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Abstract

Objective: There is evidence of an important role of immune system changes in the triggering
and maintenance of idiopathic nephrotic syndrome (INS). The aim of this study was to investigate
the expression of cytokines in lymphocyte populations of patients with INS in comparison to
healthy individuals, according to proteinuria.

Methods: This cross-sectional study included 44 patients with INS and eight healthy children,
matched for age and sex (controls). Patients were subdivided according to proteinuria: persis-
tent proteinuria or partial remission (PP > 300mg/24h, n=17) and low proteinuria or complete
remission (LP <300mg/24h, n=27). Ex vivo analysis of peripheral blood leukocytes by flow
cytometry was performed using surface markers for T-lymphocytes, TCD4, TCD8, natural killer
(NK) cells, NKT, and B-lymphocytes. Frequencies of intracellular cytokines were analyzed in
these cells.

Results: The frequencies of B-lymphocytes, NK cells, and NKT cells were lower in INS than in
controls, whereas INS patients had a higher frequency of CD4*tumor necrosis factor (TNF)-a*
cells than controls. Cytotoxic-T-lymphocytes expressing IFN-y were lower in INS than in con-
trols. Patients with PP showed higher frequencies of CD4-T-lymphocytes expressing IFN-y
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and TNF-a than controls. CD8-lymphocytes expressing TNF-a were increased in PP group when
compared with LP and controls, while CD8*interferon (IFN)-y* cells were lower than in LP and
in controls.

Conclusion: Regardless the level of proteinuria, INS patients had increased expression of TNF-a
in CD4-lymphocytes and reduced expression of IFN-y in CD8-lymphocytes. Persistence of pro-
teinuria was associated with higher levels of inflammatory markers.

© 2017 Sociedade Brasileira de Pediatria. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
4.0/).

Os linfocitos T que expressam citocinas inflamatérias sdo subjacentes a persisténcia
de proteinuria em criangcas com sindrome nefroética idiopatica

Resumo

Objetivo: Ha comprovacao do importante papel das alteracdes no sistema imunoldgico no
desencadeamento e na manutencao da sindrome nefrética idiopatica (SNI). O objetivo deste
estudo foi investigar a expressao das citocinas em populacdes de linfocitos de pacientes com
SNI em comparacao a individuos saudaveis e de acordo com a proteinuria.

Métodos: Este estudo transversal incluiu 44 pacientes com SNI e oito criancas saudaveis, parea-
dos por idade e sexo (controles). Os pacientes foram subdivididos de acordo com a proteinuria:
proteinlria persistente ou remissdao parcial (PP >300mg/24h, n=17) e proteinuria baixa ou
remissao completa (PB <300mg/24h, n=27). A analise ex vivo de leucécitos no sangue perifé-
rico por citometria de fluxo foi feita utilizando marcadores de superficie para linfocitos T, TCD4,
TCD8, células natural killer (NK), linfocitos NKT e B. As frequéncias das citocinas intracelulares
foram analisadas nessas células.

Resultados: A frequéncia dos linfocitos B, células NK e células NKT foi menor em pacientes com
SNI do que nos controles, ao passo que os pacientes com SNI apresentaram maior frequéncia de
células CD4*fator de necrose tumoral (TNF)-a* do que nos controles. Os linfocitos T citotoxicos
que expressam interferon (IFN)-y foram menores nos pacientes com SNI do que nos controles.
Os pacientes com PP mostraram maiores frequéncias de linfocitos T CD4 que expressam IFN-y
e TNF-a que os controles. Os linfocitos CD8 que expressam TNF-a apresentaram aumento no
grupo com PP, em comparacdo aos com PB e os controles, apesar de as células CD8+IFN-y+
serem mais baixas nos pacientes com PB e nos controles.

Conclusdo: Com relacao ao nivel de proteindria, os pacientes com SNI apresentaram aumento
na expressao de TNF-a nos linfocitos CD4 e expressao reduzida de IFN-y nos linfocitos CD8. A
persisténcia da proteinlria foi associada a maiores niveis de marcadores inflamatorios.

© 2017 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo
Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.
0/).

