M ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE

Resumo

Introdugao: A hiperfiltragio glomerular
pode causar proteintria e doenca renal
cronica no rim displdsico multicistico
unilateral (RDM). Nosso objetivo foi
investigar os niveis de lipocalina associada
a gelatinase neutrofilica na urina (NGAL),
netrina-1, hepcidina e quimiocina C-C
com ligante-2 (MCP-1/CCL-2) em
pacientes com RDM. Métodos: Trinta
e dois pacientes e 25 controles foram
incluidos. Os niveis urindrios de hepcidina,
netrin-1, NGAL e MCP-1/CCL-2 foram
determinados por ELISA. Resultados: Os
pacientes apresentaram niveis séricos mais
elevados de creatinina (Cr), albumina na
urina e relagdo netrina-1/Cr com menor
TFG. Houve correlagdo positiva entre
proteina na urina/Cr, MCP-1/CCL-2/Cr e
netrina-1 com NGAL (r=0,397,p=0,031;
r=0,437,p =0,041,r = 0,323, p = 0,042,
respectivamente). A netrina-1/Cr na urina
foi correlacionada positivamente com MCP-
1/CCL-2/Cr (r = 0,356, p = 0,045). Houve
associacOes positivas entre a presenga
de proteinuria e netrina-1/Cr, MCP-1/
CCL-2/Cr e NGAL/Cr [Odds ratio (OR):
1,423, p = 0,037, OR: 1,553, p = 0,033,
OR: 2,112, p = 0,027, respectivamente)
]. A andlise da curva ROC mostrou que
netrina-1/Cr, MCP-1/CCL-2/Cr e NGAL/
Cr apresentaram altos valores preditivos
para determinar a proteindria p = 0,027,
p = 0,041, p = 0,035, respectivamente). A
hepcidina/Cr na urina foi correlacionada
negativamente com a reabsor¢do tubular
de fésforo e positivamente com a NGAL/Cr
na urina (r = -0,418, p = 0,019; r = 0,682,
p = 0,000; respectivamente). Conclusoes:
MCP-1/CCL-2 pode ter participagdio no
desenvolvimento de proteiniria no RDM.
A Netrina-1 pode ser um fator protetor
contra lesdo renal induzida por proteintria.
Hepcidina/Cr na urina pode refletir danos

ABSTRACT

Introduction: Glomerular hyperfiltration
may lead to proteinuria and chronic
kidney disease in unilateral multicystic
dysplastic kidney (MCDK). We aimed
to investigate the wurine neutrophil-
gelatinase-associated lipocalin (NGAL),
netrin-1, hepcidin, and C-C motif
chemokine ligand-2 (MCP-1/CCL-2)
levels in patients with MCDK. Methods:
Thirty-two patients and 25 controls were
included. The urine hepcidin, netrin-1,
NGAL, and MCP-1/CCL-2 levels were
determined by ELISA. Results: The
patients had higher serum creatinine
(Cr) levels, urine albumin, and netrin-1/
Cr ratio with lower GFR. There were
positive correlations between urine
protein/Cr, ~ MCP-1/CCL-2/Cr,  and
netrin-1 with NGAL (r = 0.397, p =
0.031; r = 0.437, p = 0.041, r = 0.323, p
= 0.042, respectively). Urine netrin-1/Cr
was positively correlated with MCP-1/
CCL-2/Cr (r = 0.356, p = 0.045). There
were positive associations between the
presence of proteinuria and netrin-1/
Cr, MCP-1/CCL-2/Cr, and NGAL/Cr
[Odds ratio (OR): 1.423, p = 0.037,
OR: 1.553, p = 0.033, OR: 2.112, p
= 0.027, respectively)]. ROC curve
analysis showed that netrin-1/Cr,
MCP-1/CCL-2/Cr, and NGAL/Cr had
high predictive values for determining
proteinuria p = 0.027, p = 0.041,
p = 0.035, respectively). Urine hepcidin/
Cr was negatively correlated with
tubular phosphorus reabsorption and
was positively correlated with urine
NGAL/Cr (r = -0.418, p = 0.019; r
= 0.682, p = 0.000; respectively).
Conclusions: MCP-1/CCL-2 may play a
role in the development of proteinuria
in MCDK. Netrin-1 may be a protective
factor against proteinuria-induced renal
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em tubulos proximais no RDM. O valor de NGAL/Cr
urindrio pode ser um preditor de danos nos tabulos
por proteinuria.

