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Introducgédo: A nefropatia diabética (ND) é definida como um aumento na taxa de
excregdo urinaria de albumina, sendo esta frequentemente associada ao aumento
da pressao sanguinea. A ND é a principal causa de doenca renal em estagio final,
estando também associada ao aumento do risco de mortalidade cardiovascular. A
microalbumindria € o primeiro sinal de dano renal ou nefropatia incipiente, sendo
geralmente considerado o melhor preditor ndo-invasivo para o desenvolvimento de
ND. Os marcadores urinarios de dano tubular sdo principalmente compostos por
enzimas ou proteinas plasmaticas de baixo peso molecular que sdo normalmente
filtradas pelo glomérulo, sendo que estes biomarcadores podem ser Uteis para o
diagnostico da ND. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas
diagnosticas dos niveis urinarios de gama-glutamiltransferase (GGT) e fosfatase
alcalina (FAL) para o diagnostico da ND.

Métodos: Glicemia de jejum, frutosamina, creatinina sérica, taxa de filtracao
glomerular (TFG), acido urico, albumina, além dos niveis urinérios de albumina, GGT
e FAL foram mensurados em 74 pacientes diabéticos tipo 2 sem nefropatia e 38
pacientes diabéticos tipo 2 com nefropatia.

Resultados: As enzimas GGT e FAL, mensuradas em amostras de urina, foram
trés vezes mais elevadas nos pacientes diabéticos tipo 2 com nefropatia. Foram
observadas correlacdes significativas entre a albumina urinaria e GGT (r=0,439,
P<0,001) e albumina urinaria e FAL (r=0,305, P<0,01). As areas sob a curva para
GGT e FAL foram 0,7696 (P<0,001) e 0,7233 (P<0,001), respectivamente. Ao
considerar o ponto de corte de 72 U/g de creatinina, a GGT demonstrou uma
sensibilidade de 96,0% e especificidade de 52,6%. Considerando o ponto de corte
de 20 U/g de creatinina, a FAL demonstrou uma sensibilidade e especificidade de
83,8% e 36,8%, respectivamente.

Conclusdes: As enzimas GGT e FAL mensuradas em amostras de urina
apresentaram potencial valor para o diagnostico de nefropatia em pacientes com
diabetes tipo 2, mas a GGT apresentou uma habilidade discretamente superior a
FAL nesta diferenciacao.

Palavras-chave: albumindria, fosfatase alcalina, nefropatia diabética; gama-
glutamiltransferase
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Background: Diabetic nephropathy (DN) is defined as a rise in urinary albumin
excretion rate, often associated with an increase in blood pressure. It is the leading
cause of end-stage renal disease and carries an increased risk for cardiovascular
mortality. Microalbuminuria is the first sign of diabetic renal impairment or incipient
nephropathy and is generally considered the best noninvasive predictor for the
development of DN. Urinary markers of tubular damage are mainly composed of
enzymes or plasma proteins of low molecular weight that are normally freely filtered
by the glomerulus, and these biomarkers can be useful for diagnosis of DN. Thus,
the aim of this study was to test the diagnostic accuracy of the urinary excretion of
gama-glutamyltransferase (GGT) and alkaline phosphatase (ALP) for diagnosis of
diabetic nephropathy (DN).

Methods: Fasting glucose, fructosamine, serum creatinine, glomerular filtration rate
(GFR), serum uric acid, serum albumin, and urinary albumin, creatinine, GGT and
ALP were assessed in 74 type 2 diabetic patients without nephropathy and 38 type 2
diabetic patients with nephropathy.

Results: Urinary GGT and ALP were threefold higher in type 2 diabetic patients with
nephropathy. Significant correlations were observed between urinary albumin and
GGT (r=0.439, P<0.001) and urinary albumin and ALP (r=0.305, P<0.01). Areas
under the curve for GGT and ALP were 0.7696 (P<0.001) and 0.7233 (P<0.001),
respectively. At a cut-off value of 72 U/g creatinine, GGT demonstrated a sensitivity
of 96.0% and a specificity of 52.6%. At a cut-off value of 20 U/g creatinine, ALP
demonstrated a sensitivity and specificity of 83.8% and 36.8%, respectively.
Conclusions: Urinary GGT and ALP have potential value in the diagnosis of
nephropathy in type 2 diabetic patients, but GGT has a slightly higher ability to
discriminate nephropathy than ALP.

Keywords: albuminuria; alkaline phosphatase; diabetic nephropathy; gamma
glutamyltransferase.
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1. INTRODUCAO

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

O desenvolvimento das complicagdes cronicas do DM, incluindo as
complicacdes cardiovasculares e a nefropatia, Sdo responsaveis por uma proporcao
significativa do aumento das taxas de mortalidade em pacientes com DM (ADA,
2009; SCHRAMM et al.,2008). O exato mecanismo pelo qual o DM leva ao
desenvolvimento destas complicacbes € complexo e nédo estad ainda totalmente
elucidado, mas envolve os efeitos toxicos diretamente desencadeados pela
hiperglicemia, juntamente com o aumento da pressdo arterial, anormalidades
lipidicas, estresse oxidativo, doenca inflamatoria cronica, hipoxia e isquemia
(MARFELLA et al., 2002; PU et al.,2006; LEBECHE et al., 2008).

A nefropatia diabética (ND) ocorre em 20 a 40% dos pacientes com DM e &
uma das complicacdes cronicas do DM que estd associada a um importante
aumento de mortalidade, principalmente relacionado a doenca cardiovascular
(VALMADRID et al.,2000; ADA, 2010). No Rio Grande do Sul, Brasil, 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). A ND apresenta-se em trés estagios
evolutivos: nefropatia incipiente ou fase de microalbumindria, nefropatia clinica ou
fase de macroalbumindria e insuficiéncia renal terminal (uremia) (MURUSSI et al.,
2008). A albuminuria é definida como a taxa de excrec¢ao urinaria de albumina, e tem
sido considerada como um preditor do desenvolvimento da ND (PICCIRILLO et al.,
2004).

A microalbuminaria € o primeiro sinal de insuficiéncia renal ou de ND
incipiente (REMUZZI et al.,, 2002; MATHENSON et al., 2010), e €& geralmente
considerado o melhor preditor ndo-invasivo para o desenvolvimento de ND (NARITA
et al., 2006). A microalbuminuria € aceita como um marcador diagndéstico precoce de
nefropatia, e também um importante fator de risco para eventos cardiovasculares em
pacientes diabéticos e em nao-diabéticos (LAMBERS HEERSPINK et al., 2005;
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RUGGENENTI & REMUZZI, 2006; BARRAT & TOPHAM, 2007; MATHESON et al.,
2010).

Os marcadores urinarios indicativos de lesdo tubular incluem a avaliacdo
laboratorial de enzimas urinarias ou de proteinas de baixo peso molecular que
normalmente sdo filtradas pelo glomérulo (MATHESON et al., 2010). A excrecao
aumentada destes marcadores na urina € resultante da reabsorcédo deficiente de
proteinas do plasma pelas células tubulares, ou de aumento da secrecdo de
enzimas urinarias por células epiteliais tubulares, ambos levando a proteindria
tubular (HONG et al., 1998; BARRAT & TOPHAM, 2007; MATHESON et al., 2010).
Da mesma forma, as enzimas na urina s&o marcadores altamente sensiveis de lesédo
tubular renal. Algumas das proteinas e enzimas tubulares melhores caracterizadas
para a detectacédo da leséo tubular proximal séo: a; € B,-microglobulina, cistatina C,
proteina ligadora do retinol, o-glutationa S-transferase (GST), gama-
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FAL), lactato desidrogenase (LD) e N-
B-acetil-glucosaminidase (NAG) (HERGET-ROSENTHAL et al., 2004; BAGASHAW
et al., 2007).

Considerando que a nefropatia € uma das principais complica¢cdes cronicas
do diabetes, o estudo de biomarcadores laboratoriais aplicados ao seu diagndéstico
pode contribuir para o melhor conhecimento da fisiopatologia deste processo, bem
como colaborar para a implantacdo de novas abordagens diagndésticas aplicadas a
préatica clinica. Dessa forma, o estudo envolvendo os biomarcadores GGT e FAL,
duas enzimas amplamente mensuradas por técnicas bem estabelecidas nos
laboratérios de analises clinicas, pode adicionar novas informacfes Uteis aplicadas
especialmente ao diagnodstico da nefropatia no DM tipo 2, além de outras condi¢des

associadas ao comprometimento renal.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus: histérico e definicdo

O primeiro caso de diabetes foi constatado no Egito em 1500 a.C., como uma
doenca desconhecida. A denominacdo diabetes foi usada pela primeira vez por
Apolonio e Memphis em 250 a.C. Diabetes em grego quer dizer sifao (tubo para
aspirar a 4gua), este nome foi dado devido a sintomatologia da doenca que provoca
sede intensa e grande quantidade de urina. O diabetes sé adquire a terminologia
mellitus no século | d.C.; Mellitus, em latim, significa mel, logo a patologia passa a
ser chamada de urina doce (GAMA, 2002).

O termo diabetes mellitus (DM) aplica-se a um grupo de disturbios
metabolicos, de etiologia mudltipla, que se caracterizam, bioquimicamente, por
hiperglicemia cronica resultante de defeitos na secre¢éo da insulina e/ou sua agao
(ADA, 2004; CRAIG et al., 2009).

Varios processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do DM,
sendo que estes vao desde a destruicdo auto-imune das células B do pancreas (com
consequente deficiéncia de insulina) até anormalidades que resultam em resisténcia
a acao da insulina. As células p-pancreaticas desempenham um papel importante na
manutencdo da homeostase da glicose, secretando insulina, um hormdnio chave
para a regulacdo do metabolismo da glicose. Disfuncbes das células B e/ou uma
diminuicdo da massa de células B sdo associadas estreitamente com a patogénese
e fisiopatologia do DM (ADA, 2002).

A secrecdo inadequada da insulina, bem como a sua a¢do diminuida nos
tecidos, sdo responsaveis pelas alteracbes no metabolismo dos carboidratos,
lipideos e proteinas no DM. O comprometimento da secrecdo de insulina e os
consequentes defeitos na sua acgéo, frequentemente, coexistem no mesmo paciente,
no entanto, nem sempre € claro qual destes é a causa primaria da hiperglicemia
(ADA, 2004).

Os sintomas de hiperglicemia acentuada incluem politria, polidipsia, perda de
peso, as vezes com polifagia e visdo turva. Comprometimento do crescimento e

susceptibilidade a certas infecgcbes também podem acompanhar a hiperglicemia
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cronica. Na hiperglicemia aguda, as consequéncias fatais do DM, ndo controlado, é
a cetoacidose ou a sindrome hiperosmolar ndo cetotica (ADA, 2002; ADA, 2004).
Muitas vezes, 0s sintomas nao séo graves, ou podem estar ausentes, mas a
hiperglicemia € suficiente para causar patologias e alteracfes funcionais que podem
estar presentes por um longo tempo antes do diagndstico ser feito. Os efeitos a
longo prazo do DM incluem o desenvolvimento progressivo de complicacdes
especificas como a retinopatia com potencial cegueira, nefropatia, que pode levar a
insuficiéncia renal, e/ou neuropatia (com risco de Ulceras nos pés, amputacdes,
artropatia de Charcot, disfuncdes autonémicas caracteristicas, incluindo a disfuncéo
sexual). Além disso, pessoas com DM tém um risco aumentado de doenca
cardiovascular, vascular periférica e cerebrovascular (WHO, 1999; ADA, 2002).

2.2 Classificacdo do diabetes mellitus

2.2.1 Classificacbes anteriores

Devido a multiplicidade etiolégica do DM, até 1979 muitos eram 0s critérios
para se diagnosticar a doenca. Em 1979, o National Diabetes Data Group (NDDG),
patrocidado pelo National Institute of Health (NIH), estabeleceu critérios para serem
adotados nos Estados Unidos (NDDG,1979). A primeira classificagdo amplamente
aceita do DM foi publicada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1980,
baseada nos critétios estabelecidos pelo NDDG (WHO, 1980), e modificada em
1985 (WHO, 1985).

Entre 1980 e 1985, as classificacbes do DM incluiam as classes clinicas de
intolerancia a glicose e duas classes de risco estatistico. Em 1980, o Expert
Committee prop6s duas classes principais do DM: diabetes mellitus dependente da
insulina (DMDI) ou tipo 1 e diabetes mellitus ndo dependente de insulina (DMNDI) ou
tipo 2. No relatério da OMS emitido em 1985, os termos tipo 1 e tipo 2 foram
omitidos, mas as classes DMDI e DMNDI foram mantidas, e uma classe de diabetes
mellitus da desnutricdo (DMN) foi introduzida (WHO, 1985). Em ambos relatdrios,
1980 e 1985, outras classes do DM foram incluidos, como, insuficiéncia de
tolerancia a glicose (ITG) e o diabetes mellitus gestacional (DMG). Estas foram

avaliadas na subsequente reunido do comite de nomenclatura internacional de
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doencas (NID) em 1991, na décima revisdo da classificagdo internacional de
doencas (CID-10), em 1992. A classificacdo de 1985 foi amplamente aceita e
utilizada internacionalmente. Ela representou um compromisso entre a classificacéo
clinica e etiologica e permitiu a classificagdo dos pacientes, individualmente de uma
forma clinicamente util, mesmo quando a causa especifica ou etiologia fosse
desconhecida. A classificacdo recomendada incluia tanto o estadiamento do DM,
baseado em critérios clinicos, critérios descritivos e uma classificacdo etioldgica
complementar (WHO, 1999).