Varias alteragdes imunologicas foram detectadas em
pacientes com SNI.> Ha relatos de expressao alterada de

A sindrome nefrética (SN) é uma glomerulopatia muito
comum em criangas, caracterizada por proteinuria macica,
hipoalbuminemia, edema generalizado e hiperlipidemia.
A SN pode ser causada por lesao renal primaria, denominada
sindrome nefroética idiopatica (SNI), ou estar relacionada a
doencas sistémicas.'

Ha comprovacao do importante papel das alteracées no
sistema imunoloégico no desencadeamento e na manutencao
da SNI.27> Essas alteracdes incluem a resposta dos linfocitos
T em pacientes com SNI,% uma possivel contribuicdo das cito-
cinas na fisiopatologia da SNI,* a possibilidade de um fator
de permeabilidade circulante que foi relacionado a recidiva
da doenca apos transplante renal e a melhoria clinica dos
pacientes apos tratamento com corticosteroides e medica-
mentos imunossupressores.“ Contudo, além dos avancos em
pesquisa sobre a SNI nas ultimas décadas, principalmente
no campo de imunologia, sua fisiopatologia continua a ser
totalmente abordada.’

citocina/quimiocina que incluem interleucina (IL)-2, IL-
10, IL-4 e IL-8, bem como alteracdes nas células TCD8*
e TCD4* de pacientes com SNL2¢-0 A IL-2 e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) sdo considerados possi-
veis fatores patogénicos subjacentes aos mecanismos de
lesdo renal em pacientes com SNI.'"'2 Por exemplo, a
infusdao de TNF-a em ratos com SN causou aumento da
proteiniria, dependente da dose, paralelamente ao com-
prometimento do estado clinico.” E importante destacar
que o aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a em paci-
entes com SNI associado ao aumento nos niveis plasmaticos
de IL-2 e a seu receptor soluvel (slL-2R) e IFN-y durante
as recaidas da SN em pacientes sensiveis a esteroides,
sugere um padrao pro-inflamatoério ou de resposta imune
das células T auxiliares 1." Por outro lado, um desequi-
librio entre os padroes de resposta imune Th1 e Th2 foi
relatado na SNI, com uma tendéncia de alteracdo no perfil
Th2.31
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Com base no conceito de que a SNI e sua progressao
podem estar associados ao desequilibrio da resposta imune,
neste estudo investigamos a expressao das citocinas pro e
anti-inflamatorias em diferentes subpopulacdes leucocita-
rias do sangue periférico de pacientes com SNI. Avaliamos
também se essas alteracdes no perfil das células imunes
estiveram relacionadas a persisténcia da proteiniria.

Pacientes e métodos

Modelo do estudo

Este estudo transversal usou uma amostra de conveniéncia
de 44 pacientes pediatricos com SNI e oito criancas sauda-
veis pareadas por sexo e idade como um grupo de controle.
Os pacientes com SNI foram regularmente acompanhados
na Unidade de Nefrologia Pediatrica de nossa instituicao de
2014 a 2016. Os critérios de diagnostico da SNI tiveram como
base as Orientacdes de Pratica Clinica para Glomerulone-
frite do KDIGO.' Nossa Unidade de Nefrologia Pediatrica
foi estabelecida em 1980 e acompanhou aproximadamente
300 criancas com sindrome nefrética, de acordo com um
protocolo sistematico que inclui definicao da etiologia da
doenca, avaliacdo do curso clinico e alteragcdes laboratori-
ais, instituicao de tratamento e indicacdo de bidpsia renal
com base nos achados clinicos (sem resposta ao corticoste-
roide) e laboratoriais.

Pacientes com SNI

Os critérios de inclusdo incluiram criancas e adolescentes
com SNI bem estabelecida com funcao renal ainda preser-
vada, acompanhadas de 2014 a 2016, cujos pais forneceram
seu consentimento para participar do protocolo do estudo.
As criancas e os adolescentes com formas congénitas ou
secundarias de sindrome nefrotica e pacientes com SNI em
estagios 2-5 de doenca renal cronica foram automatica-
mente excluidos do estudo.

Grupo de controle

O grupo de controle consistiu de individuos saudaveis
pareados por sexo e idade de nosso Centro Pediatrico de
Atencao Primaria. O status saudavel foi determinado por
meio do historico de saiude dos individuos e relato dos
pais ou autorrelato para descartar a presenca de doencas
cronicas ou agudas.

