que,
normalmente, é ineficaz quando utilizado em células de individuos em uso de terapia
imunossupressora (32). De modo geral, os corticosteroides inibem a estimulacao do
PMA sobre as células (33). No entanto, o percentual de linfocitos T auxiliares que
expressam TNF-a apos estimulo in vitro com PMA foi maior nos pacientes com SNI
do que no grupo controle, a despeito do tratamento convencional com
corticosteroides. Para investigar se o percentual de células que expressam citocinas
pode ser modificado pela atividade da doenca, foram comparados pacientes com PE
e PR no momento da coleta. Nos pacientes com PE, houve aumento significativo no
percentual de linfécitos T auxiliares que expressam as citocinas pré-inflamatérias
IFN-y, TNF-a e IL-17 apds estimulagdo inespecifica com PMA. Esse resultado

sugere que o uso de corticosteroides nesse subgrupo de pacientes nao inibiu a
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expressao de citocinas pro-inflamatorias nos linfécitos T auxiliares e este achado se

associou a persisténcia e/ou recorréncia da proteinuria.

Segundo Hammad e colaboradores (2013), a resisténcia ao tratamento com
glicocorticoides em pacientes com SNI estaria associada a diminui¢cdo de receptores
citoplasmaticos de glicocorticoides (GR) em células relacionadas a resposta imune
(34). Foi mostrado que pacientes com sindrome nefrética cortico-resistente (SNCR)
apresentaram uma baixa expressdo de GR em mondcitos (CD14+) e linfécitos T
(CD3+) quando comparados aos pacientes com sindrome nefrética cortico-sensivel
e individuos do grupo controle (34). Similarmente, Shalaby e colaboradores (2012)
classificaram os pacientes com SNI, em respondedores precoces e respondedores
tardios a corticoterapia e observaram que os respondedores tardios apresentavam
diminuicdo na expressdo de receptores GR em linfécitos T (CD3+) quando
comparados aos respondedores precoces e individuos controle (35). Considerando
o papel chave dos linfocitos T auxiliares na resposta imune, é possivel que a
ineficicia terapéutica observada em pacientes corticorresistentes ou respondedores
tardios seja devida, pelo menos em parte, a auséncia de controle da resposta imuno-

inflamatoria, que acarretaria em proteinuria persistente e piora da lesao renal.

Por outro lado, o estimulo com PMA nos linfécitos T citotoxicos de pacientes
com SNI em uso de corticoterapia ndo foi capaz de induzir a expressao de citocinas
pro-inflamatérias. A diferenca nos percentuais de linfocitos T CD8'IFN-y* entre as
culturas estimuladas e néo estimuladas com PMA, obtidas no grupo SNI foi menor
do que aquela observada nos individuos do grupo CON, indicando que a
corticoterapia inibiu a producdo de IFN-y por linfécitos T citotoxicos. Esse
comportamento se manteve mesmo quando os pacientes foram subdivididos nos

grupos com PE e PR. No entanto, o grupo com PE apresentou um aumento na
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expressdo de TNF-a em linfécitos T citotdxicos (CD8") quando comparado ao grupo
controle. Esse aumento ndo havia sido observado quando os pacientes PE e PR

estavam agrupados no grupo SNI.

Tomados em conjunto, os resultados deste estudo mostraram que a terapia
imunossupressora nao afetou a capacidade de producédo de TNF-a pelas células T
auxiliares nos individuos com SNI. Ressalta-se que as células T auxiliares sao
consideradas as principais produtoras de citocina do sistema imune (36). A
incapacidade do tratamento de inibir a producdo de TNF-a também ocorreu em
linfécitos T citotoxicos, mas somente dos pacientes com PE. Tal achado sugere
comportamento distinto do sistema imune conforme a atividade da doenca e a
resposta a corticoterapia. Além disso, 0 aumento da expressdo de TNF-a pode
promover maior resposta inflamatéria no tecido renal, considerando-se que esta
citocina € potente estimuladora da reacdo de fase aguda por meio da regulacéo
positiva de varias proteinas pro-inflamatoérias (quimiocinas, citocinas, moléculas de
adesdao, fatores de crescimento, etc) por ativacdo das vias do fator de transcricdo
NF-kB (factor nuclear kB) e da MAPK (mitogen activated proteina quinase) (37).
Corroborando a hip6tese prévia de Shaloub e colaboradores (1974), nossos dados
sugerem que as alteracbes imunes que originam ou perpetuam a SNI ndo estédo
necessaria e diretamente associadas a alteracfes nas subpopulacdes de linfécitos

T, mas provavelmente se relacionam a modificacbes na expressdao de citocinas

nessas subpopulacdes celulares (38).

Recentemente tém sido testados anticorpos monoclonais anti-TNF,
quimeéricos (infliximab) ou humanos (adalimumab ou Golimumab), com resultados
satisfatorios no tratamento da doenga inflamatoria intestinal (39, 40). Tais

substancias também ja foram testadas, combinadas com o etanercept, um receptor



90

recombinante soluvel de TNF, para tratamento de artrite reumatoide (41) e outras
doencas auto-imunes (42, 43). Outro potencial antagonista do TNF para o
tratamento de artrite reumatodide € certolizumab pegol, um fragmento de ligante de
antigeno recombinante PEGuilado de um anticorpo monoclonal humanizado que
seletivamente atinge e neutraliza o TNF-a (44). Nesse sentido, estudos adicionais
que visem a elucidacdo dos mecanismos imuno-inflamatérios na SNI assumem

grande importancia para a definicdo de novos alvos terapéuticos.
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Tabela 1. Caracterizagdo de aspectos clinicos e bioquimicos de pacientes de acordo
com a proteinaria.

Parametros PR (n=27) PE (n=17) p
Idade 10,8+ 0,9 11,3+1,0 NS
Sexo (m/f) 21/6 9/8 0,6595
Ureia (mg/dL) 24,8 [19,8-35,0] 20,0 [18,0-29,0] 0,2176
Creatinina (mg/dL) 0,501[0,41 -0,71] 0,58 [0,44-0,99] 0,2362
Triglicerideos (mg/dL) 73,0 [59,5-85,75] 116,0 [83,0-172,0] 0,0437
Colesterol total (mg/dL) 167,9+7,8 227,2+ 30,1 0,0382
Albumina (g/dL) 4,13+0.1 3,02+0,4 0,0018
Taxa de filtracdo glomerulart 117,9 [93,8-153,7] 92,3 [73,7-136,7] 0,1849
Proteinuria (mg/m?%24h) 60,0 [10,0-90,0] 830,0 [390,0-2805,0]  <0,0001

Medicac&o em uso

Corticoide em monoterapia 5 0
Corticoide + iECA 0 3
Corticoide +iIECA/ IECA+ARA 3 5
iIECA /IECA + ARA 5 5
Ciclosporina em monoterapia 2 0
Ciclosporina + iECA/IECA + ARA 1 2
Nenhum 9 1
Sem registro 2 1

Valores expressos como mediana e intervalos interquartilicos, exceto para taxa de filtracdo
glomerular expressa como media * erro padrdo, sexo e medicacdo em uso expressos em valores
absolutos. T Taxa de filtracdo glomerular foi estimada usando a férmula de Schwartz (26); NS =
diferenca entre os grupos nao foi significativa p <0.05. PR = proteindria reduzida; PE= proteindria
elevada. iECA = inibidores da enzima conversora de angiotensina. ARA= antagonista de receptor
de angiotensina.
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Tabela 2 — Frequéncias de subpopulacdes de leucdcitos e de linfocitos de sangue
periférico em pacientes com sindrome nefrética idiopéatica (SNI) como um todo ou
subdivididos conforme a proteinuria (PE-proteintria elevada e PR-proteindria
reduzida) em comparacédo aos valores em criangas saudaveis (CON).

CON SNI PR PE
Leucocitos totais 7,1+0,7 8,1+04 7,804 8,6+1,0
(x10%cel/mm?®)
Populac@es leucocitarias (%)
Basofilos 0 0,04 0,1 0
Eosinofilos 3,7+0,7 49 +0,6 55+0,9 4,0+0,5
Bastonetes 1,0+0,3 0,9+0,2 1,1+04 0,7+0,3
Neutrdfilos 38,4+43 43,4+ 23 42,2 + 3,1 455+ 3,7
Mondcitos 8,6+1,5 6,3+0,6 7,3+0,7 45+0,9
Linfocitos 48,3 + 3,5 444 + 22 43,8+ 2,7 45,3 + 3,7
Populacdes linfocitarias (%)
Linfécitos B (CD3'CD19") 20,6 + 2,8 141+09* 142+12* 139%1,7*
Células NK (CD3'CD56") 7,5[3,5-12,0] 2,5[0,9-8,0]** 3,7[1,8-9,4] 1,2[0,9-3,5] **
Células NKT (CD3'CD56") 2.0[0,5-3,5] 0,6[0,3-1,7]* 0,7[0,3-2,3] 0,6 [0,2-1,5] *

Linfocitos TCD4 (CD3'CD4") 38,7+2,3 38,0+1,3 38,1+1,6 37,8+22

Linfécitos TCD8 (CD3*CD8") 225+2,0 226+1,3 19,9+2,0 244+ 21

NS = diferenca entre os grupos néo foi significativa. * = p <0.05, ** = p <0.01 representam
diferengas significativas comparadas com o0 grupo controle. Resultados sdo expressos
como média * erro padrao ou mediana e intervalos interquartilicos.
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Fig 1. Andlise da variagdo percentual (A%) de células com marcagao
intracitoplasmatica de citocinas anti e proé-inflamatérias ap6s estimulacdo
inespecifica, in vitro, com PMA em pacientes com sindrome nefrética idiopatica
(SNI) e grupo controle (CON). Os resultados expressos em gréficos de barras em
média do percentual e erro padréo. Diferencas significativas para p <0,05 e p
<0,01 séo indicam por * e ** respectivamente. A = diferenca percentual entre as

culturas com e sem estimulo por PMA.