Descritores: Hepcidinas; Netrina-1; Rim Displasico
Multicistico ; Crianga.
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injury. Urine hepcidin/Cr may reflect proximal
tubule damage in MCDK. Urine NGAL/Cr may be

a predictor of tubule damage by proteinuria.

Keywords: Hepcidins; Netrin-1; Multicystic Dysplastic
Kidney; Child.

INTRODUCAO

Criangas com rim funcional solitirio (RFS) tém
um risco aumentado de desenvolver insuficiéncia
renal mais tardiamente em suas vidas. O rim
displasico multicistico unilateral (RDM) é uma das
causas mais comuns de RFS congénito (RFSc). Devido
a reducdo da massa renal, a hiperfiltracdo glomerular
nos néfrons remanescentes causa glomerulosclerose,
hipertensdo e proteintria no inicio da vida.! A lesdo
tubular tem sido proposta como a via comum final
para a progressdo cronica da doenga renal.?

O aumento de fluxo do filtrado glomerular causa
tensdo de cisalhamento no fluido (ECF) na superficie
apical das células dos tibulos proximais no néfron
remanescente, enquanto a hipertrofia remanescente
do néfron aumenta a demanda metabdlica e causa
alteragdes estruturais tubulares epiteliais nas células
tubulares proximais.?

As células endoteliais e as células epiteliais tubulares
renais secretam netrina-1, uma molécula relacionada a
laminina. A netrina-1 possui massa molecular de 72
KDa, portanto, ndo é improvavel que seja filtrada
pelo glomérulo em condi¢bes normais.* A expressio
da netrina-1 é induzida 3 horas ap6s a reperfusio de
isquemia nas células epiteliais tubulares proximais.
O nivel de netrina-1 atinge o pico em 24 horas.* Foi
demonstrado que a netrina-1 é expressa por células
epiteliais tubulares proximais, e é determinada na urina
imediatamente apds a reperfusdo. Assim, acredita-
se que a netrina-1 seja um biomarcador diagnéstico
precoce de lesdo renal aguda.’ Inflamacdo e apoptose
nas células epiteliais tubulares sio reguladas pela
netrina-1 na lesdo renal aguda.®

A hepcidina é um peptideo de baixo peso molecular
(2,78 kDa), produzida pelo figado. Altos niveis de
ferro e infamagio aumentam a produgao hepdtica de
hepcidina.” A excre¢do de hepcidina na urina é baixa
em individuos normais.® Acredita-se que os niveis
elevados de hepcidina na urina reflitam a redugdo de
sua reabsor¢io nos tibulos proximais.’

A producio do ligante 2 da quimiocina com motif
C-C (CCL-2, também conhecido como proteina

quimioatraente 1 dos mondcitos [MCP-1]), é um
fator quimiotatico potente para mondcitos, e também
aumenta em resposta as citocinas pro-inflamatorias
durante a inflamacdo, e vdrios estudos relataram a
participagio de MCP-1/CCL2 em doengas renais. A
MCP-1/CCL2 estd associada a danos tubulo-intersticiais
e fibrose intersticial na nefropatia por IgA."* Também
foram encontradas associacOes significativas entre os
niveis urindrios de MCP-1/CCL-2 e a expressio renal de
MCP-1/CCL-2 em resposta ao acumulo de macréfagos
intersticiais na nefropatia diabética."

As células tubulares proximais lesionadas também
secretam quantidades elevadas de lipocalina associada
a gelatinase neutrofilica (NGAL), um membro da
superfamilia da lipocalina, na urina durante lesao
renal isquémica ou nefrotoxica. A NGAL é expressa
em neutrofilos, mas apenas em niveis baixos no rim
normal. Portanto, a NGAL tem sido sugerida como
um biomarcador urindrio precoce de danos renais
ativos, ao invés de se usar pardmetros funcionais,
como a creatinina sérica ou a taxa de filtracio
glomerular (TFG)."?

