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RESUMO
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A nefropatia diabética (ND) € uma desordem multifatorial, caracterizada pelo
aumento da presenca da albumina na urina. A albumina urinaria (UALb) é um
marcador de dano glomerular mais utilizado para o diagnéstico da ND, no entanto,
existem relatos na literatura que demonstraram que pacientes ja apresentam sinais
histolégicos de ND mas com a uALb dentro da faixa de normalidade. Tem sido
demonstrado uma grande capacidade dos marcadores de dano tubular em
diagnosticar a ND em estagios anteriores ao aparecimento da uAlb. Os marcadores
urindrios na maioria séo corrigidos pela creatinina urinaria (uCr), para compensar as
taxas de excrecdo diaria, apesar de ndo haver padronizacdo a respeito. Assim o
objetivo deste estudo foi avavliar a capacidade diagnéstica dos marcadores de dano
tubular NAG (N-B-acetil-glucosaminidase), GGT (Gama-glutamiltransferase), NAP
(Protein nonalbumin), KIM-1(Kidney molecule injury 1) e NGAL (Neutrophil gelatinase
associated lipocalin) em relagdo a ND e verificar a influéncia da correcéo pela uCr nas
caracteristicas diagnésticas dos mesmos em pacientes com DM tipo 2. Foram
mensurados indicadores do controle glicémico, perfil lipidico e hepatico, marcadores
urinérios de dano glomerular e tubular nos pacientes com DM do tipo 2 estratificados
em dois grupos, com e sem ND. Observou-se que os marcadores tubulares avaliados
foram significativamente mais elevados nos pacientes com DM tipo 2 com ND em
relacdo ao grupo sem ND, tanto para os marcadores expressos em valores absolutos
ou na forma de razdo com a uCr. Quando foram analisadas as areas sob a curva
(AUROC) obtidas, verificamos que todos os marcadores, com excecdo de GGT
expressa em valores absolutos, tiveram a capacidade de identificar a ND. NGAL e
KIM-1, quando expressos em valores absolutos tiveram a melhor capacidade
diagndstica (AUROC > 0,9, sensibilidade e especificidade > 90%). NAG, GGT e NAP
guando expressos na razao tiveram a melhor capacidade de diagndéstico, com
AUROC igual a 0,683, 0,783 e 0,850, respectivamente. Estratificando os pacientes em
grupos de acordo com a excre¢ao urinaria de albumina (EUA), verificamos que a
NGAL e o KIM-1 ja apresentaram niveis aumentados no intervalo EUA 10 - 30 mg/g
cr. Além disso, a GGT demonstrou estar associada com a hiperfiltragdo glomerular em
individuos DM tipo 2 sem nefropatia. NGAL e KIM-1 foram os marcadores tubulares
urinarios que demonstraram as melhores caracteristicas diagndsticas, além de ser
marcadores precoces da ND em pacientes DM tipo 2.

Palavras chave: marcadores tubulares, capacidade diagnostica, nefropatia diabética
e creatinina urinaria.
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Diabetic nephropathy (DN) is a multifactorial patholgy, characterized by the
increased presence of albumin in urine. Currently, urinary albumin (uAlb) is a marker
for glomerular damage mostly used for the diagnosis of DN; however, some reports in
the literature showed that patients might exhibit histological signs of DN and normal
uAlb. Markers of tubular damage have shown great ability to diagnose DN prior to
onset of uAlb stages. Urinary markers can be adjusted by urinary creatinine (uCr), to
compensate for the daily excretion rates; nevertheless, these standards are not fully
established. Thus, the aim of this study was to evaluate the diagnostic ability of the
markers of tubular damage NAG, GGT, NAP, KIM-1 and NGAL and the influence of
the correction for uCr in DN. Glycemic control, lipid and hepatic enzyme profile as well
urinary markers of glomerular and tubular damage were assessed in type 2 DM
patients stratified into two groups regarding the existence of DN. The tubular markers
evaluated in this study were higher in type 2 DM patients with DN compared to type 2
diabetes without DN for both markers expressed in absolute values or as a ratio to the
uCr. When analyzing the areas under the curve (AUROC) obtained, we find that all
markers, except for GGT expressed in absolute values, have the ability to identify the
ND. NGAL and KIM-1, when expressed in absolute values had better diagnostic ability
(AUROC> 0.9, sensitivity and specificity> 90%). NAG, GGT and NAP were when
expressed in ratio had the best diagnostic capability, with AUROC equal to 0.683,
0.783 and 0.850, respectively. Stratifying patients into groups according to urinary
albumin excretion (UEA), we found that NGAL and KIM-1 already showed increased
levels in UEA range 10 - 30 mg/g cr. In addition to being, GGT showed an association
with glomerular hyperfiltration Individuals in type 2 DM without nephropathy. Urinary
tubular markers used in the study have potential value in diagnosis, especially NGAL
and KIM-1 that showed the best diagnostic features, and are early markers of DN type
2 DM patients.

Keywords: tubular markers, diagnostic capacity, diabetic nephropathy and urinary
creatinine.
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1. APRESENTACAO

As secOes Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se nos
ARTIGOS CIENTIFICOS (I e Il) e MANUSCRITO |, representam a integra deste
estudo. Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final desta tese,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre os artigos cientificos e
manuscrito contidos neste trabalho. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-
se somente as citacbes que aparecem nos itens INTRODUCAO, DISCUSSAO e
CONCLUSOES desta tese, uma vez que as referéncias utilizadas para a elaborag&o

dos artigos e manuscrito estdo mencionadas nos mesmos.
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2. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) se tornou uma das principais causas isoladas de
doenca renal em estagio final. Aproximadamente 20 a 30% dos pacientes com DM
tipo 1 ou DM tipo 2 desenvolvem evidéncia de nefropatia. No entanto, no DM tipo 2,
uma fracdo consideravelmente menor evolui para doenca renal em estagio final
(MOLITCH et al., 2004).

O desenvolvimento das complica¢des cronicas do DM é responsavel por uma
proporcao significativa do aumento das taxas de mortalidade em pacientes com DM
(ADA, 2009; SCHRAMM et al., 2008). A nefropatia diabética (ND) é considerada uma
das principais complicacdes microvasculares do diabetes (FELEHGARI et al., 2011) e
tornou-se a mais comum causa de doenca renal terminal (DRT) nos Estados Unidos
e Europa. No Rio Grande do Sul, no ano de 1996, a doenca renal primaria foi atribuida
ao DM em 26% dos casos admitidos em programas de dialise (GROSS et al., 2000).
Além disto, a ND esté associada a importante aumento de mortalidade, principalmente
relacionada a doenca cardiovascular (VALMADRID et al. 2000; ADA, 2010). Sendo
assim, a ND tem impacto consideravel na sociedade no que se refere a aspectos
econdmicos e de saude publica. Neste contexto, muitas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas para investigar e elucidar a patogénese da ND, bem como seu
diagndstico precoce e sua prevencao (WADA; MAKINO, 2009).

Durante décadas, o diagndstico da ND tem sido feito a partir da determinacao
da microalbuminuria (uAlb) o biomarcador utilizado rotineiramente na pratica clinica,
uma vez que o “padrao ouro” seria a biopsia renal, ndo recomendada por uma série
de incovenientes (SUAREZ et al., 2013; JHA et al., 2014). A albumina urinaria (uAlb)
€ o primeiro sinal de insuficiéncia renal ou de ND incipiente (REMUZZI et al., 2002;
MATHENSON et al., 2010), sendo geralmente considerado o melhor preditor néo
invasivo para o desenvolvimento de ND (NARITA et al., 2006). Além de ser aceita
como marcador diagndstico precoce de nefropatia, a uAlb € também considerada um
importante fator de risco para ocorréncia de eventos cardiovasculares em pacientes
diabéticos e em individuos nao diabéticos (LAMBERS HEERSPINK et al., 2006;
RUGGENENTI; REMUZZI, 2006; BARRAT; TOPHAM, 2007; MATHESON et al.,
2010). No entanto, tem sido demonstrado que muitos pacientes considerados
normoalbumindricos ja apresentam alteracdes histopatoldgicas renais avancadas
(WADA; MAKINO, 2009, MATHESON et al., 2010, FELEHGARI et al., 2011),

indicando que a uAlb ndo é o marcador ideal para a deteccdo precoce da ND.
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Assim, outros marcadores vém sendo estudados como alternativa no
diagnostico precoce de ND. Dentre estes, os marcadores urinarios indicativos de lesdo
tubular incluem a avaliagdo laboratorial de enzimas urinarias ou de proteinas de baixo
peso molecular que normalmente séo filtradas pelo glomérulo (MATHESON et al.,
2010). Algumas das proteinas e enzimas tubulares melhores caracterizadas para a
detectacéo da lesao tubular proximal sdo: ai e B2-microglobulina, cistatina C, proteina
ligadora do retinol, neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL), kidney molecule
injury-1  (KIM-1), a-glutationa-S-transferase, Gama-glutamiltransferase (GGT),
fosfatase alcalina (FAL), lactato desidrogenase (LDH) e N-B-acetil-glucosaminidase
(NAG) (HERGET-ROSENTHAL et al., 2004; BAGASHAW et al., 2007). Estes
biomarcadores sdo considerados sensiveis e podem aumentar sua concentracao,
mesmo antes do aumento da excrecao urinaria de albumina de uAlb na fase inicial do
DM. Dessa forma, fornecem informacdes significativas sobre a fisiopatologia da
doenca, além de permitir a abordagem clinica mais precoce para o diagnéstico da ND.
Além disto, a perda urindria de outras proteinas exceto a albumina (protein
nonalbumin [NAP]) também pode indicar dano tubular em vez de dano glomerular
(SAKATSUME et al., 2007).

Os biomarcadores urinarios de lesédo renal sdo normalmente normalizados
pela correcdo com a creatinina urinaria (uCr), com o objetivo de compensar as
alteracdes na concentracdo na urina (WAIKAR et al., 2010), reduzindo assim a
variacdo do biomarcador (HELMERSSON-KARLQVIST et al., 2013). No entanto,
ainda ndo esta claro se a normalizacdo dos biomarcadores urindrios através da
creatinina é til para o diagndstico de algumas doencas renais (DELANAYE et al.,
2011). Em particular, ndo se sabe se a normalizacdo de biomarcadores urinarios
tubulares pela creatinina pode alterar sua capacidade diagnéstica na investigacdo da
ND.

Sendo assim, considerando o crescente niumero de individuos com DM tipo 2 e
a grande proporcdo destes que podem desenvolver a ND (20-30%), torna-se
importante o diagndstico precoce desta desordem. Neste contexto, a avaliacdo de
novos biomarcadores, bem como de suas caracteristicas diagndésticas € de extrema

relevancia.
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2.1 Nefropatia Diabética: definicdo e diagndstico

A ND, uma das principais complicacdes microvasculares do DM, (FELEHGARI et
al., 2011) é definida como um aumento na taxa de excrecdo urinaria de albumina
(EUA), reducéo da funcao renal, com altera¢gfes da concentracdo da creatinina sérica
e taxa de filtracdo glomerular (TFG) (GROSS et al., 2005) e tornou-se a mais comum
causa de doenca renal terminal (STEINKE et al., 2005).

A uAlb é o marcador mais tradicional e largamente utilizado no diagndéstico e
monitorameno da ND. O aparecimento da uAlb nos individuos com DM é considerada
a primeira manifestacdo clinica assintoméatica de dano microvascular (BIRN;
CHRISTENSEN, 2006; ADA, 2008). A histéria natural da ND varia de acordo com o
tipo de DM, com a presenca ou ndo de uAlb. Aproximadamente 80% dos pacientes
com DM tipo 1 e uAlb, se ndo tratados, irdo progredir para nefropatia franca, enquanto
apenas 20-40% dos individuos com DM tipo 2, ao longo de um periodo de 15 anos,
terdo a mesma progressdo (KOVACS, 2009). NIELSEN et al. (1997) demonstraram
ha mais de uma década, que um indicador claro de progressao da doenca € o aumento
da pressédo arterial sistélica, mesmo dentro da faixa considerada pré-hipertenséo.
Entre os pacientes que tém DM tipo 1 com nefropatia e hipertensdo, 50% progredirao
para a doenca renal em estagio final dentro de uma década (RAILE et al., 2007).

Conforme as diretrizes de 2014 da American Diabetes Association (ADA), a
triagem dos pacientes diabéticos para deteccdo da ND deve ser realizada atraves de
teste anual que avalia a EUA (valores preconizados encontram-se na tabela 1) em
pacientes com DM tipo 1, com duracdo maior que 5 anos, e em todos 0s pacientes

com DM tipo 2 a partir do diagnadstico.

Tabela 1. Definicdo das anormalidades na EUA

Categoria Urina amostra (mg/g creatinina)
Normoalbuminuria <30
Microalbuminuria 30 —-299
Macroalbuminaria = 300

Fonte: NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2013.

O primeiro passo para a triagem diagnostica da ND é a medida da

albumina em amostra de urina, coletada como a primeira urina da manha ou
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aleatoriamente. Devido a variabilidade da EUA, duas a trés amostras devem ser
coletadas durante um periodo de 3 a 6 meses, para confirmar o aumento da EUA
(ADA, 2014). Além da EUA, a creatinina sérica deve ser mensurada uma vez por ano
em todos os adultos com DM, para estimar a TFG. As diretrizes mais recentes do
Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2013) recomendam reportar a TFG, uma vez que é util no
estabelecimento do diagnéstico de doenca renal crénica (DRC) independentemente
do diagnostico de ND (GOSMANOV et al, 2014).

A investigagdo da ND em pacientes com DM tipo 2 deve ser iniciada no
momento do diagndstico (ADA, 2004), uma vez que aproximadamente 7% deles ja
tém aumento da excrecao de uAlb nesse momento (ADLER, 2004). Para os pacientes
com DM tipo 1 a primeira triagem tem sido recomendada 5 anos apés o diagnostico
(ADA, 2004). No entanto, a prevaléncia de uAlb neste grupo antes do periodo
recomendado pode chegar a 18%, principalmente em pacientes com controle
glicémico e lipidico inadequado e com hipertensao arterial sistemica (STEPHENSON,;
FULLER, 1994). Se a uAlb esta ausente, a avaliacdo deve ser repetida anualmente
tanto para os pacientes com DM tipo 1 quanto para pacientes com DM tipo 2 (ADA,
2004).