2.2.2 Classificacéo atual do diabetes mellitus

Em junho de 1997, um comite internacional de especialistas publicou um
relatério com novas recomendacgdes para a classificacdo e diagnostico do DM. Estas
novas recomendacdes foram o resultado de mais de dois anos de colaboracdo entre
os especialistas da Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e a OMS. A utilizacéo
de sistemas de classificacdo e critérios diagnésticos padronizados facilitam uma
linguagem comum entre pacientes, meédicos, demais profissionais de saude e
cientistas. A descoberta de outros tipos de DM com fisiopatologia especificas que
nao se encaixam nesse sistema de classificacdo até entdo em uso tornava mais
complicada a classificacdo. Essas dificuldades, juntamente com novos conhe-
cimentos sobre os mecanismos do DM, deram um grande impulso para o
desenvolvimento de um novo sistema de classificacdo (MAYFIELD, 1998). Dessa
maneira foi desenvolvido um novo sistema de classificacdo em que os termos DMID
e DMNDI foram eliminados, sendo mantidos os termos tipo 1 e tipo 2. Com isso,
foram criadas outras categorias, conforme apresentado na tabela 1(BRAGA, 2002).

Atribuir um tipo de DM para um individuo, muitas vezes depende das
circunstancias presentes no momento do diagndstico, sendo que muitos individuos
diabéticos ndo se encaixam facilmente em uma Unica classe. Por exemplo, uma
pessoa com DMG pode continuar a ser hiperglicémica apés o parto e pode ter, de
fato, o DM tipo 2. Alternativamente, uma pessoa que adquire DM devido a grandes
doses de esterdides exdgenos pode restabelecer a normoglicemia quando os
glicocorticéides forem interrompidos, mas pode desenvolver DM muitos anos mais

tarde, apds episédios recorrentes de pancreatite. Outro exemplo seria uma pessoa
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tratada com tiazidas que desenvolve diabetes anos mais tarde. Como as tiazidas
raramente causam hiperglicemia severa, esses individuos provavelmente tinham DM

tipo 2, que foi agravada pela droga (ADA, 2002).

Tabela 1. Classificacéo etiologica do diabetes mellitus.

|. Diabetes tipo 1

* Destruicdo das células beta, usualmente levando a deficiéncia completa
de insulina

A. auto-imune

B. idiopético

Il. Diabetes tipo 2

 Graus variados de diminuicao de secrecao e resisténcia a insulina

lll. Outros tipos especificos
. Defeitos genéticos da fungao da célula 3
. Defeitos genéticos da acao da insulina

. Doencas do pancreas exocrino

. Inducéo por drogas ou produtos quimicos

A

B

C

D. Endocrinopatias
E

F. Infeccbes

G

. Formas incomuns de diabetes imuno-mediado

V. Diabetes Gestacional

Fonte: ADA, 1997.



19

2.2.2.1 — Diabetes mellitus tipo 1

O diabetes mellitus tipo 1 (DM tipo 1) ocorre geralmente pela destruicdo das
células B, levando a absoluta deficiéncia de insulina. Pode ser dividido em dois
subgrupos:

e Diabetes imunomediada

Nesta classificagdo do DM anteriormente integravam os termos diabetes
insulino-dependente, DM tipo 1 ou diabetes de inicio juvenil, resultado da destruicao
das células B do pancreas, mediado por processo autoimune celular (ATKINSON &
MACLAREN, 1994).

No DM tipo 1, o intervalo maximo de tempo apds o diagndstico, em que o
individuo pode permanecer sem usar obrigatoriamente insulina, ou seja, periodo em
gue nédo ocorre cetoacidose, é em geral de 1 a 2 anos. Este dado, algumas vezes,
pode ser util na classificagcdo do individuo, pois o paciente que necessita de insulina
apenas apos 2 anos do diagnéstico de DM é em geral do tipo 2. O pico de incidéncia
do DM tipo 1 ocorre dos 10 aos 14 anos de idade, havendo a seguir uma diminuicédo
progressiva da incidéncia até os 35 anos, de tal maneira que casos de DM tipo 1 de
inicio apos esta idade sdo pouco frequentes. No entanto, individuos de qualquer
idade podem desenvolver DM tipo 1 (GROSS et al., 2002).

e Diabetes Idiopatica

Os individuos com esta forma de DM sofrem de cetoacidose episédica e
apresentam diferentes graus de deficiéncia de insulina entre os episédios. Esta
forma de DM é fortemente hereditaria, mas ndo ha evidéncias imunoldgicas para
auto-imunidade celular, e ndo tem associacdo com antigeno de histocompatibilidade.
Uma exigéncia absoluta para terapia de reposicao de insulina em pacientes afetados
pode ir e vir. Nesta categoria os individuos sdo na maioria de origem africana ou
asiatica (ADA, 2002; GROSS et al., 2002).

2.2.2.2 Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2) é mais comum do que o tipo 1,

perfazendo cerca de 90% dos casos de DM. E uma entidade heterogénea,
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caracterizada por disturbios da acao e secrec¢do da insulina, com predominio de um
ou outro componente (WHO, 1999).

A etiologia especifica deste tipo de DM ainda ndo esta claramente
estabelecida como no DM tipo 1. A destruicdo auto-imune do pancreas ndo esta
envolvida. Ao contréario do DM tipo 1, a maioria dos pacientes apresenta obesidade.
A idade de inicio do DM tipo 2 é variavel, embora seja mais frequente apds os 40
anos de idade, com pico de incidéncia ao redor dos 60 anos. Em finlandeses, 97%
dos pacientes tipo 2 iniciaram o DM ap6s os 40 anos de idade (ERIKSSON et al.,
1992). Estudos que aliam a obesidade a idade superior a 40 anos indicam este
ponto de corte da idade como discriminatorio entre os dois tipos de DM (HOTHER-
NIELSEN et al.,1988).

Por outro lado, outros autores associam a auséncia de episodio agudo de
cetoacidose e idade superior a 20 anos como indicadores da presenca de DM tipo 2
(SERVICE et al., 1997). Portanto, a idade de forma isolada parece ndo definir a
classificacdo, mas se aliada a outras variaveis como obesidade e auséncia de
cetoacidose, pode sugerir o tipo de DM. Deve ser levado em conta que, embora a
ocorréncia de cetoacidose seja caracteristica do estado de deficiéncia insulinica do
tipo 1, o paciente tipo 2 pode apresentar este quadro na vigéncia de intercorréncias
graves como infeccdes ou episoddios agudos de doenca cerebrovascular (KITABCHI
et al., 2001).

A ocorréncia de agregacao familiar do diabetes € mais comum no DM tipo 2
do que no DM tipo 1. No entanto, estudos tem descrito uma prevaléncia duas vezes
maior de DM tipo 1 em familias com tipo 2, sugerindo uma possivel interacao
genética entre os dois tipos de DM (LI et al., 2001). A diferenciacdo entre os dois
tipos mais comuns de DM é em geral seletivamente simples e baseada

fundamentalmente em dados clinicos (GROSS et al., 2002).

2.2.2.3 Diabetes mellitus gestacional

O DM gestacional € definido como a tolerancia diminuida aos carboidratos, de
graus variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez durante a gestacao,
podendo ou ndo persistir apdés o parto (ADA, 1997; WHO, 1999). Os fatores de risco
associados ao DMG sédo semelhantes aos descritos para o DM tipo 2, incluindo,

ainda, idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso na gravidez atual,
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deposicao central excessiva de gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal
excessivo, polidramnio, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez atual,
antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal.

O rastreamento do DM é realizado a partir da primeira consulta pré-natal,
sendo a medida da glicose em jejum utilizada com o objetivo de detectar a presenca
de DM pré-existente. A partir da 202 semana da gravidez, é realizada outra medida
da glicose plasmatica de jejum, com ponto de corte de 85mg/dL, visando a detecc¢do
do DMG (REICHELT et al., 1998).

2.2.2.4 Outros tipos especificos de DM

Na medida em que séo elucidados os processos de patogénese do DM, tanto
em relacdo a marcadores genéticos como 0s mecanismos da doencga, tem crescido
0 numero de tipos distintos de DM, permitindo uma classificacdo mais especifica e
definitiva (GROSS et al., 2002). Portanto, novas categorias tém sido acrescidas a
lista de tipos especificos de DM, incluindo outros tipos especificos de DM devido a
outras causas como, por exemplo, defeitos genéticos na funcdo das celulas B,
defeitos genéticos da acdo da insulina, doencas do pancreas exocrino (tais como a
fibrose cistica) e DM induzida por drogas, como no tratamento da AIDS ou apds
transplante (ADA, 2010).

Recentemente, tém-se enfatizado dois tipos especificos de DM: maturity
onset diabetes of the young (MODY) e diabetes de origem mitocondrial. O DM tipo
MODY engloba um grupo heterogéneo de DM sem predisposicdo para a
cetoacidose e sem obesidade, com hiperglicemia leve, com inicio antes dos 25 anos
de idade e com varias geracfGes de familiares com DM, configurando uma heranca
autossémica dominante. E estimado que este tipo de DM seja responséavel por cerca
de 1 a 5% dos casos de DM (FAJANS et al., 2001). O DM de origem mitocondrial ou
DM com surdez de heranca materna é caracterizada por ocorrer em individuos
jovens e sem obesidade. Ocorre devido a uma mutacdo do DNA mitocondrial
interferindo com a producdo de energia. Os pacientes usualmente apresentam
surdez neurossensorial e distrofia macular; menos frequentemente pode haver
miopatia, cardiomiopatia e doenca renal (GUILLAUSSEAU et al., 2001).
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2.3. Diagnostico laboratorial do diebetes

A evolucdo para o DM tipo 2 ocorre ao longo de um periodo de tempo
variavel, passando por estagios intermediarios que recebem a denominacdo de
glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida. Tais estagios seriam
decorrentes de uma combinacdo de resisténcia a acdo insulinica e disfuncdo das
células B. Ja no DM tipo 1, o inicio geralmente é abrupto, com sintomas indicando de
maneira sélida a presenca da enfermidade (ADA, 1997; ENGELGAU et al, 1997). O
critério diagnostico modificado, em 1997, pela ADA, sendo posteriormente aceito
pela OMS e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) (ADA, 1997; ENGELGAU
et al, 1997). As modificacdes foram realizadas com a finalidade de prevenir de
maneira eficaz as complicacdes micro e macrovasculares do DM (FULLER et al,
1980; DECODE STUDY GROUP, 2001)

Atualmente sao trés os critérios aceitos e recomendados pela SBD para o
diagnostico de DM:

- Sintomas de politria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia casual
acima de 200mg/dL. Compreende-se por glicemia casual aquela realizada a
gualquer hora do dia, independentemente do horario das refeicbes (ADA, 1997;
ENGELGAU et al., 1997);

- Glicemia de jejum = 126mg/dL. Em caso de pequenas elevacdes da glicemia, o
diagnostico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia (ADA, 1997;
ENGELGAU et al., 1997);

- Glicemia de 2 horas p0s sobrecarga de 75g de glicose acima de 200mg/dL (ADA,
1997; ENGELGAU et al., 1997);

O teste de tolerancia a glicose deve ser efetuado com os cuidados
preconizados pela OMS, com colheita para diferenciacdo de glicemia em jejum e
120 minutos apds a ingestdo de glicose. E reconhecido um grupo intermediario de
individuos em que os niveis de glicemia ndo preenchem os critérios para o0
diagnostico de DM. Sao, entretanto, muito elevados para serem considerados

normais (ADA, 1997). Nesses casos foram consideradas as categorias de glicemia
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de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida, cujos critérios sdo apresentados
na Tabela 2 (SBD, 2006).

No ultimo consenso da ADA publicado em 2010, a hemoglobina glicada (A1C)
foi incluida como novo critério diagnéstico para o DM. A A1C apresenta uma
excelente aplicabilidade diagnéstica, pois ndo necessita de jejum ou de qualquer
outra preparacdo do paciente, eliminando eventuais fatores pré-analiticos. No
entanto, as sociedades brasileiras de diabetes e de endocrinologia ainda néo
adotaram este marcador para fins diagnésticos.

Tabela 2. Valores de glicose plasmatica (em mg/dL) para diagnéstico de DM e seus

estagios pré-clinicos.

Categoria Jejum* 2h apo6s 75g Casual**
de glicose

Glicemia normal <100 <140

Tolerancia a >100 a <126 >140 a <200

glicose diminuida

Diabetes mellitus >126 >200 > 200 (com sintomas classicos)***

O jejum é definido como a falta de ingesta cal6rica por 8 horas; ** glicemia plasmatica casual aquela
realizada em qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo da ultima refeicdo; *** os sintomas
classicos de DM incluem polidipsia, politria e perda ndo-explicada de peso.

Fonte: SBD, 2006.

2.4 Complicacfes crbnicas do diabetes mellitus

As complicacBes cronicas do DM sao as principais responsaveis pela
morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos. As doencas cardiovasculares
representam a principal causa de morte (52%) em pacientes com DM tipo 2
(NATHAN et al., 1997). Diversos fatores de risco, passiveis de intervencao, estdo
associados ao maior comprometimento cardiovascular observado nos pacientes
diabéticos. Entre eles estdo a presenca da nefropatia diabética (ND) e da

hipertensdo arterial sistémica (HAS), além destes destacam-se a retinopatia
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diabética (RD) e a neuropatia diabética (NRD) como as principais complicacdes
cronicas do DM, as quais sdo chamadas de complicacbes microangiopaticas
(GROSS & NEHME,1999).