O mecanismo exato da lesio mediada por
hiperfiltragio permanece incerto.’* Considera-se que
as alteracdes associadas a forcas biomecanicas no
glomérulo e a resposta celular a for¢as biomecanicas
em termos de parimetros hemodindmicos tém
participagio no desenvolvimento de lesdes por
hiperfiltragio.'* Este trabalho descreve um estudo
transversal envolvendo criangas com RDM unilateral
acompanhadas em nosso departamento. O objetivo
do estudo foi investigar os niveis de NGAL, netrina-1,
hepcidina e MCP-1/CCL-2 na urina nesses pacientes
com risco aumentado de lesio renal causada por
hiperfiltragio glomerular. Também avaliamos as
associacOes entre esses potenciais biomarcadores,
proteinuria e TFG em nossos pacientes com RDM.

Materiais E METODOS

GRuPo DE EsTupOS

Este foi um estudo de cariter transversal,
conduzido em um tnico centro. Os participantes
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foram divididos em dois grupos: pacientes com
RDM e controles saudaveis. Os pacientes com RDM
foram acompanhados no Ambulatério de Nefrologia
Pediatrica entre setembro de 2010 e marco de 2017. O
RDM unilateral foi documentado por ultrassonografia
renal e cintilografia com acido dimercaptosuccinico.

Em nossa Clinica de Nefrologia Pediatrica, o
diagnostico de infec¢do do trato urindrio (ITU) foi feito
com base na presenga de pelo menos 100.000 unidades
formadoras de colonias/mL de um uropatdgeno cultivado
a partir da amostra de urina e piuria (contagem de
leucocitos =5, medido com campo de alta ampliagio em
um exame microscopico de urina), e sintomas de ITU.
A infecgdo recorrente do trato urinario, ITU, foi definida
como dois ou mais episddios de pielonefrite aguda ou
pielonefrite aguda com um ou mais episodios de cistite,
ou trés ou mais episddios de cistite.”® A hidronefrose foi
definida usando o sistema de classificagdo da Society for
Fetal Urology.'* A uretrocistografia miccional (UCGM)
foi realizada apenas em criangas com IRTU (infec¢io
recidivante do trato urindrio) ou cicatrizes renais a
cintilografia com acido dimercaptosuccinico.

Pacientes que apresentavam sinais e sintomas de
infeccdo, historico de ITU ou outras anormalidades
renais (como hidronefrose ou refluxo vesicoureteral)
foram excluidos do estudo. Pacientes em uso de
medicamentos que poderiam prejudicar a funcdo
renal também foram excluidos.

Criangas sauddveis de acordo com a idade e o sexo
foram incluidas como grupo controle. Criangas com
sinais e sintomas de infec¢do, historico de infeccdo
do trato urindrio, doencas inflamatérias cronicas ou
anomalias renais ou do trato urindrio também foram
excluidas do grupo controle.

Amostras de sangue venoso periférico foram obtidas
pela manha, apds o jejum noturno. A creatinina sérica
(Cr), o nitrogénio ureico no sangue (NUS), os eletrolitos,
a hemoglobina, os niveis séricos de ferro e ferritina,
a capacidade de ligagio ao ferro e a saturagdo da
transferrina foram determinados a partir das amostras
de sangue de cada paciente e crianga controle. Todas
as criangas com parametros anormais do metabolismo
do ferro nao foram incluidas neste estudo porque
altos niveis de ferro poderiam aumentar os niveis
de hepcidina. As amostras de urina matinal foram
centrifugadas e os sobrenadantes foram congelados a
-80°C até uso posterior. Reabsor¢io tubular de fosfato
(TPR), excrecdo urindria de albumina, creatinina
e proteina foram medidas em amostras matinais.
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A razio de albumina e creatinina na urina (albumina/
creatinina (ACR)) local de 30-300 mg/g foi definida
como microalbumintria. A proteintria foi definida
como uma razdo proteina/creatinina > 0,2 mg/mg
(maior que 0,5 para criancas de 6 a 24 meses). A taxa de
filtragdo glomerular estimada [TFGe/mL/min/1,73 m?)
= k x comprimento do corpo (cm)/nivel sérico de
Cr (mg/dL)] foi determinada pela antiga férmula de
Schwartz.!”