Como a ND é de natureza progressiva e a maioria dos pacientes com ND
desenvolve albuminuria progressiva, seguida por reducdo na TFG, € incomum
observar um paciente nefropata apresentar TFG reduzida e concentra¢cées normais
de uAlb (GOSMANOYV et al, 2014). Para entender melhor este conceito, a National
Kidney Foundation and Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI)
desenvolveu uma nova grade de combinacdes de diferentes concentraces de uAlb e
TFG para ajudar a estabelecer o diagnéstico da ND! (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2013), conforme demonstrado na figura 1.

! Nota: A partir de 2007 a NKF KDOQ| passaram a adotar oficialmente o termo Doenca renal diabética
(Diabetic Kidney Disease: DKD) como nomenclatura substituta ao termo Nefropatia Diabética, no entanto
ndo existe ainda consenso a respeito da nomenclatura, assim os presentes termos podem ser utilizados
como sindnimos (KDOQJ, 2007).
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Pacientes comdiabetes

v v

Determinara creatinina séricapara o
calculo da TFGT (anualmente):
- Independentemente do grau de albuminuria.

Determinagdo ratio uAlb:
-DM Tipo1: 5 anos apés o diagndstico;
- DM Tipo 2: no momento do diagnosticg.

A 4 A 4 A 4 A 4 A 4

uALb uAlb uALb TFG.> 60 TFG.< 60
> 300mg/g cre* 30 - 30mg/g cre* .< 30mgl/g cre? Persistente > 3 meses
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 h 4
uALb uAlb uALb uAlb uALb

< 30mg/gcre 30 - 30mg/g cre* .» 300mg/g cre* 30 - 30mg/g cre* > 300mg/g cre*

A 4 h 4 A 4 h 4

Sem ND TFG TFG

30-59 <30

A 4
Adicionalmente presente:

- DM Tipo1>10anos;

h 4

5

- Retinopatia diabética

h 4 h 4 Y

> Provavel diagnostico de ND | DRC néo esta presente:

Provavelmente néo é ND™.

Figura 1. Rastreamento e diagnostico da ND. * Resultado inicial deve ser confirmado
durante um periodo de 3 a 6 meses, e 2 dos 3 testes devem se encaixar na mesma
categoria para a classificacdo; # repetir anualmente; T TFG expresso em mililitros por

minuto por 1,73 m?; * considerar outras etiologias da DRC.
Fonte: Reproduzido de GOSMANOV et al, 2014.

2.2 Nefropatia Diabética: Fisiopatologia

Varios mecanismos contribuem para o desenvolvimento da ND, incluindo a
interacdo da hiperglicemia com fatores metabdlicos, alteragbes hemodinamicas e
predisposicao genética (ZIYADEH, 2004). Os fatores hemodinamicos e ativacédo de
varios sistemas vasoativos, como 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona, bem
como a resposta a secrecao de citocinas, como fator de crescimento 1 (TGF-$1),
levam a ocorréncia de mais alteracdes hemodinamicas, resultando em aumento da
presséao arterial sistémica e da pressao intraglomerular. O comprometimento das vias
metabdlicas, entre outras caracteristicas, leva a glicagcdo ndo enzimética, ao aumento
da atividade da proteina C quinase (PKC), e ao metabolismo anormal da via dos
polidis. Além disto, tem sido descrito uma associagao entre 0 aumento da secrecao
de moléculas inflamatérias (como citocinas, fatores de crescimento e
metaloproteinases) e o desenvolvimento da ND (ICHINOSE et al., 2007, NAVARRO-
GONCALEZ; MORA FERNANDEZ, 2008, ELMARAKBY; SULLIVAN, 2012). O
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estresse oxidativo também parece desempenhar um papel central no
desenvolvimento desta complicacdo (SINGH et al., 2008). Estudos que utilizaram
inibidores das vias envolvidas no desenvolvimento da ND tém ajudado a esclarecer a
patogénese desta condicdo. Porém, os mesmos nao levaram a expansao da
terapéutica para controlar o desenvolvimento da doenca (RAPTIS; VIBERTI, 2001).
Nos ultimos 20 anos, trés vias principais para o desenvolvimento da ND foram
identificadas, conforme apresentado na figura 2.

Fatores genéticos

Via metabolicos Via hemodindmica
Hiperglicemia Hipertenséo
Produtos finais da glicagéo avancada - Sistemarenina angiotensinaaldosterona
V!a da Prottléllﬂa C Kinase Fator de crescimentoendotelial vascular
Via dos polidis +  Fator de crescimento
Estresse Oxidativo Endotelina

Moléculas de sinalizagio intracelulare
Especiesreativas do oxigénio

TGF-B, VEGF, IL-1, IL-6, IL-18 e TNF-a

» Espessamentoda membrana basal glomerular
Expansdo mesangial
Glomeruloesclerose

Nefropatia diabética

Figura 2. Vias envolvidas no desenvolvimento da ND. IL-1: Interleucina-1, IL-6:
Interleucina-6, IL-18: Interleucina-18, TGF-f: Fator de crescimento 3, TNF-a: Fator de
necroce tumoral a, VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular.

Fonte: Adaptado de Vinod , 2012.

Entre os mecanismos que levam ao desenvolvimento da ND destaca-se a
hiperfiltracdo glomerular, uma alteracdo hemodinamica renal inicial em individuos com
DM, que pode ajudar a predizer o risco para o desenvolvimento posterior de ND
(MARTHY-HARTERT et al., 2002). A patogénese da hiperfiltracdo € complexa e
envolve o feedback tubuloglomerular, assim como as alterag6es hemodindmicas. As
alteracbes hemodindmicas renais associadas com a hiperfiltragdo incluem
vasodilatacdo da arteriola aferente e constricdo da arteriola eferente (CHERNEY et

al., 2012). No entanto, a hiperfiltracdo € sO parcialmente corrigida nos pacientes
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diabéticos apds a inibicdo seletiva da ciclo-oxigenase-2 ou do bloqueio do sistema
renina-angiotensina (SOCHETT et al., 2006; CHERNEY et al., 2008). A hiperfiltracao
glomerular é geralmente promovida pela hiperglicemia. Em pacientes que fazem uso
de insulina observa-se que, a medida que a glicose sofre reducdo nas suas
concentracfes plasmaticas, a taxa de filtracao recua para niveis préximos do normal
(WISEMAN et al., 1984, BULUM et al., 2013). A hiperfiltracdo tem sido sugerida como
um fator de risco para o desenvolvimento da albuminuria e progressiva nefropatia
(MORGENSEN, 1994; CARAMORI et al., 1999). Uma meta-analise de dez estudos
de coorte, com 780 pacientes normoalbumindricos mostrou que a progressao para
micro e macroalbumindria foi significativamente maior em pacientes que

apresentavam hiperfiltracdo glomerular no inicio do estudo (MAGEE et al., 2009).

2.3 Nefropatia Diabética: Lesdo Renal

O desenvolvimento da ND é multifatorial, sendo que um conjunto de
mecanismos leva ao desenvolvimento da lesdo renal e a consequente perda de
proteina na urina, bem como reducao gradativa da funcdo renal. A lesdo renal se
caracteriza tanto na ND, como em outras doencgas renais, por estar presente em
diferentes sitios do néfron, principalmente no glomérulo e nos tubulos renais
(MATHESON et al., 2010; MORESCO et al., 2013).

O dano glomerular é caracterizado por alteracdes na permeabilidade e na
estrutura glomerular. A parede glomerular possui trés camadas: células endoteliais,
membrana basal e células epiteliais. Na ND a barreira de permeabilidade € danificada,
resultando em perda de proteinas na urina, (VARGHESE et al., 2007) tais como
proteinas plasméticas, como a albumina e a transferrina, que normalmente nao sao
filtradas livremente através do glomérulo (MATHESON et al., 2010). As mudancas
estruturais na doenca renal diabética incluem o acumulo de matriz mesangial e o
espessamento da membrana basal glomerular (NAJAFIAN et al., 2009). Além disto,
pode ocorrer hipertrofia tubular renal, associada a alteragdes da membrana basal no
tubulointerstiticio, como a fibrose tubulointersticial (SHARMA et al., 1996).

O desenvolvimento da albumindria na ND é bem conhecido. Foi sugerido que
o declinio da funcao renal correlaciona-se melhor com o grau de leséo tubular e fibrose
tubulo-intersticial (WHITE; BILOUS, 2000). Além disso, os resultados de estudos

recentes tém um interesse renovado no papel da reabsor¢cdo proximal tubular da
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albumina oriunda da filtracdo glomerular, o que sugere que a filtracdo da albumina sob
condicoes fisiologicas € maior do que o determinado anteriormente e que danos na
célula do tdbulo proximal, por si s6, podem provocar o desenvolvimento de
albuminuria (DICKSON et al., 2014). O tubulo proximal pode desempenhar um papel
importante no desenvolvimento da albuminuria, maior do que se pensava
anteriormente. Portanto, alguns marcadores de dano tubular podem ser mais
sensiveis durante a fase microalbuminurica (primeiro estagio da ND), independente

de defeitos na permeabilidade glomerular (RUSSO et al., 2009).

2.4 Marcadores de dano glomerular

Dano glomerular geralmente resulta em proteindria glomerular, devido ao
aumento da permeabilidade, tanto para proteinas plasmaticas, que normalmente ndo
sao filtradas livremente através do glomérulo (albumina e transferrina) quanto pelo
aumento da excrecdo de proteinas da matriz extracelular (BRAHIMI et al., 2007,
SHIVANANDA NAYAK et al., 2008). O colageno tipo IV e a fibronectina sdo moléculas
proteicas de alto peso molecular que normalmente ndo séo filtradas através do
glomérulo. No entanto, ambas sdo componentes da matriz mesangial glomerular e
membrana basal, e dessa forma, a excrecao destas proteinas na urina pode refletir a
relacdo sintese/degradacdo em pacientes com leséo renal (BANU et al., 1995; KADO
et al., 1996; IJIMA et al., 1998).

2.4.1 Albumina

A albumina (peso molecular de 65 KDa) é a proteina mais abundante no plasma.
E uma molécula anidnica, sintetizada no figado (RUGGENENTI; REMUZZI, 2006). A
filtracdo da albumina € seguida por sua reabsorcdo tubular e, assim, a albuminuria
resultante reflete a contribuicdo desses dois processos. A disfuncdo de ambos os
processos pode resultar em aumento da EUA, sendo que a lesédo glomerular e tubular
tem sido implicada nos eventos iniciais que conduzem a proteinuria (excrec¢ao urinaria
de proteinas acima de 0,5 g/24h) (de JONG; GANSEVOORT, 2010). Assim, o
aumento na EUA é uma das primeiras manifestagdes clinicas assintomaticas de dano
microvascular no DM (ADA, 2008) e tem sido usada para classificar os diferentes

estagios de ND. No entanto, embora a mensuragédo da albuminuria seja considerada
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0 padréao-ouro para a deteccdo precoce da ND (BRUNO et al., 2007) e reconhecida
como fator de risco cardiovascular e renal em individuos diabéticos e ndo diabéticos
(TAKIZAWA et al., 1998; ZEISBERG et al., 2001), limitagGes na sua utilizacdo devem
ser levadas em consideracao .

Neste contexto, o significado prognostico da albumina urinaria tem sido
questionado (KADO et a,1996; BANU et al., 1996). Evidéncias sugerem que 0 risco
de desenvolver ND (ARAKI et al., 2010; MORITA et al., 2011; COHEN-BUCAY,;
VISWANATHAN, 2012) e doenca cardiovascular (MCCORMICK et al., 1990; HONG;
CHIA, 1998) comeca quando os valores da EUA ainda estdo dentro da faixa
normoalbumindrica. Sendo assim, possivelmente, valores de EUA inferiores aos
atualmente utilizados para o diagnéstico da ND devem ser estabelecidos
(O'DONNELL etal., 1991; DRONAVALLI et al., 2008), uma vez que mesmo individuos
gue apresentam EUA na faixa "normal” podem ter riscos significativos de nefropatia
e eventos cardiovasculares (O'DONNELL et al., 1991).

Capilar glomerular normal Capilar com protéinuria

Urina

. ¢
e oo0®

2
hemacias albumina

albumina

Figura 3. Albumina urinaria. Lesdo glomerular e a perda da capacidade de filtracdo
seletiva. Fonte: Adaptado de SILBERNAGL; LANG, 2010.

Além disto, estudos tém descrito que alguns pacientes podem desenvolver ND
mesmo na auséncia de uAlb (KAZUMI et al., 1999; WORTHLEY et al., 2001; NARITA
et al.,, 2004), uma vez gque mudancas estruturais na membrana basal glomerular
podem aparecer anteriormente as mudancas na EUA, sugerindo que este marcador
pode ser detectado somente apos danos significativos nos glomérulos (TELCI et al.,
2000; NAJAFIAN et al., 2009; HELLEMONS et al., 2012).
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2.4.2 Transferrina

E uma proteina com peso molecular muito semelhante a albumina (76,5 kDa).
No entanto, devido ao maior ponto isoelétrico que a albumina, € menos anibnica e
mais rapidamente filtrada na capsula de Bowman. Portanto, a transferrina é excretada
antes e/ou numa propor¢cdo maior do que a albumina (MCCORMICK et al., 1990).
Neste sentido, varios estudos tém demonstrado que o aumento da excrecdo de
transferrina urinaria pode preceder as mudancas na EUA (O'DONNELL et al., 1991;
KAZUMI et al., 1999; WORTHLEY et al., 2001). Estudos de acompanhamento
mostraram que o0 aumento da excrecdo da transferrina foi capaz de predizer o
aparecimento da uAlb em pacientes normoalbumindricos, tanto com DM tipo 1 como
com DM tipo 2 (NARITA et al., 2004; NARITA et al., 2006). Esses estudos fornecem
evidéncias de que a transferrina urinaria pode ser um indicador mais sensivel de lesdo
glomerular e ND do que a uAlb (MEMISOGULLARI; BAKAN , 2004; TELCI et al., 2000;
NARITA et al., 2004; NARITA et al., 2006).

Além disto, em uma recente revisao, Hellemons et al. (2012) avaliaram a validade
de alguns biomarcadores para predizer o inicio ou a progressao da nefropatia em
pacientes com DM tipo 2. Foi demonstrado que a transferrina urinaria é preditiva para
o aparecimento da nefropatia (HOSOJIMA et al., 1989). Uma vez que a transferrina é
uma molécula antioxidante extracelular, uma diminuicdo dos seus niveis pode
contribuir para o desequilibrio entre antioxidantes/oxidantes, que pode estar envolvido
em complicacdes diabéticas tais como ND (MEMISOGULLARI; BAKAN, 2004). Neste
contexto, a transferrina parece ser ferramenta til na avaliacdo da lesdo glomerular,

uma vez que sua excrecao pode estar associada a fase inicial da ND.