CON

IFN-*
TNF-a’
IL-4*
IL-6*
IiL-10*
IL-13*
L7t

IFN-"
TNF-a*
IL-4*
IL-8*
IL-10°
IL-13*

(=]
oy
L]
(]
(=]

TNF-o"
IL-4

IL-10°

94

PR PE
IFN-" IFN~" a
TNF-a* TNF-o* a
IL-4* IL-4*
IL&* IL-6*
iL-10* IL-10*
IL-13* IL-13*
IL-17" 17" a
0 10 20 0 10 20
A% de citocinas CD4*
IFN-y" a IFN-y" a
TNF-o* TNF-c” a
IL-4* IL-4*
IL-8* L-6*
IL-10° IL-10*
iL-13* IL-13*
0 15 30 0 15 30
A% de citocinas CD8*
TNF-* a TNF-oc”
IL-4* IL-4*
IL-10* IL-10"
0 2 4 0 2 4

A% de citocinas CD19*

Fig 2. Analise da variagao percentual (A%) de células com marcagao intracitoplasmatica de
citocinas anti e proé-inflamatoérias apés estimulagdo inespecifica, in vitro, com PMA em
pacientes com proteinudria reduzida (PR), proteinuria elevada (PE) e grupo controle (CON). Os
resultados expressos em graficos de barras em média do percentual de células e erro padréo.
A = diferenca percentual entre as culturas com e sem estimulo por PMA. Diferencas
significativas em comparacdo com CON, p <0,05 sédo mostrados pela letra "a".
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No estudo anterior verificamos que os linfécitos, principalmente os linfocitos T
CD4" de pacientes com SNI, produziram citocinas pro-inflamatérias, mesmo sob uso
de terapia imunossupressora. Esse aumento na producao das citocinas TNF-a, IFN-y
e IL-17 foi significativo nos individuos com proteindria mais acentuada. Diante desses
resultados, fizemos os seguintes questionamentos: i) os resultados apresentados
poderiam estar associados a uma alteracdo no perfil migratério e de ativacdo dos
linfécitos desses pacientes? e i) como estaria o perfil fenotipico de elementos
celulares relacionados a regulacdo da resposta imune? Sendo assim, o estudo a
seguir analisou o perfil migratorio em linfécitos circulantes dos pacientes com SNI por
meio da avaliacdo de receptores de quimiocinas e da expresséo da integrina CD18.
Além disso, em linfécitos T CD4", foi realizada a analise de FOXP3 e CTLA-4, que

sdo moléculas caracteristicas de células T reguladoras (Treg).
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RESUMO

A Sindrome NefrGtica se caracteriza pela combinacdo de proteindria macica,
hipoproteinemia e edema, podendo ocorrer em decorréncia de doencas sistémicas ou
ser de natureza idiopatica (SNI) devido ao acometimento renal primario. Estudos
clinicos e experimentais tém evidenciado a participacdo do sistema imune na
etiopatogénese da SNI. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivos avaliar
o perfil das populacdes leucocitarias no sangue periférico, o comportamento
migratorio e de ativacdo celular, assim como o percentual de células reguladoras em
linfécitos circulantes em pacientes com SNI. Para isso foi realizado um estudo
transversal com criancas e adolescentes com SNI corticossensivel (SNCS, n=30) e
corticorresistente (SNCR, n=14) em comparacdo a um grupo controle constituido de
criancas e adolescentes saudaveis pareados em idade e sexo com 0s pacientes
(CON, n=10). A analise ex-vivo dos leucocitos do sangue periférico revelou uma
reducdo significativa nos percentuais de linfécitos B e de células NK nos pacientes
com SNCR quando comparado ao grupo CON. Ja o grupo com SNCS apresentou
uma reducao no valor percentual de células NKT quando comparado ao grupo CON.
Na andlise de linfocitos T reguladores, a expressdo de FoxP3 em linfécitos TCD4" foi
maior nos pacientes do grupo SNCS quando comparados aos grupos CON e SNCR e
o percentual de células CD4"CTLA4" foi maior nos pacientes do grupo SNCS quando
comparado ao grupo SNCR. Em relacdo ao potencial de ativagcdo e de migracao
celular, observamos uma reducdo na expressao da integrina CD18 em linfécitos T
(CD3") e em linfdcitos T citotdxicos (CD8") no grupo SNCS quando comparado ao

grupo CON. A andlise dos receptores de quimiocinas, no entanto, revelou um
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aumento significativo no percentual de linfocitos marcados para CCR2 e CXCR4 tanto
no grupo SNCS quanto no SNCR quando comparados ao grupo controle. O aumento
no percentual de células marcadas para o receptor CCR5 foi observado apenas no
grupo SNCR comparado ao CON. A reducdo da expressédo de CD18 na superficie de
linfécitos T e TCD8, bem como as evidéncias de um perfil regulador em linfécitos
TCD4 presente apenas em pacientes com SNCS sugerem que o controle da resposta
inflamatoria nesse grupo de pacientes possa estar relacionada a alteracfes nesses
parametros. O aumento na expressao de receptores de quimiocinas CCR2 e CCR4
em todos os pacientes com SNI parece estar relacionado a natureza inflamatoria da
doenca. No entanto, apenas o grupo com SNCR apresentou um aumento na
expressdo de CCRS5, indicando atividade infamat6ria maior ainda nesse grupo de
pacientes. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a capacidade de ativar

mecanismos reguladores da resposta imune esteja associada a sensibilidade aos

corticosteroides.

Descritores: Sindrome nefrética, citometria de fluxo, células T reguladoras,

integrinas, quimiocinas.
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ABSTRACT

Nephrotic syndrome (NS) is characterized by the combination of massive proteinuria,
hypoproteinemia and edema. NS may be due to systemic diseases or be considered
idiopathic (INS) as a consequence of primary renal alteration. Clinical and
experimental studies have evidenced the role of immune system in the
etiopathogenesis of INS. In this context, the present study aimed to evaluate the
profile of peripheral leukocyte populations and the migratory and regulatory behavior
of circulating lymphocytes in patients with INS. For this purpose, a cross sectional
study was performed, including children and adolescents with steroid-sensitive (SS,
n=30) and steroid-resistant INS (SR, n=14) in comparison to age and sex matched
healthy controls (CON, n=10). The ex-vivo analysis of blood peripheral leukocytes
showed significant reduction in the percentage of B lymphocytes and NK cells in SR
patients when compared to controls. Only the SS group of patients presented a
decrease in the percentage of NKT cells when compared to CON group. The analysis
of T regulatory lymphocytes showed that the expression of FoxP3 in TCD4"
lymphocytes was higher in SS group when compared to SR and CON groups and the
percentage of CD4"CTLA4" cells was higher in SS group when compared to SR
group. Regarding the migratory profile, we observed a reduction in the expression of
CD18 integrin in T lymphocytes (CD3%) and in cytotoxic T lymphocytes (CD8") in the
SS group when compared to CON group. However, the analysis of chemokine
receptors revealed a significant increase in the percentage of lymphocytes positive to

CCR2 and CXCR4 in both SS and SR groups in comparison to CON group. The
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increase in the percentage of cells positive to CCR5 receptor was only detected in SR
patients in comparison to CON group. The reduction of the expression of CD18 on the
surface of T lymphocytes and TCD8 and the detection of regulatory molecules in
TCD4 lymphocytes that occurred only in the SS group suggest that the control of
inflammatory response in this group of patients may be related to these changes. The
increased expression of chemokine receptors, CCR2 and CCR4, in both groups of INS
(SS and SR) seems to be related to the inflammatory nature of the disease. However,
only the SR group presented an increased expression of CCR5, indicating even higher
inflammatory activity in this group of patients. Taken together, our results suggest that
the ability to activate immune regulatory mechanisms would be associated with steroid

sensitivity.

Key words: Nephrotic syndrome, flow cytometry, regulatory T cells, Integrins,

chemokines.
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INTRODUCAO

A Sindrome Nefrética (SN) é a doenca glomerular mais frequente em criancas,
sendo caracterizada pela combinacdo de proteindria macica, hipoproteinemia e
edema (1-6). Quanto a etiologia, a SN pode ser secundaria a doencas sistémicas ou
causada por alteracao renal isolada, sendo denominada de SN primaria ou idiopatica
(SNI) (4, 5). O tratamento inicial preconizado para a SNI é a corticoterapia (4). Com
base na resposta aos corticosteroides, os pacientes com SNI sdo classificados em
corticossensiveis (SNCS), corticodependentes (SNCD) e corticorresitentes (SNCR) (5,
7). A corticossensibilidade, ou seja, a remissdo da doenca apd6s uso de
corticosteroides é um fator de bom prognéstico, enquanto a dependéncia e/ou

resisténcia a corticoterapia associam-se a evolucao desfavoravel (7).

Estudos clinicos e experimentais tém evidenciado a participacdo do sistema
imune na etiopatogénese da SNI. Foram detectadas alteragbes na resposta
promovida por linfécitos T e suas subpopulacbes, TCD8" (8, 9) e TCD4" (10-12), na
expresséo de citocinas/quimiocinas, tais como IL-2, IL-10 (11), IL-4 (13) e IL-8 (14,
15), no sistema do complemento (16), no papel de macréfagos (17-19) e de células
NK (20) nos pacientes com SNI.

Estudos recentes tém também mostrado que, em algumas doencgas crbnico-
degenerativas de natureza inflamatoria, a ativacdo da resposta imune pode estar
associada a uma disfuncdo nas células T reguladoras (Tregs). Alteracbes nos

percentuais de linfocitos Treg CD4'CD25'FoxP3" foram observadas em pacientes
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com artrite reumatoide, llpus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren primaria,
leséo vascular mediada por anticorpos anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA), além de
miopatias inflamatdrias e esclerose sistémica [para revisao, ver referéncia (21)].

O controle ou regulacéo da resposta imune € um processo bastante complexo
e nado se limita apenas a avaliacdo da presenca ou auséncia de células T
CD4*CD25"9" FoxP3*. A andlise da resposta reguladora deve incluir a avaliacdo da
expressdo de moléculas inibidoras de ativacdo e de migracdo celular, bem como a
avaliacdo de potenciais interagcdes entre as células relacionadas a regulacdo da
resposta imunologica. Neste contexto, € importante ressaltar a participacdo da
molécula CTLA-4, que, ao interagir com os ligantes CD80 e CD86, provoca inibicdo
da proliferacdo celular e da producdo de citocinas, sendo essa uma via importante
pela qual as células Tregs exercem suas funcdes supressoras (22-24). Mais
recentemente, tem sido postulado que as células NKT poderiam auxiliar a acdo das
células Tregs (25). No entanto, os mecanismos moleculares envolvidos nesse
processo ainda nao foram bem elucidados.