O comprometimento aterosclerético das artérias coronarianas dos membros
inferiores e das cerebrais € comum nos pacientes com DM tipo 2 e constitui a
principal causa de morte nestes. Estas complicacdes macroangiopaticas podem
ocorrer mesmo em estagios precoces do DM e se apresentam de forma mais difusa
e grave do que em pessoas sem DM (ADA, 2001).

A frequéncia das complicagbes cronicas do DM tipo 2 varia de acordo com a
populacéo estudada. Os pacientes com DM tipo 2 tém uma propensao duas a quatro
vezes maior de morrer por doenca cardiaca em relacdo a ndo diabéticos, e quatro
vezes mais chance de ter doenca vascular periférica (DVP) e acidente vascular
cerebral (AVC) (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION , 1998;
KANTERS et al., 1999). O DM tipo 2 também €& apontado como uma das principais
causas de cegueira entre adultos com idade de 20 a 74 anos. Em alguns
levantamentos, apos 15 anos do diagnostico de DM Tipo 2, a RD esteve presente
em 97% dos usuarios de insulina e em 80% dos ndo usuarios (CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1996). A prevaléncia de ND varia de 10%
a 40% (MOGENSEN et al., 1983;GABIR et al., 2000) e a de NRD, de 60% a 70%
(FRANKLIN et al., 1990).

Entre os fatores envolvidos na etiologia das complicacdes cronicas do DM do
tipo 2, destacam-se a hiperglicemia, a hipertensao arterial sistémica, a dislipidemia e
o tabagismo. Além destes, outros fatores de risco ndo convencionais tém sido
descritos: disfuncdo endotelial, estado pré-tromboético e inflamacdo (SCHEFFEL et
al., 2004)

No Brasil, dados do plano de reorganizacdo da atencao a hipertensao arterial
e ao DM de 2001 apontaram para uma prevaléncia de 10% na populacéo brasileira
acima de 40 anos de idade, onde se estimou mais de 3,6 milhdes de usuarios do
sistema publico; quase metade desconhecia este diagndstico e apenas 2/3 destes
individuos estdo em acompanhamento nas unidades de atencao béasica (MS, 2001).
Do ponto de vista clinico, é conhecido que a presenca de DM confere um aumento
no risco de desenvolver eventos circulatérios, sendo que até 80% dos individuos
com DM véo desenvolver, ou at¢é mesmo morrer, de doenca macrovascular
(FURTADO & POLANCZYK, 2007).
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Dados epidemiologicos brasileiros indicam que as amputacdes de membros
inferiores ocorrem cem vezes mais frequentemente em pacientes com DM
(SPILCHLER et al, 1998). Pacientes diabéticos com lesBes graves nos pés
constituem 51% dos pacientes internados em enfermarias dos servicos de
endocrinologia nos Hospitais Universitarios, com duracdo que pode chegar a 90 dias
(GROSS & NEHME,1999).

2.4.1 Retinopatia Diabética

A RD acomete cerca de 40% dos pacientes diabéticos e € a principal causa
de cegueira em pacientes entre 25 e 74 anos (AIELLO et al., 1998). A maioria dos
casos de cegueira (90%) é relacionada a RD e pode ser evitada através de medidas
adequadas, que incluem, além do controle da glicemia e da pressédo arterial, a
realizacdo do diagnéstico em uma fase inicial e passivel de intervencdo. Estas
medidas diminuem a progressao das alteracdes retinianas, ndo revertendo os danos
ja estabelecidos. Portanto, € imperativo que seja feito o diagndstico da RD em suas
fases iniciais antes que lesdes que comprometem a visao tenham ocorrido (GROSS
& NEHME et al., 1999).

Estudos epidemioldgicos tém revelado a alta incidéncia de RD e sua
associacdo com o controle glicémico e da presséo arterial (KLEIN & KLEIN, 2010).
Estes também tém descrito a raridade de exames de fundo de olho e tratamento
oportuno infrequentes, com fotocoagulacdo em pacientes com estagios avancados
da RD. Dados de estudos epidemiolégicos tém mostrado melhorias notaveis no
cuidado e tratamento do diabetes associado a diminuicdo significativa na prevaléncia
e incidéncia de RD em individuos DM tipo 1 nos ultimos 30 anos (PAMBIANCO et
al., 2006; NATHAN et al., 2009; SUH et al., 2010).

2.4.2 Neuropatia Diabética

A NRD, uma das principais complicacbes que aparece com o0 tempo de
evolucdo crébnica do DM (PARTANEN et al., 1995), é caracterizada pela
degeneracdo progressiva dos axbnios das fibras nervosas. Existem evidéncias

sugerindo que o estresse oxidativo causado pelo aumento da formacéo de radicais
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livres também funciona como mecanismo patogénico importante (LOW et al., 1997).
Sua prevaléncia ainda é incerta, diretamente influenciada pelo critério diagnostico
utilizado, variando de 13% a 47%, em estudos populacionais em pacientes
ambulatoriais e de 19% a 50%, em pacientes hospitalizados (SHAW &
ZIMMET,1999).

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2006) a NRD é classificada
como polineuropatia simétrica e como polineuropatia focal e multifocal. As
polineuropatias simétricas sdo aquelas relativamente estaveis e outras com
sintomas episodicos. A mais frequente, é a polineuropatia sensitiva distal,
envolvendo as fibras finas; excepcionalmente e tardiamente no curso da doenca, a
fibra grossa € envolvida. A neuropatia autonémica pode ocorrer de forma isolada ou,
mais frequentemente, associada a polineuropatia sensitiva. A neuropatia autonémica
diabética cursa com disautonomias cardiovasculares, anormalidades pupilares,

geniturinarias, gastrintestinais e alteracfes da sudorese (SBD, 2006).

2.4.3 Doencas Cardiovasculares

A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de mortalidade para
individuos com DM e também um importante fator que contribui para a morbidade
(MS, 2006). A doenca cardiaca em pacientes diabéticos € usualmente atribuida a
isquemia miocardica decorrente de um processo aterosclerotico coronério acelerado
e mais extenso. Pacientes diabéticos sdo mais predispostos a desenvolverem
insuficiéncia cardiaca congestiva, independentemente da presenca de hipertensao
arterial ou de doenca coronariana (GROSS et al, 2007).

O DM tipo 2 é um fator de risco independente para doenca macrovascular e
coexiste geralmente em condi¢cdes como hipertenséo e dislipidemia. Estudos tém
mostrado a eficacia da reducdo de fatores de risco cardiovascular na prevencao ou
no retardo das doencas cardiovasculares. A énfase deve ser direcionada a reducéo
dos fatores de risco cardiovascular, qguando possivel, e os clinicos devem estar
alertas para os sinais e sintomas da aterosclerose (FURTADO & POLANCZYK,
2007).

Do ponto de vista clinico, € conhecido que a presenca de DM confere um

aumento no risco de desenvolver eventos circulatérios, sendo que até 80% dos
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individuos com DM vdo desenvolver, ou até mesmo morrer, de doenca
macrovascular (FURTADO & POLANCZYK, 2007).

2.4.4 Nefropatia Diabética

A nefropatia diabética é definida como um aumento na taxa de excrecao
urinaria de albumina, muitas vezes associada a um aumento da pressédo arterial e,
normalmente, com RD concomitante, mas sem evidéncia de outras causas de
doenca renal. E caracterizada inicialmente por albumindria e, em seguida, por um
progressivo declinio na taxa de filtragcdo glomerular (TFG), resultando finalmente na
fase final da doenca renal crénica (DRC) (GNUDI & GOLDSMITH, 2010). A ND é
uma complicacdo microvascular séria, principalmente em pacientes com DM que
fazem uso de insulina. Apesar de numerosos estudos, a fisiopatologia da doenca
renal do diabético ndo é totalmente compreendida (ALLURU et al., 1990). A
microalbumindria € considerada um marcador precoce da ND. A prevencdo do
aparecimento da microalbumindria, portanto, pode ser considerado como o principal
meio de prevencédo da ND (REMUZZI et al., 2006).

A ND nos EUA é a causa mais comum de doenca renal em estagio final
(HELD et al., 1991), sendo que a incidéncia ND no pais tem aumentado
substancialmente nos ultimos anos. O avanco da ND é também a principal causa de
glomeruloesclerose e de DRC em todo o mundo (MAUER et al., 1984; MAKINO et
al.,, 1996). Entre 20% e 40% dos pacientes com DM desenvolverdo nefropatia,
embora a razdo pela qual nem todos os pacientes com diabetes desenvolvem esta
complicacéo ainda é desconhecida (KOVACS, 2009).

A historia natural da ND varia de acordo com o tipo de DM
e se a microalbumindria esta presente. Sem tratamento, 80% das pessoas que tém
DM tipo 1 e microalbumindria irdo progredir para franca nefropatia se nédo tratadas,
enquanto que apenas 20-40% das pessoas com DM tipo 2, ao longo de um periodo
de 15 anos, irdo ter a mesma progressdo (KOVACS, 2009). Como NIELSEN et al.
(1997) demonstraram mais de uma década atras, um indicador claro de progresséao
da doenca € o aumento da pressao arterial sistolica, mesmo dentro da faixa de pré-
hipertensos. Entre os pacientes que tem DM tipo 1 com nefropatia e hipertensao,
50% irdo progredir para a doenga renal em estagio final dentro de uma década

(RAILE et al., 2007). A mortalidade entre pacientes de dialise com DM é 22% maior
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no primeiro ano apos o inicio da didlise e 15% maior em 5 anos do que entre
pacientes de dialise sem diabetes (REMUZZI et al., 2002).

Varios mecanismos contribuem para o desenvolvimento da ND, como a
interacdo da hiperglicémica com fatores metabdlicos, alteragbes hemodinamicas e
predisposicdo genética (ZIYADEH, 2004). Os fatores hemodinamicos e ativagédo de
varios sistemas vasoativos, como 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona; a
resposta a secrecao de citocinas, como fator de crescimento B1 (TGF-1), levam a
ocorrer mais alteracbes hemodinamicas, como aumento da pressao sistémica e
intraglomerular. O comprometimento das vias metabdlicas, entre outras
caracteristicas, leva a glicacdo ndo enziméatica, aumento da atividade da proteina C
quinase (PKC), e ao metabolismo anormal da via dos polidis. Os resultados de
varios estudos suportam uma associacdo entre o aumento da secrecdo de
moléculas inflamatdrias (como citocinas, os fatores de crescimento e
metaloproteinases) e o desenvolvimento da ND (ICHINOSE et al., 2007). O estresse
oxidativo também parece desempenhar um papel central (SINGH et al., 2008).
Estudos que utilizaram inibidores das vias envolvidas na génese da ND tém ajudado
a esclarecer sobre a patogénese dessa condicdo; porém, os mesmos nao levaram a
expansdo da terapéutica para deter o processo da doenca (RAPTIS & VIBERTI,
2001).

2.4.4.1 Patogénese da nefropatia diabética

Conforme foi discutido na se¢éo anterior, varios mecanismos contribuem para
o desenvolvimento da ND, como a interacdo hiperglicémica com fatores metabdlicos,
alteracdes hemodinamicas e predisposicdo genética. Nos ultimos 20 anos, trés vias
principais para o desenvolvimento da ND tém sido identificadas, conforme

apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Esquema da patogénese da Nefropatia Diabética (adaptado de WADA & MAKINO, 2009).

A) Ativacédo das vias do poliol e PKC

Um dos mecanismos propostos pelo qual a hiperglicemia promove o
desenvolvimento da ND inclui a ativacio da PKC (COOPER, 1998).
Especificamente, a ativacdo dessa enzima leva ao aumento da secrecdo de
prostandides vasodilatadores, o que contribui para hiperfiltracdo glomerular. Pela
ativacdo do TGF-B1, a PKC pode também aumentar producao de matriz extracelular
por células mesangiais (YAMAGISHI et al.,, 2007). O mecanismo pelo qual a
hiperglicemia leva a ativacdo da PKC envolve a inducdo do estresse oxidativo e de
diacilglicerol (KUNISAKI et al., 1994). Ativacdo da PKC induz a atividade de
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) em resposta aos estimulos
extracelulares através da dupla fosforilacdo, sdo conservados os residuos de
treonina e tirosina. A coativacdo da PKC e MAPK, na presenca de altas
concentracfes de glicose, indica que estas duas familias de enzimas estéo ligadas
(HANEDA et al., 1995). A via dos polidis, ou via da aldolase redutase, esta implicada

na patogénese da ND. Varios estudos tém mostrado uma diminuicdo da excrecdo



30

urinaria de albumina em animais em que foram administrados inibidores da aldose
redutase (TILTON et al., 1989), mas nos seres humanos, esses agentes nao tém
sido amplamente estudados e os resultados sdo inconclusivos (BAGASHAW et al,
2007).

B) Glicagéo e estresse oxidativo

A hiperglicemia é um fator crucial para o desenvolvimento da ND
devido aos seus efeitos sobre as células glomerulares e mesangiais, mas nao pode
ser considerada unicamente como fator causal da doenca (KOVACS, 2009). As
células mesangiais sao importantes para a manutencdo da estrutura capilar
glomerular e modulagéo da filtragdo glomerular através da atividade do musculo liso.
A hiperglicemia esta associada a um aumento da proliferacdo das células
mesangiais e hipertrofia, bem como o aumento da produgdo de matriz e
espessamento da membrana basal. Em estudos in vitro foi demonstrado que a
hiperglicemia estd associada com o aumento da producdo de matriz da célula
mesangial (HARRIS et al., 1991; HEILIG et al.,, 1995) e apoptose das células
mesangiais (MISHRA et al., 2005; LIN et al., 2006). A expanséao da célula mesangial
parece ser mediada em parte por um aumento da concentragdo da glicose celular,
uma vez que mudancas semelhantes na funcdo mesangial podem ser induzidas em
um meio normal de glicose por superexpressao de transportadores de glicose, como
GLUT1 e GLUT4, aumentando assim a entrada de glicose nas células (HEILIG et al.,
1995).