2.5 Marcadores de dano tubular

As enzimas e proteinas presentes no ultrafiltrado tém geralmente peso molecular
inferior a 70 kDa, sendo completamente reabsorvidas pelas células epiteliais
tubulares. Sendo assim, enzimas que tém peso molecular superior a 70 kDa sé&o
oriundas de danos nos tubulos renais e a sua concentracdo esta associada com o
grau de dano. Além disto, as concetracdes urinarias destas enzimas/proteinas nao
sao influenciados pelos seus valores plasmaticos (FLANDROIS et al., 1986).

Portanto, a excrecao urinaria de proteinas plasmaticas pelas células tubulares tem
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sua origem na reabsorcéo deficiente, ou no aumento da secrecdo de enzimas pelas
células epiteliais tubulares, os quais levam a proteinuria (FLYNN, 1990; HONG; CHIA,
1998; BARRAT; TOPHAM, 2007). Algumas das enzimas e proteinas associadas com
ao dano tubular sdo: a1 e 2-microglobulina, proteina ligadora do retinol 4, NAG, FAL,
GGT, NGAL e KIM-1 (MORESCO et al., 2013).

2.5.1. N-acetil-B-D-glucosaminidase

A NAG é uma enzima lisossdmica encontrada na borda em escova nas células
do tubulo proximal (Figura 4). Devido ao seu peso molecular relativamente alto (> 130
kDa), a NAG plasmética ndo é filtrada através do glomeérulo e, desta forma, a NAG é
liberada na urina apds leséo tubular (BAZZI et al., 2002; LIANGOS et al., 2007). O
aumento da excrecao urinaria de NAG (UNAG) foi extensivamente estudado em
adultos e em criancas e demonstrou ser um indicador sensivel, persistente e robusto
de lesdo do tubulo proximal (VAIDYA et al., 2008), sendo que a elevacédo de sua
concentracdo na urina tem sido associada ao dano tubular proximal decorrente de
diversas causas (BERNARD et al., 1987; WATTS, 1988; GUDER, 1992; PRICE, 1992;

HONG; CHIA, 1998).
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Figura 4. Enzimas urinarias, GGT: Gama-glutamiltransferase e NAG: N-acetil-B-D-
glucosaminidase, presentes no epitélio celular e liberadas na urina apés a leséao

tubular
Fonte: Adaptado de CHARLTON et al., 2014.

Estudos tém demonstrado que a uNAG desempenha papel importante no
diagndstico precoce e monitoramento da doenca renal no DM, mesmo antes do inicio
da uAlb. Neste contexto, a excrecdo aumentada de uNAG foi observada mesmo em
pacientes diabéticos com albuminuria normal (CHEUNG et al., 1990; LAPSLEY et al.,
1993; USLU et al., 2005; PIWOWAR et al., 2006; KALANSOORIYA et al., 2007). Além
disto, os niveis de uNAG aumentam com a hiperglicemia (MOCAN et al., 1994; HSIAO
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et al., 1996; KORDONOURI et al., 1998) e podem diminuir apds controle glicémico
adequado (YAMANOUCHI et al., 1998; BASTURK et al., 2006).

2.5.2. Gama-glutamiltransferase

A GGT é uma enzima com peso molecular de aproximadamente 90 kDa, porém
algumas isoenzimas podem ter peso molecular de até 200 kDa (KAPLAN et al., 2003).
Ela esta presente (em ordem crescente de abundancia) no tubulo proximal do rim, no
figado, no pancreas e no intestino (KAPLAN et al., 2003; ZHANG et al., 1997). A GGT
€ um indicador especifico e sensivel de dano celular (PANCHENKO et al., 1994;
BASTURK et al., 2006) e 0 aumento da excre¢do urinaria desta enzima reflete o dano
da membrana da borda em escova e a perda das microvilosidades (LISOWSKA-
MYJAK et al., 2010) (Figura 4). Além disto, esta enzima tem sido descrita em alguns
estudos prospectivos como marcador sensivel de leséo tubular proximal, além de ser
altamente especifica para o diagnostico da ND (IKENAGA et al., 1993; KWON et al.,
2003; WESTHUYZEN et al., 2003; DE CARVALHO et al., 2011). A excrecdo da GGT
também foi associada com as concentracdes de glicose e hemoglobina glicada
(HbAic), conforme o grau de fungdo renal (JUNG; BURCHARDT et al., 1987;
IKENAGA et al., 1993). Assim, a GGT parece ser um marcador importante para a
deteccdo precoce de ND uma vez que os seus valores urinarios estdo aumentados

mesmo na auséncia de uAlb.

2.5.3 Neutrophil gelatinase associated lipocalin

A NGAL é uma proteina com peso molecular de 25 kDa, produzida a partir da
gelatinase de neutréfilos humanos e pertencer a familia das lipocalinas. E secretada
em pequenas quantidades nos pulmdes, rins, traquéia, estdbmago e no tecido do célon
(BOLIGNANO et al., 2008; MISHRA et al., 2006). Marcadores tubulares, como a
NGAL, recentemente ganharam muita atencéo, pois séo considerados biomarcadores
sensiveis e especificos para a deteccao da lesdo renal. Neste contexto, a NGAL é
considerada um excelente preditor de lesdo renal aguda (MISHRA et al., 2006). Dentro
de poucas horas ap0s estimulos nocivos, tais como a isquemia-reperfusao (MISHRA
et al., 2006), ocorre aumento da NGAL nos tubulos renais (Figura 5). Nielsen et al.
(2010) demonstraram que a NGAL urinaria (UNGAL) foi elevada em pacientes com

DM tipo 1, com ou sem albumindria, indicando lesédo tubular em estagio inicial.
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Também foi descrito que a UNGAL € superior a uAlb na predicao do declinio da TFG
em pacientes com DM tipo 2 micro ou macroalbuminuricos (NIELSEN et al., 2012). Fu
et al. (2012) demonstraram que o dano tubular ocorre a curto prazo em pacientes com
DM tipo 2, e que a UNGAL pode ser um marcador mais precoce do que a relacéo
albumina/creatinina urinaria na deteccao da ND.

Além disto, a NGAL pode ser mensurada no soro e tem emergido como
biomarcador sensivel, especifico e precoce, altamente preditivo de leséo renal aguda
(RICCI & RONCO, 2009). Foi demonstrado que a determinacdo no soro/plasma da
NGAL pode ser um marcador promissor de lesdo tubular, tanto para a lesdo renal
aguda e crbnica (MITSNEFES et al., 2007).
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Figura 5. NGAL. Esquema representativo do processo de secrecdo e reabsorcao do
NGAL.
Fonte: Adaptado de CHARLTON et al., 2014.

2.5.4 Kidney molecule injury -1

A KIM-1 é uma proteina de membrana do tipo 1, expressa na membrana apical
das células dos tabulos proximais. Quando clivada na membrana é liberada no lGmen
dos tubulos e, finalmente, aparece na urina onde permanece estavel (ICHIMURA et
al., 1998; HAN; BAILLY, 2002) (Figura 6). Esta proteina ndo é detectada na urina de
individuos normais, sendo considerada n&o s6 um biomarcador sensivel de lesdo
tubular proximal (van TIMMEREN et al., 2007), mas também um biomarcador preditivo
de alguns desfechos (VAIDYA et al., 2008 (A); VAIDYA et al. 2008 (B); BANGSTAD
et al., 2009; VAIDYA et al., 2010). Recentemente, Vaydia et al. (2008, B) relataram

que a KIM-1 foi capaz de identificar a insuflciéncia renal aguda em pacientes
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hospitalizados. Além disto, evidéncias indicam que a concentracdo do KIM-1 na urina
(uKIM-1) pode estar relacionada com a progressdo ou a regressdo da ND em
pacientes com DM tipo 1 (NIELSEN et al., 2011). No entanto, este biomarcador sé
reflete o dano tubular em estagios mais avancados da doenca renal. Sendo assim,
outros estudos sdo necessarios para investigar o valor diagnoéstico e progndstico deste

marcador em comparacao com a uAlb na ND (MORESCO et al., 2013).
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Figura 6. KIM-1. Esquema representativo do processo de lesédo da célula tubular renal

e liberacdo da KIM-1 no espaco extracelular e na urina.
Fonte: Reproduzido de CHARLTON et al., 2014.

2.5.5 Nonalbumin proteinuria

A perda urinaria de proteinas na urina, exceto a albumina, é chamada de
nonalbumin proteinuria (NAP), a qual € considerada um marcador de dano tubular e
nao glomerular. De fato, estudos tém associado o aumento da NAP ao dano tubular e
ndo ao glomerular (SAKATSUME et al., 2007, KIM et al. 2014). A NAP inclui véarios
tipos de proteinas urinarias, algumas destas associadas a lesao renal, como: a1l e
B2-microglobulina, IgG, cistatina C, transferrina, nephrin, metaloproteinase da matriz
9 e inibidor tecidual de metaloproteinases-1 (LANGHAM et al., 2002, PATARI et al.,
2003, CIECIURA et al., 2005, HALIMI et al, 2007). Halimi et al (2007) verificaram em
uma populacdo de individuos transplantados renais que a avaliagdo da EUA
associada a NAP pode fornecer diferentes informagbes a respeito do

enxerto/sobrevida de pacientes submetidos a transplante renal, uma vez que sao
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marcadores de diferentes sitios renais (glomérulo/tabulo). O estudo desenvolvido por
Kim et al. (2014), em individuos coreanos com DM tipo 2 demonstrou que a NAP € um
biomarcador precoce de dano tubular e pode ser usado para detectar o
desenvolvimento e a progressao da ND na pratica clinica. Dessa forma, a NAP € um
novo biomarcador urinario, relacionado ao dano tubular, e novos estudos avaliando
seu potencial diagndéstico nas doencas renais, especialmente na ND, sdo de extrema

relevancia.

2.6 Marcadores glomerulares e tubulares e a correcdo pela creatinina urinéaria

Os biomarcadores urinarios, tais como albumina e outros marcadores de lesdo
renal, sdo frequentemente relatados como uma relacdo normalizada pela uCr para
controlar as variacdes na taxa do fluxo urinario (DYSON et al, 1992; NEWMAN et al.,
2000). O pressuposto implicito € que a excre¢do uCr é constante inter e intra-
individuos, de tal forma que as mudancas na relacdo irdo refletir as mudancas na
excrecdo do biomarcador (CHATTAWAY et al., 1969; MITCH et al., 1980). Usando
simulacbes de computador da cinética da creatinina, verificou-se que 0s niveis
normalizados do biomarcador de lesdo tubular, pode ser influenciado por mudancas
dindmicas na taxa de excrecéo da uCr quando existirem alteracdes na taxa de filtracao
glomerular (WAIKAR et al., 2010). Coletas de urina cronometradas de pacientes
hospitalizados com alteracdo da TFG e/ou doenca grave demonstraram variabilidade
nas taxas de excrecao uCr inter e intra-individuos (LEVEY et al., 1989). Realizar a
corregcdo pela uCr pode resultar na subestimacdo ou superestimacédo da taxa de
excrecdo do biomarcador dependendo do contexto clinico. Menor excrecdo de
creatinina no cenario de lesdo renal aguda ou crbnica pode amplificar o sinal do
biomarcador de lesdo tubular, aumentando assim a sua utilidade clinica. A
variabilidade da excrecéo da creatinina, no entanto, pode complicar a determinagao
do valor limite para biomarcadores normalizados de doenca renal aguda ou cronica,
incluindo a albumina (WAIKAR et al., 2010).

Um dos primeiros marcadores a ser relacionado com a uCr foi a uAlb, onde os
valores absolutos foram comparados com a razdo uAlb/uCr (PRICE et al, 2005;
POLKINGHORNE, 2006). A albumina no soro normalmente ndo é filtrada pelo
glomérulo, sendo encontrada na urina apenas quando a disfungdo glomerular esta

presente (MERLOT et al, 2014). Assim, ajustando a uAlb pela uCr, ambos marcadores
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glomerulares ndo sao filtrados do mesmo modo tem base racional (MORGESTERN et
al., 2003). Se os glomérulos estédo danificados, a filtracdo sera modificada, resultando
numa menor filtracdo da creatinina e no aumento consideravel da filtracdo da
albumina. Essa relacdo pode, portanto, ser util para avaliar a doenca glomerular, os
conceitos gerais utilizados para uAlb foram estendidos para a maioria dos marcadores
urinérios de lesao renal, sendo sistematicamente relatados utilizando a relagdo com a
concentracéo da uCr (CONTI et al, 2009)

No entanto, no caso de marcadores urinarios de leséo tubular, o problema é
significativamente diferente. Normalmente, um marcador urinario confiavel de doenca
tubular esta fortemente relacionado a disfuncdo tubular, devendo ser totalmente
independente de outros marcadores renais, especialmente aqueles afetados pela
funcdo glomerular e outras fungdes ndo renais fisiopatologicas (HERGET-
ROSENTHAL et al, 2004; MATHESON et al., 2010). Por conseguinte, a correcao do
marcador urinario tubular especifico pela uCr, que é funcao da filtracdo glomerular e
de secrecdo tubular, ndo € apropriado. Esta correcdo requer que glomérulos estejam
totalmente integros, se nao for levada em conta a questdo da secrecao tubular, a
correcdo podera ter efeitos adversos, gerando valores falsos negativos assim como
falsos positivos (CONTI et al., 2009).

Assim, ao se utilizar marcadores urinérios especificos para o dano tubular renal,
em relacdo a um segundo marcador urinario, o qual é fortemente dependente da
funcdo glomerular, como a creatinina, que pode ainda estar relacionada com outras
condigdes fisiopatoldgicas, prejudica a relevancia clinica do marcador tubular e pode
levar a falsas interpretagdes (CONTI et al., 2009; WAIKAR et al., 2010). A corregao
pela uCr deve ser realizada apenas em pacientes com glomerulopatia evidente
guando apenas marcadores glomerulares especificos sdo medidos, ou seja a UAlb.
Em todos os outros casos de doencas renais, a correcao utilizando a uCr pode ser
inadequada e deve ser evitada (CONTI et al., 2009; HELMERSSON-KARLQVIS et al.,
2013).