Aspectos éticos

O Comité de Etica de nossa instituicdo aprovou o estudo.
O consentimento informado foi obtido dos pais de todos os
individuos incluidos. O protocolo de pesquisa nao interferiu
em qualquer recomendacao ou prescricdo médica. As amos-
tras de sangue no grupo de controle foram coletadas simul-
taneamente a outros exames de sangue de rotina. O acom-
panhamento dos pacientes com SNI e controles saudaveis foi
garantido mesmo em caso de recusa a participar do estudo.

Protocolo do estudo
Com base nos niveis de proteiniria no momento da coleta

de sangue, os pacientes com SNI foram subdivididos em dois
grupos. Os pacientes com excrecao de proteina na urina de

24 horas igual ou superior a 300 mg/24 h foram considerados
em remissao parcial e alocados ao grupo chamado protei-
nuria persistente (PP, n=17) e os com proteinQria inferior
a 300mg/24 h considerados em remissao completa e classi-
ficados como proteinuria baixa (PB, n=27). Esse ponto de
corte para proteiniria teve como base as Orientacoes
de Pratica Clinica para Glomerulonefrite do KDIGO.'®

As caracteristicas clinicas e medicdes casuais foram obti-
das ao mesmo tempo da coleta de sangue e urina de
24 horas. As variaveis clinicas analisadas foram idade, sexo,
estatura, peso, indice de massa corporal e pressdo arte-
rial sistolica e diastdlica. Em pacientes com SNI, os niveis
séricos de ureia, creatinina, albumina, colesterol, triglice-
rideos e acido Urico foram avaliados com a mesma amostra
de sangue coletada para as medicdes de células do sistema
imunoldgico. A determinagdo da excrecao de proteina de
24 horas também foi feita simultaneamente as medicoes
sanguineas. A Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) foi esti-
mada com a férmula convencional de Schwartz et al."”” em
pacientes com SNI e controles saudaveis. Os resultados da
bidpsia renal e das medicacoes usadas no momento da amos-
tragem de sangue também foram informados (tabela 1).

Amostragem de sangue

As amostras de sangue foram coletadas em tubos estéreis
que contém acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
heparina. As amostras de sangue coletadas em tubos com
EDTA foram usadas imediatamente na analise ex vivo de
populacoes e subpopulacdes de leucdcitos por citometria de
fluxo.

As amostras de sangue coletadas em tubos que contém
heparina foram imediatamente usadas para cultura de célu-
las e analise subsequente de citocinas intracelulares.

Contagem de leucocitos do sangue periférico

Os leucocitos no sangue foram contados com um contador
de células CC-550 CELM (CELM, Barueri, SP, Brasil). As conta-
gens de leucdcitos diferenciais foram feitas em esfregacos
de sangue com um microscopio optico (Olympus-BX41 TF,
Japao) apos coloracdo May-Grunwald-Giemsa.

Coloracao da superficie celular e analise
de citometria de fluxo

As amostras de sangue periférico (50 wL/amostra) foram
incubadas com anticorpo monoclonal para os seguintes mar-
cadores de superficie: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 (Becton
& Dickinson, San Jose, CA, EUA), anti-CD80 e anti-CD18
(Caltag-Medsystems Limited, Buckingham, Inglaterra) con-
jugado com fluoresceina fico eritrina (PE), isotiocianato
(FITC) ou biotina no escuro por 30 minutos em tempera-
tura ambiente. Apds incubacéo, os eritrocitos foram lisados
com solucao Optilyse-B (Immunotec, EUA). As células foram
lavadas duas vezes em 1mL e solucao salina tamponada
com fosfato fria (PBS, pH 7,4). Os anticorpos biotinila-
dos foram revelados com estreptavidina-FITC (Becton &
Dickinson, San Jose, CA, EUA). Foram usados os seguin-
tes anticorpos contra proteinas humanas: anti-CD3 FITC
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Tabela 1  Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com sindrome nefrética idiopatica divididas em dois grupos de
acordo com a excrecao de proteina na urina de 24 horas: proteinuria persistente (PP) quando a proteinuria > 300mg/24h e
proteinlria baixa (PB) quando proteintria <300 mg/24h