A glicacédo de proteinas do tecido contribui para o desenvolvimento do DM e
da nefropatia, além de outras complicacbes microvasculares. Na hiperglicemia
cronica, o excesso de glicose, combinado com os aminoacidos livres na circulacéo
ou proteinas teciduais, este processo ndo enzimatico atinge a membrana basal
glomerular e outros componentes da matriz do glomérulo e levando a formacao de
precursores reversiveis dos produtos finais da glicacdo e, depois, a produtos finais
da glicacdo avancada (AGES), que s&o irreversiveis (KOVACS, 2009). Estes
produtos avancados podem estar envolvidos na patogénese da ND, alterando a
transducdo do sinal através da alteragdo no nivel dos sinais sollveis, como
citocinas, hormonios e radicais livres. Os niveis circulantes de AGES estdo elevados

em pessoas com DM, particularmente aqueles com insuficiéncia renal (MAKITA et
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al., 1991). Dessa forma ocorre o acumulo de AGES nos tecidos (em parte pela
ligacdo com o colageno), que contribui para a associacdo de complicacdes renais e
microvasculares (SINGH et al., 1998). Além disso, os AGES interagem com 0s seus
receptores, e as concentracbes de Oxido nitrico sdo reduzidas de forma dose-
dependente (HOGAN et al., 1992).

Geralmente, a atividade metabdlica dentro do néfron produz uma grande
guantidade de espécies reativas de oxigénio (EROS) que sdo contrabalancadas por
um grande numero de enzimas antioxidantes e sistemas de eliminacdo de radicais
livres (KOVACS, 2009). Os EROS fazem o intermédio de muitos efeitos negativos
biolégicos, incluindo a peroxidacdo dos lipidios da membrana celular, oxidagédo de
proteinas, vasoconstricdo renal e danos ao DNA. Infelizmente, a hiperglicemia
inclina a balanca para a producdo de EROS, a maioria dos quais parecem ser
geradas na mitocondria (NISHIKAWA et al.,, 2007). O metabolismo da glicose
através de vias alternativas prejudiciais, como a via da ativacdo da PKC e da
formacéo dos AGES, parece também depender em parte dos EROS (VASAVADA &
AGARWAL, 2005; NISHIKAWA et al., 2007). A hiperglicemia induz especificamente
0 estresse oxidativo, mesmo antes do DM se tornar clinicamente aparente. As
concentracfes de marcadores de dano ao DNA induzido pelos EROS sdo maiores
em pacientes com nefropatia mais grave. Além disso, a analise histologica da
bidépsia do rim humano detectou amostras de produtos de glico-oxidacao (produtos
combinados da glicacdo e oxidacdo protéica) e lipoxidacdo na matriz mesangial e
glomérulos, sendo estas lesbes muito menos comuns em amostras de individuos
sem DM (SUZUKI et al., 1999; VASAVADA & ARGAWAL, 2005).

C) Hipertensao arterial sistémica e hiperfiltracdo glomerular

Os primeiros sinais de hiperperfuséo e hiperfiltracdo glomerular sédo resultado
da menor resisténcia nas arteriolas aferentes e eferentes dos glomérulos.
A arteriola aferente parece ter uma maior diminuicdo da resisténcia do que a
eferente. Muitos fatores tém sido relatados por estarem associados a este defeito de
auto-regulacao, incluindo prostandides, oxido nitrico, fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF-A), TGF-B1, e o sistema-renina-angiotensina (especificamente da
angiotensina Il). Essas alteracbes hemodinamicas iniciais facilitam a perda de

albumina através dos capilares glomerulares, ocorrendo simultaneamente a
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superproducdo de matriz das células mesangiais, bem como o espessamento da
membrana basal glomerular e lesédo dos poddécitos (ZIYADEH & WOLF, 2008). As
alteracdes hemodinamicas renais sdo mediadas, em parte, pela agcdo de hormoénios
vasoativos, como a angiotensina Il e endotelina (BAGASHAW et al, 2007).

A hipertenséo e hiperfiltragéo glomerular contribuem para o desenvolvimento
da ND, pois o uso de blogqueadores do sistema-renina-angiotensina preservam a
funcdo renal e a sua morfologia. O blogueio do sistema renina-angiotensina-
aldosterona antagoniza os efeitos proé-fibroticos da angiotensina Il, reduzindo a
estimulagdo do TGF-B1 (HILGERS & VEELKEN, 2005). Um bloqueio transitério por
sete semanas do sistema-renina-angiotensina em ratos pré-diabéticos reduziu a
proteinudria e houve uma melhora da estrutura glomerular (NAGAI et al., 2005). Além
disso, a administragdo de um inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA)
para pacientes com DM tipo 1 e nefropatia, diminuiu as concentracdes séricas de
TGF-B1 (SHARMA et al., 1999).

A ativacdo de citocinas, elementos pro-fibroticos, inflamacdo e fatores de
crescimento vascular, como VEGF-A, poderiam estar envolvidos no acumulo da
matriz que surge na ND (SHARMA & ZIYADEH, 1995; HOHENSTEIN et al., 2006).
Apesar de algumas evidéncias sugerirem que o VEGF-A aumenta a permeabilidade
da barreira de filtracdo glomerular as proteinas (CHEN et al., 2007), os niveis deste
fator de crescimento pode ser baixo em pacientes com ND. Assim, o papel da
VEGF-A na fisiopatologia da nefropatia é obscuro.

A hiperglicemia parece estimular a expressdo do VEGF-A e, portanto, atua
como um mediador de lesdo endotelial no DM em humanos (DE VRIESE et al.,
2001; HOHENSTEIN et al.,, 2006). Estudos mostraram inicialmente que, em
pacientes com ND, o grau de neovascularizacdo foi aumentado e associado com a
expressdo de VEGF-A e angiopoetina (TSILIBARY, 2003; KANESAKI et al., 2005).
Mais tarde achados, no entanto, mostraram que os niveis de RNA mensageiro do
VEGF-A foram realmente diminuidos em pacientes com ND (BAELDE et al., 2007).
Evidéncias apontam um papel patogénico para VEGF-A na ND através da
observacdo de que o bloqueio do VEGF-A melhora albumindria em um modelo
experimental da doenca (SHARMA & ZIYADEH, 1995; DE VRIESE et al., 2001).

Estudos em animais que utilizaram um anticorpo neutralizante de VEGF-A
tém demonstrado o envolvimento deste fator de crescimento na hipertrofia
glomerular e acimulo na matriz mesangial (DE VRIESE et al., 2001; FLYVBJERG et
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al., 2002). Altos niveis de glicose, TGF-B1 e angiotensina Il estimulam a expresséo
de VEGF-A, o que leva a sintese do Oxido nitrico endotelial. Esta acdo promove a
vasodilatacdo e hiperfiltracdo, que sdo os processos iniciais da ND. O VEGF-A
também estimula a producdo da cadeia o do colageno IV, um importante
componente da membrana basal glomerular. Evidéncias indiretas sugerem que este
aumento da producdo da cadeia de colageno contribui para o espessamento da
membrana basal glomerular observada na ND. Em estudos com animais, a
administracdo de um anticorpo VEGF-A levou a diminui¢cdo da excrecéo de albumina
urinaria quando os diabéticos ndo tratados foram comparados aos controles (CHEN
et al., 2007).

As citocinas inflamatérias também contribuem para o desenvolvimento e
progressédo da ND, especialmente a interleucina (IL) 1, IL-6, IL-18 e do fator de
necrose tumoral. As concentracdes de todas estas citocinas estavam aumentadas
em modelos de ND e parecem afetar a doenca através de varios mecanismos. Além
disso, niveis séricos elevados de varias dessas citocinas se correlacionam com a
progressdo da nefropatia, evidenciada pelo aumento da excrecdo de albumina
urinaria (NAVARRO-GONZALEZ & MORA-FERNANDEZ, 2008).

D) Susceptibilidade genética

O genotipo parece ser um determinante importante da incidéncia e severidade
da ND (COOPER, 1998; ADLER, 2004; ICHINOSE et al., 2007). O aumento do risco
nao pode ser explicado pela duracdo do DM, hipertensdo ou do grau de controle
glicémico. Os fatores ambientais e genéticos devem, portanto, ter um papel na
patogénese da ND. Em pacientes com DM tipo 1 ou DM tipo 2, a probabilidade de
desenvolvimento de ND é significativamente maior para aqueles que tém um irmao
ou pai com ND (PETITT et al.,, 1990; TREVISAN & VIBERTI, 1995). Um estudo
avaliou familias de indios Pima por duas geracdes sucessivas com DM tipo 2
(TREVISAN & VIBERTI, 1995). A probabilidade da proteinuria evidente na prole em
desenvolvimento foi de 14% se nenhum dos pais tinha proteinuria, 23% se um dos
pais tinha proteinuria e de 46% se ambos os pais tinham proteinaria (BAGASHAW et
al, 2007).

Os maiores riscos parecem estar associados com 0s genes que codificam a

enzima angiotensina, receptor de angiotensina ll, citocinas, proteinas envolvidas no
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metabolismo da glicose ou lipidios e proteinas da matriz extracelular (KOVACS,
2009). O gene da ECA o seu polimorfismo tem sido explorado em varios estudos.
Em pacientes com DM tipo 2, o polimorfismo DD do gene da ECA tem sido
associado com um risco aumentado de desenvolvimento de ND, proteinuria grave,
insuficiéncia renal progressiva e de mortalidade durante a didlise (KUNZ et al., 1998;
MOVVA et al., 2007). Além disso, uma analise de mais de 1000 pacientes brancos
com DM tipo 1 demonstraram uma forte correlacdo entre a variacdo genética no

gene da ECA e o desenvolvimento da nefropatia (BORIGHT et al., 2005).

E) Outros fatores envolvidos

Pequenos lipidios derivados do acido araquidonico tém sido implicados na
patogénese da ND. A ciclo-oxigenase-2 decompde o0 acido araquidoénico em
varios prostanodides diferentes. Em um modelo com ratos, a DM induzida por
estreptozotocina, os niveis de prostanodides inflamatoérios, como prostaglandinas E; e
l,, foram aumentados (IMIG, 2006). Aléem disso, o aumento da expressao de ciclo-
oxigenase-2 tem sido relatada em estudos de animais com DM e na macula densa
dos rins de pessoas com DM (POPE et al., 1993). Em ratos diabéticos, a inibicdo da
ciclo-oxigenase-2 esta associada com a diminuicdo da hiperfiltracdo (HAO &
BREYER, 2007). Uma caracterizacdo mais detalhada de como a producdo de
prostandides afeta a patogénese da ND é necessaria. O acido araquidénico também
pode ser oxidado pelo lipoxigenases (HAO & BREYER, 2007 IlI). A prova é a
acumulacdo de que alguns dos produtos derivados das acdes de lipoxigenases
contribuem para a ND. Especificamente, os niveis de lipoxigenases estédo
aumentadas em animais diabéticos. Além disso, aumentar os niveis de glicose eleva
a expressao das lipoxigenases em cultura de células mesangiais. Este caminho tem
um papel fundamental de mediacdo nos processos criticos de hipertrofia da célula
mesangial e acumulo de matriz extracelular mediada por TGF-B1 e angiotensina Il
(HAO & BREYER, 2007 II).
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2.4.4.2 Diagnéstico da Nefropatia Diabética

Segundo o Consenso de 2010 da ADA, basicamente a triagem dos pacientes
diabéticos para deteccdo da ND deve ser realizada da seguinte maneira:

e Realizar um teste anual para avaliar a excre¢cao de albumina na urina (valores
preconizados encontram-se na tabela 3) em pacientes com DM tipo 1, com
duracdo de DM maior que 5 anos, e em todos os pacientes com DM tipo 2 a
partir do momento do diagndstico;

e Medida da creatinina sérica, pelo menos, uma vez por ano em todos os adultos
com DM, independentemente do grau da excrecdo de albumina na urina. A
creatinina sérica deve ser usada para estimar a TFG e a fase da doencga renal

cronica (DRC), se esta estiver presente.

Tabela 3. Definicdo das anormalidades na excrecao urinaria de albumina

Categoria Amostra de urina (mg/g creatinina)
Normoalbuminuria <30
Microalbuminuria 30 - 299
Macroalbuminaria = 300

Fonte: ADA, 2010.

A investigacdo da ND deve ser iniciada no momento do diagnéstico em
pacientes com DM tipo 2 (ADA, 2004), uma vez que aproximadamente 7% deles ja
tém microalbumindria nesse momento (ADLER, 2003). Para os pacientes com DM
tipo 1, a primeira triagem tem sido recomendada 5 anos ap0s o diagnostico (ADA,
2004), no entanto, a prevaléncia de microalbuminuria neste grupo antes do periodo
recomendado pode chegar a 18%, principalmente em pacientes com pior controle
glicémico e lipidico e com HAS (STEPHENSON & FULLER, 1994). Se a
microalbumindria estd ausente, esta andlise deve ser repetida anualmente tanto
para os pacientes com DM tipo 1 e tipo 2 (ADA, 2004).