2.7 Biomarcadores de doenca renal e perspectivas futuras

Descrito pela primeira vez em 1989, o termo biomarcador (acrbnimo de
marcador biologico) significa indicador mensuravel de uma condigdo biologica

especifica e para um processo de doenca especifica. Em 2001, a definicdo de
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biomarcador foi padronizada como sendo uma caracteristica que pode ser mensurada
e avaliada em um processo biolégico normal, processo patoldgico, farmacolégico ou
resposta a intervencao terapéutica. Além disto, a Food Drug and Administration usa o
termo biomarcador para descrever qualquer indicador diagnostico que pode ser
medido e utilizado para avaliar qualquer risco ou doenca (MOORE et al., 2010).
Durante a ultima década, uma enorme expansdo na descoberta e validacdo de
biomarcadores para o diagnostico da doenga renal tem sido observada.

O biomarcador ideal é aquele que pode prever e diagnosticar a doenca renal,
identificar a localizacdo, o tipo e etiologia da lesédo, prever resultados, permitir o
monitoramento e proporcionar a determinacao do inicio de intervencdes terapéuticas
(ENDRE et al., 2010). Os biomarcadores podem ser classificados em biomarcadores
de funcao (filtracdo glomerular), biomarcadores de funcéo tubular (reabsorcéo de
moléculas filtradas) ou biomarcadores de lesdo. Infelizmente, os biomarcadores
tradicionais, incluindo proteinas ou moléculas que podem ser encontradas na urina,
estdo longe de satisfazer os requisitos acima (MURRAY et al.,, 2010). Vérios
obstaculos ainda devem ser transpostos antes que novos biomarcadores de lesédo
renal possam ser implementados na prética clinica, como os efeitos de diferentes
fatores na interpretacdo dos resultados, incluindo sexo, idade e diferencas de pontos
de corte de cada biomarcador em diferentes condi¢cdes (doenca renal cronica,
circulacao extracorporea e sepse) (OSTERMAN et al., 2012). Tecnologias inovadoras,
tais como a genbmica e a protedbmica, permitiram a descoberta de biomarcadores que
antecedem a doenca renal, incluindo o NGAL, cistatina C, KIM-1, IL-18) e liver fatty
acid-binding proteins (L-FABP) (TSIGOU et al., 2013). Por fim, ainda ndo ha consenso
no que diz respeito a normalizacdo dos biomarcadores pela uCr (WAIKAR et al.,
2010), como é feito em pacientes com doenca renal crénica. No entanto, € incorreto
considerar excrecdo da creatinina como sendo estavel, uma vez que mudancas
dindmicas na excrecdo de uCr podem ocorrer durante as fases aguda e de

recuperacdo da TFG durante a doenca renal (RALIB et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas diagnésticas dos biomarcadores tubulares urinarios,
NAG, GGT, NAP, NGAL e KIM-1, bem como o impacto da correcao pela creatinina
urinaria nestes indicadores na identificacdo da nefropatia em pacientes com DM tipo
2.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar o potencial diagndstico de novos biomarcadores urinarios para a detecgéo
da ND;

- Estabelecer as caracteristicas diagnoésticas dos biomarcadores em estudo na
deteccdo da ND: ponto de corte, sensibilidade e especificidade;

- Investigar o impacto da correcdo pelos valores urinarios de creatinina nas

caracteristicas diagnosticas dos biomarcadores urinarios em estudo;

- Avaliar os niveis/atividade dos biomarcadores urinérios utilizados no estudo em
diferentes faixas de EUA, verificando assim o potencial na detecc¢ao precoce do dano

renal nos pacientes do estudo;

- Investigar a associacdo entre a hiperfiltracdo glomerular e a atividade urinaria da
GGT, estabelecendo correlacdes entre estas variaveis. Além disso, estabelecer o
potencial da GGT para a deteccdo da hiperfiltracdo glomerular em pacientes DM tipo
2

- Determinar, entre os marcadores avaliados no estudo, aquele que apresentou
melhores caracteristicas diagndsticas na identificacdo da ND em pacientes com DM
tipo 2, bem como determinar se este marcador deve ser reportado corrigido ou hao

pelas concentracdes da creatinina urinaria.
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tubule cells, which is undetectable in urine from healthy
individuals, and is a sensitive and specific biomarker for
proximal tubule injury [1]. Therefore, it may be involved
in the pathophysiology of chronic kidney disease (CKD).
Diabetic kidney disease (DKD) refers to CKD presumed
to be caused by diabetes, detected clinically by persis-
tent abnormal urine albumin excretion and screening for
a decreased glomerular filtration rate (GFR) [2]. Incipi-
ent DKD, referring to microalbuminuria in patients with
diabetes, has been defined as uAlb-to-creatinine ratio of
30-300 mg albumin per gram of creatinine [3]. Urinary
albumin (uAlb) has been recognized as a useful biomarker
for diagnosing DKD, however, there is some evidence of
glomerular changes in normoalbuminuric individuals
[4]. Therefore, urinary tubular markers have been high-
lighted, including KIM-1. Urinary biomarkers of kidney
injury are usually reported as normalized to the ratio
urinary creatinine (uCr), in order to compensate for vari-
ations in urine concentrations [5]. However, it remains
unclear whether the requirement of correction of specific
urinary biomarkers to creatinine is helpful for the diagno-
sis of some renal disorders. In particular, it is not known
whether the correction of uKIM-1 to creatinine may affect
its diagnostic ability in the investigation of incipient DKD.
Therefore, the aim of this study was to investigate the role
of uKIM-1 in the diagnosis of incipient DKD, analyzing
whether the diagnostic accuracy of this biomarker may be
affected by correction of uKIM-1 to uCr.

This study included 79 patients with type 2 diabetes
mellitus (T2DM) enrolled in Santa Maria, Rio Grande do
Sul, Brazil. The subjects were divided into two groups by
urinary albumin concentrations: T2DM without incipient
DKD (n=59) and T2DM with incipient DKD (n=20). The
clinical diagnosis of incipient DKD was defined based
on the detection of uAlb in a random urine sample [6].
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Exclusion criteria consisted of urinary tract diseases, prior
renal disease other than incipient DKD, neoplastic disor-
ders, uncontrolled thyroid disorders, infectious and liver
diseases, active or chronic persistent infection or inflam-
matory disorders, pregnancy, renal transplantation, and
the use of nephrotoxic drugs. All eligible patients signed
an informed written consent, and all studies were con-
ducted in accordance with guidelines approved by the
Institutional Ethics Review Board for Human Studies
(number 12303113.0.0000.5346).

Blood samples were collected from all patients after
an overnight fast by venous puncture technique into
Vacutainer® (BD Diagnostics, Flymouth, UK) tubes with
sodium fluoride plus EDTA and tubes with EDTA. All
patients also collected a urine sample. Flasma was used
to measure the concentrations of fasting glucose, thyroid-
stimulating hormone (TSH) and creatinine, while the
total blood was used to assess the concentrations of gly-
cated hemoglobin (HbA, ). Urine specimens were used to
measure the concentrations of creatinine, albumin and
KIM-1. Measurements of glucose, urinary creatinine and
uAlb were performed using standard methods on a Cobas
MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) automated
analyzer. HbA,. was measured using chromatographic
methods in D10 automated analyzer (BioRad, CA, USA);
TSH was performed by chemiluminescence in Immu-
lite 2000% (Siemens, Los Angeles, CA, USA) and, uKIM-1
was analyzed by commercial sandwich ELISA kits (R&D
systems, Minneapolis, MN, USA). GFR was estimated by
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the Modification of Diet in Renal Disease formula. Con-
tinuous data were summarized as mean and standard
deviation (SD) or median and interquartile ranges (IQR).
Categorical data were summarized as percentages, and
comparisons between groups were performed with the
y*test. Distribution of variables was tested by using the
Kolmogorov-Smirnov test. Statistical differences between
groups were evaluated by Student’s t- or Mann-Whitney-
tests. Receiver operating characteristics (ROC) curve was
performed to quantify the overall ability of KIM-1 to dis-
criminate incipient DKD in T2DM patients. The Z statis-
tic was used to compare the areas under the ROC curve.
Multiple regression analysis was employed to investigate
whether BMI has an effect. Statistical significance was
assumed at p<0.05. Data were analyzed using MedCalc
version 13.0.6.0 (Ostend, Belgium).

The baseline characteristics and biochemical varia-
bles of study participants are described in Table 1. Plasma
glucose, uAlb, uKIM-1, ratio uAlb/uCr and the uKIM-1/uCr
ratio were significantly higher in T2DM patients with
incipient DKD. In addition, no statistically significant dif-
ferences for HbA , creatinine, GFR and uCr were observed
between groups. The ROC curve was employed to quantify
the overall ability of uKIM-1 and the uKIM-1/uCr ratio to
discriminate between those T2DM patients with incipient
DKD and those without. uKIM-1 had a greater ability to dis-
criminate incipient DKD than the ratio of uKIM-1/uCr, as
shown in Figure 1. At a cut-off value of 137 pg/mL, uKIM-1
showed a sensitivity of 88.5% (95% CI 77.8%—95.3%) and

Table1 Baseline characteristics and biochemical variables of study participants.

T2DM without incipient DKD T2DM with incipient DKD p-Value
Age, years 60.5+1.6 56.9+2.8 0.273
BMI, kg/m? 30.846.3 36.3111.4 0.011
Male,% 37.3 40.0 0.829
Hypertension,% 69.5 80.0 0.365
ACE-inhibitors, % 34.2 55.0 0.057
Duration of diabetes, years 13.3+0.9 14.4+2.5 0.612
Glucose, mmol/L 7.1+2.1 9.5+4.9 0.003
HbA, % 7.2+1.8 B.2+2.5 0.059
TSH, miU/L 1.9+1.0 1.8+1.1 0.754
Creatinine, pmol/L 87.5+27.4 92.8+45.9 0.564
GFR, mL/min/1.73 m? 70.1+17.1 67.71£20.2 0.600
uCr, mg/dL 93.14+51.3 94.31+66.2 0.933
uAlb, g/L 0.63 (0.38-1.00) 7.41 (3.69-14.20) =0.001
uKIM-1, pg/mL 79.0 (58.0-98.0) 173.0(152.5-192.5) =0.001
Ratio uAlb/uCr, mgfg cr 8.5 (4.8-14.4) 98.3 (49.1-181.8) =0.001
Ratio ukIM-1/uCr, ng/g cr 101.1(62.7-196.0) 230.3 (124.6-413.0) =0.001

Data are expressed as percentages, mean and 5D or median and interguartile range (IQR). BM|, body mass index; GFR, glomerular filtration
rate; HbA, , glycated hemoglobin; TSH, thyroid-stimulating hormone; uAlb, urinary albumin; uCr, urinary creatinine; uKIM-1, urinary kidney

injury molecule 1.
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Figure 1 ROC curves of absolute ukKIM-1and the uKIM-1/uCr ratio in
the assessment of incipient DKD.

Areas under the curve for ukIM-1 and the uKIM-1/uCr ratio were
0.954 (95% C1 0.912-0.996, p<0.001) and 0.787 (95% Cl 0.677—
0.897, p<0.001), respectively. The difference between areaswas
0.167 (Z statistic=3.121, p=0.0018).

a specificity of 95.0% (95% CI 75.1%%-99.9%). At a cut-off
value of 109 ng/g creatinine, uKIM-1/uCr showed a sensi-
tivity of 55.7% (95% CI 42.5%—68.5%) and a specificity of
90.0% (95% CI 68.3%—98.8%). Multiple regression analy-
sis showed that the associations between incipient DKD,
UKIM-1 and the uKIM-1/uCr ratio were independent of BMI
(p=0.229 and p=0.637, respectively).

The major findings of the present study are that both
uKIM-1 and the uKIM-1/uCr ratio have ability to discrimi-
nate incipient DKD; however, uKIM-1 has a higher ability
to discriminate incipient DKD than the uKIM-1/uCr ratio.
Furthermore, we established the best cut-off points for
uKIM-1 and uKIM-1/uCr. To the best of our knowledge, this
study is the first attempt to examine whether the correc-
tion of uKIM-1 to creatinine affects the diagnostic charac-
teristics of this biomarker in the assessment of incipient
DKD. Urinary biomarkers, such as albumin and other
markers of kidney injury, are frequently reported to have a
normalized ratio to uCr concentration [5]. The theoretical
basis for uCr adjustment is to compensate for variations
in urine concentrations (assuming a steady uCr excretion
rate), thus reducing variation in the biomarker [7]. KIM-1
is usually measured on urine random samples, and the
results are reported in the literature as absolute values
or as a ratio of uKIM-1/uCr. However, there is no specific
standardization for the expression of uKIM-1 results as an
absolute value or uKIM-1/ucCr ratio.

Although the absolute values of uKIM-1 were different
between T2DM patients with incipient DKD compared to
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T2DM patients without incipient DKD, there were no sig-
nificant differences for uCr. Thus, ucCr is largely directly
related to the GFR. However, 10%—40% of uCr is a con-
sequence of active tubular secretion, with substantial
variation among demographic groups [8]. uCr excretion
becomes highly variable as renal failure progresses, and
this variation influences both timed and spot-urine pro-
tein-creatinine ratios [9]. Thus, adjusting the values of any
tubular markers to uCr, especially in patients with acute
or even moderate chronic renal failure, may be inappro-
priate [10]. In summary, in the present study, uKIM-1 and
the uKIM-1/uCr ratio were effective for identifying incipi-
ent DKD but the correction of uKIM-1 to uCr decreased
the diagnostic power of this biomarker. However, further
studies are required to confirm our results in a larger
population.

Acknowledgments: This study was supported by National
Council for Scientific and Technological Development
(CNPg/Brazil, number 476758/2012-2). R.N. Moresco is
recipient of CNPq Research Productivity Fellowship. The
authors thank Bioclin/Quibasa (Belo Horizonte, Brazil)
for providing biochemical reagents.

Author contributions: All the authors have accepted
responsibility for the entire content of this submitted
manuscript and approved submission.

Research funding: Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnologico (CNPq, Brazil), (Grant/
Award Number: “476758/2012-2°).

Employment or leadership: None declared.

Honorarium: None declared.

Competing interests: The funding organization(s) played
no role in the study design; in the collection, analysis, and
interpretation of data; in the writing of the report; or in the
decision to submit the report for publication.