Parametros PB (n=27) PP (n=17) p
Idade 10,8+0,9 11,3+1,0 0,5342
Sexo (masculino/feminino) 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) 0,50 [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+7,8 227,24+ 30,1 0,0382
Albumina (g/gL) 4,13+0,1 3,02+0,4 0,0018
Taxa de filtracdo glomerular® 117,9 [93,8-153,7] 92,3 [73,7-136,7] 0,1849
Proteinuria (mg/m?/24h) 40,0 [10,0-70,0] 830,0 [490,0-2805,0] 0,0001
Medicamentos em uso

Esteroides 4 0

Esteroides +inibidores de SRA 2 2

Inibidores de SRA 5 1

Apenas ciclosporina 2 4

Ciclosporina +inibidor de SRA 0 10

Nenhuma medicacao 14 0

SRA, sistema renina-angiotensina.

Os valores sdo expressos como erro padrao da média de ou mediana e intervalos interquartis de acordo com a distribuicao variavel. Sexo

e as medicacoes em uso sao expressos como valores absolutos.

2 A taxa de filtracdo glomerular foi estimada com a férmula de Schwartz.2°

(clone: UCHT1) e anti-CD8 FITC (clone: HIT8a) (Bio-Legend,
CA, EUA); anti-CD4 FITC (clone: RPA-T4) e anti-CD19 FITC
(clone: HIB19) da BD Pharmigen; anti-CD56 PE (clone: B159),
anti-CD19 PE (clone: HIB19), anti-CD4 PE (clone: L120) e
anti-CD8 PE (clone: HIT8a) fornecidos pela BD Bioscien-
ces (Becton & Dickinson, San Diego, CA, EUA). A coleta
de dados foi feita com FACScan (Becton & Dickinson, San
Diego, CA, EUA). A coleta de células foi processada e ana-
lisada com o software Cell Quest (Becton & Dickinson,
San Jose, CA, EUA). O total de linfocitos T (CD3*), os lin-
focitos T auxiliares (CD3*CD4"), os linfocitos T citotoxico
(CD3*CD8*), os linfocitos B (CD3*CD19*), as células com
fendtipo de Exterminadoras Naturais (NK, CD3°CD56) e as
células com fenotipo de Exterminadoras Naturais T (NKT,
CD3*CD56"%) foram analisados com modelos de fluorescén-
cia de pontos apos a selecdo da populacdo de células de
interesse com base no tamanho e na granulosidade de célu-
las (grafico de SSC em comparacao com FSC). Essas células
foram entdo analisadas por sua expressao [frequéncia e
intensidade média de fluorescéncia (IMF)] de determinado
marcador com histogramas com marcadores estabelecidos
com base em controles de isotipo negativo.

Analise da citocina intracelular em leucocitos

Para fazer a analise de perfil da citocina em diferentes
populacdes de leucocitos, 500 pL de sangue periférico foram
acrescentados a 500 pL de meio de cultura de RPMI-1640
(Sigma-Aldrich®, EUA) em dois tubos separados. O primeiro
tubo continha cultura nao estimulada chamada de cultura
controle e o segundo tubo continha cultura nao especifica-
mente estimulada com acetato de miristato de forbol (AMF)
e25ng/mLe 1,0 uL de ionomicina a 1 ng/mL. Nos dois tubos,

10 pL de Brefeldin-A em 1mg/mL foram adicionados para
manter as citocinas no compartimento intracelular. As amos-
tras foram entdo incubadas por quatro horas a 37°C em uma
incubadora umidificada com 5% de CO,. Apos incubacao, foi
adicionado EDTA (20 nM) seguido de nova incubacao por 15
minutos. As amostras foram lavadas com PBS (0,015M PBS,
pH 7,4 com 0,5% de albumina sérica bovina e 0,1% de azida
de sddio) e incubadas por 30 minutos, longe da luz, em tem-
peratura ambiente, com anticorpos monoclonais especificos
para marcadores de superficie celular: FITC-anti-CD4, FITC
anti-CD8 e FITC anti-CD19.