O primeiro passo para o rastreamento diagnéstico da ND € a medida da
albumina em uma amostra de urina, coletada tanto como a primeira urina da manha
OuU ao acaso, a classificagcao de acordo com os valores da excre¢édo de albumina na

urina estdo descritos na tabela 3. Este método € preciso, facil de executar e
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recomendado pela ADA (2004). A urina de vinte e quatro horas (mais comumente
utilizada) e outras com tempo marcado séo coletas complexas e propensas a erros
relacionados a coleta de amostras ou marcacdo do tempo (GROSS et al., 2005). A
investigacdo diagndstica ndo deve ser realizada na presenca de condi¢cdes que
aumentam a excrecdo urinaria de albumina como: infeccdo do trato urinario,
hematuria, doenca febril aguda, exercicio vigoroso, hiperglicemia acentuada
transitoria, hipertensdo ndo controlada e insuficiéncia cardiaca (MOGENSEN et al,
1995).

As técnicas de imunoensaios sdo rotineiramente utlizadas para a
determinacdo da albumina urinaria, pois estas apresentam adequada sensibilidade
para a detec¢do e diagndéstico da ND, no entanto estes métodos detectam apenas a
fracdo imunoreativa da albumina, o que em algumas situacées poderia apresentar
resultados subestimados (OSICKA & COMPER, 2004). A cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) detecta a albumina total na amostra de urina, detectando a
fracdo imunoreativa e a fracdo ndo imunoreativa e pode permitir a deteccéo precoce
da ND incipiente (GROSS et al., 2005). Embora a mensuracdo dos niveis de
excrecao urinaria de albumina seja considerado padrdo-ouro para o diagnéstico da
ND, existem alguns pacientes com DM tipo 1 ou tipo 2 que apresentam diminui¢cao
da TFG na presenca de niveis normais de albumina urinaria (MACISSAC et al.,
2004). Com isso, existem evidéncias de que a utilizacdo de outros marcadores,
incluindo as proteinas tubulares, pode contribuir para a deteccédo precoce do dano
renal (HERGET-ROSENTHAL et al., 2004; BAGASHAW et al., 2007; LISOWSKA-
MYJAK, 2010).

2.6 Proteinas tubulares

Os marcadores urinarios caracteristicos de lesdo tubular sdo essencialmente
compostos de enzimas urinérias (enzimaria) e proteinas plasmaticas de baixo peso
molecular (PBM) que normalmente séo filtradas pelo glomérulo. A sua excrecéo
aumentada na urina resulta da reabsorcéo deficiente de proteinas do plasma pelas

células tubulares, ou do aumento da secre¢cdo de enzimas urinarias por células
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epiteliais tubulares, ambos levando a proteinuria tubular (FLYNN et al., 1990; HONG
et al., 1998; BARRAT & TOPAHAM ,2007).

Dois mecanismos principais sédo responsaveis por este aumento patolégico da
enzimulria ou microproteinuria. A lesdo aguda ou crénica das células tubulares induz
a perda no lumen tubular de enzimas ou micro proteinas fisiologicamente presentes
nessas ceélulas. A excrecdo da enzima na urina aumenta devido a liberagdo a partir
das células danificadas ou que estédo se regenerando (em que a indu¢do da enzima
esta intensificada) (BURCHARDT et al., 1992). As PBM, que em condi¢des
fisiologicas séo livremente filtradas através da parede do capilar glomerular e quase
completamente reabsorvidas pelas células tubulares proximais, sdo excretadas em
guantidade aumentada na urina. Isso ocorre quando had uma reabsor¢ao reduzida
por essas ceélulas, decorrentes de um aumento da carga reabsortiva (aumento da
passagem transglomerular de proteinas que alcangam o lamen tubular), ou de danos
funcionais ou estruturais (efeitos téxicos de substancias alcancam o l[umen tubular)
(BURTON & WALLS, 1994, REMUZZI et al., 1997).

Na verdade, as proteinas com peso molecular inferior a 40 kDa sé&o
livremente filtradas através da membrana glomerular (BARRAT & TOPHAM, 2007),
sendo que algumas delas como a proteina ligadora de retinol (RBP), a ai;-micro-
globulina (A1MG) e a .-microglobulina (B2MG) tém sido utilizadas para o
diagnostico e acompanhamento de dano tubular em varias doencas renais (FLYNN
et al.,1990; BARRAT & TOPHAM, 2007).

Da mesma forma, as enzimas na urina sdo marcadores altamente sensiveis
de lesdo tubular renal. Algumas das proteinas e enzimas tubulares melhores
caracterizadas para a deteccdo da lesdo tubular proximal sdo: AIMG e B2MG,
cistatina C, RBP, glutationa-S-transferase (GST), gama-glutamiltransferase (GGT),
fosfatase alcalina (FAL), lactato desidrogenase (LD) e N-B-acetil-glucosaminidase
(NAG) (HERGET-ROSENTHAL et al., 2004; BAGASHAW et al., 2007). Devido ao
seu alto peso molecular, as enzimas nao sao filtradas através do glomérulo, sendo
originadas das células tubulares renais e excretadas na urina (HONG et al., 1998;
BASTURK et al., 2006). Desta forma, muito destes marcadores apresentam
potencial para a deteccdo de dano tubular em pacientes com disfuncéo renal. Outros
marcadores de proteinuira tubular sdo descritos na Tabela 4.

E proposto que as células tubulointersticiais desempenham um papel

importante na progressdo da insuficiéncia renal, independentemente da etiologia
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subjacente (NATH, 1992). A proteindria tubular e enzimdria, marcadores de
disfuncdo tubular, tém sido relatados em pacientes com diferentes formas de
doencas renais (WOLF et al.,, 1990; CATALNO et al.,, 1993). Parece haver uma
intima relagéo entre proteindria e enzimaria tubular. Em pacientes com ND incipiente
o dano tubular parece preceder a proteinuria glomerular, sugerindo seu papel numa
fase inicial da doenca diabética (PINTER & ATKINS, 1990; YAQOOB et al., 1993).

Atualmente varios métodos automatizados estéo disponiveis para determinar
as enzimas urinarias e PBM. A determinacao das proteinas é realizada por métodos
imunonefelométricos ou por ensaios imunoenziméticos. A medida da atividade das
enzimas € realizada por métodos enziméticos utilizando diferentes substratos para
cada enzima, sendo a variacdo da absorbancia dos produtos da hidrélise é medida
espectrofotometricamente (D’AMICO & BAZZI, 2003).

Tabela 4. Principais biomarcadores para doenca renal e a respectiva regido do

néfron envolvida.

Biomarcador

Segmento do néfron envolvido

B2MG

RBP

AIMG
Albumina
Transferrina
Imunoglobulinas
NGAL

AAP

GGT

FAL

LD
Catepsina B
NAG
Calicreina

Glicoproteina de Tamm-Horsfall

Tabulo proximal
Tabulo proximal
Tabulo proximal
Glomerular
Glomerular
Glomerular
Tabulo proximal
Tabulo proximal
Tabulo proximal
Tabulo proximal
Tabulo proximal
Tabulo proximal
Tabulo proximal > Tubulo distal
Tabulo distal
Tabulo distal

Fonte: HAN & BONVENTRE, 2004
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2.6.1 Proteinas de baixo peso molecular

As PBM (com peso molecular menor que 40 kDa) séo produzidas pela maioria
das células do organismo e sdo excretadas na corrente sanguinea, sofrendo livre
filtracAo na urina primaria, e reabsor¢cdo completa nas células tubulares proximais.
As maiores concentracfes dessas proteinas urinarias (proteinuria tubular) pode ser
um indicador pratico da sobrecarga das células tubulares ou de lesdo e disfuncao.
As PBM que tém sido utilizadas para deteccao de lesdes dos tubulos proximais sao:
A1IMG, B2MG, RBP e cistatina C (UCHIDA & GOTOH, 2002; HERGET-
ROSENTHAL et al., 2004; TROF et al., 2006; BONVENTRE, 2007). No entanto,
entre as PBM , principalmente a AIMG e B2MG tém sido usadas como marcadores
de disfuncao das células tubulares (D’AMICO & BAZZI, 2003).

2.6.2 Enzimdria Tubular

A deteccdo de proteinas (particularmente enzimas) liberadas a partir de
células tubulares danificadas tém sido (til no estudo da lesdo aguda e da
insuficiéncia renal cronica em uma variedade de situacdes clinicas e experimentais
(SCHERBERICH, 1990; CHEW et al., 1993). Além da informacé&o do local segmentar
da leséo, a origem ultra-estrutural protéica da enzima (citoplasmatica, lisossomal ou
membranosa) fornece informagcdes sobre a natureza e extensdo da lesédo celular
(YAQOOSB et al., 1994).

Muitas enzimas foram estudadas até o final da década de 90,
sendo consideradas potenciais marcadores de dano necroético nas células tubulares
ou de sua disfuncao reversivel. Trés grandes locais de liberacdo das enzimas foram
identificados: os lisossomos, as bordas em escova da membrana e o citoplasma das
células. A NAG é o exemplo tipico de uma enzima lisossdmica encontrada
predominantemente nos tabulos proximais. A FAL, GGT e a AAP sao enzimas das
bordas em escova dos tubulos renais. A o e 7-GST sdo isémeros citosolicos das
enzimas, encontradas nas células tubulares proximais e distais, respectivamente
(GROENEVELD et al., 1991; BRIVET et al., 1996; LIEBERTHAL & NYGAM, 1998).

O aumento da excrecdo da NAG, uma enzima lisossomal encontrada
predominantemente nos tabulos proximais (PRICE, 1992), tem sido relatada em uma

grande variedade de condi¢des tais como a toxicidade ao metotrexate (WILAND et
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al., 1997) e toxicidade induzida por contraste (HARTMANN et al., 1985). O aumento
da atividade desta enzima sugere lesdo de células tubulares, mas o aumento das
concentracbes também pode indicar um aumento da atividade lisossomal sem
rompimento celular (GUDER & HOFMAN, 1992; WESTHUYZEN et al., 1996).

No entanto, a maioria das enzimas na urina € proveniente das bordas em
escova das células dos tubulos proximais como a FAL, GGT e a AAP
(SCHERBERICH, 1990; CHEW et al.,, 1993). O aumento da excrecao destas
proteinas implica em lesdo na membrana da borda em escova com perda de
estrutura das microvilosidades. A perda de uma significativa fracdo da area de
superficie dos microvilos também leva a reabsorcdo reduzida e aumento da
excrecao das proteinas filtradas como a B2MG e RBP (GUDER & HOFMAN, 1992).

A excrecgdo de albumina aumentada na urina é um dos primeiros indicadores
firmemente associado ao desenvolvimento recente da ND (BURCHARDT et al.,
(1992; REMUZZI et al., 1997). Ela precede o aparecimento da "proteinuria clinica" ou
de valores elevados de creatinina sérica (REMUZZI et al., 1997). Alguns estudos
também mostraram enzimas urinarias aumentadas e PBM na urina de pacientes que
sofrem de ND. A gravidade da enzimdria se correlaciona com a extensdo do dano
tubular. No DM tipo 1 e tipo 2, a excrecao patologica das enzimas tubulares pode ser
encontrada antes do aparecimento de microalbuminuria, e parece ser devido a um
efeito direto da hiperglicemia sobre a funcdo das células tubulares (D’AMICO &
BAZZI, 2003). A excrecdo aumentada de albumina na urina reflete alteracdes na
membrana basal glomerular, ao passo que o aumento da excrecdo de enzimas
urinarias, ou de proteinas de baixo peso molecular, supostamente indica disfuncao
tubular (JUNG et al., 1988).

2.6.3. Principais enzimas urinarias

N-acetil-B-D-glicosaminidase

A NAG é uma enzima lisossomal presente em altas concentracfes nas
células tubulares proximais renais. Seu peso molecular de 140 kDa nao permite
filtracdo glomerular, assim a atividade urinaria aumentada da NAG € um dos
indicadores mais sensiveis de doenca renal (KUNIN et al., 1978). Ela reflete
predominantemente lesbes tubulointersticiais renais, incluindo as causadas por

aminoglicosideos e outras drogas nefrotoxicas (RING et al., 1998).
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As primeiras tentativas de utilizagdo da NAG como um marcador de lesdo
renal falharam devido a sua aparente alta sensibilidade (TOLKOFF-RUBIN et al.,
1988). No entanto, a excrecao urinaria aumentada da NAG foi relatada na doenca
renal aguda, de etiologia diversa, induzida por agentes tdxicos, apdés uma cirurgia
cardiaca e apos o transplante renal (BERNARD et al., 1987; DONADIO et al., 1998;
BOLDT et al., 2003; HERGET-ROSENTHAL et al., 2004).

A NAG é uma enzima envolvida no metabolismo de carboidratos. Um
aumento significativo na excre¢do urinaria da NAG foi observado em pacientes com
DM tipo 2 em comparagdo com individuos saudaveis (TANAKA et al., 1989;
CHEUNG et al., 1990; USLU et al., 2005; PIWOWAR et al., 2006; KALANSOORIYA
et al., 2007), em até 90% dos casos de DM (KOH et al., 1993). HONG et al. (2000)
relataram um significativo aumento na excrecédo da NAG para pacientes com DM tipo
2 que possuiam concomitante doengca micro e macro-vasculares em comparacao
com aqueles sem complicacdes. A excrecdo urinaria da NAG foi efetivamente
associada com complicacbes cardiovasculares na populagdo de DM tipo 2
(YOSHIKAWA et al., 2007), e foi dado comparavel valor prognéstico a excrecao
urinaria de albumina em predizer o desenvolvimento de graves doenca
macrovascular (WEITGASSER et al., 1999).