As concentracdes urindrias de NGAL, netrin-1,
hepcidina e MCP-1 / CCL-2 foram determinadas
usando métodos de ensaio imunossorventes ligado
a enzima (ELISA) (Elabsience, Wuhan, China) com
coeficientes de variagao intra-ensaio e interensaio <10
% (Numero de catdlogo do kit NGAL: E-EL-H0096;
netrina-1: E-EL-H2328; hepcidina: E-EL-H0077 e
MCP-1/CCL-2: E-EL-H0020). As sensibilidades dos
kits ELISA foram de 0,1 ng/mL; 18,75 pg/mL; 0,1 ng/
mL e 9,38 pg/mL, respectivamente. Por ser um ensaio
heterogéneo, o ELISA separa alguns componentes
da mistura de reacdo analitica adsorvendo certos
componentes que sdo fisicamente imobilizados em
uma fase solida. As leituras e calculos de absorbancia
foram realizados com o leitor de microplacas VICTOR
X3 (Perkin Elmer, Waltham, Estados Unidos). Os
resultados sdo relatados como netrina-1/creatinina
(Cr) e MCP-1/CCL-2/Cr em pg/mL. Os valores de
NGAL/Cr e hepcidina/Cr sdo relatados em ng/mL.

AprovacAo Do ComiTe De ETica

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica local (nmimero de aprovacio 80558721/130). O
consentimento informado foi obtido dos responsdveis
ou pais de cada participante incluido no estudo. O
protocolo do estudo foi consistente com as diretrizes
éticas da Declaragdo de Helsinque de 19785, refletidas
em uma aprovagao prévia do comité de pesquisa em
seres humanos da instituicio.

ANALISE EsTATiSTICA

As analises estatisticas foram realizadas usando o
SPSS 11.5 (SPSS Inc, Chicago, IL). Os valores foram
relatados como média e DP para varidveis continuas
com distribuicio normal, mediana e intervalo
interquartil (IQR). O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para determinar a normalidade dos dados. As
médias foram comparadas usando o teste-t de amostra
independente para os dados com distribui¢io normal.
Dados sem distribuicdo normal foram comparados
pelo teste U de Mann-Whitney. As correlagdes entre



varidveis foram avaliadas usando-se o teste de Pearson
ou Spearman, conforme apropriado. As varidveis
qualitativas foram comparadas pelo teste do qui-
quadrado. Fizemos uma regressio linear para explorar
a relagio entre biomarcadores urinarios e TFGe como
varidvel dependente. Realizamos uma andlise de
regressdo logistica para determinar a influéncia desses
biomarcadores urinarios na presenga de proteintiria e
microalbumindria em pacientes com RDM. A anilise
de caracteristicas operacionais do receptor (ROC)
foi usada para determinar os valores de corte e a
sensibilidade/especificidade de NGAL/Cr. Um valor de
p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Figura 1. Fluxograma da selegdo dos pacientes.

Biomarcadores urinarios e rim displasico multicistico em criancas

ResuLtAaDOS

Quatorze dos 46 pacientes com RDM em nossa
clinica de nefrologia pediitrica foram excluidos
por ndo atenderem aos critérios. Dos 14 pacientes
excluidos, 4 tinham histérico de ITU. Detectamos
hidronefrose em S5 pacientes. Trés dos quatro
pacientes submetidos 3 UCGM apresentaram RVU.
Dois pacientes foram excluidos por deficiéncia de
ferro. No total, 32 pacientes com RDM e 25 criangas
saudaveis foram incluidos neste estudo. A descri¢dao
do fluxo de recrutamento de participantes ¢ mostrada
como um diagrama na Figura 1.
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Os dados demograficos e laboratoriais dos pacientes
e do grupo controle estio mostrados na Tabela 1. Os
niveis séricos de creatinina e RAC foram maiores nos
pacientes do grupo de estudo do que no grupo controle
[0,53 = 0,23 versus 0,4 = 0,13 mg/dL, p = 0,031; 11,4
(4,6-23,72) versus 6,35 (2,92-10,9) mg/g, p = 0,037,
respectivamente]. A TFGe foi menor nos pacientes do
que nos controles (140,6 = 28,33 versus 175,8 = 29,69
mg/dL, respectivamente, p = 0,000). A relagio urindria de
netrina-1/Cr foi maior nos pacientes do que nos controles
(p = 0,041).