Apds essa etapa, os eritrocitos foram lisados com 2mL
de solucao Optilyse-B (Immunotec, EUA) por 10 minutos.
Entdo, as amostras foram centrifugadas em temperatura
ambiente e, posteriormente, os leucocitos foram perme-
abilizados com solucao de PBS (0,015M PBS, pH 7,4 com
0,5% de albumina sérica bovina, 0,1% de azida de sodio
e 0,5% de saponina). Apds permebializacdo, essas células
foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambi-
ente no escuro, com anticorpos monoclonais especificos
contra citocinas: TNF-a anti-PE (clone: MAb11), anti-IL10 PE
(clone: JES3-9D7), anti-IFN-y PE (clone: 45.B3) e anti-IL13
PE (clone: JES10-5A2) (BioLegend, CA, EUA); anti-IL17 PE
(clone: eBio64DEC17) Biosciences; anti-IL6 PE (clone: 1936)
(R&D Systems, MN, EUA) e anti-IL4 PE (clone: 8D4-8 BD) (BD
Pharmingen, CA, EUA). As amostras foram avaliadas para
os parametros de producao celular de fenétipo e citocina
pela aquisicdo de 30.000 eventos. As analises foram feitas
com o software Cell Quest (Becton & Dickinson, San Jose,
CA, EUA). O perfil de citocina foi expresso como a diferenca
(delta) entre o percentual de células manchadas para cito-
cinas intracelulares obtido em culturas nao estimuladas e
culturas estimuladas com AMF.
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Andlise de dados e avaliacao estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média +
erro-padrao da média (EPM) ou mediana e intervalos inter-
quartis. Todos os dados foram testados para normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. Para variaveis normalmente dis-
tribuidas, as diferencas foram comparadas pelo teste t de
Student nao pareado ou analise de variancia (Anova). O pos-
-teste de Bonferroni foi usado para comparagdes maltiplas.
Em caso de variaveis com distribuicdo ndo gaussiana, as
diferencas foram analisadas pelo teste U de Mann-Whitney
ou teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis. Todos os testes
estatisticos foram bicaudais, com um nivel de significancia
de a=0,05. As analises estatisticas foram feitas com o soft-
ware SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0.
NY, EUA) e a versao GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, EUA).

Resultados

Caracteristicas e medicdes casuais dos individuos

O grupo de controle (n=8) incluiu cinco meninos e trés
meninas entre 6,1 e 13,5 anos. Os valores médios de peso,
estatura, indice de massa corporal, pressoes sistolicas e
diastolicas e parametros da funcao renal estavam dentro do
normal (dados nao mostrados).

Os pacientes com SNI foram divididos de acordo com o
nivel de proteintria no momento da amostragem sangui-
nea (PP ou PB). As caracteristicas clinicas e laboratoriais
de cada subgrupo no momento da amostragem sanguinea
sao mostradas na tabela 1. Nenhuma diferenca foi detec-
tada na idade, na distribuicdo por sexo e nos niveis de
azoto (ureia e creatinina). Contudo, o grupo de PP apresen-
tou aumento nos niveis séricos de colesterol e triglicerideos
e reducao significativa de albumina sérica em comparacao
com o grupo de PB (p<0,05). Conforme esperado, o grupo
de PP apresentou proteinuria significativamente maior e 15
dos 17 pacientes no grupo de PP (88,2%) mostraram valores
de proteindria acima de 600 mg/24 h. Conforme mencionado
anteriormente, a doenca ficou em remissao em todos os
pacientes do grupo de PB. Por outro lado, todos os paci-
entes do grupo de PP tiveram recaida (88,2%) ou doenca
parcialmente remitida (11,8%), pois os niveis de proteinlria
sempre estiveram acima de 300mg/24 h em todos eles.