Glutationa-S-transferases

Sao enzimas citosdlicas, soluveis e presentes nas células do tubulo proximal
(subtipo o, 51 kDa) e tubulos distais (subtipo 7, 47 kDa). A sua presenca na urina foi
medida em diferentes formas de lesao renal. Em pacientes com transplante renal, os

niveis urinarios de m-GST foram significativamente elevados em individuos com

rejeicdo aguda, enquanto o-GST urinaria estava aumentado naqueles com

toxicidade a ciclosporina A (SUNDBERG et al., 1994).

Os pacientes transplantados com necrose tubular aguda e infarto renal tinham
niveis elevados de ambas isoformas. Niveis de GST urinéria foram relatados na
deteccdo precoce da lesdo renal, porque eles aumentam 1-2 dias antes da
concentracdo de creatinina sérica aumentar. Em pacientes com doenca glomerular,
a excrec¢do urinaria de ambas isoenzimas da GST estava aumentada, independente

dos niveis sanguineos destas isoenzimas (BRANTEN et al.,, 2000). Assim, a
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deteccao dos niveis urinarios da GST pode ser util na detecgéo e diferenciagéo entre
os diferentes tipos de lesdo renal aguda (HAN & BONVENTRE, 2004).

O aumento na excrecdo urinaria de n-GST e o-GST, reflete o

comprometimento de diferentes segmentos do tubulo renal. Em pacientes graves
com doenca renal aguda, a alta sensibilidade e especificidade da GST tém sido
demonstradas. Eles s&o preditores desfavoraveis do desenvolvimento da IRA
exigindo terapia de substituicdo renal. A determinacdo da GST requer correto
armazenamento das amostras da urina, além de agentes de estabilizacdo da
atividade enzimética (BRANTEN et al., 2000; WESTHUYZEN et al., 2003; HERGET-
ROSENTHAL et al., 2004; TROF et al., 2006).

A atividade enzimatica na urina da GST é determinada na rotina, por métodos
laboratoriais de baixo custo e amplamente disponiveis, com a utilizacdo de
substratos especificos para cada enzima, enquanto que as Vvariagcbes da
absorbancia, dos produtos da hidrélise, é medida espectrofotometricamente
(BRANTEN et al., 2000; WESTHUYZEN et al., 2003; HERGET-ROSENTHAL et al.,
2004; TROF et al., 2006). No entanto, a medida separada das isoformas da GST na
urina requer o uso de técnicas de ELISA, o que torna a sua utilizacdo pouco
frequente na rotina diagnodstica (LISOWSKA-MYJAK, 2010).

Alanina Aminopeptidase

A Ala-(Leu-Gly)-aminopeptidase € uma enzima presente nas bordas em
escova dos tubulos renais (WESTHUYZEN et al., 2003; HERGET-ROSENTHAL et
al., 2004), a excrecdo urinaria aumentada dessa enzima implica em lesdo tubular
(TROF et al, 2006). Segundo o estudo de CHEUNG et al. (1990), foram verificados
niveis elevados de AAP na urina de pacientes com DM tipo 2 comparados com 0s
controles. Em um estudo posterior, a diferenca nao foi, contudo, significativa entre
normoalbumindricos e controles, mas surgiu como importante entre pacientes com
nefropatia e normoalbuminuricos do grupo controle (KALANSOORIYA et al., 2007).
Farvid et al. (2007) confirmou um aumento significativo dos niveis urinarios de AAP
entre pacientes normo e microalbuminuricos. Tal como acontece com a NAG, a
excrecdo de AAP pode ser Util para detectar a disfuncdo tubular no DM tipo 2 na

fase precoce da doenca.
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Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1; ortofosférico-monoéster fosfohidrolase)
catalisa a hidrdlise alcalina de uma grande variedade de substratos de ocorréncia
natural e sintéticos. Ocorre amplamente na natureza, € encontrada em muitos
organismos, desde bactérias até o homem (McCOMB, 1979). E uma glicoproteina
dimérica e dependente de zinco, que cliva a ligacdo fosfato de ésteres monofosfatos
(CATHALA et al., 1975). Com poucas excecdes, as isoenzimas da FAL sao
homodiméricas e cada sitio catalitico contém trés ions metalicos, ou seja, dois de
Zn?* e um de Mg**, necessarios para a atividade enzimatica (MILLAN, 2006). O peso
molecular varia de acordo com o tecido de origem da enzima e oscila entre 70 e 120
kDa (KAPLAN et al., 2003). Os ions divalentes, como Mn**, Co* e Mg? s&o
ativadores da enzima; o Zn?* é o fon metélico constituinte (LE DU & MILLAN, 2002).

A FAL esta presente na maioria dos 6rgéos e esta especialmente associada
a membranas de superficies celulares localizadas na mucosa do intestino delgado e
nos tubulos contorcidos proximais do rim (principalmente nas bordas em escova das
células epiteiliais), no osso (osteoblastos), no figado e na placenta (ARAGON &
YOUNOSSI, 2010). Embora a funcdo exata metabdlica da enzima ndo esteja
compreendida, parece que a FAL esta associada com o transporte de lipidios do
intestino e com o processo de calcificacado 6ssea (GARNERO & DELMAS, 1993).

A FAL existe em multiplas formas, algumas das quais sao isoenzimas
verdadeiras, codificadas em loci separados (BURTIS et al., 2008). As formas da FAL
do osso, do figado e do rim compartilham uma estrutura primaria comum codificada
pelo mesmo locus génico, mas diferem no contedudo de carbohidratos (FISHMAN,
1990). As elevacdes da FAL sérica se originam geralmente no figado e nos 0ssos.
Consequentemente, as dosagens séricas de FAL sdo de particular interesse na
investigacdo da doenca hepatobiliar e na doenca Ossea associada a atividade
osteoblastica aumentada (LIEBERMAN & PHILLIPS, 1990).

A excrecao urinaria aumentada resulta em deficiente reabsorcéo de proteinas
do plasma pelas células tubulares, ou do aumento da secrecdo de enzimas urinarias
por células tubulares epiteliais, ambas levando a proteindria tubular (FLYNN, 1990;
HONG et al. 1998; BARRAT & TOPHAM, 2007). Da mesma forma, enzimas na urina
sdo marcadores altamente sensiveis do dano tubular na funcdo renal, os mais
amplamente utilizados sdo NAG, AAP (FLYNN, 1990), GGT, FAL e LD (MORITA et
al., 1991, YAQOORB et al., 1995, BAGASHAW et al., 2007). Segundo FLANDROIS et
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al. (1986), as enzimas e proteinas presentes no ultrafiltrado renal sdo aquelas que
tém peso molecular menor que 70 KDa, que sdo totalmente reabsorvidas pelas
células epiteliais tubulares, assim a presenca de enzimas como FAL, que tem peso
molecular maior que 70 KDa, tém sua origem relacionada com patalogias renais
tubulares e uma menos provavel interferéncia da FAL plasméatica, salvo os casos de
extensa leséo glomerular.

As enzimas,que participam do metabolismo energético, como a FAL, sdo mais
precoces para deteccdo da lesdo tubular, aparecendo mesmo antes da
microalbuminudria (JUNG et al., 1988; USLU et al., 2005). A excre¢do de FAL na
urina foi encontrada no mesmo dia ou no dia seguinte a administracao intra-arterial
de contraste em pacientes apés arteriografia renal. Também apresentou atividade
urinaria aumentada em pacientes submetidos a transplante de rim, com a rejei¢cao
aguda e necrose tubular aguda (HARTMANN et al., 1985; SARVARY et al., 1996).

MORITA et al. (1991) concluiram que a excregcdao de FAL na urina de
pacientes com ND ocorre devido ao dano nas células epiteliais das bordas em
escova dos tubulos proximais do rim. JUNG et al. (1988) relataram que as alteracdes
estruturais caracteristicas sdo encontradas nos rins de pacientes diabéticos, tanto na
membrana basal glomerular como nas células tubulares renais. Por conseguinte, as
funcdes glomerulares e tubulares podem refletir essas alteracdes metabdlicas e
estruturais nos estagios iniciais da ND. Assim, avaliaram-se alguns analitos que tem
0 seu comportamento alterado no caso da excrecdo glomerular (proteina total e
albumina) e disfuncéo tubular (enzimas e PBM). Dentre as enzimas estudas, a FAL
apresentou aumento da atividade urinaria em pacientes com ND, provavelmente
porque as células tubulares foram danificadas, liberando assim a enzima no
ultrafiltrado e, portanto, aumentando a atividade enzimética na urina (JUNG et al.,
1988).

Gama-glutamiltransferase

A GGT é uma peptidase, que € um tipo de enzima que catalisa a clivagem
hidrolitica de peptideos para formar aminoacidos ou peptideos menores. Ela faz
parte de um grupo amplo de enzimas de especificidade variada (ROSALKI, 1975;
GOLDBERG, 1980). Algumas enzimas individuais agem como transferases de
aminoacidos e catalisam a transferéncia de um aminoacido de um peptideo para
outro peptideo ou aminoacido (LIEBERMAN et al., 1995; TANIGUCHI & IKEDA,
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1998). A GGT (EC 2.3.2.2) catalisa a transferéncia de um grupo y-glutamil de
peptideos e compostos para um receptor (KAPLAN et al., 2003; BURTIS et al.,
2008). O peso molecular da GGT € em torno de 90 kDa, mas algumas isoenzimas
podem ter o peso de até 200 kDa (KAPLAN et al., 2003). A GGT estéa presente (em
ordem de abundéancia crescente): no tubulo renal proximal, no figado, no pancreas e
no intestino (ZHANG et al., 1997; BURTIS et al., 2008). A enzima esta presente no
citoplasma (microssomos), mas a maior fracdo esta localizada na membrana celular
e pode transportar aminoacidos e peptideos para células através da membrana
celular na forma de y-glutamilpeptidoes (GROSTAD & HUSEBY, 1990).

Mesmo o tecido renal tendo a maior concentracdo de GGT, a enzima
presente no soro é originada primariamente do sistema hepatobiliar. E um indicador
sensivel de doenca hepatobiliar, estando aumentada em individuos com doenca
hepatica independente da causa. Sua utilidade clinica € limitada pela sua falta de
especificidade (BURTIS et al., 2008). Assim como a FAL, ela é mais alta nos casos
de obstrucao biliar intra e pos hepatica, alcancando cerca de 5 a 30 vezes o limite de
referéncia superior. Aumentos da sua atividade sérica sdo observados em pacientes
com neoplasmas hepaticos primarios ou metastaticos, hepatite infecciosa,
pancreatite aguda ou cronica e malignidades pancreaticas (SELINGER et al., 1982).
A atividade estd aumentada em amostras de pacientes com hepatite alcodlica ou de
etilistas graves. A enzima também pode ter sua atividade induzida por drogas e
alcool por seus efeitos nas estruturas microssomais das células hepéaticas
(OHNHAUS et al., 1983).

A GGT na urina tem sua origem a partir da superficie de células epiteliais da
membrana das bordas em escova no lumen do tubulo proximal, por isso, segundo
AMBADE et al. (2006), € um excelente marcador de dano tubular podendo ser
considerada um marcador sensivel para detectar precocemente a ND. A GGT é um
especifico e sensivel indicador de dano celular (BASTURK et al., 2006;
PANCHENKO et al., 1994). A excrecao de GGT aumentada na urina reflete o dano
da membrana da borda em escova, com perda das microvilosidades (LISOWSKA-
MYJAK, 2010).

CHEW et al (1993) verificaram os niveis urinarios da GGT em um pegueno
grupo de pacientes, de uma unidade de terapia intensiva, onde os niveis foram

significativamente maiores naqueles que desenvolveram insuficiénca renal aguda. A
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GGT urinéria teve um excelente desempenho para predizer IRA, sendo superior
neste sentido a creatinina sérica e ao calculo da depuracéo da creatinina endogena.
HERGET-ROSENTHAL (2003) avaliaram se os padrdes de PBM e excregao urinaria
de GGT seriam capazes de predizer a necessidade de suporte renal em pacientes
com necrose tubular aguda. Apesar da enzima ter apresentado um bom
desempenho na avaliagcdo do dano tubular, ndo teve a mesma capacidade de prever
precocemente a necessidade de suporte renal.

O valor diagnéstico da GGT foi confirmado em doencas glomerulares e lesdes
renais crénicas causadas por drogas e metais pesados (JUNG & MATTENHEIMER,
1992). A GGT é um marcador de lesdo tubular proximal, conforme indicam alguns
estudos prospectivos (KWON et al., 2003; WESTHUYZEN et al., 2003). A atividade
urinaria aumentada da GGT foi observada em pacientes com DM sem sinais de
insuficiéncia ou distarbios da funcédo renal, ou mesmo microalbuminuria (JUNG &
MATTENHEIMER, 1992). Esta excre¢do da enzima foi relacionada com a glicemia, o
grau do dano da funcéo renal e os niveis de A1C (JUNG & MATTENHEIMER, 1992;
IKENAGA et al., 1993). IKENAGA et al. (1993), avaliaram varias enzimas tubulares
renais e observaram que a GGT foi mais especifica para a deteccdo da ND do que

outras enzimas estudadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar o potencial diagndstico das enzimas GGT e FAL para a deteccao da
nefropatia em pacientes com DM tipo 2 através da mensuracéo da atividade das

mesmas em amostras de urina.