Moléculas como selectinas, integrinas, quimiocinas e seus receptores sao
elementos-chave no processo de recrutamento de leucécitos (26). Por exemplo, o
receptor LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen 1), também conhecido como
CD18, é uma proteina pertencente a familia das integrinas envolvida no recrutamento
de células para o foco da leséo/inflamacgéo. Essa molécula é expressa na superficie
de linfécitos T ativados e favorece a interacdo entre linfocitos T e células
apresentadoras de antigenos (27). Outro mecanismo responsavel pela migracédo de
células para o foco inflamatério é a expressdo de receptores de quimiocinas na

superficie dos leucdcitos circulantes. As quimiocinas liberadas no foco da lesdo
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atingem a circulacdo e interagem com seus respectivos receptores na superficie de

células ativadas ou ndo, promovendo a quimiotaxia dessas células (28).

Tendo em vista as alterac6es da resposta imune ja detectadas na SNI, torna-se
plausivel a hipétese de que a progressdo da leséo renal do paciente possa estar
associada ndo apenas com a ativacao dos elementos pré-inflamatorios, mas também
com menor controle do processo inflamatério por parte dos linfécitos Treg. Diante
disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil das subpopulacdes
linfocitarias no sangue periférico, 0 comportamento da ativacédo celular e de migracao
além do perfil de regulagdo em linfocitos circulantes de pacientes com SNI. Os
pacientes com SNI foram subdivididos conforme a resposta ao tratamento com
corticosteroides, SNCS e SNCR, e comparados com criancas e adolescentes
saudaveis e entre si. O perfil de linfocitos reguladores foi avaliado por meio da
marcacao antigeno-especifica para os receptores CTLA-4 e FoxP3 em linfocitos T
CD4 e o potencial migratorio de linfocitos periféricos por meio da andlise da integrina

CD18 e dos receptores de quimiocinas CCR2, CCR5, CCR7, CXCR3 e CXCR4.

PACIENTES E METODOS

Caracterizacao dos pacientes e controles

Foi realizado um estudo transversal, utilizando amostra de conveniéncia, que
incluiu 44 pacientes pediatricos com SNI (idade média = 10,9 anos) em
acompanhamento regular na Unidade de Nefrologia Pediatrica do Hospital das

Clinicas da UFMG, no periodo de abril de 2010 a margo de 2012. O critério
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diagnostico para SNI foi baseado no International Study of Kidney Disease in Children
(29). Pacientes com sindrome nefrética congénita ou secundaria foram excluidos do

estudo.

Os pacientes com SNI foram subdivididos conforme seu padréo de resposta a
corticoterapia. Os pacientes que apresentavam remissao clinica e laboratorial apés o
tratamento por 8 semanas com corticosteroides foram alocados no grupo
corticossensivel (SNCS, n=30, 21 meninos e 9 meninas, idade média = 11,6 + 0,9
anos) e 0s que se mostraram dependentes em altas doses ou resistentes aos
corticosteroides, necessitando de outras medicacdes como uma tentativa para
conseguir o controle da doenca, foram reunidos no grupo denominado SNCR (n=14, 8

meninos e 6 meninas, idade média = 9,7 + 0,9 anos).

O grupo controle foi constituido por criancas saudaveis, pareadas em sexo e
idade com os pacientes, sem alteracdes ao exame clinico e que ndo apresentavam
histérico de nefropatias, doencas cronicas, alergias ou infec¢des recentes (CON,

n=10, 7 meninos e 3 meninas, idade média = 12,1 + 0,9 anos).

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais e da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri. Foi obtido o consentimento livre e esclarecido dos responsaveis por todos os
sujeitos da pesquisa. Ressalta-se ainda que, em nenhum momento, o protocolo de

estudo interferiu com qualquer prescricdo ou recomendacdo médica e foi devidamente
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respeitado o direito de recusa por parte dos responsaveis ou dos sujeitos em

participar da pesquisa.

Protocolo do estudo

Os pacientes foram submetidos aos seguintes exames de rotina, que fazem
parte do protocolo de seguimento da Unidade de Nefrologia Pediatrica do HC-UFMG:
no sangue, dosagem proteinas totais, albumina, colesterol total, triglicérides, ureia e
creatinina. Na urina de 24 horas, determinacdo da proteindria. Na urina de amostra
Unica, exame de urina rotina, dosagem de proteina e creatinina. O ritmo de filtracdo

glomerular (RFG) foi estimado usando a formula de Schwartz (30).

Em relacdo aos pacientes com SNI, as coletas de sangue para avaliagcdo dos
parametros imunologicos foram concomitantes a coleta dos exames de rotina
mencionados acima. Os controles saudaveis realizaram as coletas de sangue em

uma Unica ocasido, especifica para avaliacdo dos parametros imunolégicos.

Coleta e processamento de amostras de sangue

Amostras de sangue foram coletadas em tubos estéreis contendo EDTA e
foram processadas em até no maximo 24 horas apos a coleta, para analise ex vivo
das subpopulacbes de leucdcitos, dos parametros reguladores, migratorios e de

ativacao celular por citometria de fluxo.
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Andlise ex-vivo dos leucdcitos do sangue periférico por citometria de fluxo

Para a analise dos marcadores de superficie celular em leucécitos, utilizou-se o
método de imunofluorescéncia recomendado pela Becton Dickinson (BD, San Diego,
CA - USA) e modificado como a seguir: 50uL microlitros de sangue foram incubados
no escuro, por 30 minutos a temperatura ambiente (t.a.), com 1 a 5uL de uma mistura
de anticorpos monoclonais especificos para marcadores de superficie celular,

conjugados aos fluorocromos isotiocianato de fluoresceina-FITC e ficoeritrina-PE.

Os anticorpos utilizados foram anti-CD3 PE (clone: HIT3a), anti-CD18 PE
(clone: 6.7), anti-CD56 PE (clone: B159), anti-CCR5 PE (clone: 3A9) da BD
Biosciences; anti-CD4 FITC (clone: RPA-T4), anti-CD8 PE (clone: HIT8a), anti-CD19
FITC (clone: HIB19), anti-CCR7 PE (clone: 3D12), anti-CXCR3 PE (clone:
1C6/CXCR3), anti-FoxP3 PE (clone: 259D/C7) da BD Pharmingen ™ ; anti-CTLA4 PE
(clone: 1493), anti-CCR2 PE (clone: 48607), anti-CXCR4 PE (clone: 12G5); anti-CD3

FITC (clone: UCHT1), anti-CD8 FITC clone: (HIT8a) da BioLegend.

Apo6s 30 minutos de incubacéo, os eritrocitos foram lisados com 2mL de
solucéo de lise de hemacias (100uL de solucao de lise - Optilyse-B, Immunotec-USA)
e incubados, no escuro, por 10 minutos a t.a., ao abrigo da luz, seguido de
centrifugagéo a t.a. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com 1mL de
tampéo salina fosfatado (PBS = 0,15mol/L cloreto de sodio; 0,01mol/L fosfato de

sédio - pH 7,2 a 7,4).

O anticorpo  monoclonal anti-Foxp3 foi utilizado para marcacao

intracitoplasmatica em células CD4". Foi inicialmente realizada a marcacdo de
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superficie celular com anti-CD4 FITC, conforme descrito acima, seguida da
permeabilizacdo das células com adicado de solucdo permeabilizante (PBS contendo
0,5% de soro albumina bovina; 0,1% de azida sodica e 0,5% de saponina — pH 7,2 a
7,4) por 10 minutos a t.a. e posterior incubacdo com o anticorpo monoclonal anti-
FOXP3 PE, por 30 minutos. Apos esse periodo, as células foram novamente lavadas
com solucdo permeabilizante. Apos esse procedimento, as amostras foram
imediatamente analisadas em citobmetro de fluxo modelo FACScan (Becton-Dickinson,
USA), sendo avaliados 10.000 eventos por meio do software Cell-Quest, utilizado
para aquisicdo e analise de dados. Para identificacdo das populacdes celulares de
interesse foram utilizados graficos de distribuicdo pontual em funcdo do tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC) celulares, seguido da analise da marcacdo com

anticorpos fluorescentes.

Na analise fenotipica de leucdcitos periféricos de criancas com SNI foram
avaliadas as frequéncias de linfécitos B (CD3'CD19%), de células com fenétipo
sugestivo de linfécitos NK (CD3CD56") e de células com fenétipo sugestivo de
linfocitos NKT (CD3*CD56%). Também foram analisados os percentuais da célula T
reguladora (CD4'CTLA4") e dos receptores de quimiocinas CCR2, CCR5, CCR7,

CXCRS3 e CXCR4 na superficie de linfécitos.

Outra estratégia de andlise, por intensidade média de fluorescéncia, foi
utilizada para determinar a expresséo da célula T reguladora (CD4*FoxP3"), além da
integrina CD18 em linfécitos T (CD3"CD18%), em linfocitos T auxiliares (CD4°CD18") e

em linfécitos T citotoxicos (CD8'CD18%).
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Analises estatisticas

Foi utilizado o software Graph-Pad Prism, versao 5.0 (GraphPad, San Diego,
CA) para a andlise estatistica dos dados. Os valores apresentados foram expressos
em média e erro padrdo ou mediana e intervalos interquartilicos. Foi verificada a
normalidade da distribuicdo dos dados por meio do teste de Shapiro-Wilk. O teste T
de Student para dados néo pareados foi usado para comparar médias entre dois
grupos de distribuicdo normal enquanto a analise de variancia foi usada para
comparacao entre trés grupos. O teste de Mann Whitney comparou as medianas dos
dados que apresentaram distribuicdo nao paramétrica. O nivel de significAncia

adotado foi de p<0.05.

RESULTADOS
Parametros clinicos

A tabela 1 mostra as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
SNI na ocasido das coletas de sangue para a execuc¢ao do estudo. A comparacéo dos
pacientes corticossensiveis e corticorresistentes apresentou diferenca significativa
apenas para a albumina sérica, que foi reduzida no grupo SNCR [3,8 (1,7-4,0)] em
comparacdo com o SNCS [4,1 (3,8-4,4)]. Os demais parametros avaliados nao

mostraram diferencas significativas no momento da coleta (tabela 1).