References

1. Vaidya V5, Ferguson MA, Bonventre V. Biomarkers of acute
kidney injury. Annu Rev Pharmacol Toxicol 2008;48:463-93.

2. Reutens AT. Epidemiclogy of diabetic kidney disease. Med Clin
North Am 2013;97:1-18.

3. Gosmanov AR, Wall BM, Gosmanova EO. Diagnosis and treatment
of diabetic kidney disease. Am | Med Sci 2014;347:406-13.

4. Dwyer |P, Parving HH, Hunsicker LG, Ravid M, Remuzzi G, Lewis
|B. Renal dysfunction in the presence of normoalbuminuria in
Type 2 diabetes: results from the DEMAND study. Cardiorenal
Med 2012;2:1-10.

5. Waikar S5, Sabbisetti VS, Bonventre JV. Normalization of urinary
biomarkers to creatinine during changes in glomerular filtration
rate. Kidney Int 2010;78: 486-94.

37



4 we= De Carvalho et al.: Urinary KIM-1in the assessment of incipient diabetic kidney disease

. Website: National Kidney Foundation Kidney Disease Qutcomes
Quality Initiative (NKF KDOQI) Guidelines. Guideline 1: screening
and diagnosis of diabetic kidney disease. Available from: http:j/
www.kidney.org/professionals/KDOQI/guideline_diabetes/
guidel.htm. Accessed 22 July, 2014,

. Helmersson-Karlavist |, Arnlév ), Larsson A. Day-to-day varia-
tion of urinary NGAL and rational for creatinine correction. Clin
Biochem 2013;46:70-2.

. Boeniger MF, Lowry LK, Rosenberg |. Interpretation of urine
results used to assess chemical exposure with emphasis on

=]

10.

DE GRUYTER

creatinine adjustments: a review. Am Ind Hyg Assoc |
1993;54:615-27.

. Morgenstern BZ, Butani L, Wollan P, Wilson DM, Larson TS.

Validity of protein-osmolality versus protein-creatinine ratios in
the estimation of quantitative proteinuria from random samples
of urine in children. Am ] Kidney Dis 2003;41:760-6.

Marc Conti M, Moutereau 5, Esmilaire L, Desbene C, Lallali K,
Devanlay M, et al. Should kidney tubular markers be adjusted
for urine creatinine? The example of urinary cystatin C. Clin
Chem Lab Med 2009;47:1553-6.

38



4.2 MANUSCRITO |

Assessment of urinary tubular biomarkers as a strategy for the early detection

of nephropathy in type 2 diabetic patients

José Antonio M. De Carvalho, Etiane Tatsch, Bruna S. Hausen, Manuela B. Sangoi,
Guilherme V. Bochi, Yanai S. Bollick, Maria B. Moretto, Lariane O. Cargneluti, Thiago
Duarte, Marta M. M. F. Duarte, Silvia W. K. Londero, Melissa O. Preamor, Fabio V.

Comim, Joris R. Delanghe, Rafael N. Moresco.

Manuscrito até 0 momento ndo submetido a periodico cientifico.

39



Assessment of urinary tubular biomarkers as a strategy for the early detection of

nephropathy in type 2 diabetic patients

José Antonio M. De Carvalho?P¢, Etiane Tatsch?¢, Bruna S. Hausen?°, Manuela B. Sangoi®¢,
Guilherme V. Bochi2d, Yanai S. Bollick?, Maria B. Moretto®d, Lariane O. Cargneluti¢, Thiago
Duarted, Marta M. M. F. Duarte?¢, Silvia W. K. Londero®, Melissa O. Preamor?, Fabio V. Comim,

Joris R. Delanghe?, Rafael N. Moresco?¢.d.9.

aLaboratory of Clinical Biochemistry, Department of Clinical and Toxicological Analysis, Center of
Health Sciences, Federal University of Santa Maria, Santa Maria-RS, Brazil

bUniversity Hospital, Santa Maria-RS, Brazil

¢Pharmaceutical Sciences Postgraduate Program, Center of Health Sciences, Federal University
of Santa Maria, Santa Maria-RS, Brazil

dPharmacology Postgraduate Program, Center of Health Sciences, Federal University of Santa
Maria, Santa Maria-RS, Brazil

eDepartment of Health Sciences, Universidade Luterana do Brasil, Santa Maria-RS, Brazil
‘Department of Clinical Medicine, Center of Health Sciences, Federal University of Santa Maria,
Santa Maria-RS, Brazil

9Department of Clinical Chemistry, Ghent University Hospital, Gent, Belgium

*Corresponding Author: Rafael Noal Moresco

Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Analises
Clinicas e Toxicoldgicas, Avenida Roraima 1000, Prédio 26, Sala 1401, Camobi, 97105-900,
Santa Maria-RS, Brasil. Tel.: +55 55 32208941; Fax: +55 55 32208018

Email: rnmoresco@ufsm.br

40


mailto:rnmoresco@yahoo.com.br

Abstract

Background: Diabetic nephropathy (DN) is the leading cause of chronic renal disease
worldwide, and its diagnosis is currently determined by urinary albumin. However, renal
dysfunction have been reported in normoalbuminuric patients. Therefore, the aim of this study
was to assess the diagnostic capacity of tubular biomarkers as neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1), non-albumin protein (NAP), N-acetyl-B-D-
glucosaminidase (NAG) and gamma-glutamyltransferase (GGT) in the early detection of DN.
Methods: In this study 117 Type 2 DM patients were enrolled. Fasting glucose, HbA1c, serum
creatinine, glomerular filtration rate (GFR), serum uric acid, serum albumin, lipid profile and liver
tests were performed. Urinary albumin, creatinine, NAG, GGT, NAP, NGAL and KIM-1 were
assessed, and both biomarkers were analyzed with and without a correction for urinary
creatinine.

Results: Type 2 DM patients with nephropathy (T2DN) presented increased levels of tubular
markers. The best diagnostic ability to identify DN was observed with uNGAL (sensitivity of
91% and specificity of 96%) and uKIM-1 (sensitivity of 91% and specificity of 93%). uKIM-1
and uNGAL (absolute values and uCr ratios) were increased in the normoalbuminuric group
(uAlb 10-30 mg/g cr range), indicating tubular kidney injury even in the normal range of urinary
albumin excretion.

Conclusions: uKIM-1 and uNGAL showed the best diagnostic characteristics in the detection

of DN, and these biomarkers were elevated in normoalbuminuric patients, indicating the early
detection of tubular injury. The adjustment by uCr in relation to urinary markers such as NGAL

and KIM-1 decreased the diagnostic power of these biomarkers.

Keywords: Diabetic nephropathy, tubular damage, urinary biomarkers, diagnostic ability.
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1. Introduction

Diabetic nephropathy (DN), the most common microvascular complication of diabetes
mellitus (DM), is the leading cause of mortality and morbidity in DM patients [1,2]. DN is a clinical
syndrome defined by persistent albuminuria (micro or macroalbuminuria) on at least two
occasions separated by 3 or 6 months [3,4]. The renal injury in DN is due to a complex series of
pathophysiological changes initiated by disturbed glucose homeostasis and is similar in both type
1 and type 2 DM patients [5]. Urinary albumin is generally considered the earliest non-invasive
marker for the development of DN [6] and a well-established independent risk factor of
cardiovascular disease [7]. However, urinary albumin (uAlb) is only able to detect DN once
significant glomerular damage has occurred [8]. Conversely, renal dysfunction and nephropathy
have been reported in normoalbuminuric patients [9,10].

Whilst most attention has focused on glomerular changes, it is now increasingly
recognized that tubules play an important role in the pathogenesis of DN [11,12]. Urinary markers
which may reflect tubular damage are mainly urinary enzymes or plasma low molecular weight
proteins normally freely filtered by the glomerulus [13]. Some of the proteins and tubular enzymes
associated with proximal tubular injury are N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG), gamma-
glutamyltransferase (GGT), neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) and kidney injure
molecule-1 (KIM-1) [12]. These are sensitive biomarkers that can predict microalbuminuria or DN
in the early stage of diabetes and might provide not only meaningful information regarding early
pathophysiology but also an earlier clinical approach to the diagnosis. In addition, urinary leakage
of proteins other than albumin, i.e. nonalbumin protein (NAP), can also indicate tubular damage
rather than glomerular damage [14].

Urinary biomarkers of kidney injury are usually reported as a ratio normalized to urinary
creatinine (uCr), in order to compensate for variations in urine concentrations [15], thus reducing
the variation of the biomarker [16]. It remains unclear, however, if the requirement for the
normalization of specific urinary biomarkers to creatinine is helpful to the diagnosis of some renal
disorders, in particular DN.

Therefore, considering that tubular markers seem to be an emerging alternative for the
early diagnosis of DN, the aim of this study was to assess the diagnostic capacity of tubular
biomarkers (GGT, NAG, NAP, NGAL and KIM-1) and determine the potential of these markers
in the early detection of DN in DM type 2 patients. In addition, it was verified the impact of

correction through uCr in the diagnostic ability of tubular markers in DN patients.
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2. Materials and methods

2.1. Study population

Participants were recruited from the University Hospital of Santa Maria located in Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. The study involved 117 patients divided into two groups: Type
2 DM patients without nephropathy (T2DM) and Type 2 DM patients with nephropathy (T2DN).
The clinical diagnosis of DN was defined based on the detection of uAlb in a random urine sample
(uAlb excretion of more than 30 mg/g of creatinine in two out of three random urine samples
collected in within a six month period) [17]. Moreover, patients were also stratified according to
urinary albumin excretion (UAE) into three groups: UAE < 10 mg/g cr, UAE 10-30 mg/g cr and
UAE > 30 mg/g cr. Exclusion criteria consisted of urinary tract diseases, prior renal disease other
than DN, neoplasic disorders, uncontrolled thyroid disorders, infectious and liver diseases, active
or chronic persistent infection or inflammatory disorders, pregnancy, renal transplantation, and
the use of nephrotoxic drugs. All eligible patients provided informed written consent, and all
studies were conducted in accordance with guidelines approved by the Institutional Ethics Review
Board for human studies (CAAE number 12303113.0.0000.5346).

2.2. Laboratory analysis

Blood samples were collected from all patients after an overnight fast by venous puncture
into Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium fluoride plus EDTA, with
EDTA and no anticoagulants. Each patient also provided a urine sample for biochemical analysis.
Blood samples were routinely centrifuged at 2500 x g for 15 minutes, and urine specimens were
centrifuged at 1000 x g for 5 minutes. The urine aliquots were stored at -80°C until analysis.
Plasma with sodium fluoride plus EDTA was used to measure the levels of fasting glucose, and
whole blood in EDTA was used to measure the levels of glycated hemoglobin (HbAic) and
hemoglobin. The serum was used to assess the levels of insulin, uric acid, total cholesterol, LDL
cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, high sensitive C-reactive protein (hsPCR), creatinine
(cr) and GGT. Levels of uCr, uAlb, proteinuria, urinary NGAL (UNGAL), urinary KIM-1 (uKIM-1),
urinary NAG (UNAG) and urinary GGT (uGGT) were assessed. The urinary markers were
corrected by uCr. The results of uAlb were expressed as milligrams of albumin per gram of
creatinine as a tool to match the levels of albumin in accordance with the concentration of urine
[18]. Measurements of the glucose, uric acid, total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol,
triglycerides, hsPCR, uCr, and uGGT were performed using standard methods on a Cobas MIRA®
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) automated analyzer. HbAic was measured using

chromatographic methods with a D10® automated analyzer (BioRad, California, USA). Insulin was
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determined using a Cobas 6000® automated analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
Hemoglobin was measured using a Sysmex XE-5000® automated hematology system (Sysmex,
Kobe, Japan). Proteinuria method is an adaptation of pyrogalol red-molybdate method by Fuijita
[19], creatinine method employs a modification of the kinetic Jaffe reaction reported by Larsen
[20] and uAlb method is based on a particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay, were
determined using Dimension RXL MAX® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., USA). uNGAL
and uKIM-1 were measured using ELISA kits designed to analyze random spot urine samples
(KIM-1, R&D systems, Minneapolis, MN, USA and NGAL, HYB211-05, AntibodyShop, Gentofte,
Denmark). All assays were conducted according to the manufacturer’s instructions. The inter-
assay and intra-assay precision for the uKIM-1 were 6.0-7.8% and 3.9-4.4%, and 5.6-7.9% and
3.1-4.4% for NGAL. The detection limits of the assays were 0.009 ng/mL for KIM-1 and 0.012
ng/mL for NGAL. Values under the detectable cutoff range (<5% of the total nhumber) were
approximated using the mean value between zero and the lower limit of the detectable cutoff
value. NAG was determined using a method developed by Horak et al. (1981). Proteinuria and
uAlb values were used to estimate the amount of NAP: NAP = proteinuria-uAlb. Patients whose
NAP value was equal to zero were defined as having no NAP [21]. The glomerular filtration rate
(GFR) was estimated by the Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) equation [22].

2.3 Statistical analysis

The distributions of continuous variables were examined for skewness and kurtosis by the
D'Agostino & Pearson omnibus normality test. Data are presented as mean * standard deviation
(SD) for parametric variables and median and interquartile range (IQR) for nonparametric
variables. Categorical data are summarized as percentages, and comparisons between groups
were performed with the x? test. Statistical differences between groups were evaluated by the
Mann-Whitney test or Student’s t test. Comparison of more than two variables was performed
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey post hoc test or the Kruskal-
Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison post hoc test. Logistic regression analysis was
performed to investigate whether some factors interfere with urinary tubular biomarkers. Receiver
operator characteristic (ROC) curves were constructed to quantify the overall ability of urinary
biomarkers (NAG, GGT, NAP, NGAL and KIM-1) to discriminate between type 2 diabetic patients
with nephropathy and those without nephropathy. The sensitivity and specificity of such assays
were assessed by the areas under the ROC curve (AUROC), and AUROCSs were compared using
Z-statistics. Statistical significance was assumed at P < 0.05. Data were analyzed using

GraphPad Prism® version 4.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA), Statistical
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Package for Social Sciences®, version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and MedCalc® version
13.2.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).

3. Results

The baseline characteristics and biochemical parameters of all participants in the study
are provided in Table 1. Overall, 117 type 2 diabetic patients were evaluated. The age of both
groups was similar. No differences in BMI, gender, proportion of smokers or hypertension were
detected between the groups, except for the use of ACE inhibitors in T2DN compared to T2DM
(P = 0.033). Similarly, no significant changes in the values of GFR, insulin, uric acid, HbA1c,
serum GGT, lipids and hemoglobin were observed in the studied groups (Table 1).