A anidlise de correlagio mostrou uma correlagio
negativa entre a relagdo pontual de proteina/Cr na urina
ea % RTF (r =-0,43, p = 0,003). Correlacoes positivas
significativas foram detectadas entre a relagio pontual
de proteina/Cr na urina e MCP-1/CCL-2 urindria
com netrina-1/Cr (r = 0,397, p = 0,031; r = 0,437, p =
0,041, respectivamente, Figuras 2a e 2b). Também foi
encontrada uma correlagdo positiva significativa entre
netrina-1/Cr e a MCP-1/CCL-2/Cr urinaria (r = 0,356,
p = 0,045, Figura 2¢). A relacio NGAL/Cr na urina foi
correlacionada positivamente com a proteina/Cr na
urina pontual, e a hepcidina/Cr na urina (r = 0,323, p
=0,042; r = 0,682, p = 0,000, respectivamente, Figuras
3a e 3b). A hepcidina/Cr na urina foi correlacionada
negativamente com % RTF (r = -0,418, p = 0,019). A
TFG nio se correlacionou com a RAC ou a relagio de
proteina/creatinina na urina (r = 0,07, p = 0,704; r =
-0,016, p = 0,931, respectivamente).

Onze pacientes (34,4%) apresentaram proteinuria.
A comparagdo dos dados laboratoriais de pacientes
com proteindria e pacientes ndo proteinuricos
revelou niveis mais altos de NGAL/Cr na urina nos
pacientes proteindricos do que nos pacientes nio

proteinﬁricos [0’22 (0,19_0,42) versus 0317 (0,09_ Figura 2. (a) Corre[agéo entre a r?zéo proFefna/cregt?nina e l\/I(?P—1/
L . CCL2, (b) Correlacédo entre a razdo proteina/creatinina e netrina-1
0,34) ng/mg de creatinina, respectivamente, p = 0,034]. urinaria, (c) Correlagao entre netrina urinaria e MCP-1/CCL2.

TABELA 1. DADOS DEMOGRAFICOS E LABORATORIAIS DE PACIENTES E CONTROLES.

Pacientes (n = 32) Grupo controle (n = 25) p
Idade (anos) 75 (3.25-13) 8 (5-9.5) 0.881
Sexo feminino (n, %) 19 (59.4%) 9 (36%) 0.082
Fosforo (mg/dL) 49+ 0.89 5+0.76 0.561
Creatinina (mg/dL) 0.563+0.23 0.4+0.13 0.031
RTF (%) 94.6 + 3.98 94.3 + 2.66 0.213
RAC (mg/g) 11.4 (4.6-23.72) 6.35 (2.92-10.9) 0.037
Razao proteina/creatinina(mg/mg) 0.18 (0.12-0.33) 0.15 (0.11-0.18) 0.511
TFG (mL/min/1.73 m?) 140.6 + 28.33 175.8 + 29.69 0.000
Netrina-1 urinéria (pg/mg creatinina) 0.26 (0.13-0.55) 0.14 (0.11-0.21) 0.041
Hepcidina urinaria (ng/mg creatinina) 0.35(0.26-0.67) 0.45 (0.25-0.56) 0.502
MCP-1/CCL:2 urinéria (pg/mg creatinina) 0.13 (0.04-0.33) 0.08 (0.03- 0.24) 0.543
NGAL urinério (ng/mg creatinina) 0.2 (0.13-0.36) 0.22 (0.13-0.35) 0.672

Valores relatados como média + DP ou mediana (intervalo interquartil). RTF: reabsorcdo tubular de fosfato; RAC: relacdo albumina/creatinina;
TFG: taxa de filtragdo glomerular, MCP/CCL: proteina quimioatraente de mondcitos/ligante de quimiocina C-C motif; NGAL: lipocalina associada a

gelatinase neutrofilica. Valores de p < 0.05 foram considerados significativos.
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Figura 3. (a) Correlagdo entre a razdo proteina/creatinina e NGAL
urindrio. (b) Correlagédo entre a hepcidina urinéria e NGAL.

As taxas urinarias de MCP-1/CCL-2 e netrina-1 foram
maiores em pacientes proteinuricos do que em pacientes
ndo proteinuricos [0,29 (0,26-0,32) versus 0,12 (0,05-
0,21) pg/mg de creatinina, p = 0,021; 0,5 (0,29-1,15)
versus 0,19 (0,12-0,38) pg/mg de creatinina, p = 0,006,
respectivamente, Figura 4a e 4b).