Com relacao ao tratamento, 14 dos 27 pacientes (51,8%)
do grupo de PB nao receberam qualquer tipo de medicacao,
ao passo que todos os pacientes do grupo de PP preci-
saram de pelo menos uma medicacao como tentativa de
controle da proteinuria. Além disso, 25 dos 27 pacientes do
grupo de PB (88,2%) se mostraram sensiveis a esteroides.
Apenas dois pacientes com PB foram tratados com ciclos-
porina devido a dependéncia a esteroides. Em contraste
acentuado, 14 dos 17 pacientes (82,3%) no grupo de PP rece-
biam ciclosporina, de forma isolada ou em associacao com
inibidores do Sistema Renina-Angiotensina (SRA), devido a
resisténcia a esteroides. Apenas trés pacientes do grupo de
PP mostraram resposta parcial a administracao de esteroi-
des. Conforme esperado, todos os pacientes do grupo de PP
foram submetidos a bidpsias renais, que mostraram escle-
rose segmentar focal em 13 pacientes (76,5%) e proliferacao

mesangial difusa nos quatro restantes (23,5%). No grupo
de PB, apenas dois pacientes foram submetidos a biopsia,
devido a dependéncia aos esteroides e ao padrao histoldgico
comprovado em alteragdo minima na sindrome nefrética em
um e proliferacao mesangial difusa em outro.

Contagem de leucocitos do sangue periférico

Conforme mostrado na tabela 2, nenhuma diferenca signifi-
cativa foi encontrada nas contagens totais de leucdcitos ou
nas populacdes especificas de leucécitos (mondcitos, neu-
trofilos e linfocitos) de pacientes com SNI em comparacao
com o grupo de controle. Nenhuma diferenca foi detec-
tada na comparacao entre os grupos de PP e PB. Resultados
semelhantes foram obtidos para as comparacdes entre os
percentuais de linfocitos T-CD4+e T-CD8+nesses grupos
(tabela 2). Por outro lado, os pacientes com SNI apresenta-
ram menores frequéncias de linfocitos B, células NK e células
NKT em comparacdo com os controles. Além disso, os paci-
entes com SNI com PP apresentaram menores frequéncias de
linfocitos B em células NK e NKT em comparagao com o grupo
de controle, ao passo que nos pacientes com PB apenas os
linfocitos B se mostraram significativamente reduzidos em
comparacao com os controles (tabela 2).

Analise da citocina intracelular em leucocitos

Os percentuais de TCD4 +, TCD8 + e linfocitos B que expres-
sam citocinas apds estimulacdo com AMF foram comparados
em pacientes com SNI e no grupo de controle. A analise
de citocina em linfocitos T-CD4" revelou que os pacientes
com SNI apresentaram aumento significativo na frequén-
cia de células que expressam TNF-a em compara¢ao com
os controles (SNI: 13,94+1,06 em comparacao com O0s
controles: 8,74+1,92%, p <0,05). Os pacientes com SNI
também mostraram uma reducao no percentual de linfocitos
TCD8* que expressam IFN-y em comparacao com os con-
troles (SNI: 5,61 +0,83% em comparacao com os controles:
19,46 +3,91%, p <0,05). Nao foi detectada outra diferenca.

As comparacoes entre o percentual de TCD4+, TCD8 +e
linfocitos B que expressam citocinas apos estimulacdo
com AMF no grupo de controle e em pacientes com SNI
com PP e com PB estdao na fig. 1. Em pacientes com
SNI com PP que apresentaram percentuais significativa-
mente maiores de células TCD4* que expressam IFN-y
(6,58 +0,89%), TNF-« (14,43 +1,18%) e IL-17 (1,58 £0,32%)
em comparacao com o grupo de controle (3,47 +0,82,
8,74+1,92% e 0,55+0,18, respectivamente, fig. 1). Os
pacientes do grupo PP também apresentaram aumento sig-
nificativo no percentual de células TCD8 +que expressam
TNF-a (10,37 +1,75%) em comparacao com os pacientes
do grupo de PB (6,43 +0,91%) e controles (4,72 +0,90%)
(fig. 1). Por outro lado, o percentual de células TCD8" que
expressam IFN-v foi significativamente menor nos grupos de
PB (4,75+0,78%) e PP (7,12% +1,8%) em comparacao com
os controles (19,46 + 3,91%) (fig. 1).