3.2. Objetivos especificos:

e Determinar as caracteristicas diagnésticas (sensibilidade, especificidade,
valor preditivo negativo e valor preditivo positivo) da GGT e FAL para a
deteccéo da nefropatia no DM tipo 2.

e Avaliar a influéncia de algumas variaveis tais como glicemia, frutosamina e
tabagismo sobre os niveis urinarios de GGT e FAL na investigacdo da
nefropatia no DM tipo 2.

e Investigar a associacdo entre os niveis urinarios de GGT e FAL com o0s niveis

urinarios de albumina nos pacientes do estudo.
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4. ARTIGO

O artigo apresentado a seguir inclui as se¢des “Materiais e Médodos” e
“‘Resultados” desta dissertagdo. Além disso, também é apresentada uma discussao
dos resultados e a relacéo das referéncias utilizadas para a elaboragéo deste artigo,
o qual est& disposto no formato publicado no periddico Clinica Chimica Acta.
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Background: Urinary biomarkers of tubular damage can be useful for early diagnosis of diabetic nephropathy.
Thus, the aim ofthis study wasto test the diagnostic accuracy of the urinary excretion of y-glutamyltransferase
(GGT) and alkaline phosphatase (ALP) for diagnosis of diabetic nephropathy (DN).

Methods: Fasting glucose, fructosamine, serum creatinine, glomerular filtration rate (GFR), serum uric acid,
serum albumin, and urinary albumin, creatinine, GGT and ALP were assessed in 74 type 2 diabetic patients
without nephropathy and 38 type 2 diabetic patients with nephropathy.

Results: Urinary GGT and ALP were threefold higher in type 2 diabetic patients with nephropathy. Significant
comrelations were observed between urinary albumin and GGT (r=10.439, P=0.001) and urinary albumin and
ALP (r=0.305, P<0.01). Areas under the curve for GCT and ALP were 07696 (P=0001) and 0.7233
(P=0.001), respectively. At a cut-off value of 72 U/g creatinine, GGT demonstrated a sensitivity of 96.0% and a
specificity of 52.6%. At a cut-off value of 20 U/g creatinine, ALP demonstrated a sensitivity and specificity of
B3.8% and 36.8% respectively.

Conclusions: Urinary GGT and ALP have potential value in the diagnosis of nephropathy in type 2 diabetic
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patients, but GGT has a slightly higher ability to discriminate nephropathy than ALP.

@ 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Diabetes has become the most common single cause of end-stage
renal disease (ESRD) in the U.S. and Europe. About 20-30% of patients
with type 1 or type 2 diabetes develop evidence of nephropathy, but
in type 2 diabetes, a considerably smaller fraction of these patients
progress to ESRD. A higher proportion of individuals with type 2
diabetes are found to have microalbuminuria and overt nephropathy
shortly after having the diagnosis of diabetes. This happens because
diabetes may be present for many years before its diagnosis is made
and also because the presence of albuminuria may be less specific for
the presence of diabetic nephropathy. Without specific interventions,
20-40% of type 2 diabetic patients with microalbuminuria progress to
overt nephropathy, but by 20 years after the onset of the overt
nephropathy, only ~20% may progress to ESRD [1].

* Corresponding author at: Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Géncias
da Safide, Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas, Avenida Roraima 1000,
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Diabetic nephropathy (DN) is defined as a rise in urinary albumin
excretion rate, often associated with an increase in blood pressure. It
is the leading cause of ESRD and carries an increased risk for
cardiovascular mortality [2,3]. Microalbuminuria is the first sign of
diabetic renal impairment or incipient nephropathy [2-5] and is
generally considered the best noninvasive predictor for the develop-
ment of diabetic nephropathy (DN) [6]. Assessment of albuminuria
status and renal function screening for microalbuminuria can be
performed by measurement of the albumin to creatinine ratio in a
random spot collection (preferred method ); 24-h or timed collections
are more burdensome and add little to prediction or accuracy [7,8].
Microalbuminuria is defined by urinary albumin levels ranging to 30-
299 mg/g creatinine, and macroalbuminuria is defined by urinary
albumin levels =300 mg/g creatinine [9,10].

DN is characterized by a series of ultrastructural changes in all renal
compartments. The changes include basement membrane thickening,
glomerular and tubular hypertrophy, mesangial expansion, glomer-
ulosclerosis and tubulointerstitial fibrosis. While most attention has
focused on glomerular changes, it is now increasingly recognized that
tubules play an important role in the pathogenesis of DN [11]. The
proximal tubule is susce ptible to a variety of metabolic, hemodynamic
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and inflammatory factors associated with hyperglycemia. Early
tubular injury has been reported in patients with diabetes mellitus
whose glomerular function is intact [12]. Chronic hypoxia could have a
dominant pathogenic role in DN, not only in promoting progression
but also during initiation of the condition. Early loss of tubular and
peritubular cells reduces production of 1,25-dihydroxyvitamin D3 and
erythropoietin, which, together with dysfunction of their receptors
caused by the diabetic state, diminishes the local trophic effects of the
hormones. This diminution could further compromise the functional
and structural integrity of the parenchyma and contribute to the
gradual decline of renal function [12].

Urinary markers, characteristic of tubular damage, are mainly
composed of enzymes urinary or plasma proteins of low molecular
weight that are normally freely filtered by the glomerulus [5]. Their
increased excretion in urine results from the impaired reabsorption of
plasma proteins by the tubular cells or from the increased secretion of
urinary enzymes by tubular epithelia cells, leading to tubular protein-
uria [5,13,14]. Similarly, enzymes in urine are highly se nsitive markers
of renal tubular damage. Some of the best characterized tubular proteins
and enzymes used to detect proximal tubular injury are o- and
Pz-microglobulin, cystatin C, retinol-binding protein, c-glutathione
S-transferase (GST), y-glutamyltransferase (GGT), alkaline phos phatase
(ALP), lactate dehydrogenase (LD), and N-acetyl-glucosaminidase
(NAG) [15,16]. Previous studies have demonstrated that determination
of enzymuria could facilitate early detection of DN [11,17]. Thus, the aim
of this study was to test the diagnostic accuracy of the urinary excretion
of GGT and ALP, which are two enzymes commonly measured by well-
established methods in the laboratory routine for diagnosis of DN.

2. Materials and methods
2.1. Study population

The study involved the following 2 groups: type 2 diabetic patients
without nephropathy (n=74; mean age 45D, 61.34+ 10.6y), and type
2 diabetic patients with nephropathy (n=38; mean age + 5D, 574+
12,6 y). Participants were recruited from the Associagdo dos Diabéticos
(Diabetic Patient Association) located in Santa Maria dity, Rio Grande
do Sul, Brazil. Diabetic nephropathy has been defined based on the
values of urinary albumin in a random urine sample according to the
criteria previously described [9,10,18]. Exclusion criteria consisted in
malignant disease, infectious disease, liver disease, chronic renal
failure, renal surgery, renal transplantation, urinary tract diseases and
the use of nephrotoxic drugs. All eligible subjects provided informed
written consent, and all studies were conducted in accordance with
guidelines approved by the local research ethics committee ( registra-
tion number: 23081-018849/2007-67).

232 Laboratory analysis

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 or with no
anticoagulants, All patients also collected an early morning urine
sample for the assessment of creatinine and urinary albumin. 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 [19]. 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, uric acid, albumin,
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT)
and GGT. Urine was used to measure the levels of albumin, GGT and
ALP. All measurements were performed using standard methods on
Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) automated

analyzer. Glomerular filtration rate (GFR) was estimated by the
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) equation [20].

2.3 Statistics

Data are presented as mean and standard deviation (5D) or median
and ranges. Categorical data were summarized as percentages, and
comparisons between groups were performed with 3 test. Statistical
differences between groups were evaluated by Mann-Whitney or
Kruskal-Wallis tests. Spearman's correlation was assessed to evaluate
the correlations between the variables. Multiple regression analysis
was assessed to investigate whether some factors interfere in urinary
GGT and ALP. Receiver operator characteristic (ROC) curve was
performed to quantify the overall ability of urinary GGT and ALP to
discriminate between those type 2 diabetic patients with nephropathy
and those without nephropathy. The sensitivity and specificity of such
assays were assessed by ROC curve, Statistical significance was
assumed at P<0.05. Data were analyzed using GraphPad Prism ver
4,00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA) and Statistica
6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK).

3. Results

Baseline characteristics of the study participants are described in
Table 1. Biochemical parameters of the study participants are
summarized in Table 2. Type 2 diabetic patients with nephropathy
had significantly higher levels of fasting glucose, fructosamine, urinary
albumin, urinary GGT and ALP. Urinary GGT and ALP activity was
threefold higher in type 2 diabetic patients with nephropathy than
those patients without nephropathy, although a similar GFR observed
in the groups. Multiple regression showed that the association
between higher urinary levels of these enzymes and nephropathy
was independent of fasting glucose level, fructosamine level and
smoking (Table 3). When the patients were divided according to the
excretion of urinary albumin, patients with macroalbuminuria had
significantly higher levels of fasting glucose, urinary GGT and ALP, as
shown in Table 4. No significant differences were observed for
fructosamine, GFR, serum creatinine, uric add and serum albumin.

We have shown a Venn diagram of positive albuminuria, positive
urinary GGT (over 72 U/g creatinine), and positive urinary ALP (over
20 U/g creatinine) to better understand the diagnostic values of
urinary GGT and ALP for DN (Fig. 1). ROC curve was employed to
quantify the overall ability of urinary GGT and ALP to discriminate

Table 1
Baseline characteristics of the study patients.
Type 2 dial without Type 2 dial with  Pvalue
nephropathy nephropathy
n 74 38
Age (y) 613 +106 5744126 NS
Male (%) 351 421 NS
BMI ( kg/m?) 297453 31.1+64 M5
Hypertension (%) 878 B9S NS
Smokers (%) 27 135 0030
Diabetes duration 112490 125473 NS
(years)
Diabetic retinopathy (%) 122 210 NS
Insulin (%) 190 316 NS
Oral hypoglycemic 513 421 NS
agents (%)
Insulin+ oral 297 263 NS
hypog by cemic
agents (%)
ACE inhibitors (%) 676 574 NS
Angiotensin receptor 54 79 NS
blockers (%)

Data are expressed as mean and SD or %, ACE: angiotensin-comnverting enzyme.
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Biochemical parameters of the study patients,
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Type 2 diabetes without

Type 2 diabetes with  P-value

nephropathy nephropathy
Fasting glucose 6.6 (4.1-20.4) 9.1 (43-223) <0001
(vl /L)
Fructosamine (umol/L) 294 (144-891) 344 (220-678) 0039

GFR (ml/min/1.73 m?) 109 (34-319) 112 (25-286) NS
Creatinine (umoll) 663 (318-163.5) 743 (202-2033) NS
Uric acid (mmal/L) 027 (0.13-0.54) 027 (D15-061) NS
AST (UL) 23 (10-53) 21 (14-42) NS
ALT (U/L) 26 (9-47) 25(13-81) NS
GGT(UL) 29 (17-68) 24 (16-38) NS
Serum albumin (g/L) 37 (28-42) 36 (26-42) NS
Utinary albumin 2.1 (00-27.4) 1027 (31.6-907.4) <0001
(mg/g creatinine)
Utinary GGT 340 (92-2679) 738 (63-470.6) <0001
(Ufg creatinine)
Utinary ALP 8.1 (0.0-476) 184 (316-211.8) <0001

(U/g creatinine)

Data are expressed as medians and ranges,

between those type 2 diabetic patients with nephropathy and those
without nephropathy. Areas under the curve for GGT and ALP were
0.7696 (95% CI, 0.6685 to 0.8706, P<0.001) and 0.7233 (95% CI, 0.6207
to0.8260, P<0.001), respectively. Thus, both GGT and ALP have ability
to discriminate diabetic nephropathy; however, GGT has a slightly
higher ability to discriminate nephropathy than ALP, as shown in
Fig. 2. At a cut-off value of 72 U/g creatinine, GGT demonstrated a
sensitivity of 96.0% (95% Cl1, 88.6% to 99.2%) and a specificity of 52.6%
(35.8% to 69.0%) for the assessment of nephropathy, and the positive
and negative predictive values (PPV and NPV) were 87.5% and 80.7%,
respectively. At a cut-off value of 20 U/g creatinine, ALP demonstrated
a sensitivity of 83.8% (95% Cl, 73.4% to 91.3% ) and a specificity of 36.8%
(21.8% to 54.0%), and the PPV and NPV were 53.8% and 72.1%, respec-
tively. In addition, significant correlations were observed between
urnary albumin and GGT (r= 0439, P<0.001), and urinary albumin
and ALP (r= 0305, P<0.01), as shown in Fig. 3.