A analise da curva ROC mostrou que o valor de corte
da razio NGAL/Cr urindria para a previsdo de proteinuria
foi de 0,27 ng/mg de creatinina, com sensibilidade de
91,1% e especificidade de 95,1%. A 4rea sob a curva
(ASC = SE) foi de 0,729 = 0,088 [intervalo de confianga
de 95% (IC): 0,558-0,901, p = 0,035]. A andlise da
curva ROC revelou que a MCP-1/CCL-2/Cr na urina
apresentava alto valor preditivo para determinacdo da
proteintiria, com sensibilidade de 74,1% e especificidade
de 65,8% (ASC = SE: 0,654 + 0,072, valor de corte: 0,24
pg/mg de creatinina, IC 95%: 0,608-0,831, p = 0,041).
A netrina-1/Cr na urina foi preditora de proteintiria,
com sensibilidade de 81,8% e especificidade de 71,4%
(ASC = SE: 0,797 = 0,079, IC95%: 0,643-0,950, valor
de corte: 0,185 pg/mg creatinina, p = 0,027).

Biomarcadores urinarios e rim displasico multicistico em criancas

Figura 4. (a) Os pacientes sem proteinuria tinham niveis urinarios mais
altos de MCP-1/CCL2 e (b) niveis urinarios mais altos de netrina-1.
Os fatores associados a presenca de proteinuria
nos pacientes foram investigados por andlise de
regressdo logistica. Foram encontradas associagdes
positivas significativas entre a presenga de proteintria
urindria e netrin-1/Cr, MCP-1/CCL-2/Cr e NGAL/Cr
[odds ratio (OR): 1,423, p = 0,037, OR: 1,553, p =
0,033 e OR: 2,112, p = 0,027, respectivamente). Os
resultados detalhados estio mostrados na Tabela 2.

TABELA 2. ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA AVALIANDO
FATORES ASSOCIADOS A PRESENCA DE
PROTEINURIA EM PACIENTES.

Odds ratio 95% IC p
Creatinina sérica 0.539 0.304-1.690 0.487
TFGe 0.748 0.618-0.999 0.867
Netrina-1 1.423 1.243-4.823 0.037
Hepcidina 0.568 0.849-3.663 0.128
MCP-1/CCL-2 1.553 1.386-6.432 0.033
NGAL 2.112 2.105-8.225 0.027

IC: intervalo de confianca; TFGe: taxa estimada de filtracdo
glomerular; MCP/CCL: proteina quimioatraente de mondcitos/ ligante
de quimiocinas C-C motif; NGAL: lipocalina associada a gelatinase
neutrofilica. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
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DiscussAo

Investigamos os niveis urindrios de hepcidina,
netrina-1, NGAL e MCP-1/CCL-2 em criangas com
RDM. Nossos resultados revelaram que os pacientes
com RDM apresentaram uma relagdo netrina-1/Cr
na urina mais alta quando comparados aos controles
saudaveis. As razoes de MCP-1/CCL-2/Cr, netrina-1/
Cr e NGAL/Cr na urina mostraram associacdes
significativas com a presenca de proteintiria.

A hipertrofia compensatéria no rim remanescente
contribui para a albumintria e uma redugdo da TFG.
A microalbuminitiria é considerada uma manifestacio
de dano do endotélio vascular glomerular. A maior
quantidade de albumina filtrada devido a lesdo
glomerular pode exceder a capacidade de reabsorc¢dao
de albumina nos tibulos. Outra possibilidade é que as
alteracOes na reabsor¢do tubular de albumina possam
participar do desenvolvimento da microalbumindria.'

A literatura atual mostra resultados conflitantes
quanto a associacdo entre hiperfiltracio glomerular e
microalbumintiria em criangas. Por exemplo, Schreuder
et al. mostraram que havia microalbumintria em 23%
dos 66 pacientes com RFSc.”” Por outro lado, Cachatet
al. investigaram a associagio entre microalbuminuria e
fracdo de filtracdo em RFS e encontraram associagdo
muito baixa em pacientes com TFG normal.? No presente
estudo, detectamos microalbuminiiria em metade dos
NOSsOs pacientes, mas nao conseguimos encontrar uma
associagdo significativa entre microalbumindria e TFG.
Esse resultado pode corroborar a possibilidade de a
microalbuminuria ser causada por disfun¢io tubular
proximal ou por outros fatores nio identificados em
criangas com RDM.