Discussao
Os mecanismos moleculares e celulares subjacentes a SNI

continuam incertos. Contudo, uma comprovacao emergente
foi destacada como um papel no sistema imunoldgico na



T-lymphocyte expressing inflammatory cytokines in idiopathic nephrotic syndrome 551

Tabela 2 As populacdes e subpopulacdes de leucdcitos em individuos saudaveis (controles), em todo o grupo de pacientes
com sindrome nefrdtica idiopatica (SNI) e em pacientes com SNI, foram divididas em dois grupos de acordo com a excrecédo de
proteina na urina de 24 horas: proteinuria persistente (PP) quando a proteindria > 300 24h e proteindria baixa (PB) quando

proteindria <300mg/24h

Controles SNI PB PP
Total de leucdcitos (x10°cel/mm?) 7,1+0,7 8,1+0,4 7,8+0,4 8,6+1,0
Populacoées de leucocitos (%)
Eosindfilos 3,7+0,7 49+0,6 5,54+0,9 4,0+£0,5
Neutrofilos 38,4+4,3 43,4+2,3 42,2 +31 45,5+3,7
Mondcitos 8,6+1,5 6,3+0,6 7,3+0,7 4,54+0,9
Linfocitos 48,34+3,5 4444122 43,8+2,7 45,3+3,7
Populacoées de linfocitos (%)
Linfocitos B (CD3°CD19%) 20,6 +2,8 14,14+0,9° 14,24+1,2° 13,9+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]2
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 37,84+2,2
Linfocitos TCD8 (CD3*CD8*) 22,5+2,0 22,6 +1,3 19,9+2,0 24,4+2,1

Resultados expressos como média + erro-padrao da média ou mediana e intervalos interquartis, quando adequado.

@ p <0,05 para comparagdes com o grupo de controle.
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Figura 1

Analise do percentual de variacdo (A%) das células que expressam citocinas pro e anti-inflamatdrias apds estimulo

in vitro nao especifico com AMF em pacientes com sindrome nefrotica idiopatica que mostram proteindria baixa (PB), proteindria
persistente (PP) e controles saudaveis (CON). Resultados expressos como graficos de barras com valores médios e desvio padrao.

A, diferenca entre as culturas com e sem estimulo por AMF.
ap<0,05.

patogénese dessa doenca.’ No estudo atual, os pacien-
tes com SNI apresentaram uma reducao significativa de
linfocitos B, células NK e NKT no sangue periférico, caso
comparados com controles saudaveis pareados por idade e
sexo. Nossos resultados estao em linha com estudos anteri-
ores que mostram o envolvimento nessas células imunes na
SNI."8-20 para comparar a doenca recidivada ou a falta de res-
posta a medicacdo com a doenca em remissao, os pacientes

com SNI foram divididos nos grupos de PP ou PB com base nos
niveis de proteinlria no momento da amostragem de sangue.
E importante destacar que, neste trabalho, pela primeira
vez, a diminuicao de linfécitos B depende dos niveis de pro-
teinlria, ao passo que a reducao das frequéncias de células
NK e NKT foi associada a recaida na SNI ou recaida parcial.
Nossos achados indicam que essa populacédo de células pode
ser marcadora da atividade da doenca.
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Figura 2  Visao esquematica das interacdes entre as alteracoes imunologicas na corrente sanguinea e as alteracdes renais em

pacientes com sindrome nefrdtica idiopatica (SNI). A figura enfatiza as principais alteracdes nas populacdes de leucocitos no sangue
periférico e a expressao de citocinas apos estimulo in vitro com AMF em pacientes com SNI com proteiniria persistente (PP), em

comparacao com controles saudaveis.

Foi relatado que os mediadores inflamatorios, inclusive as
citocinas, desempenham um papel na fisiopatologia da SNI e
podem contribuir para a proteinuria e o dano glomerular.>"
Ha comprovacao de que as células T mediaram o dano renal
por meio da liberacdo desses mediadores inflamatérios.>?'
Dessa forma, descobrimos que os pacientes com SNI apresen-
taram maiores frequéncias de células TCD4* que expressam
a citocina inflamatoria TNF-a, em comparagao com criangas
saudaveis. Curiosamente, eles também apresentaram meno-
res linfocitos TCD8* que expressam IFN-y. Nos Gltimos anos,
a comprovacao emergente corroborou um papel de desequi-
librio nas respostas inflamatorias Th1/Th2 na fisiopatologia
da SNI, com alteracdo com relacao ao perfil Th2. Por
exemplo, a aumento da expressao de citocinas Th2, como
IL-4, IL-10 e IL-13, antecedeu a ocorréncia da doenca em
estudos clinicos e experimentais.’>?>2*> Contudo, é impor-
tante observar que as citocinas Th1, inclusive IL-2, IFN-y e
TNF-a, também foram associadas a SN, o que corroborou
nossos achados.'”>'%?4 As diferencas metodoldgicas, inclu-
sive a populacao de pacientes e as técnicas usadas para
medir os niveis de citocina, poderdo representar resultados
conflitantes.?