A presenca de elevada proteinuria, identificada por valor igual ou superior a

200mg/m?/24h indicou que 32,1% dos pacientes com SNCS encontravam-se em
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recidiva no momento da coleta de sangue. Nos pacientes com SNCR foi encontrado

50% dos pacientes com proteinuria elevada.

Andlise fenotipica dos leucécitos do sangue periférico

A andlise fenotipica dos leucécitos circulantes de pacientes com SNI revelou
uma reducéo percentual de linfécitos B e NK nos pacientes com SNCR (CD3CD19" =
13,10 + 1,34% e CD3'CD56" = 2,12 + 0,62%) quando comparado ao grupo CON
(CD3'CD19" = 20,57+ 2,81% e CD3'CD56" = 7,79 + 0,94%) (figura 1). Por outro lado,
o grupo SNCS apresentou reducdao significativa apenas no valor percentual de células
NKT (CD3"CD56" = 1,27 + 0,28%) quando comparado ao grupo CON (CD3*CD56" =

2,53 + 0,46%).

Analise de linfocitos Treg (CD4'FoxP3" e CD4"CTLA4") no sangue periférico

A expressdo de FoxP3" em células TCD4" foi significativamente aumentada
nos pacientes do grupo SNCS (16,58 + 1,58) em relagéo aos grupos CON (9,88 +
1,43) e SNCR (11,08 = 1,19). O aumento da expressdo desse marcador nas células T
CD4" do grupo SNCS foi 1,67 e 1,49 vezes maior, quando comparada aos grupos
CON e SNCR, respectivamente (figura 2). Em relacdo a outra molécula reguladora
avaliada, a frequéncia do CTLA4" em células TCD4" se apresentou significativamente
aumentada nos pacientes com SNCS (1,15 £ 0,26) comparados ao grupo SNCR (0,4

+0,1).
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Andlise do perfil migratério e de ativacédo de linfécitos do sangue periférico

A andlise da expressido de CD18 em linfécitos T (CD3") dos pacientes com SNI
revelou reducéo significativa desse marcador no grupo SNCS (6,75 + 0,85) quando
comparado ao grupo CON (15,26 £ 4,97). Essa alteracdo na expressao de CD18 em
linfocitos T decorreu da diminuigdo desse marcador em linfécitos T citotdxicos (CD8Y)

e ndo em linfocitos T auxiliares (CD4"), conforme mostrado na figura 3.

A analise do percentual de linfécitos que expressam receptores de quimiocinas
mostrou aumento significativo no percentual de células positivas para CCR2 e CXCR4
tanto no grupo SNCS (CCR2= 6,42 + 1,18% e CXCR4= 18,29 + 1,47%) quanto SNCR
(CCR2= 4,00 + 0,77% e CXCR4= 17,47 = 1,47%) quando comparados ao grupo
controle (CCR2= 2,05 + 0,35% e CXCR4= 12,70 + 1,28%). Nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos SNCS e SNCR em relacdo ao percentual de

linfécitos positivos para os receptores CCR2 e CXCRA4 (figura 4).

A andlise do percentual de células positivas para o receptor CCR5 mostrou
aumento significativo no grupo SNCR (7,43 + 0,88%) apenas em relagdo ao CON
(4,45 + 0,68%), sem diferir do percentual detectado no grupo SNCS (6,62 = 0,80%)).
N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos estudados no

percentual dos linfocitos positivos para os receptores CCR7 e CXCR3.
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DISCUSSAO

Neste estudo, foram investigadas possiveis alteracfes na fung¢do reguladora
através da observagcdo do comportamento das moléculas FoxP3 e CTLA-4, além de
aspectos relacionados com a ativacao e migracao celular, como a expresséo integrina
CD18 em linfocitos T, linfécitos T auxiliares e citotoxicos, bem como em receptores de
quimiocinas em linfécitos do sangue periférico de criancas com SNI. Como a
resisténcia a corticosteroides é um importante fator preditivo da evolugdo da doenca
(31), comparamos a capacidade reguladora dos pacientes com SNCS e SNCR.
Nossos resultados mostraram aumento significativo na expressao de FoxP3 por
células TCD4" nos pacientes com SNCS em comparacéo ao grupo com SNCR e ao
grupo CON, indicando maior capacidade de controle da resposta inflamatéria nos
pacientes com SNCS. Outro resultado que corrobora com a melhor capacidade de
regulacdo dos pacientes SNCS foi o aumento da frequéncia do CTLA-4 em linfocitos
TCD4" quando comparado ao grupo SNCR. Como o grupo SNCR n&o apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo CON nas analises das duas moléculas
reguladoras, indica que nio houve ativagdo de células reguladoras CD4'FoxP3" e
CD4'CTLA4" nesses pacientes. Consequentemente, € provavel que a funcdo das
células efetoras do sistema imune esteja aumentada nos pacientes com SNCR devido

a menor capacidade de regulacdo da resposta inflamatoria.

As células TCD4" que expressam a proteina FoxP3 s&o essenciais para a
manutencdo da auto-tolerancia e homeostase imunoldgica, pois o FoxP3 € um fator
de transcrigcdo fundamental para o desenvolvimento da fungéo supressora das células

Treg naturais (32, 33). A proteina FoxP3 possui a capacidade de suprimir a ativacao,
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proliferacéo e a producéo de citocinas de uma ampla variedade de células efetoras do
sistema imune in vivo e in vitro, incluindo células TCD4" e TCD8", células NK e NKT,
células B e células apresentadoras de antigenos, como células dendriticas ou

macrofagos (34, 35).

Até o momento, poucos estudos avaliaram o comportamento das células
reguladoras na SNI (12, 36-38). Recentemente, Kimata e colaboradores (2013)
observaram remissdo da SNI no decorrer da infec¢ao pelo virus Influenza B sem uso
de medicacao. Apos a resolucdo da infeccdo pelo virus, foi observada recidiva da SNI
que, posteriormente, foi tratada com sucesso com prednisolona (36). A inducéo da
remissdo, assim como a resposta a prednisolona foram associadas ao aumento do
nimero de células Tregs CD4'CD25'Foxp3* circulantes, sugerindo que tanto a
infeccdo pelo virus da gripe B, quanto a administracdo do corticosteroide, teriam
aumentado o numero de células Tregs circulantes nos pacientes com SNI,
conduzindo assim a remisséo (36). Em outro estudo, Benz e colaboradores (2010)
avaliaram a presenca de Foxp3® intersticial em bidpsias de tecido renal por
imunohistoquimica e encontraram reducdo da proteina nos pacientes com SNI em
relacdo ao grupo controle (19). Os resultados sugerem que a reducéo de células Treg
Foxp3® no tecido renal de pacientes com SNI poderia favorecer processos
inflamatorios renais, impactando sobre a funcdo dos poddcitos. Como o estudo de
Benz e colaboradores incluiu apenas pacientes com SNI que foram submetidos a
biopsia renal e, portanto, com comportamento cortico-dependente e/ou resistente nao
foi possivel comparar os achados com pacientes corticossensiveis. Tomados em

conjunto, os resultados do presente estudo e desses dois estudos prévios sugerem
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diminuicdo de células reguladoras em pacientes com SNCR, o que poderia contribuir

para progressao da lesdo renal e pior prognaostico.

O CTLA-4, outra importante molécula reguladora, tem sido apontado como a
molécula-chave para a funcéo de células Treg ativadas (aTreg) CD25"Foxp3™, tanto
in vitro quanto in vivo (39). O CTLA-4 pode suprimir células T antigeno-ativadas pela
inducdo da enzima indolamina 2, 3-dioxigenase e pela remocdo das moléculas CD80
e CD86 presentes na superficie das células dendriticas, internalizando-as e
degradando-as nas vesiculas lisossomais das células T (40-42). Ao perder
CD80/CD86, as células apresentadoras tornam-se incapazes de fornecer o sinal co-
estimulatdrio as células T efetoras via CD28 (41, 43-45). A célula CTLA-4" também
possui capacidade reguladora ao inibir outras células, como acontece ao produzir
TGF-B, com consequente inibicdo da resposta imune. Embora a presenca do CTLA4
nao seja suficiente para o isolamento das células Treg, ele é tipicamente expresso em
células T efetoras apdés a ativacdo (39) e a sua deficiéncia prejudica a funcao
supressiva das células Treg in vivo e in vitro em ratos (40). Dessa forma, o aumento
do percentual de células TCD4'CTLA4", associado ao aumento na expressdo de
células TCD4'Foxp3® corroboram a hipétese de que os pacientes sensiveis a
corticoterapia possuem maior capacidade de regular a resposta imune e esta
caracteristica poderia contribuir, pelo menos em parte, pelo melhor progndéstico da

SNCS comparado a SNCR.

Este estudo também buscou caracterizar os processos de migracdo e ativacao
celulares através da verificagdo do comportamento da integrina CD18, em

subpopulagdes linfocitarias. Os resultados mostraram redugéo na expressao de CD18
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em linfocitos T citotdxicos nos pacientes com SNCS em relacdo ao CON. Em estudo
recente, utilizando modelo experimental de sindrome nefrética induzida pela
doxorrubicina em ratos, Pereira e colaboradores (2013) detectaram aumento na
expressdo de CD18 em linfécitos T citotoxicos, assim como em células NK, sugerindo
maior atividade migratoria dos linfécitos T citotdxicos e das células NK para o tecido
renal (46). O aumento sugerido de células T no tecido renal foi também observado por
Benz e colaboradores (2010), que encontraram aumento de células CD3" intersticiais
em bidpsias renais de pacientes com SNI (19). Em nosso estudo, a reducdo da
expressdo do CD18 em células citotoxicas nos pacientes SNCS, nos leva a crer que a
medicacdo imunossupressora foi eficiente para inibir a ativacdo e migracdo desta
célula para o local da infeccéo, auxiliando na reducao do processo inflamatério neste

grupo de pacientes.