The main results of this study focused on the modification of urinary parameters. As shown
in Figure 1, T2DN patients presented increased levels of markers of tubular damage in
comparison to T2DM. The results were: activity of uNAG 3.9 U/l (1.9-6.0) vs. 2.3 U/l (1.5-3.9), P
= 0.0276; activity of uGGT 52.7 U/l (25.4-85.2) vs. 32.9 U/l (25.8-52.6), P = 0.113; NAP 12.3
mg/dl (4.8-26.7) vs. 4.7 mg/dl (2.5-7.9), P = 0.0005; uNGAL 70.5 ng/ml (66.5-78.3) vs. 36.0 ng/ml|
(26.0-46.0), P < 0.0001 and uKIM-1 165.6 pg/ml (146.8-189.8) vs. 77.0 pg/ml (53.0-97.0), P <
0.0001, indicating considerable changes in the nephropathy group. Even when adjusted by uCr,
these markers remained abnormal, as can be seen in Figure 2. The comparison between the
T2DN vs. T2DM groups was: UUNAG ratio 4.9 U/g cr (3.1-7.8) vs. 3.0 U/g cr (1.6-6.5), P = 0.0083;
uGGT ratio 61.5 U/g cr (47.2-118.5) vs. 45.0 U/g cr (36.0-56.4), P = 0.0003; NAP ratio 152.9
mg/g cr (11.7-299.2) vs. 58.4 mg/g cr (38.9-85.8), P < 0.0001; uNGAL ratio 101.6 ng/g cr (58.5-
193.1) vs. 39.2 ng/g cr (24.7-73.6), P < 0.0001 and uKIM-1 ratio 230.3 ng/g cr (127.4-418.8) vs.
91.7 ng/g cr (51.0-165.8), P < 0.0001.

In order to define the diagnostic ability of tubular markers in identifying patients with
nephropathy among subjects with T2DM, ROC curve analysis were performed. Table 2 shows
the results of the ROC curve analysis for the absolute values and ratios with uCr of all urinary
tubular markers assessed in this study. The AUROCS of urinary markers, expressed in absolute
values and uCr ratios, were compared for each marker (Figure 3). The best accuracy for DN was
observed with UNGAL (sensitivity of 91% and specificity of 96%) and uKIM-1 (sensitivity of 91%
and specificity of 93%).

Logistic regression analysis showed that all urinary tubular markers, expressed as
absolute values and uCr ratios, except for the uNAG ratio were associated with DN. After
adjustment for confounding variables, i.e. use of ACE inhibitors, all biomarkers except uNAG

remained independently associated with ND, as shown in Table 3.
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According to UAE, the diabetic patients were divided into three groups, as follows: uAlb <
10 mg/g cr (n=64), uAlb 10-30 mg/g cr (n=31) and uAlb > 30 mg/g cr (h=22), as shown in Figure
4. Usually, patients are classified into normoalbuminuria (uAlb < 30 mg/g cr), microalbuminuria
(uAlb 30-300 mg/g cr) and macroalbuminuria (uAlb > 300 mg/g cr). However, our objective was
to verify the potential of these markers in the early detection of DN since renal dysfunction and
nephropathy have been reported in normoalbuminuric patients. Thus, the normoalbuminuric
group was divided into two distinct ranges (uAlb <10 mg/g cr and uAlb 10-30 mg/g cr) to assess
the urinary biomarkers in this normal range. For this analysis, we selected the urinary biomarkers
that presented the best diagnostic performance, NGAL and KIM-1. As shown in Figure 4, both
uKIM-1 and uNGAL (absolute values and uCr ratios) were increased in the uAlb 10-30 mg/g cr
range, indicating tubular kidney injury even in the normal range of UAE.

4. Discussion

The main outcome of this study was to finding an early disruption of tubular damage
markers prior to the consolidation of microalbuminuria, suggesting their potential utility for the
diagnosis of renal dysfunction before the development of major glomerular lesions. Even in the
normoalbuminuric range (uAlb <30 mg/g cr), it was possible to detect a consistent modification of
UNGAL and uKIM-1. Our results corroborate previous studies showing an increase in tubular
damage markers levels in T2DN patients [20,25-30]. Moreover, this study also demonstrated that
adjustment by uCr did not contribute to improving the diagnostic capacity of tubular markers
NGAL and KIM-1 to identify DN. In this context, uNGAL and uKIM-1 had the best diagnostic
characteristics when expressed as absolute values.

As expected, T2DN patients presented a significant elevation in urinary tubular markers
compared with T2DM patients. The markers were expressed in absolute values or as a ratio with
uCr; the adjustment by uCr was not affected by the urinary tubular marker levels, exception for
uGGT. The uGGT ratio was significantly elevated in T2DN patients, while uGGT expressed as
absolute values did not differ between the groups. Thus, our results corroborate previous studies
that showed an increase in tubular damage marker levels in T2DN patients [20,26,27,30-32]. In
this context, recent evidence has focused on the importance of detection of tubular damage to
correlate with kidney damage in patients with DN [30,32-37]. The increased activity of enzymes
in urine (UNAG and uGGT) is mainly associated with two factors, i.e. hyperglycemia and the
consequent damage to the brush border cells of renal tubules, as well as the high molecular
weight of these molecules, making free glomerular filtration difficult [38-41]. On the other hand,
the increased levels of the uNGAL and uKIM-1 may be explained by different mechanisms,

including reduced clearance, increased production by injured tubular cells, or both [41,42].
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In this study, we also demonstrated that NAP, which is a new marker of tubular damage, was
increased in T2DN patients. The NAP level includes numerous urinary proteins, and some are
associated with renal damage including alpha-1microglobulin, beta-2 macroglobulin, 1gG, cystatin
C, transferrin, nephrin, metalloproteinase-9 and tissue inhibitor of metalloproteinases-1[23,44-47].
Although there are few studies related to NAP, an increase in NAP levels has already been
demonstrated in T2DM patients and T2DN patients[47]. It is important to note that NAP seems to
be a promising marker for tubular kidney damage, due to easy implementation and the low cost
of the test.

The ROC curve analysis was performed in order to verify the ability of tubular markers to
identify DN and establish the diagnostic characteristics, such as sensitivity, specificity and the
cutoff for the urinary markers. In our study, it was demonstrated that all tubular markers, with the
exception of uGGT expressed in absolute values, have the ability to identify DN. The impact of
uCr adjustment on AUROC was also assessed, and we observed two different situations. First,
we evaluated the diagnostic characteristics of tubular markers expressed in absolute values, and
found that uNGAL and uKIM-1 had the best performance in the identification of DN (AUROC >
0.9). Similarly, a study by Lacquaniti et al. [48], in type 1 diabetic patients, showed that the
AUROC for uNGAL expressed in absolute values was 0.956. In addition, a recent meta-analysis
study on the diagnostic characteristics of uKIM-1 for acute kidney injury demonstrated that the
AUROC obtained was 0.860 [49]. In our study, we also evaluated the diagnostic characteristics
for UNGAL and uKIM-1, and found a sensitivity and specificity > 90% for the followed cut-off
points for uNGAL and uKIM-1, i.e. 62 ng/ml and 137 pg/ml, respectively.

Second, we evaluated the diagnostic characteristics of tubular markers expressed as a
ratio with uCr, and found that the uNAG ratio, uGGT ratio and NAP ratio had the best
characteristics for DN identification; the AUROC values were 0.683, 0.783 and 0.850,
respectively. Interestingly, we have previously shown that the AUROC of uGGT in absolute
values is 0.796, which is very close of the present results [40]. Moreover, the AUROC of uNAG
was similar to that obtained by Assal et al. [50], with AUROC = 0.722. Our results also
demonstrate a sensitivity and specificity > 90% for the followed cut-off points for the uGGT and
NAP ratios, i.e. 45 U/g cr and 79 mg/g cr, respectively. The correction of NAP by uCr increased
the diagnostic value, as demonstrated by the addition of 0.119 on the AUROC. Accordingly, the
sensitivity and specificity were improved after the uCr adjustment. On the other hand, in relation
to UNGAL and uKIM-1, the correction by uCr promoted a decrease in the AUROCSs.

Urinary markers are usually corrected by uCr and expressed as a ratio [51]. The theoretical
basis for uCr adjustment is to compensate for variations in urine concentrations (assuming a

steady uCr excretion rate), thus reducing the variation of the biomarker [16]. However, it remains
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unclear as to whether the requirement for the normalization of specific urinary biomarkers to
creatinine is helpful in the diagnosis of some renal disorders [15]. In particular, it is not known
whether the normalization of urinary tubular biomarkers to creatinine may affect its diagnostic
ability in the investigation of DN. In this context, some authors such as Conti et al. [52] believe
that the adjustment of the values of any tubular marker with uCr, especially in patients with acute
or even moderate chronic renal failure, may be inappropriate.

The tubular damage markers, uKIM-1 and uNGAL, were selected according to the
diagnostic characteristics (AUROC, sensitivity and specificity) in order to verify the potential of
early detection of kidney damage in DN. Accordingly, the patients were stratified into three
groups, considering the UAE; two of these groups had a UAE in the normoalbuminic range (UAE
< 10 mg/g cre and UAE 10-30 mg/g cr). Our findings demonstrate that uKIM-1 and uNGAL,
expressed as absolute values and as a ratio with uCr, were increased in patients with UAE >
30mg/g cr and with UAE between 10 and 30 mg/g cr. These results suggest that the levels of
these markers may be increased even before a diagnosis of nephropathy, thus allowing for the
early detection of kidney damage. Previous studies have described an increase in tubular marker
levels in patients with UAE < 30 mg/g cr, without an elevation of glomerular injury markers
[28,31,50,53,54]. Currently, we may speculate that the urinary biomarkers assessed in this study
have great potential value in the early diagnosis of nephropathy in T2DM patients.

One of the weaknesses of this study was related to its transversal design; it was
impossible to address whether tubular disease (identified by the biomarkers in the study) was
consistent with the development of DN or changes in glomerular function over time. In addition,
the number of patients with microalbuminuria and macroalbuminuria was limited, which might
have underestimated the association between tubular markers and renal indices. Nevertheless,
the association among stages of DN, including an arbitrary pre-clinical phase (UAE between 10-
30mg/g cr) was sufficient to suggest a strong association between these disorders. The number
of patients enabled us to observe statistically significant differences between these two groups.

In conclusion, our observations suggest that the urinary biomarkers assessed in this study
have potential value in the diagnosis of nephropathy in T2DM patients, highlighting KIM-1 and
NGAL as having the best diagnostic characteristics. The urinary excretion of tubular enzymes
(NAG and GGT), tubular proteins (KIM-1) and proteins related to tubular reabsorption (NGAL and
NAP) represent different renal processes that may be involved in kidney physiopathology. In
addition, the measurement of these tubular damage markers may indicate changes in kidney
physiology before conventional measures, including GFR, serum creatinine and the traditional
markers of glomerular injury such as uAlb. Interestingly, NAP showed a good diagnostic ability

to identify nephropathy in T2DM patients, and seems to be a promising marker for the diagnosis
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of DN. Moreover, NAP evaluation is easy to implement, using standardized methodologies at a
low cost. Finally, we verified that uNGAL and uKIM-1 are elevated in individuals considered to
be normoalbuminuric, i.e. in the uAlb range between 10 and 30 mg/g cr, indicating the early
detection of tubular injury. This allows us to speculate that these biomarkers may be important
tools in clinical practice for the diagnosis and monitoring of nephropathy in T2DM patients. We
also demonstrated that the adjustment by uCr in relation to urinary markers such as NGAL and
KIM-1 decreases the diagnostic power, although the opposite effect was observed for NAG, GGT
and NAP. The correction of urinary markers of tubular origin remains quite controversial and

needs to be better evaluated in future studies.
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Table 1. Baseline characteristics and biochemical parameters of study participants.

T2DM T2DN P-value
Age (years) 59.6 + 13.0 57.3+12.5 0.442
Gender (M/F) 32/63 7/15 1.000
BMI (Kg/m?) 29.7 (26.6—-35.4) 31.1 (26.6-43.3) 0.302
Hypertension (%) 68.4 72.7 0.801
Smokers (%) 9.1 7.4 0.676
Duration of T2DM (years) 12.0 (6.0-18.5) 10.0 (7.0-19.0) 0.997
Diabetic retinopathy (%) 12.6 18.2 0.498
Insulin (%) 29.5 13.6 0.181
Insulin + oral hypoglycemic agents (%) 27.4 22.7 0.791
Oral hypoglycemic agents (%) 35.8 31.8 0.807
ACE inhibitors (%) 37.9 63.6 0.033
Fasting glucose (mg/dl) 122.5 (104.5-159.3) 125.5(103.3-272.5) 0.428
HbA1ic (mmol/mol) 54.5 (42.0-70.8) 53.7 (41.3-85.1) 0.563
Insulin (LU/mI) 13.7 (7.4-23.7) 14.6 (8.7—23.6) 0.595
Uric acid (mg/dl) 51+1.4 57+1.9 0.105
Total cholesterol (mg/dl) 176.0 (153.0-190.0) 173.5(151.0-213.8) 0.764
LDL cholesterol (mg/dl) 98.0 (79.8-108.5) 96.0 (76.0-123.0) 0.689
HDL cholesterol (mg/dl) 47.0 (38.0-57.0) 41.0 (36.0-59.5) 0.427
Triglyceride (mg/dl) 127.0 (87.0-177.0) 137.5 (86.0-198.8) 0.334
hsCRP (mg/dl) 0.3 (0.2-0.7) 0.4 (0.2-0.9) 0.512
Serum GGT (U/l) 34.0 (26.0-45.0) 36.5 (26.5-58.5) 0.422
Hemoglobin (g/dl) 13.7 (12.7-14.6) 13.5 (13.0-14.5) 0.701
Serum creatinine (mg/dl) 0.91 (0.82-1.15) 0.93 (0.81-1.17) 0.725
GFR (ml/min/1.73m?) 74.6 +20.5 74.9 +23.2 0.943
Proteinuria (mg/dl) 5.5 (3.1-9.2) 23.6 (9.9-41.7) <0.001
Urinary albumin (mg/dl) 0.5 (0.4-0.9) 8.00 (3.8-16.1) <0.001
Ratio proteinuria (mg/g cr) 58.8 (39.0-85.8) 178.7 (96.2-288.2) <0.001
Ratio urinary albumin (mg/g cr) 7.2 (4.6-11.7) 104.8 (52.8-291.9) <0.001

BMI, body mass index; ACE inhibitors, angiotensin-converting-enzyme inhibitors; HbA1c, glycated

hemoglobin; hsCRP, high sensitive C reactive protein; GGT, y-glutamyltransferase; GFR, glomerular

filtration rate, T2DM, Type 2 DM patients without nephropathy; T2DN, Type 2 DM patients

with nephropathy.
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Table 2. ROC curves analysis of urinary biomarkers for the diagnosis of type 2 diabetic
nephropathy (T2DN).