Também mostramos que um estimulo nao especifico com
AMF das células imunes de pacientes com PP revelaram
um aumento significativo das células TCD4* que expres-
sam as citocinas inflamatorias IL-17, IFN-y e TNF-oa, bem
como os linfocitos TCD8" que expressam TNF-a. Corrobo-
rando nossos achados, o aumento na expressao de mRNA
para IL-17 nas células mononucleares do sangue periférico e
rim, bem como maiores niveis séricos de citocinas inflama-
torias, IL1-B e IL-6, foi anteriormente relatado em pacientes
pediatricos com SNI.2> Contudo, os autores ndo avaliaram a
influéncia das citocinas medidas nos niveis de protein(ria.?®
Sabe-se que os mediadores inflamatorios, principalmente
TNF-a, aumentam a excrecao de proteina na urina em mode-
los de roedores.?”-2¢ Contudo, ainda faltam dados sobre os
pacientes. No melhor de nosso conhecimento, nosso estudo
€ o primeiro a fornecer comprovacao de que o aumento na
expressao de citocinas inflamatérias em células do sistema

imunoldgico pode estar associado a melhoria na proteindria
em pacientes com SNI, que, por sua vez, pode influenciar a
atividade da doenca e o prognoéstico.

Os corticosteroides sao a primeira linha de medicamentos
imunossupressores para o tratamento de SNI.?8 Os pacientes
pediatricos com SNI tratados com corticoides apresentaram
uma supressao precoce e reversivel na populacao de célu-
las T, seguida por uma depressao persistente nos nimeros
de células B mesmo com interrupcdo do medicamento.?
Também foi relatado que as terapias imunossupressoras
melhoraram a fungao renal e a reducdo na proteindria em
pacientes com glomeruloesclerose segmentar focal.*° Curio-
samente, neste estudo, os corticosteroides e a ciclosporina
nao conseguiram suprimir completamente a expressao de
citocinas inflamatdrias por linfocitos T, principalmente em
pacientes com PP. O perfil inflamatério de células imu-
nes de pacientes com SNI pode contribuir, pelo menos em
parte, para a persisténcia e/ou recidiva de proteindria e,
por fim, para a resposta inadequada a esteroides, conforme
hipotetizado na fig. 2.

Estamos cientes das limitacdes associadas ao modelo
transversal de nosso estudo. A possivel principal fraqueza
foi o uso de uma amostra de conveniéncia, que torna a
homogeneidade entre os grupos selecionados muito dificil de
atingir, pois a presenca e o uso anterior de medicamentos
imunossupressores podem interferir nas medicdes de cito-
cina e quimiocina. Além disso, o tamanho de nosso grupo
de controle foi reduzido devido a dificuldade de recruta-
mento de pacientes saudaveis para amostragem de sangue
simultaneamente as coletas de sangue dos pacientes. Con-
tudo, alguns aspectos do estudo podem aumentar a forca
de nossos achados, inclusive o uso de critérios de inclusao e
exclusdo estritamente definidos e do protocolo bem estabe-
lecido para medicoes de citometria de fluxo.

Fornecemos a primeira comprovacao de que os pacien-
tes pediatricos com SNI apresentaram um perfil inflamatério,
apesar do uso de terapia com esteroides ou ciclosporina, que
foram associados a aumento nos niveis de proteindria. Por
fim, identificamos células imunes que expressam citocinas
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inflamatorias, principalmente TNF-a, como possiveis marca-
dores de atividade da doenca, pavimentamos uma estrada
para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos.
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