Também foram observadas alteracdes no percentual das células do sistema
imunes analisadas. Houve reducd@o no percentual de linfécitos B (CD3'CD19") nos
pacientes com SNCR quando comparados ao grupo CON. Lama e colaboradores
(2002) encontraram resultado distinto, detectando aumento de linfocitos B (CD3"
CD19") circulantes em pacientes com SNCS e SNCR comparados aos controles (47),
engquanto Benz e colaboradores (2010) observaram aumento significativo de células B
glomerulares em biopsias renais de pacientes com glomeruloesclerose focal e
segmentar em comparacao aos pacientes com SN por lesées minimas e ao grupo
controle (19). Assim como os linfécitos B, o presente estudo também encontrou
reducéo significativa da populagdo NK (CD3'CD56") no grupo SNCR. Em estudo que

avaliou células NK no sangue periférico de criancas com SNI, Musial e colaboradores
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(2010) encontraram menor expressao da cadeia zeta nas células NK de pacientes em
recidiva da doenca (21). Esses autores sugerem que a expressao diminuida da
cadeia zeta pode contribuir para a ocorréncia de recidivas, caracterizando alteracao
da resposta imune na SNI, particularmente das células citotoxicas (21). Em outro
estudo, a proporcdo de células NK aumentou significativamente no grupo com
proteinuria acentuada comparado com controles, diferindo dos achados do presente
estudo (47). Como a populacdo de linfécitos NK exerce funcdo citotéxica com
relevante participacdo durante a resposta inata em infeccbes virais, a reducao
encontrada, pode estar associada ao maior risco de infecc¢des virais, como 0 aumento
observado da ocorréncia de recidivas associadas ao Sarampo e ha alta
suscetibilidade a infeccBes pneumocadcicas pelos pacientes com SNI (48). No entanto,
diversos estudos associando infec¢cbes por Sarampo (48) e Influenza B (36)
relataram remissdo da doenca apoOs infeccdo. Em resumo, o perfil de células nos
pacientes com SNI pode variar conforme a atividade da doenca (remissado ou
recidiva), seu padrdo histopatolégico, a presenca de infecgcbes concomitantes, a

resposta ao tratamento e a medica¢cdo em uso no momento da avaliacao.

Outro resultado observado neste estudo foi a reducdo significativa do
percentual de células NKT no sangue periférico nos individuos do grupo SNCS. E
possivel que a reducdo dessa populacédo linfocitaria, associada ao aumento dos
receptores de quimiocinas, bem como ao aumento de parametros relacionados com
regulacdo de linfocitos T, observados em nosso estudo, esteja associada uma
migracdo celular direcionada que, no foco da lesdo, auxilia o controle da resposta

inflamatoria nos individuos SNCS. Segundo Hongo e colaboradores (2012) em seu
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estudo utilizando modelo combinado de transplante de medula e de coracdo, o
aumento de células NKT e de células Foxp3® nos tecidos de 6rgéos transplantados
reduz a incidéncia de rejeicdo a transplantes (26). Alteracdes na expressdo de
receptores co-estimuladores negativos e de citocinas anti-inflamatorias pelas células
Tregs e por outros subconjuntos de células T, de uma forma dependente de IL-4,
resultou em tolerancia aos transplantes de medula 6ssea e de coracao (25). Sendo
asim, € possivel levantar a hipétese de que a queda de linfocitos NKT circulantes
possa ser decorrente da migracdo dessas células para o tecido renal inflamado, e
juntamente com linfécitos T reguladores, exerca uma fungéo relevante no controle da
resposta inflamatdria e consequentemente na melhora clinica dos pacientes SNSC
quando comparado aos individuos SNCR. No entanto, essa é apenas uma
especulacdo baseada em estudos prévios e necessitam de andlises adicionais, tais

como as analises imunohistoquimicas de biépsias de individuos de ambos o0s grupos.

O presente estudo também avaliou o perfil de receptores de quimiocinas nas
células inflamatorias dos pacientes com SNI, uma vez que a ligacdo das quimiocinas
aos seus receptores resulta na ativacdo das integrinas, com consequente firme
adeséao e rolamento celular que favorecem migracao direcionada dos leucocitos para
microambientes especificos (49). O receptor de quimiocina CCR2, receptor da
proteina-1 quimiotatica de monocitos (CCL2 ou MCP-1), apresentou-se aumentado
nos pacientes com SNCS e SNCR em relacdo ao grupo CON. Esse receptor é
expresso principalmente pelas células inflamatorias e pelas células estromais e a sua
expressao é aumentada por meio de estimulos pro-inflamatorios e lesdes dos tecidos

(50, 51). Recentemente, foi sugerido que a MCP-1 pode desencadear a expressao de
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uma nova proteina, chamada novel zinc-finger protein, que induz o estresse do
reticulo endoplasmatico, levando a autofagia e controle da resposta inflamatoria
através da inibicdo do fator nuclear-kB (NFkB), que é considerado um fator essencial

para inflamacao (52) e que ja foi associado a SNI (12, 53).

Diversos estudos mostraram niveis elevados de MCP-1/CCL2 em doencas
glomerulares progressivas, rejeicao de transplante renal e nefrite intersticial (26, 54).
Recentemente, Vianna e colaboradores detectaram aumento de MCP-1/CCL2 no
plasma e na urina de pacientes com doenca renal crbnica secundaria a
glomerulosclerose focal e segmentar (55). Esse aumento na frequéncia de receptores
CCR2 na SNI pode indicar que a maior possibilidade de interagdo de MCP-1 com seu
receptor CCR2 contribua para o processo inflamatério presente na doenca. Esta via,
MCP-1/CCR2, foi recentemente reconhecida como um novo alvo terapéutico para
tratamento de outras doencas, pois a interferéncia na interacdo de MCP-1 com seu
receptor CCR2 mostrou efeitos benéficos contra o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (50, 56, 57). Além disso, estudos recentes utilizando moléculas
capazes de inibir a interacdo MCP-1/CCR2 mostraram efeito anti-inflamatério em
modelos experimentais de diferentes doencas, como esclerose multipla, isquemia-
reperfusdo renal e nefropatia diabética (58-60). Dessa forma, a inibicdo da via MCP-

1/CCR2 poderé vir a ser um alvo terapéutico para a SNI.

Outro receptor que se apresentou significativamente aumentado nos pacientes
com SNI em relagdo ao CON foi o CXCR4, ligante do SDF-1a ou CXCL12, uma
molécula com potente atividade quimiotatica para linfécitos. O aumento deste

receptor, expresso por células hematopoiéticas, esta associado a uma maior
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guimiotaxia juntamente com seu ligante o SDF-1a (61, 62). Segundo o estudo de
Lotan e colaboradores (2008), que analisaram biopsias em diferentes doencas renais,
o influxo de leucdcitos para os rins doentes nao ocorreu por meio da interacdo SDF-
1a/CXCR4 (63). O referido estudo mostrou ainda que, na sindrome nefrética por
lesGes minimas e na glomerulosclerose focal e segmentar, o ligante SDF-1a e seu
receptor CXCR4 foram encontrados em maior intensidade nos tubulos distais e dutos
coletores e, em pequena quantidade ou ausente, nos tubulos proximais, no intersticio

e nos glomérulos.

Outro receptor de quimiocinas avaliado foi o0 CCR5 cujo ligante principal é a
quimiocina CCL5 ou RANTES. Niveis elevados de RANTES/CCL5 também ja foram
associados a doencas glomerulares progressivas, rejeicdo ao transplante renal e
nefrite intersticial (26). No presente estudo, os pacientes com SNCR apresentaram
aumento do receptor CCR5 em relagdo ao grupo CON. As vias de sinalizagédo do
receptor CCR5 poderiam contribuir para a leséo renal mais acentuada nos pacientes
com SNCR. Neste sentido, em estudo sobre vias de sinalizacdo celular no tecido
renal, Sakai e colaboradores (2002) detectaram que a progressao da leséo renal na
glomerulopatia crescéntica utilizou a via de sinalizacdo do receptor CCR5 que se

associou a fosforilacdo da proteina quinase p38 MAPK e ativagdo do NF-kB (64).

A SNI altera claramente parametros imunolégicos do sangue periférico. A
reducdo da expressdo de moléculas de ades&o, como CD18 em linfécitos TCD8", e a
maior expressdo de células Treg CD4Foxp3® e CD4'CTLA4" em pacientes como
SNCS indicam maior atividade migratoria para o tecido inflamado e melhor controle da

inflamac&o. Em contrapartida, a ativacdo dos receptores de quimiocinas indica maior
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recrutamento de leucécitos, acdo e liberacdo de citocinas e quimiocinas frente ao
processo inflamatdrio. Dessa forma, os aumentos de CCR2 e CXCR4 para ambos 0s
grupos com SNI pode contribuir para inflamacdo no tecido renal. Por outro lado,
apenas os pacientes com SNCR apresentaram maior expressao do receptor CCR5, o
que poderia estar associado a progressdo da lesdo renal neste subgrupo. As
diferencas no perfil imunolégico de pacientes com SNCS e SNCR podem estar
associadas ao comportamento da doenca e seu prognostico, além de abrirem

perspectivas para a avaliagdo de novos biomarcadores e alvos terapéuticos.
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Tabela 1. Caracterizagdo de aspectos clinicos e bioquimicos dos pacientes com SNI
subdivididos conforme a resposta aos corticosteroides.