AUROC Cut-off Specificity Sensitivity P-value

(%) (%)
uNAG (U/) 0.653 3 62 71 0.019
Ratio uNAG (U/g cr) 0.683 3 49 86 0.002
uGGT (U/) 0.590 56 77 48 0.257
Ratio uGGT (U/g cr) 0.783 45 48 95 <0.001
NAP (mg/dl) 0.738 9 79 67 <0.001
Ratio NAP (mg/g cr) 0.850 79 40 97 <0.001
uNGAL (ng/ml) 0.973 62 96 91 <0.001
Ratio uNGAL (ng/g cr) 0.799 51 65 82 <0.001
uKIM-1 (pg/ml) 0.947 137 93 91 <0.001
Ratio uKIM-1 (ng/g cr) 0.822 109 62 91 <0.001

UNAG, urinary N-acetyl-B-D-glucosaminidase; uGGT, urinary gama-glutamyltransferase; NAP,
non-albumin protein; uNGAL, urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin; uKIM-1,

urinary kidney injure molecule-1.
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Table 3. Logistic regression analyses for the association of urinary biomarkers and diabetic

nephropathy.

OR (IC 95%)* P-value OR (IC 95%)** P-value
uNAG (U/) 1.140 (1.030-1.270) 0.013  1.120 (0.950-1.550) 0.070
Ratio NAG (U/g cr) 1.190 (0.990-1.430) 0.060 1.170 (0.950-1.550) 0.150
uGGT (U/I) 1.020 (1.004-1.030) 0.009 1.014 (1.004-1.023) 0.005
Ratio uGGT (U/g cr) 1.013 (1.003-1.023) 0.008 1.011 (1.002-1.021) 0.002
NAP (mg/dl) 1.100 (1.037-1.168) 0.002 1.117 (1.038-1.202) 0.003
Ratio NAP (mg/g cr) 1.010 (1.007-1.020) <0.001 1.010(1.006-1.020) 0.001
UNGAL (ng/ml) 1.243 (1.118-1.383) <0.001 1.259(1.118-1.417) <0.001
Ratio uNGAL (ng/gcr)  1.020 (1.010-1.030) <0.001 1.020(1.010-1.030) <0.001
uKIM-1 (pg/ml) 1.058 (1.034-1.082) <0.001 1.057(1.031-1.084) <0.001
Ratio uKIM-1 (ng/g cr)  1.010 (1.005-1.014) <0.001 1.010 (1.004-1.014)  0.001

*Without adjustment for ACE inhibitors. ** With adjustment for ACE inhibitors.

UNAG, urinary N-acetyl-p-D-glucosaminidase; uGGT, urinary gama-glutamyltransferase; NAP,

non-albumin protein; uUNGAL, urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin; uKIM-1, urinary

kidney injure molecule-1.
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Figure 1. Levels of urinary biomarkers (UNAG [A], uGGT [B], NAP [C], uNGAL [D] and uKIM-1 [E])
in the study patients, not corrected by uCr. 2P < 0.05, T2DN compared with T2DM; PP < 0.001, T2DN

compared with T2DM and °P < 0.0001, T2DN compared with T2DM.
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Figure 2. Levels of urinary biomarkers (UNAG [A], uGGT [B], NAP [C], uNGAL [D] and uKIM-1 [E])
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Figure 3. ROC curves of biomarkers in values absolute and ratio in the
assessment of diabetic nephropathy. Difference between areas under the curve
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uKIM-1 was 0.125 (Z statistic = 2.524), P =0.0116.
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Assessment of urinary y-glutamyltransferase in type 2 diabetic
patients with glomerular hyperfiltration

Dear editor,

Glomerular hyperfiltration is defined as a glomerular filtration rate
(GFR) > 140 ml/min per 1.73 m? body surface area, and it is found in
early diabetes and is associated with a poor prognosis with respect to
the development of diabetic kidney disease [1]. Hyperfiltration is also
present in uncontrolled diabetes, and has been shown to disappear
when insulin treatment is followed strictly, but it may persist in
insulin-treated patients [2]. Enzymes in urine are highly sensitive
markers of renal tubular damage, and previous studies have demon-
strated that determination of enzymuria could facilitate early detec-
tion of diabetic nephropathy [3,4]. Recently our team showed that
urinary y-glutamyltransferase (GGT) was higher in type 2 diabetic
patients with nephropathy than those patients without nephropa-
thy, and the urinary excretion of this enzyme may show renal changes
before they are identified using conventional measurements, such as
changes in GFR and serum creatinine [5]. Thus, the aim of this study
was to assess the activity of urinary GGT in type 2 diabetic patients
with glomerular hyperfiltration but without evidence of nephropathy.

This study included 74 volunteers enrolled in Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brazil. The subjects were divided into two groups:
type 2 diabetic patients without glomerular hyperfiltration (n=67)
and type 2 diabetic patients with glomerular hyperfiltration (n=7).
Exclusion criteria consisted in nephropathy, chronic renal failure,
renal surgery, renal transplantation, urinary tract diseases, the use
of nephrotoxic drugs, malignant disease, infectious disease and liver
disease. All eligible subjects provided informed written consent, and
all studies were conducted in accordance with guidelines approved
by the local research ethics committee (registration number: 23081-
018849/2007-67). Blood samples were collected from all patients
after an overnight fast by venous puncture technique into Vacutainer®
(BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium fluoride plus EDTA
and tubes with no anticoagulants. All patients also collected an early
morning urine sample. The results of urinary albumin were expressed
as milligrams of albumin per gram of creatinine as a tool to match the
levels of albumin in accordance with the concentration of urine [6].
Specimens were routinely centrifuged at 2500 xg for 15 min. Plasma
was used to measure the levels of fasting glucose, while the serum
was used to assess the levels of fructosamine, creatinine, albumin,
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT)
and GGT. Urine was used to measure the levels of creatinine, albumin
and GGT. All measurements were performed using standard methods on
a Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) automated ana-
lyzer. Glomerular filtration rate was estimated by the Modification of
Diet in Renal Disease (MDRD) equation [7]. The continuous data were
summarized as mean and standard deviation (SD), and comparisons be-
tween groups were performed with Student’s ¢ test. The categorical data
were summarized as percentages, and comparisons between groups

0009-8981/% — see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cca2011.12.016

were performed with Chi-square test. P<0.05 was considered statistical-
ly significant.

Baseline characteristics and biochemical parameters of the study
participants are summarized in Table 1. Urinary GGT levels were signif-
icantly higher in type 2 diabetic patients with glomerular hyperfiltra-
tion than those patients without glomerular hyperfiltration, although
asimilar urinary albumin was observed in the groups. No significant
differences were observed for fasting glucose, fructosamine, AST,
ALT, GGT, and serum albumin. Thyroid hormones influence glomeru-
lar hyperfiltration, and both hypothyroidism and hyperthyroidism
were associated with clinically important alterations in kidney func-
tion [8]. In this study none of the patients presented hyperthyroidism,
but some patients presented hypothyroidism. However, no significant
differences were observed between type 2 diabetes patients without
glomerular hyperfiltration and with glomerular hyperfiltration (19.4%
versus 14.3%, P=0.742).

Although observed in a small sample, these data show an increase
of urinary GGT levels in type 2 diabetic patients with glomerular
hyperfiltration, which could to contributes for early detection of dia-
betic kidney disease. Diabetic nephropathy (DN) is characterized by a
series of ultra structural changes in all renal compartments. The
changes include basement membrane thickening, glomerular and
tubular hypertrophy, mesangial expansion, glomerulosclerosis and
tubule interstitial fibrosis. Whilst most attention has focused on glo-
merular changes, it is now increasingly recognized that tubules play
an important role in the pathogenesis of DN [3]. Previous studies have
demonstrated that enzymuria can detect tubular injury [4,9,10], which
isbelieved to be an early event in the pathophysiologic process of clinical
DN. To our knowledge there are no reports available about the associa-
tion between urinary GGT and glomerular hyperfiltration, and neither
if aggressive treatment is associated with kinetic changes in urinary
GGT. In our study, due to similarity of therapeutic profile among the
groups, it was not possible to assess the impact of treatment on the
glomerular hyperfiltration, as well as on urinary activity of GGT.

Glomerular hyperfiltration is associated with a poor prognosis with
respect to the development of diabetic kidney disease [1]. In addition,
some studies support the evidence that diabetic hyperfiltration results
from a fall in proximal tubular hydrostatic pressure due to increased
proximal tubular fluid reabsorption [2,11]. Although the glomerular
hyperfiltration is generally present in uncontrolled diabetes, and has
been shown to disappear when insulin treatment is followed strictly,
it is known that it may also persist in insulin-treated patients [2]. In
this study, urinary GGT activity was higher in type 2 diabetic patients
with glomerular hyperfiltration in comparison with those diabetics
without glomerular hyperfiltration. Thus, we speculate that urinary
GGT may show proximal tubular hydrostatic pressure changes before
they are identified using other measurements. Besides, an increased ex-
cretion of GGT implies injury to the brush border membrane with loss of
microvillous structure [12,13]. Enzymes in urine are highly sensitive
markers of renal tubular damage because of their high molecular
weight, they are not filtered through the glomerulus but originate in
the renal tubular cells, and are excreted in urine [9,14]. Although little
is known about the correlation of hyperfiltration and the renal damage
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Table 1
Baseline characteristics and biochemical parameters of the study patients.

Type 2 diabetes Type 2 diabetes
without glomerular  with glomerular
hyperfiltration hyperfiltration
Age (years) 61.0+11.0 6404+ 6.6
Male (%) 269 57.1
BMI (kg/m*) 294448 288456
Hypertension (%) 94.0 857
Diabetes duration (years) 116492 91+47
Insulin (%) 224 286
Oral hypoglycemic agents (%) 47.8 57.1
Insulin 4+ oral hypoglycemic agents (%)  14.9 143
Fasting glucose (mmol/1) 79434 65428
Fructosamine (pmol/1) 323341126 28284618
GFR (ml/min/1.73 m?) 103.44222 193.0 +60.8""
Creatinine (pmol/1) 7414218 457 + 8.6
AST (U/I) 2574120 225435
ALT (UA) 2844119 210471
GGT (U/1) 2824196 3204184
Serum albumin (g} 363422 388416
Urinary albumin (mg/g creatinine) 49469 33461
Urinary GGT (U/g creatinine) 3454157 487 +15.1°

Data are presented as mean + SD or percentages. *P<0.05 and **P<0.01.

biomarkers as well as if glomerular hyperfiltration itself results in
functional and structural impairment of the kidney, we speculate
that glomerular hyperfiltration is associated with tubular injury, and
the increase of urinary GGT levels in type 2 diabetic patients with glo-
merular hyperfiltration may be an indicator of tubular damage.

There are some limitations in the current study. First, the number
of patients with glomerular hyperfiltration was small, which might
bring uncertainty for the association of the tubular markers and glo-
merular hyperfiltration. Second, the significance of the present one
cross sectional study should be confirmed with a longitudinal re-
search. Despite the limitations of this study, we suggest that urinary
GGT is associated with proximal tubular hydrostatic pressure changes
during glomerular hyperfiltration, and the detection of this enzyme in
random urine samples may be useful to identify patients with poor
prognosis with respect to the development of diabetic kidney disease.
However, further studies are required to confirm this hypothesis.
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5. DISCUSSAO

Presentemente o diagnostico da ND é estabelecido através da determinagéo
da uAlb. Os marcadores de leséo tubular vém surgindo como excelente alternativa
para identificacdo da nefropatia em pacientes com DM tipo 2 (MATHESON et al., 2010,
TONOLO; CHERCI, 2014). Diversos estudos apontam que estes, podem ser
ferramentas Uteis no diagndstico de uma série de doencas renais, como a insuficiéncia
renal aguda, insuficiéncia renal crbnica, azotemia pré-renal, pré-eclampsia e,
especialmente, ND (MISHRA et al., 2005; BENETT et al., 2008; NICKOLAS et al.,
2008; D'ANNA et al., 2008). No entanto alguns destes marcadores de lesao tubular
ainda ndo foram totalmente avaliados em relac@o a s suas caracteristicas diagnosticas
na ND, incluindo a NGAL, a KIM-1 e a NAP, bem como as enzimas urinarias, que ja
vém demonstrando potencial diagndstico, porém ainda nédo foram inseridas na rotina
diagnostica.

Nesta tese, avaliamos os biomarcadores urinarios tubulares uNAG, uGGT,
NAP, uNGAL e uKIM-1 em pacientes com DM tipo 2. Entre os principais resultados,
pode-se destacar a associacdo dos biomarcadores urinarios avaliados com a ND,
tanto quando os resultados foram expressos em valores absolutos ou quando foram
expressos na forma de razdo com a uCr. Pela primeira vez, foi avaliada a capacidade
diagnéstica, os pontos de corte, a sensibilidade e a especificidade dos marcadores
NAP, uKIM-1 e uNGAL no diagnéstico da nefropatia em pacientes com DM tipo 2.
Foram observadas diferencas na capacidade diagnéstica destes marcadores, quando
comparados os valores corrigidos e néo corrigidos pela uCr, uma vez que nao existe
consenso estabelecido de qual é a melhor forma de expressar estes marcadores
(DELANAYE et al., 2011). Além disto, foi demonstrado que a estratificacdo dos
pacientes de acordo com os niveis de EUA, mesmo na faixa considerada como
normoalbuminuria pelos critérios atuais, os biomarcadores j4 apresentaram niveis
aumentados, demonstrando a presenca de lesdo tubular antes mesmo do
desenvolvimento da lesdo glomerular. O conjunto desses resultados corrobora outros
estudos que vém demonstrando a precocidade dos marcadores tubulares em uma
série de doencas renais, dentre elas a ND (NIELSEN et al., 2010; NAUTA et al., 2011;
VAIDYA et al., 2011; KIM et al., 2012; FU et al., 2012).