A medi¢io da funcdo renal geralmente é focada
na TFG. A determinacio do valor real é bastante
problematica, onerosa e dificil na pratica didria. Portanto,
0 uso do valor estimado da TFG é recomendado como
método alternativo.?-??

A medida do valor da TFGe depende do nivel sérico
de creatinina, que reflete a massa muscular, que varia
amplamente entre os individuos.? Além disso, varios
estudos descreveram a hiperfiltragio como resultado
do aumento da pressdo capilar nos glomérulos.?** Em
nosso estudo, a TFGe foi significativamente maior no
grupo controle. Utilizamos a TFGe com base no nivel
sérico de creatinina. Além disso, nio avaliamos a massa
muscular em nosso grupo de estudo. Este resultado
pode ser devido a diferengas individuais entre criangas.
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A proteindria € vista como um importante preditor
da atividade e progressio das doengas renais. A
propria proteintria também pode levar a progressio
de danos renais e a reducdo da TFG em pacientes
com massa reduzida de néfrons. Assim, sugerem-se
intervencdes terapéuticas para reduzir a proteinuria
e retardar a progressio da doenca renal cronica e
a redu¢io da TFG.? Virios estudos experimentais
demonstraram uma associacdo positiva entre
albuminuria e expressio tubular de MCP-1/CCL-
2.27,28 MCP-1/CCL-2, que é produzido por células
epiteliais mesangiais e tubulares, expresso por
mondcitos/macrofagos ativados, células T e células
natural killers. O MCP-1/CCL-2 desempenha um
papel importante na infiltra¢io de leucdcitos no rim
e no desenvolvimento de fibrose tubulo-intersticial.?’
A inibicio da superproducio de MCP-1/CCL2
causada pela exposi¢do a albumina mostrou restaurar
a disfun¢io de poddcitos em ratos.’® A literatura
atual mostra correlagdes significativas entre os
niveis de MCP-1/CCL-2 na urina e de proteinas em
pacientes com nefrite lupica ou glomerulonefrite
primdria.’"3? Virios estudos também avaliaram
os niveis urindrios de MCP-1/CCL2 em criangas
com patologias renais. Por exemplo, Wanget al.
revelaram que os niveis urinarios de MCP-1/CCL-
2 estavam associados a proteindria, mas ndo aos
niveis séricos de Cr e NUS em criangas com nefrite
na purpura de Henoch-Schonlein.’® Wasilewska
et al. sugeriram que a proteiniria permanente
e a fibrose renal progressiva poderiam levar ao
aumento dos niveis de MCP-1/CCL-2 na urina em
criancas com proteintria glomerular.?* Bartoli et al.
mostraram que os niveis urinarios de MCP-1/CCL2
estavam significativamente maiores em criancas
com RDM quando comparados ao grupo controle.
Eles sugeriram que a inflamacdo renal cronica
por mondcitos locais é um fator preponderante
no desenvolvimento de dano renal progressivo.’
Em nosso estudo, encontramos uma associagdo
significativa entre a MCP-1/CCL-2 urindria e a
proteinuria, mas nao com TFG ou creatinina sérica.
A maior razio de MCP-1/CCL-2/Cr na urina pode
ser causada por proteinuria em criancas com RDM.
Portanto, a razio MCP-1/CCL-2/Cr na urina pode
ser um preditor de proteinuria independente da TFG.

A Netrina-1, que tem massa molecular de 72 KDa,
ndo é filtrada pelo glomérulo em condi¢des normais.