Parametros SNCS SNCR p <0,05
n=28 n=16

ldade 11,6 9,7 -
Sexo (% meninos:meninas) 70:30 57:43 -
Recidiva (%) 32,1 50,0 -
Remissao (%) 67,9 50,0 -
Ureia (mg/dL) 22,0 [19-32] 26,0 [20-70] NS
Creatinina (mg/dL) 0,5 [0,4-0,8] 0,5 [0,4-0,7] NS
Triglicerideos (mg/dL) 73 [58-148] 86 [65-168] NS
Total colesterol (mg/dL) 155 [141-217] 172 [134-248] NS
Albumina (g/dL) 4,1 [3,8-4,4] 3,8 [1,7-4,0] 0,0304
Taxa de filtragdo Glomerulart 1135+7,6 104,9 +£13.1 NS
Proteindria (mg/m?%/24h) 97 [33-274] 275 [42-3330] NS

Medicacdo em uso

Corticoide somente 4 1 -
Corticoide + ciclofosfamida/ciclosporina +iECA 1 3 -
Corticoide +iIECA/ iIECA+ARA 5 3 -
iIECA /IECA + ARA 6 3 -
Ciclosporina somente 2 1 -
Ciclosporina + iECA/ iECA + ARA 0 2 -
Nenhum 9 1 -
Sem registro 1 2 -

Valores expressos como mediana [percentil 25 - percentil 75]; para todas as variaveis,
exceto para razao de filtracdo glomerular expressa como media + erro padrdo. T Razéo de
filtracdo glomerular foi estimada usando a férmula de Schwartz (30). SNCS = sindrome
nefrética cortico-sensivel, SNCR = sindrome nefrotica cortico-resistente. iECA = inibidores
da enzima conversora de angiotensina; ARA = antagonista de receptor de angiotensina.
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Figura 1. Andlise do balango celular em linfocitos do sangue periférico de criangas com
SNI: percentual de linfécitos B (CD3'CD19"), de células sugestivas de NK (CD3'CD56") e
de NKT (CD3*'CD56%) de acordo com a resisténcia a terapia com corticosteroides.
Diferencas significativas comparadas com CON p <0.05 estado representadas pela letra “a”.
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Figura 2. Andlise de células T reguladoras em linfocitos TCD4" do sangue periférico de
criangas com SNI de acordo com a resisténcia a terapia com corticosteroides. Diferencas
significativas comparadas em relacédo ao grupo CON estao representadas pela letra “a” e
diferencas significativas entre SNCS e SNCR estéo representadas pela letra “b”. p <0.05.
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Figura 3. Analise da expressdo de CD18 em células T, CD4 e CD8 em linfocitos do
sangue periférico de criangas com SNI, de acordo com a resisténcia a terapia com
corticosteroides. Diferencas significativas comparadas com CON p <0.05 estdo
representadas pela letra “a”.
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CONSIDERACOES FINAIS

Embora a SNI venha sendo estudada ha décadas, sua etiopatogenia ainda
nado esta esclarecida. Tem sido destacado o carater inflamatério da doenca,
evidenciado pelo sucesso no tratamento com corticoides e outros
imunossupressores em parte dos pacientes, além da identificacdo de alteracbes em
populacdes e subpopulacdes leucocitarias, bem como em citocinas e quimiocinas

tanto em modelos animais que simulam a doenca quanto em humanos.

Tendo em vista a auséncia de consenso em relacdo a etiopatogenia da SNI, a
proposta desta Tese foi a realizacdo de uma abrangente investigacdo do perfil
fenotipico e funcional de células do sistema imune de pacientes com SNI, tendo

resultado na producgé&o de dois artigos originais.

O primeiro artigo buscou investigar a distribuicdo das subpopulagbes
leucocitarias em pacientes com SNI, através da determinacdo da frequéncia de
linfécitos T auxiliares, T citotdxicos e linfocitos B que expressam citocinas anti e pro-
inflamatérias, incluindo IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IL-17, apds estimulo
inespecifico in vitro com o mitbgeno miristato acetato de forbol (PMA). Essa
estratégia de analise permitiu avaliar o comportamento celular desses individuos
frente a um desafio imune inespecifico e demonstrou como principais resultados o
aumento na producéo de TNF-a em linfocitos T auxiliares (CD4") mesmo em uso de
corticoterapia e a reducdo na producdo de IFN-y nos linfocitos T citotdxicos dos
pacientes com SNI, independente dos niveis de proteinuria. Ao agruparmos 0s
pacientes em razdo da proteindria, os pacientes com proteindria elevada (PE)

apresentaram aumento no percentual das citocinas pro-inflamatérias IFN-y, TNF-a e
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IL-17 em linfocitos T auxiliares (CD4") quando comparado ao grupo controle.
Somente os pacientes com PE apresentaram aumento na expressao de TNF-a em
linfocitos T citotdxicos (CD8") em comparacdo ao controle. Dessa forma, essa
primeira investigacdo conclui que ocorreu uma resposta pro-inflamatéria mais
acentuada, mediada tanto por linfocitos T auxiliares quanto T citotoxicos nos
pacientes com proteindria persistente, mesmo em uso de medicacdo anti-

inflamatoéria.

Os resultados encontrados no primeiro artigo nos levaram ao questionamento
sobre uma possivel associacdo com alteragdes no perfil migratério e de ativacdo em
linfécitos, assim como no perfil de elementos celulares relacionados a regulacdo da
resposta imune nesses pacientes. O principal ponto foi investigar se 0s pacientes
com SNI estariam apresentando uma resposta imune exacerbada em funcéo dos da
elevacdo de marcadores relacionados com migracao e ativacdo celular de linfécitos
T ou se haveria alguma disfungdo nos mecanismos de controle da inflamacéao,

principalmente aquele mediado por linfocitos T reguladores (Treg).

Diante dessas indagacfes, avaliamos o perfil migratério em linfécitos
circulantes dos pacientes com SNI por meio da avaliacdo de receptores de
guimiocinas e da expressao da integrina CD18. Além disso, foi realizada a andlise
das moléculas FOXP3 e CTLA-4 em linfécitos T CD4", buscando caracterizar o perfil

regulador desses pacientes.

O principal resultado apresentado nesse artigo demonstra o aumento da
expressdo de FoxP3 em linfocitos TCD4" nos pacientes do grupo SNCS quando
comparados aos grupos CON e SNCR, indicando uma melhor resposta supressora

associada a medicacdo. Também se destaca a reducao na expressado da integrina
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CD18 em linfécitos T (CD3") e em linfécitos T citotoxicos (CD8™) no grupo SNCS
guando comparado ao grupo CON, sugerindo uma resposta positiva da medicacao

sobre esses pacientes, com reducao da migragao e ativacédo do sistema imune.

A reducao da expressdo de CD18 na superficie de linfécitos T totais e TCDS,
bem como as evidéncias de um perfil regulador em linfocitos TCD4 presente apenas
em pacientes com SNCS sugerem que o controle da resposta inflamatéria possa

desempenhar um papel chave na progresséo clinica da doenca.



139

ANEXOS

Anexo 1 — Parecer COEP-UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Erica em Pesguiza da UFWG - COEP

Parecer n®. ETIC 064/05

Interesse: Profa. Ana Cristina Sim&es e Silva
Depto. de Pediatria - FMUFMG

DECISAD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
dia 19 de outubro de 2005, depois de atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado « Avaliagdo dos niveis
circulantes e urinarios do fator de transformagéo e crescimento
do tipo beta [(TGF-BETA) em criangas e adolescentes com
sindrome nefrética »» bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do referido projeto.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

{f - |
14, | .I.-1‘|'---|___,.-_~

i Profa. Dra Maria Elena de Lima Perez Garcia
' Presidente do COEP/UFMG

Av. Prezidenie Avrnie Carlez, G027 Prédio de Refiorio— T order sela, 7058 - 30 270-900— BA - W0

(31 M99-4502 - FAM: {312 34994027 - cospiiprpyaling br
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Anexo 2 — Parecer CEP-UFVJIM

MINISTERIO DA EDUCAGAO N \
UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI /

Comité de Etica em Pesquisa/CEP UFVJ M

Oficio: 182/09
Diamantina, 07 de Outubro de 2009.

A Sua Senhoria, o Senhor

Prof. Dr. Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo
Departamento de Farmacologia/FCBS

Assunto: parecer consubstanciado Projeto

Prezado Pesquisador,

O projeto protocolado sob o registro provisério n°. 014/09 e intitulado: “Analise do
perfil fenotipico de leucécitos do sangue periférico de pacientes com Sindrome
Nefrética Idiopatica”, foi reavaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa e, tendo
em vista a apresentagdo das adequagbes sugeridas por este Comité e a
conformidade com a Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude, recebeu
o parecer APROVADO. Seu numero de registro definitivo &€ 046/09.

O referido estudo permitira analisar o perfil fenotipico de leucdcitos do sangue
periférico de pacientes com Sindrome Nefrética Idiopatica, onde serdo utilizadas
amostras de sangue venoso de 30 pacientes atendidos no setor de pediatria do
Hospital das Clinicas da UFMG.

Devera ser apresentado relatério de pesquisa a este Comité um ano apés a
aprovagao do projeto.

Atenciosamente,

//‘/qé‘, e ﬁ/;?f/l/t(‘.. %j})‘[ 2 ////,/,,//Z&
Prof®. Dr°. Rosamary Aparecida Garcia Stuchi
Coordenadora CEP/UFVJM

Campi | e Il - Reitoria - Diamantina - MG - Brasil
Rua da Gléria - n° 187 - Centro - CEP: 39100000 - Diamantina - MG - Brasil - PABX: (38) 3531-1811
Campus Avangado do Mucuri - Tedfilo Otoni - MG - Brasil
Av. Dr. Luiz Boali Porto Salman - s/n’ - Ipiranga - CEP: 39801-000 - Tedfilo Otoni - MG - Brasil - PABX: (33) 3522-6037
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Anexo 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes portadores
de sindrome nefrética e seus responsaveis

TERMO DE CONSENTIMENTO
(para pacientes portadores de sindrome nefrética e seus responsaveis)

Vocé esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa “Andlise do Perfil Fenotipico de Leucocitos
do Sangue Periférico de Pacientes com Sindrome Nefrotica Idiopatica”, para a qual vocé foi escolhido por fazer
parte do grupo acompanhado pelo setor de Nefrologia Pediatrica do HC/UFMG e sua participacdo ndo é
obrigatoria. Vocé também poderé desistir de participar a qualquer momento e retirar seu consentimento.

Esta pesquisa serd desenvolvida no Hospital das Clinicas da UFMG e na UFVJM para estudarmos
parametros sanguineos relacionado com a sua resisténcia imunoldgica e verificar se tais parametros apresentam-
se alterados quando ocorre piora ou melhora do funcionamento do rim em criangas e adolescentes com sindrome
nefrética. Portanto, pretende-se verificar uma possivel relagao entre as alterac6es sanguineas e a forma da doenca
(se é mais branda ou mais forte), bem como a resposta ao tratamento e a piora do funcionamento dos rins.

Sua participacdo consiste em permitir a coleta de sangue de seu filho (ou de sua filha), através de
pungdo de veia periférica realizada em jejum no dia de uma consulta agendada ou no dia de coleta no
laboratdrio. Todo o processo serd realizado por profissionais treinados, dentro das Normas de Biosseguranga e 0s
riscos, embora minimos, sdo aqueles inerentes ao processo de coleta. O sangue sera utilizado na pesquisa e
depois seré descartado ou guardado até o final da execucéo desse projeto. Garantimos ainda que a identidade e a
privacidade do paciente serdo mantidas e 0s resultados desse estudo somente serdo utilizados para aumentar 0s
conhecimentos da medicina, o que contribuird para o avanco do conhecimento acerca da referida doenca.