Primeiramente, avaliamos o potencial diagnéstico do biomarcador uKIM-1 e suas
caracteristicas diagnésticas, bem como o efeito da correcdo pela uCr sobre estas

caracteristicas, conforme descrito na secdo ARTIGO I. Os pacientes com DM tipo 2
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foram divididos em dois grupos: com e sem nefropatia. Verificamos que os niveis de
uAlb e uKIM-1, com e sem correcao pela creatinina urinaria foram significativamente
maiores nos pacientes nefropatas. A analise da receiver operating characteristic curve
(ROC) foi utilizada para determinar a capacidade diagnostica da uKIM-1, com e sem
correcdo pela creatinina urinaria, em identificar a nefropatia em pacientes com DM tipo
2. A uKIM-1, expresso em valores absolutos, teve maior capacidade diagndstica em
identificar a ND do que a uKIM-1 corrigida pelos valores urinarios de creatinina.
Sendo assim, verificamos que tanto a uKIM-1 expresso em valores absolutos,
como a uKIM corrigida pela creatinina urinaria possuem capacidade de identificar a
ND. No entanto, uKIM-1 expresso em valores absolutos apresentou maior capacidade
de discriminar a ND do que a razdo uKIM-1 creatinina. Além disto, nos estabelecemos
0os melhores pontos de corte para uKIM-1, com e sem correcdo pelos niveis urinarios
de creatinina, conforme descrito na tabela 1 (ARTIGO ). Para o nosso conhecimento,
este estudo € a primeira tentativa de analisar se a corre¢cao do uKIM-1 pela uCr afeta
as caracteristicas diagndsticas deste biomarcador na identificacdo da ND. Os
biomarcadores urinarios, tais como albumina e outros marcadores de lesdo renal, sdo
frequentemente reportados corrigidos pela concentracdo da uCr na forma de razéo
(WAIKAR et al., 2010). No entanto, ndo ha padronizacdo especifica para a expressao
dos resultados de uKIM-1 como valor absoluto ou como razédo uKIM-1/uCr. Embora
os valores absolutos de uKIM-1 foram diferentes entre os pacientes DM tipo 2 com
nefropatia e pacientes com DM tipo 2 sem nefropatia, ndo houve diferencas
significativas para a uCr. Assim, a uCr esta em grande parte diretamente relacionada
com a TFG. No entanto, 10% - 40% da uCr é consequéncia da secrecao tubular ativa,
com variagao substancial entre os grupos demograficos (BOENIGER et al., 1993).
Também avaliamos os marcadores uNAP, uNAG, uGGT, uKIM-1 e uNGAL,
conforme descrito na se¢do MANUSCRITO |. Os marcadores tubulares avaliados
nesta etapa foram mais elevados nos pacientes com DM tipo 2 e nefropatia, tanto os
marcadores expressos em valores absolutos ou como razao com a uCr. Apenas a
uGGT quando expressa em valores absolutos ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos. Estes resultados corroboram diversos estudos que
demonstraram que os marcadores de dano tubular estdo elevados na urina de
pacientes com DM tipo 2 e nefropatia (JUNG et al., 1988; NAVARRO et al., 2006;
AMBADE et al., 2006; KARAKARANI-MOHAMMADI et al., 2007; DE CARVALHO et
al., 2011; FU et al., 2011; KIM et al 2012; KIM et al., 2013). De fato, evidéncias

recentes tém demonstrado a importancia da deteccao do dano tubular no diagnéstico
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precoce da lesédo renal, especialmente em pacientes DM com suspeita de ND
(NIELSEN et al 2010, NAUTA et al, 2011, KIM et al, 2012, FU et al, 2012, VAIDYA et
al, 2011, NIELSEN et al, 2010).

Quando analisamos as areas sob as curvas ROC (AUROC), verificamos que
todos os marcadores, com excecdo da uGGT expressa em valores absolutos, tém a
capacidade de identificar a ND. Quando avaliamos o fato de corre¢céo dos marcadores
tubulares pela uCr, duas situagdes diferentes foram observadas:

- Primeiramente, verificando as caracteristicas dos marcadores expressos em
valores absolutos, UNGAL e uKIM-1 apresentaram melhor capacidade diagnostica na
identificag8o dos pacientes com ND, sendo as areas obtidas > 0,9. Estes resultados
corroboram estudos prévios, que verificaram AUROC semelhantes para o0s
marcadores UNGAL e uKIM-1 (LACQUANITI et al., 2013; SHAO et al., 2014).

- Posteriormente, analisando os resultados dos marcadores expressos como
razéo pela uCr, a uNAG, a uGGT e a NAP tiveram melhor desempenho para identificar
a ND, apresentando AUROCs de 0,683, 0,783 e 0,850, respectivamente. Os
resultados obtidos para AUROC na identificacdo da ND, sdo semelhantes aos obtidos
em observacdes anteriores (DE CARVALHO et al., 2011; ASSAL et al., 2013).

De maneira interessante, a correcdo da NAP pela uCr melhora suas
caracteristicas diagnésticas, o que € demonstrado por aumento da AUROC e,
consequentemente sensibilidade e especificidade superiores. Contrariamente, 0s
marcadores UNGAL e uKIM-1, quando corrigidos pela uCr apresentaram diminuicao
de suas AUROCSs. A base tedrica para o ajuste uCr é para compensar as variacoes
nas concentracdes de urina (assumindo uma taxa de excrecdo uCr constante),
reduzindo assim a variacdo do biomarcador (HELMERSSON-KARLQVIST et al.,
2013). No entanto, ainda ndo esta claro se a correcdo dos biomarcadores urinarios
pela a creatinina € Gtil para o diagnéstico de algumas doencas renais (WAIKAR et al.,
2010). Em particular, ndo se sabe se a normalizagdo de biomarcadores urinérios
tubulares pela creatinina pode afetar a sua capacidade de diagndstico na investigacao
da ND. Além disto, CONTI et al. (2009) propuseram que o ajuste dos valores de
quaisquer marcadores tubulares pela uCr, especialmente em pacientes com
insuficiéncia renal crénica ou aguda, mesmo moderada, pode ser inapropriado.

Para a avaliagdo do potencial de deteccao precoce de leséo renal, foram
selecionados o0s marcadores que apresentaram as melhores caracteristicas
diagnésticas (AUROC, sensibilidade e especificidade), uKIM-1 e uNGAL. Os

pacientes foram estratificados em trés grupos de acordo com EUA: uAlb < 10 mg/g
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creatinina, uAlb 10 - 30 mg/g creatinina e uAlb > 30 mg/g creatinina. Cabe ressaltar
gue dois destes grupos estdo dentro da faixa normoalbumindrica, conforme os
critérios atuais de classificacdo da ND. Analisando os dados obtidos para as
determinacdes de uKIM-1 e uNGAL, tanto quando expressa em valores absolutos ou
como ratio, verificou-se que os valores destes marcadores estavam elevados né&o
somente no grupo com EUA > 30 mg/g creatinina, mas também no grupo de individuos
com EUA de 10 - 30 mg/g creatinina. Estas observagbes comprovam o potencial
destes biomarcadores na deteccédo precoce de dano renal, uma vez que seus valores
estdo aumentados mesmo antes da instalacdo da nefropatia. De fato, estes resultados
estdo de acordo com outros estudos que demonstraram elevagdo de marcadores
tubulares em pacientes com EUA < 30 mg/g cr (uAlb normal), identificando a presenca
de dano tubular renal, sem elevacgéo aparente de marcadores de lesdo glomerular (FU
etal., 2012; LACQUANITI et al., 2013, ASSAL et al., 2013; KIM et al., 2012; KIM et al.,
2014).

Ainda em relagdo a atividade da uGGT, avaliamos o comportamento desta
enzima nos pacientes com DM tipo 2 e hiperfiltracdo glomerular, mas sem sinais de
ND. Para o nosso conhecimento, ndo ha relatos disponiveis sobre a associacao entre
UGGT e hiperfiltracdo glomerular. A hiperfiltragcdo glomerular estd associada a
prognéstico desfavoravel quanto ao desenvolvimento de doenca renal diabética
(MORGENSEN, 2008). Neste estudo, a atividade da uGGT foi maior em pacientes
com DM tipo 2 e hiperfiltracdo glomerular em comparacdo com os pacientes com DM
tipo 2 sem hiperfiltragéo glomerular. Assim, especula-se que a atividade da uGGT
pode estar relacionada a alteracbes de pressao hidrostatica nos tubulos proximais,
antes mesmo que estas possam ser identificadas por outros métodos. Embora a
associacdo entre a hiperfiltracdo e os biomarcadores de dano renal seja pouco
conhecida, haja vista que a propria hiperfiltracdo glomerular resulta em
comprometimento estrutural e funcional do rim (PERSSON et al., 2010; FRISCHE et
al., 2011), nés acreditamos que a hiperfiltracdo glomerular estd associada com a leséo
tubular e 0 aumento da atividade urinaria da GGT em pacientes com DM tipo 2 e
hiperfiltracdo glomerular pode ser um indicador de leséo tubular.

Finalmente, verificamos dentre os marcadores qual deles possui a melhor
capacidade diagnostica quando expressos em valores absolutos (UNGAL e uKIM-1)
ou expressos na forma de razdo com a uCr (NAP, uNAG e uGGT). Para isso,
realizamos a comparacdo das curvas ROC (ENG, 2005), com posterior analise

através da estatistica Z (BEWIIK et al., 2004). Os resultados obtidos podem ser
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observados na figura 7 (Anexo 2). Verificamos que uNGAL e uKIM-1 tiveram
capacidade diagnéstica estatisticamente superior em relagdo aos outros
biomarcadores, exceto para a comparacdo de NAP corrigida pela uCr e uKIM-1,
conforme demonstrado na tabela 2 (Anexo 1). Além disto, cabe ressaltar que ndo
houve diferenca entre os marcadores uUNGAL e uKIM-1 quando comparados entre si,

0 que demonstra haver equivaléncia na capacidade diagndstica entre os marcadores.
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6. CONCLUSOES

o O marcador urinario tubular KIM-1, expresso tanto em valores absolutos
guanto na forma de razdo com a uCr, foi eficaz para a identificacdo da ND. No entanto,
0 ajuste de KIM-1 pela uCr reduziu a capacidade diagnéstica deste biomarcador;

o Os biomarcadores urinérios avaliados apresentaram potencial no diagndéstico
da nefropatia em pacientes com DM tipo 2, destacando a uKIM-1 e a uNGAL, que
tiveram a melhor capacidade diagndstica. Além disto, verificou-se que os marcadores
UNGAL e uKIM-1 estavam elevados mesmo em individuos considerados
normoalbuminudricos (EUA 10 - 30 mg/g Cr), demonstrando a deteccdo de lesédo
tubular precoce. Sendo assim, a avaliacdo destes marcadores pode representar
importante ferramenta na pratica clinica para o diagndstico precoce e monitoramento

da nefropatia em pacientes com DM tipo 2.

o A excrecao urinaria de enzimas tubulares (NAG e GGT), proteinas tubulares
(KIM-1) ou proteinas relacionadas com a reabsorcdo tubular (NGAL) e NAP pode
indicar a presenca da lesdo renal em estagio inicial, antes mesmo desta ser
identificada por medidas convencionais, tais como alteracbes na TFG, creatinina
sérica e anteriormente ao aparecimento de marcadores tradicionais de leséo

glomerular, tais como uAlb;

o NAP mostrou boa capacidade diagnéstica na identificacdo de nefropatia em
pacientes com DM tipo 2, demonstrando ser um marcador promissor na deteccao
precoce da ND. Além disso, cabe ressaltar sua facilidade de implantacdo na rotina
clinica, devido as metodologias bem estabelecidas e padronizadas, aliadas ao baixo

custo;

o Foi demonstrado que a correcao pela uCr para os marcadores uUNGAL e
uKIM-1, diminui a sua capacidade diagnostica. O oposto foi observado para a uNAG,
a UGGT e a NAP, que apresentaram melhor desempenho quando expressos na forma
de razdo pela uCr. Desta forma, a corregcdo dos marcadores urinarios de origem
tubular pela uCr precisa ser melhor avaliada, pois continua a ser bastante controversa.
E necessario estabelecer quais marcadores e em que situacdes estes devem ser

corrigidos pela uCr.
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o Foi verificada associacédo entre a hiperfiltracdo glomerular e a leséo tubular,
caracterizada pelo aumento da atividade da uGGT nos pacientes com DM tipo 2.
Assim, a determinacdo da atividade da uGGT pode contribuir para o diagndstico da
ND em associagcdo com outros marcadores, além de auxiliar na identificacdo do
desenvolvimento do processo de lesdo tubular em um estagio anterior ao

desenvolvimento da ND.

o A comparacao entre os marcadores utilizados no estudo, demonstrou que
uKIM-1 e uNGAL (expressos em valores absolutos) possuem a melhor capacidade
diagnoéstica em relacdo aos demais marcadores. Além disto, quando comparados

entre si, uKIM-1 e uNGAL, demonstraram ter a capacidade diagndstica equivalente.

o Finalmente, verificamos que a NAP corrigida pela uCr apresentou capacidade
diagnéstica equivalente ao uKIM-1 (expresso em valores absolutos). Assim, a NAP

pode ser uma nova ferramenta promissora na investigacdo da ND.
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Figura 7 — Curvas ROC dos biomarcadores com melhor desempenho diagnéstico na

deteccdo da ND expressos em valores absolutos (NGAL e KIM-1) e na forma de ratio

(NAG, GGT e NAP).
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ANEXO Il

Tabela 2 — Comparacgéo entre as AUROCSs dos marcadores com melhor desempenho
na detedcdo da ND expressos em valores absolutos (UNGAL e uKIM-1) e na forma de
ratio (UNAG, uGGT e NAP).

Diferenca entre as Estatistica Z P <0,05
AUROCS

Ratio uNAG vs ratio uGGT 0,100 0,610 0,5422
Ratio uNAG vs uNGAL 0,290 4914 < 0,0001
Ratio uNAG vs uKIM-1 0,264 4,250 < 0,0001
Ratio NAP vs uNAG 0,167 2,558 0,0105
Ratio NAP vs uNGAL 0,123 1,980 0,0478
Ratio NAP vs uGGT 0,067 2,157 0,0310
Ratio NAP vs uKIM-1 0,097 1,432 0,1522
UNGAL vs ratio uGGT 0,190 3,940 0,0001
uKIM-1 vs ratio uGGT 0,164 3,334 0,0009
UNGAL vs uKIM-1 0,026 1,489 0,1365

Ratio UuNGA: N-B-acetil-glucosaminidase (U/mg Cr); ratio uGGT: gama-
glutamiltransferase (U/mg Cr); ratio NAP: Nonalbumin proteinuria (mg/g Cr); NGAL:

neutrophil gelatinase associated lipocalin (ng/mL) e uKIM-1: kidney molecule injury -1

(pg/ml).
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