Assim, é dificil identificar um efeito da netrina-1 nos
glomérulos. As células epiteliais tubulares sauddveis
ndo expressam, ou expressam apenas baixos niveis
de netrina-1. Durante a lesdo isquémica, a netrina-1
produzida pelas células epiteliais tubulares proximais é
secretada no limen do tiibulo, e é excretada na urina.’
Estudos recentes indicam ainda que altos niveis de
netrina-1 na urina podem ser um biomarcador para
a deteccao precoce de lesdo renal aguda.’” Sabe-se que
os niveis de netrina-1 na urina aumentam na doencga
renal crénica, bem como apés lesdo renal aguda.* Li
et al. revelaram que os niveis de netrina-1 na urina
estavam mais altos em criangas com rim obstruido do
que em um grupo com hidronefrose ndao obstrutiva,
e em criangas saudaveis.’® Demonstramos uma
relagdo netrina-1/Cr na urina mais alta em pacientes
com RDM do que no nosso grupo controle saudavel.
Além disso, a relacdo netrin-1/Cr urindria esteve
positivamente associada a presenca de proteintria
em nossos pacientes. Esses achados sugerem que a
netrina-1 urindria pode estar aumentada para proteger
as células epiteliais dos efeitos nocivos da proteindria.
A proteindria pode desempenhar um papel
importante no desenvolvimento de lesio tubulo-
intersticial e na diminuicio da funcdo renal a
longo prazo. A reabsor¢io aumentada de proteinas
filtradas pode causar danos tubulares proximais.®
Por outro lado, os danos tubulares proximais podem
causar proteinuria clinica devido a endocitose
tubular comprometida da albumina.** A NGAL ¢é
um biomarcador de danos tubulares causados por
alteracdes por tensdo de cisalhamento no fluido das
células tubulares proximais.* Em nosso estudo, os
pacientes proteintricos apresentaram uma relagdo
NGAL/Cr na urina mais alta quando comparados aos
pacientes nio proteinuricos. O dano as células epiteliais
proximais dos tibulos pode levar a proteindria em
pacientes com RDM e vice-versa. A interagdo entre a
reabsor¢do de NGAL no tibulo proximal e o aumento
da albumina filtrada pode aumentar a excre¢io urindria
de NGAL em pacientes proteintricos.*> Assim, os
niveis aumentados de NGAL na urina provavelmente
refletem o dano no tibulo causado pela proteindria.
A hepcidina, que é uma proteina reguladora da
homeostase do ferro, é filtrada livremente através do
glomérulo. A hepcidina é reabsorvida pelas células
epiteliais dos tibulos proximais e sintetizada na regido
dos tdbulos distais.*® Estudos recentes indicaram
que o nivel de hepcidina na urina pode ser um
biomarcador em potencial para lesio renal aguda.*
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Por exemplo, Fufaa et al. demonstraram que o nivel de
hepcidina na urina poderia servir como um potencial
biomarcador de invasdo inflamatéria de células em
lesdes precoces na nefropatia diabética.* Em nosso
estudo, ndo encontramos niveis elevados de hepcidina
na urina de nossos pacientes, mas encontramos uma
correlagdo positiva entre hepcidina/Cr e NGAL/Cr
na urina. Além disso, a razdo hepcidina/Cr na urina
foi correlacionada negativamente com os valores de
RTF. A razdo hepcidina/Cr na urina pode, portanto,
refletir uma reabsor¢do tubular proximal reduzida
devido a danos nas células epiteliais em pacientes
com RDM.

Nosso estudo tem algumas limitagdes. Foi um
estudo transversal com um pequeno tamanho
amostral. Ndo medimos os niveis séricos dos potenciais
biomarcadores indicados, portanto nio conseguimos
determinar a relacdo entre os niveis séricos e urindrios.
Nio coletamos amostras de urina de 24 horas para
medicoes. A verdadeira TFG nio foi medida em nossa
populagio de estudo. Além disso, nio avaliamos
os efeitos a médio e longo prazo dos potenciais
biomarcadores. No entanto, este é o primeiro estudo
a investigar o significado clinico de NGAL, netrina-1 e
hepcidina na urina de criangas com RDM.

CoNcLUSAO

Os resultados de nosso estudo sugerem que a
razdo MCP-1/CCL-2 pode desempenhar um papel no
desenvolvimento de proteiniria no RDM, enquanto
a netrina-1 pode ser um biomarcador indicando a
presenca de proteindria. A hepcidina na urina pode
refletir danos nos tdbulos proximais em criangas
com RDM. A relagio NGAL/Cr na urina pode ser
um preditor de danos nos tibulos por proteindria.
Estudos prospectivos com amostras maiores sio
necessarios para confirmar se esses biomarcadores
estio associados a dano tubular glomerular ou
proximal em pacientes com RDM.
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