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

Este estudo serd conduzido pelos Drs. Ana Cristina Sim@es e Silva, do Hospital das Clinicas da UFMG,
Gustavo Eustaquio Alvin Brito de Melo e Msc. Fabio Tadeu Louren¢o Guimardes da UFVJM.

Eu, paciente que sofro de sindrome nefrética, entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo
em participar das coletas de sangue para dosar parametros imunoldgicos sanguineos. Eu assinei e recebi uma
copia deste termo de consentimento.

Eu, mée, (ou pai ou responsavel) pelo paciente, entendi tudo que foi explicado sobre a pesquisa e concordo
qgue meu filho (ou minha filha ou outro grau de parentesco) participe do estudo sobre parémetros
imunolodgicos no sangue.

Dou meu consentimento para que seja coletado sangue de meu filho (minha filha ou outro grau de
parentesco) para medir pardmetros imunolégicos. Confirmo que meu filho (minha filha ou outro grau de
parentesco) foi selecionado de forma voluntaria para participar dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia
dessa autorizacao.

Nome do paciente: Assinatura:

Nome do responsavel: Assinatura:

Grau de parentesco:

Data e local:

Pesquisadores responsaveis: Ana Cristina Simoes e Silva/Fabio T. L. Guimaraes/Gustavo E
Informacdes
Rua da Gléria 187 - Centro - Caixa Postal 38 CEP 39.100-000 - Diamantina / MG
Telefax.: (38) 3532-1235 Prof. Gustavo Melo/Fabio Guimaries - E-mail: gbrito1998 @yahoo.com
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Anexo 4 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes saudaveis e
seus responsaveis

TERMO DE CONSENTIMENTO
(para pacientes saudaveis e seus responsaveis)

Vocé estd sendo convidado(a) para participar da pesquisa “Analise do Perfil Fenotipico de Leucdcitos
do Sangue Periférico de Pacientes com Sindrome Nefrotica Idiopatica”, sabemos que seu filho (ou sua filha) ndo
tem problema de rins e é sadio (a). Mas, gostariamos de pedir autorizacdo para medirmos a quantidade dessas
substancias no sangue de seu filho (ou de sua filha). Estamos querendo comparar a quantidade dessas substancias
gue tem no sangue de seu filho (ou de sua filha) com a quantidade que tem no sangue de pacientes com sindrome
nefrética. Sua participacdo no estudo ndo é obrigatdria. Vocé também podera desistir de participar a qualquer
momento e retirar seu consentimento.

Esta pesquisa serd desenvolvida no Hospital das Clinicas da UFMG e na UFVJM para estudarmos
parametros sanguineos relacionado com a resisténcia imunologica e verificar se tais parametros apresentam-se
alterados quando ocorre piora ou melhora do funcionamento do rim em criancas e adolescentes com sindrome
nefrética. Portanto, pretende-se verificar uma possivel relagéo entre as alteragfes sanguineas e a forma da doenca
(se é mais branda ou mais forte), bem como a resposta ao tratamento e a piora do funcionamento dos rins.

Sua participacdo consiste em permitir a coleta de sangue de seu filho (ou de sua filha) através de puncéo
de veia periférica realizada em jejum no dia de uma consulta agendada ou no dia de coleta no laborat6rio. Todo o
processo sera realizado por profissionais treinados, dentro das Normas de Biosseguranca e os riscos, embora
minimos, sdo aqueles inerentes ao processo de coleta. O sangue sera utilizado na pesquisa e depois de analisado
sera descartado ou guardado até o final da execucdo desse projeto. Garantimos ainda que a identidade e a
privacidade do paciente serdo mantidas e os resultados desse estudo somente serdo utilizados para aumentar os
conhecimentos da medicina, o que contribuird para o avango do conhecimento acerca da referida doenca.

Finalmente, sera resguardado o direito de recusa em participar do trabalho em qualquer etapa do
mesmo, sabendo-se que o paciente continuara a receber sua assisténcia médica.

Este estudo sera conduzido pelos Drs. Ana Cristina Simdes e Silva, do Hospital das Clinicas da UFMG,
Gustavo Eustaquio Alvin Brito de Melo e Msc. Fabio Tadeu Lourenco Guimardes da UFVIM .

Eu entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em participar das coletas de
sangue para medir parametros imunoldgicos no sangue. Eu assinei e recebi uma copia deste
termo de consentimento.

Eu, mae, (ou pai ou responsavel) pelo paciente, entendi tudo que foi explicado sobre a pesquisa
e concordo que meu filho (ou minha filha ou outro grau de parentesco) participe do estudo
sobre alteracéo de parametros imunol6gicos no sangue.

Dou meu consentimento para que seja coletado sangue e urina de meu filho (minha filha ou
outro grau de parentesco) para medir parametros imunoldgicos no sangue. Confirmo que meu
filho (minha filha ou outro grau de parentesco) foi selecionado de forma voluntaria para
participar dessa pesquisa. Eu assinei e recebi uma copia dessa autorizacao.

Nome do paciente: Assinatura:

Nome do responsavel: Assinatura:

Grau de parentesco:

Data e local:

Pesquisadores responsaveis: Ana Cristina Simdes e Silva/Fabio T. L. Guimaraes/Gustavo E. B. A. Melo
Informacdes
Rua da Gléria 187 - Centro - Caixa Postal 38 CEP 39.100-000 - Diamantina / MG
Telefax.: (38) 3532-1235 Prof. Gustavo Melo/Fabio Guimaries - E-mail: gbrito1998 @yahoo.com


mailto:gbrito1998@yahoo.com

143

Anexo 5 — Esquema de tratamento dos pacientes com SNI

UNIDADE DE NEFROLOGIA PEDIATRICA — HC/UFMG

PROTOCOLO DE SINDROME NEFROTICA POR LESOES MINIMAS E
GLOMEROLOESCLEROSE SEGMENTAR E FOCAL

1- DEFINICAO:

- A Sindrome nefrética caracteriza-se por proteinUria macica, hipoproteinemia e graus
variados de edema. FreqUentemente, estdo presentes hiperlipedemia e lipiduria.

- Caracteristicas de sindrome nefrética por lesdes minimas (SNLM): inicio entre 1 a 6
anos, auséncia de hematlria e hipertensdo arterial persistentes, funcdo renal e
complemento normais, auséncia de doenca sistémica e corticosensibilidade.

- Caracteristicas de sindrome nefrética com lesdes complexas: hematUiria persistente,
hipertensdo arterial, comprometimento da funcdo renal, sinais ou sinfomas de doenca
sistémica, hipocomplementenemia, histéria de doenca renal grave na familia, idade de

inicio acima de 8 anos ou abaixo de 1 ano e corticoresisténcia.

2- DIAGNOSTICO:
NO EPISODIO INICIAL DEVERAO SER SOLICITADOS:

- ProteinUria de 24 horas E relacdo proteina/creatinina em amostra Unica de urina (> 50

mg/kg/dia ou relacdo proteina/creatinina em amostra Unica de urina > 2,0);

- Proteinas totais e fragdes (Proteina total < 5,0 g/dl e albumina < 2,5 mg/dl);

- Colesterol total (> 200mg/dl) e triglicérides (>170 mg/dl);

- Urina rotina (albumindria, cilindros graxos, corpos graxos ovalados);

- Acido Urico;

- Glicemia;

- Funcdo renal (uréia e creatinina);

- Hemograma (eosinofilia na GESF e em parasitoses);

- Exame parasitoldgico de fezes (pacientes com esquistossomose podem apresentar
lesdo glomerular com sindrome nefrética; afastar estrongiloidiase antes da corticoterapial)

- Complemento sérico (C3 e C4) — reduzido na glomerulonefrite
membranoproloferativa,LES, glomerulonefrite por shunt, glomerulonefrite por endocardite;

- FAN;

- Sorologias (HBsAgQ. anti-HCV, VDRL, HIV, IgG e IgM anti-toxoplasmose).
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NAS RECIDIVAS, SOLICITAR:

- ProteinUria de 24 horas E relacdo proteina/creatinina em amostra Unica de uring;

- Proteinas totais e fracoes;

- Funcdo renal (Uréia e creatinina);

- Colesterol total e triglicérides;

- Urina rofina;

- Avdliar a possibilidade de outros exames para descartar infeccdo, se necessdrio.
BIOPSIA RENAL:

- Deverd ser redlizada em criancas com lesdo complexa. Os casos que apresentam
apenas hematuria microscdpica ou hipertensdo leve ou idade acima de 8 anos podem

ser submetidos a tfratamento inicial com prednisona e observada a resposta.

3- TRATAMENTO:

MEDIDAS GERAIS:

- Dieta: A dieta do paciente com funcdo renal normal deve ser hipossédica e
normoprotéica. A ingest&o de liquidos deve ser normal. NGo se deve restringir potdssio na
fase oliglrica da doenca, apenas em casos de hiperpotassemia. A ingestdo de sédio
pode ser liberada assim que houver diurese franca;

- Afividade fisica normal;

- Tratamento das infeccdes se for o caso. Investigar peritonites, pneumonia, celulite.

- Tratamento empirico de parasitoses intestinais: mebendazol + Tiabendazol em

criangcas menores que 15 Kg e ivermectina em criancas maiores que 15 Kg.



TRATAMENTO IMUNOSSUPRESSOR (SOB ORIENTAGAO DE UM NEFROLOGISTA):
GLOMERULONEFRITE POR LESOES MINIMAS

SINDROME NEFROTICA

LESOES MINIMAS

CARACTERISTICAS DE

l

/\
S
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CARACTERISTICAS DE LESAO

COMPLEXA

PREDNISONA (1)
’—’\*‘ CORTICORESISTENTE (9) I

v

BIOPSIA RENAL

CORTICOSENS{VEL COM

A 4

REMISSAO PROLONGADA
(2)

CORTICOSENSIVEL COM

\ 4

RECIDIVAS INFREQUENTES

CORTICOSENSIVEL COM

\ 4

RECIDIVAS FREQUENTES (4)

(3)  »

PREDNISONA
NAS RECIDIVAS

T

CONTROLES
PERIODICOS

T~

APOS A REMISSAO MANTER A
PREDNISONA EM DIAS ALTERNADOS
=0,5-1,0mg/Kg DURANTE 6 MESES
A 1 ANO

CORTICODEPENDENTE COM BAIXAS

A 4

DOSES DE PREDNISONA
<0,5mg/Kg/DIAS ALTERNADOS (5)

CORTICODEPENDENTE COM

\ 4

ALTAS DOSES DE PREDNISONA
>1,0 ma/Ka/DIAS ALTERNADOS (6)

LEVAMISOLE (7)

| CICLOFOSFAMIDA (7) |

CICLOFOSFAMIDA

A\ 4

EFEITOS COLATERAIS GRAVES
COM PREDNISONA (10)

A 4

ASSOCIADA A
PREDNISONA (8)

A A

\>| CICLOFOSFAMIDA (8) |7




146

1- Episédio inicial: prednisona 2 mg/kg/dia, dose Unica pela manhd, durante 6 semanas

9-

(mdéximo de 60mg/dia) seguido por mais 6 semanas com a dose de 1,5 mg/kg (40
mg/m?) em dias alternados. A seguir retirada de 25% da droga, cada 15 dias, até dose
de 2,5mg em dias alternados quando o tratamento serd suspenso.

Corticossensivel: quando o paciente apresenta-se sem proteindria na quarta ou no

mdaximo na oitava semana apds o inicio da corticoterapia. Remissdo prolongada:
permanecem mais de um ano em remissdo apods retirada do corticdide.

Recidivas infreglentes: prednisona deve ser usada como no episddio inicial, porém a

duracdo do tratamento continuo serd de 4 semanas e 2 semanas em dias alternados.
Depois, se reduz 25% da dose a cada semana. Pode ser usado o esgquema
descontinuo apds 3 dias seguidos de proteinlria negativa (nos casos em que o
paciente tiver fita para medir a proteinuria em casa).

Recidivas freqUentes: duas recidivas em é meses ou 4 recidivas em um ano. Apds 2

anos de recidivas freqUentes, deve ser tentado o tratamento com corticoesterdides,
na dose de 0,5-1,0 mg/kg em dias alternados, durante 6 meses a um ano.

Corticodependente com doses baixa de prednisona (<0,5 mg/kg em dias alternados):

corticoesterdides, na dose de 0,5-1,0 mg/kg em dias alternados, durante 6 meses a um
ano.

Corticodependentes em altas doses: recidiva durante a retirada da corticoterapia ou

dentro de duas semanas apds a suspensdo da droga. Associar ciclofosfamida a
prednisona e avaliar bidpsia renal se ndo houver resposta.

Avaliar uso de levamizol: Pacientes corticodependentes. Dose de 2-3 mg/kg em dias

alternados. Se ndo houver resposta em 3 ou 4 meses, suspender o uso. Deve-se realizar
hemograma de 15/15 dias devido ao risco de leucopenia. Se o segundo hemograma

normal, ndo é necessdrio exames quinzenais. Deve-se suspender a mediacdo se

leucopenia < 4000 ou neutropenia < 1000. . Ciclofosfamida fica como 39 op¢cdo nos
corticodependentes, devendo ser evitada em adolescentes.

Ciclofosfamida (CFA): 2 mg/kg/dia durante 12 semanas ou 3mg/kg/dia durante 8
semanas, dose Unica pela manhd com controles quinzenais com leucograma. Dose
mdxima acumulada de 200mg/Kg.

Corticorresisténcia: quando ndo ocorre reversdo da proteiniriac com 6 a 8 semanas de

corticoterapia. Aqueles pacientes ciclofosfamida resistentes serdo submetidos a bidpsia renal.

10- Efeitos colaterais a corticoterapia: avaliar ciclofosfamida.




GLOMEROLUESCLEROSE SGMENTAR E FOCAL

GESF

A 4

CORTICOSSENSIVEL

l

CONTROLE

BOA RESPOSTA

CORTICODEPENDENTE

A 4

CORTICORRESISTENTE

LEVAMISOLE

v

CICLOFOSFAMIDA

A 4

CONTROLE

A

(CFA)

A 4

CFA RESISTENTE

A 4

BOA RESPOSTA

CONTROLE

A

CICLOSPORINA (CyA)

v
CyA RESISTENTE

\ 4

MICOFENOLATO

A
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1. Corticossensivel: vide SNLM

2. Corticodependente: Indicado ciclosfosfamida. Caso paciente seja adolescente

(Turner 2), avaliar uso de levamisole ou ciclosporina no lugar de CFA.

3. Ciclofosfamida (CFA): 2 mg/kg/dia durante 12 semanas ou 3mg/kg/dia durante 8

semanas, dose Unica pela manhd com controles quinzenais com leucograma.
Dose mdxima acumulada de 200mg/Kg.

4. Ciclofosfamida sensivel: controles periddicos.

5. Levamisole: . Dose de 2-3 mg/kg em dias alternados. Se ndo houver resposta em
3 ou 4 meses, suspender o uso. Deve-se realizar hemograma de 15/15 dias
devido o risco de leucopenia. Se o segundo hemograma normal, ndo é
necessdrio exames quinzenais. Deve-se suspender a mediacdo se leucopenia <

4000 ou neutropenia < 1000.

6. Ciclofosfamida resistente: tfrocar CFA por ciclosporina.

7. Ciclosporina (CyA — 100mg/ml): Dose inicial de 5-6 mg/Kg/dia. Tempo minimo de

uso: 2 anos. Se o paciente faz uso de corticoesterdide, iniciar retirada gradual
como no esquema de SNLM. Ajustar o nivel sérico de ciclosporina (colhido em C
0) entre 100-200 ng/mL.

8. Ciclosporina sensivel: controles periddicos.

9. Ciclosporina resistente: Avaliar micofenolato mofetil ou sédico.

10. Micofenolato mofetil (Cellcept® 500 mq): Dose de 1200 mg/ m?/ dia, em duas

doses didrias.

11. Micofenolato sédico (Mifortic® 180 mg ou 360 mg): Dose de 800 mg/m?/dia, em

duas doses didrias.

OBSERVACOES:

1) Se paciente estiver em remissGo e nivel sérico de ciclosporina estiver
abaixo do valor de referéncia, manter dose em uso.

2) Se proteinUria ascendente, avaliar o ajuste da ciclosporina pelo nivel
sérico.

3) Em caso de nivel sérico de ciclosporina baixo, avaliar ndo aderéncia, erro
na administracdo ou colesterol elevado. Em caso de nivel sérico elevado,
avaliar ndo aderéncia.

4) Em paciente em uso de ciclosporina, monitorar magnésio devido ao risco
de toxicidade.

5) Em caso de hipertensdo arterial sistémica ndo contfrolada com drogas,

avaliar suspensdo da ciclosporina.
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6) Indicar bidpsia em paciente com piora rdpida da funcdo renal para
avaliar toxicidade pela ciclosporina.

7) Limite do clearance de creatinina para iniciar ciclosporina € maior ou
igual 60ml/min/1,73 m2,

8) Paciente em uso de ciclosporina e em surto: avaliar pulsoterapia com
metilprednisolona durante 3 dias na dose de 30 mg/kg. Monitorar nivel

sérico de ciclosporing, pois a pulsoperapia pode aumentar este.

TRATAMENTO COMPLEMENTAR:

APENAS EM CASOS ESPECIAIS SOB ORIENTAGCAO DE UM NEFROLOGISTA.

- No caso de anasarca refratdria, congestdo importante e/ou oliguria avaliar uso de:

e Furosemida (40 mg/comprimido ou 10mg/ml ampola): 2 a 6 mg/kg/dia em 2 a 4
tomadas;

e Hidroclorofiazida ( 50 mg/comprimido): 2 a 5 mg/kg/dia em 2 tomadas;

e Espironolactona (25mg, 50mg e 100mg): 1 a 5 mg/kg/dia;

e Albumina 5 a 10% associada a furosemida: A dose da albumina é de 1 a 2 g/kg.
Deve-se administrar furosemida 1mg/kg durante a infusdo de albumina ou no

meio da infusdo e apds a infusdo.

MEDIDAS RENOPROTETORAS

Utiizada em paciente corticoresistentes. Inicia-se com inibidores da enzima da
conversdo da angiotensina (IECA) e em caso de ndo resposta, associar bloqueadores de

receptores da angiontensina.

e [ECA:
- Captopril (12,5 mg, 25 mg e 50 mg): dose inicial Tmg/kg/dia dividido em 3 tomadas.

Dose mdxima 5mg/kg/dia.

- Enalapril (5mg, 10 mg e 20 mg): dose inicial de 0,1 mg/ kg /dia dividido em duas

tomadas. Dose mdaxima de 0,5mg/kg/dia ou 10mg/dia.
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Observar no minimo 3 meses a resposta. Ajustar mensalmente a dose até alcanca a
dose mdxima. Caso ndo apresente resposta, associar bloqueador de receptores da

angiontensina.

Ajustar a dose monitorando pressdo arterial, funcdo renal e potdssio sérico. Em caso

de efeitos colaterais, diminuir a dose ou suspender a medicacdo

e Bloqueadores de receptores da angiotensina:

- Losartan (12,5mg e 50 mg): dose inicial de 1 mg/kg/dia (mdximo 50 mg/dia).

TRATAMENTO DA HIPERLIPIDEMIA:

- Sinvastatina (5mg, 10 mg, 20mg, 40 mg e 80 mg): deve ser usada em paciente
acima de 10 anos de idade em pacientes com LDL > que 160 mg/dl. Dosar a CK total ,

AST e ALT basais. Monitorar funcdo hepdtica, CK total e colesterol a cada 3 a 6 meses.

Obs: A ciclosporina aumenta o nivel sérico das estatinas.

4- CONTROLES PERIODICOS:
- Deverdo ser pedidos exame de urina rotina, proteinlria de 24 horas ou relacdo
proteina/creatinina em amostra Unica de urina, colesterol, triglicérides, proteinas (total e

fracdes), uréia e creatinina.

- As criancas corficodependentes e com recidivas freqUentes deverdo ser avaliadas

anualmente por oftalmologista para verificacdo da possibilidade de catarata.

- Os que usaram ciclofosfamida deverdo realizar espermograma na época mais

adequada, conforme cada caso.

- Conferir o cart@o de vacinas: se a crianca estiver em remissédo e pelo menos 6
semanas sem usar corticosterdides, encaminhar para vacinacdo contra varicela e

pneumococo, se ndo imunizada.
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