4. Discussion

Previous studies have demonstrated that enzymuria can detect
tubular injury [5,15,21]. Although the increase of urinary GGT and ALP
activity in DN has already been previously described [17,22.23], to our
knowledge, this is the first report to demonstrate the diagnostic
accuracy of the urinary excretion of GGT and ALP for diagnosis of DN.
These markers were selected to possibly reflect early tubular injury,
which is believed to be an early event in the pathophysiologic process
of clinical DN. Urinary enzymes such as GGT and ALP are highly
sensitive markers of renal tubular damage [5), and their increased
excretion into urine reflects damage of the brush border membrane
with loss of the microvillous structure [21,24-26]. The renal tissue is
the main source of the excreted urinary enzymes and the evaluation of
these enzymes level is known to be a good and sensitive noninvasive
method to measure the tubular cells integrity [27]. Renal enzymes are
characteristic and located at different spedific sites. GGT is mainly
located at proximal tubule and Henle loop, and ALP is found on the
epithelial cells of proximal tubule [28]. In addition, GGT and ALP
activity was commonly measured in the laboratory routine by the use
of well-established methods,

Urinary albumin levels were significantly higher in type 2 diabetic
patients with nephropathy. Albuminuria has been accepted as an
established marker of both early nephropathy and increased risk of
cardiovascular events in diabetic patients [5]. Damage to tubular cells
or interstitium may cause increased albuminuria by impairing
endocytosis, degradation or transport of albumin and its degradation
products [29]. Albuminuria is caused by changes in proximal tubule
handling of filtered albumin in the hyperglycemic state [30]. Many
evidence have shown that the maintenance of near-normal glucose
control usually prevents the development of chronic complications of
diabetes, which are the main causes of mortality and morbidity in
these patients [31,32]. We observed in this study a poor glycemic
control demonstrated by higher fasting glucose and fructosamine
levels in type 2 diabetic patients with nephropathy in comparisonwith
those without nephropathy. Hyperglycemia and enhanced reactive
oxygen spedes (ROS) lead to an increase of vascular endothelial
growth factor, cytokines, and other inflammatory mediators, which, in

Table 3
Multiple regression analysis of urinary GGT and ALP as dependent variables adjusting for baseline fasting glucose, fructosamine and smoking.
Urinary GGT Urinary ALP
b SEy t P-value b SEy t P-value
Fasting glucose 34939 2517 1.563 NS 0603 0901 0,669 NS
Fructosamine —0.045 0.087 —-0515 NS — ooz ooz —0.064 NS
Smoking 53333 30475 1.750 M5 3988 10915 0365 NS
Regression coeffidents (b), standard error of b (SE,) and t statistic with corres ponding P-value.
Table 4
Baseline charactedstics of study patients.
MNormoalbuminuria Microalbuminuria Macroalbuminuria Pvalue
n 74 31 7
Age (y) 61 (30-79) 56 (35-75) 50 (50-87) NS
Fasting glucose [ mmol L) 66 (4.1-204) 89 (43-223) 101 (5.1-197) 0.004
Fructosamine (umol /L) 294 (144-891) 344 (220-578) 263 (228-678) s
GFR (ml/min/1.73 m®) 100 (34-319) 112 (25-286) a2 (70-230) M
Creatinine (pumol/L) 663 (318-163.5) 68.9 (202-2033) 778 (39.5-893) S
Uric acd (mmol/L) 0.27 (0.13-054) 027 (0.15-061) 028 (021-043) S
Serun albumin (g/L) 37 (28-42) 36 (26-42) 37 (32-39) S
Urinary albumin (mg/g creatinine) 2.1 (0.0-274) 818 (31.6-2100) 6398 (458.8-9074) <0001
Urinary GGT (U/g creatinine) 340 (9.2-2679) 743 (6.3-4706) 523 (32.7-465.3) <0001
Utinary ALP (L/g creatinine) 8.1 (0.0-476) 16.7 (47-2118) 195 (36-94.1) <0001

Data are expressed as medians and ranges.
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Urinary albumin >30 mg/g creatinine

o)

Urinary GGT >72 U/g creatinine  Urinary ALP >20 U/g creatinine

Fig. L Venn diagram of positive albuminuria, positive urinary GGT (over 72 Ujg
creatinine), and positive urinary AP (over 20 U/g creatinine). Subset areas are not
proportional to the actual relative subset sizes. GGT: <y-glutamyltransferase; ALP:
alkaline phosphatase.

tum, cause damage to the glomerular endothelial glycocalix leading to
the onset of urinary albumin excretion in diabetes [33].

GGT (EC 23.22), a membrane-bound enzyme, is present (in
decreasing order of abundance) in proximal renal tubule, liver,
pancreas (ductules and acinar cells), and intestine. ALP (EC 3.1.3.1),
which is involved in metabolite transport across cell membranes, is
found (in decreasing order of abundance) in placenta, ileal mucosa,
kidney, bone, and liver. In this study, urinary GGT and ALP activity was
threefold higher in type 2 diabetic patients with nephropathy in
comparison with those diabetics without nephropathy. We observed
that both enzymes have ability to discriminate diabetic nephropathy;
howewver, GGThas a slightly higher ability to discriminate ne phropathy
than ALP. Urinary GGT and ALP activity was significantly higher in
patients with macroalbuminuria. In addition, significant correlations
were observed between urinary albumin, GGT, and ALP. Yagoob et al.
[17] previously reported the association between urinary albumin and
GGT. Under normal circumstances, practically all the low molecular
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Fig. 2. ROC curves of urinary GGT and ALP for assessment of diabetic nephropathy.
Areas under the curve for GGT and ALP were 0.7696 (95% C1, 0.6685 to D.8706, P<0001)
and 0.7233 (95% C1, 06207 to 0.8260, P<0.001), respe ctively.

A o

= r=0.439 .

Urinary GGT (Ulg creatinine)

0 200 400 800 800 1000
Urinary albumin (mglg creatinine)

B
r=0.305

.
o 2004
=
£
-EE .
o 150
2
=1
]
L 100 1 .
&
©
£
D 90y

[
o LS : ., ;
Q 200 400 600 500 1000

Urinary albumin (mg/g creatinine)

Fig. 3. Signifiant correlations between (A) urinary albumin and GGT (r=0439,
P<0001), and (B) urinary albumin and ALP (r=0.305, P<0.01).

weight proteins (molecular weight <70 kDa) are filtered freely
through the glomerular basement membrane. Defects of charge-
selectivity and size-selectivity in the glome rular base ment membrane,
together with the increase in transglomerular filtration pressure, are
responsible for an increased excretion of albumin (66 kDa) [22,34]
whereas increased urinary GGT and ALP reflect brush border damage
of proximal tubules, which may be caused by diabetic nephropathy
[35]. 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 [15,16). In this study, we speculate that the
massive amount of urinary GGT and ALP is due to defect in tubular
reabsorption, because these enzymes have molecular weight of 90 kDa
and 120 kDa, respectively, and they are not filtered by the glome rulus,
butcan bederived from renal tubules. However, the increase in urinary
levels of enzymes as NAG, GGT, ALP and lysozyme may reflect either
functional or structural changes, and the cause cannot de attributed
entirely to the site from which the enzyme originates | 14]. Additional
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studies are required to determine whether the increase of these
enzymes in urine is due to defect in glomerular filtration or tubular
reabsorption.

In patients with incipient DN tubular damage appears to precede
glomerular proteinuria, suggestive of its role in the initiation of diabetic
renal disease [17,36]. Early tubular injury has been reported in patients
with diabetes mellitus whose glomerular function is intact [12]. In this
study we present the diagnostic accuracy of the urinary GGT and ALP,
and we are suggesting that the combined use of albuminuria in these
enzymes may contribute to the investigation of DN because an increased
excretion of GGT and ALP implies injury to the brush border membrane
with loss of microvillous structure [ 21,24-26].

In conclusion, urinary GGT and ALP activity was higher in type 2
diabetic patients with nephropathy than those patients without
nephropathy, and both enzymes have potential value in the diagnosis
of nephropathy in type 2 diabetic patients but GGT has aslightly higher
ability to discriminate nephropathy than ALP. Urinary excretion of
tubular enzymes may show renal changes before they are identified
using conventional measurements, such as changes in GFR or serum
creatinine, We speculate that the massive amount of urinary GGT and
ALP reflects the damage of proximal tubules due to their high
molecular weight, but additional studies are required to determine
whether the increase of these enzymes in urine is due to defect in
glomerular filtration or tubular reabsorption. The cheapness and wide
availability of automated assays for GGT and ALP suggests that the
detection of these enzymes in random urine samples may be particu-
larly useful clinically to identify patients with DN. However, further
studies are required to investigate the clinical applicability of urinary
GGT and ALP for diagnosis of DN and other kidney damages in a larger
population.
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5. DISCUSSAO

Estudos anteriores tém demonstrado que a enzimuria pode contribuir para a
deteccédo da lesédo tubular (WESTHUYZEN et al, 2003; HEGERT-ROSENTHAL et al,
2004; MATHESON et al, 2010). Embora o aumento da atividade urinaria da GGT e
da FAL na ND ja tenha descrito anteriormente (JUNG et al, 1988; YAQOOB et al,
1995; MOHAMMADI-KARAKANI et al, 2007), para nosso conhecimento, este é o
primeiro estudo que demonstra as caracteristicas diagnésticas (sensibilidade,
especificidade, VPN e VPP) dos niveis urinarios de GGT e FAL na avaliacdo da ND.
Estes marcadores foram selecionados porque, possivelmente, tém a capacidade de
refletir a lesdo tubular em estagio inicial, o0 que parece ser o evento inicial na
fisiopatologia da ND clinica. As enzimas urinarias tais como a GGT e a FAL séo
marcadores altamente sensiveis de leséo tubular renal (MATHESON et al, 2010), e
sua excrecao aumentada na urina reflete dano da membrana da borda em escova
com a perda da estrutura das microvilosidades (HARTMANN et al, 1985;
SCHERBERICH, 1990; WESTHUYZEN et al, 2003). O tecido renal é a principal
fonte das enzimas excretadas na urina e a avaliacdo dos niveis dessas enzimas é
conhecido por ser um bom método nao-invasivo e sensivel para medir a integridade
das células tubulares (PRICE, 1982). As enzimas renais se localizam em diferentes
sitios especificos. A GGT esta localizada principalmente no tibulo proximal e na al¢ca
de Henle, e a FAL € encontrada no epitélio das células do tubulo proximal (MELO et
al, 2006). Além disso, a atividade da GGT e da FAL sdo comumente medidas na
rotina do laboratério através da utilizacdo de métodos bem estabelecidos.

Nesse estudo, os niveis urinarios de albumina foram significativamente
maiores em pacientes com nefropatia. A albumindria € aceita como um marcador
bem estabelecido para o diagnostico precoce da nefropatia e também para a
avaliacdo do risco de eventos -cardiovasculares em pacientes diabéticos
(MATHESON et al, 2010). Danos nas células tubulares ou no intersticio podem
causar aumento da albumindria em decorréncia de endocitose, ou ainda por
alteracdes ao transporte da albumina e de seus produtos de degradacdo (KERN et
al, 2010). A albuminuria também é causada por mudancas ocorridas no tubulo
proximal durante o estado hiperglicémico (RUSSO et al, 2009). Muitas evidéncias
tém demonstrado que a manutencdo do controle glicémico préximo do normal

geralmente impede o desenvolvimento de complicagfes cronicas do DM, que séo as
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principais causas da mortalidade e morbidade nesses pacientes (PATEL et al, 2008;
HOLMAN et al, 2008). Observamos neste estudo que o controle glicémico,
demonstrado pelos indices da glicemia em jejum e pelos niveis da frutosamina,
foram mais elevados nos pacientes diabéticos com nefropatia em comparacdo com
aqueles pacientes diabéticos sem nefropatia. A hiperglicemia e a maior producéo
das espécies reativas de oxigénio (EROS) levam ao aumento do fator de
crescimento do endotélio vascular, citocinas e de outros mediadores inflamatorios
que, por sua vez, causam danos ao glicocalix endotelial glomerular levando ao
aparecimento da excrecdo urinaria de albumina no diabetes (SATCHELL et al,
2008).

A GGT (EC 2.3.2.2) é uma enzima ligada a membrana e esta presente (em
ordem crescente de abundancia) no tubulo proximal renal, figado, pancreas (ductos
e as ceélulas acinares), e no intestino. A FAL (EC 3.1.3.1), que esta envolvida no
transporte de metabdlitos através da membrana celular, é encontrada
(em ordem decrescente de abundancia) na placenta, na mucosa ileal, rins, 0ssos e
figado. Neste estudo, a atividade urinaria da GGT e da FAL foi aproximadamente
trés vezes maior nos pacientes diabéticos com nefropatia em comparacdo com 0s
diabéticos sem nefropatia. Foi observado que ambas as enzimas tém capacidade de
detectar a nefropatia diabética, no entanto, a GGT apresenta uma capacidade
discriminatoria igeiramente superior a FAL. A atividade urinaria da GGT e da FAL
também foi significativamente maior em pacientes com microalbumindria e
macroalbumindria em comparacdo aos normoalbuminudricos. Além disso, foram
observadas correlacdes significativas entre a albumina urinaria, GGT e a FAL.
YAQOOB et al (1995), anteriormente relataram a associacao entre albumina urinaria
e a GGT. Em circunstancias normais, praticamente todas as proteinas de baixo peso
molecular (peso molecular <70 kDa) sao filtradas livremente através da membrana
basal glomerular. Defeitos na seletividade de carga e no tamanho na membrana
basal glomerular, juntamente com o0 aumento da pressdo de filtracdo
transglomerular, sdo responsaveis por um aumento da excrecdo da albumina (66
kDa) (ABRASS, 1984; JUNG et al, 1988), enquanto que o aumento da atividade
urinadria da GGT e da FAL reflete o dano das bordas em escova dos tubulos
proximais, que podem ser causados pela nefropatia diabética (MORITA et al, 1991).

As enzimas na urina sdo marcadores altamente sensiveis de lesdo tubular

renal devido ao seu alto peso molecular. Elas ndo séao filtradas pelos glomérulos,
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mas se originam nas células tubulares renais e sdo excretadas na urina (HEGERT-
ROSENTHAL et al, 2004; BAGASHAW et al, 2007). Neste trabalho, nés
especulamos que a grande quantidade de GGT e da FAL urindria possa ser
decorrente de defeitos na reabsorcdo tubular, porque essas enzimas tém peso
molecular de 90 kDa e 120 kDa, respectivamente, e dessa maneira nao sao filtradas
pelo glomérulo, mas podem ser derivadas dos tubulos renais. No entanto, 0 aumento
nos niveis urinarios de enzimas como NAG, GGT, FAL e lisozima pode refletir tanto
alteracBes funcionais como estruturais, e as causas ndo podem ser atribuidas
inteiramente ao local a partir do qual a enzima € originaria (HONG & CHIA, 1998).
Estudos adicionais sd0o necessarios para determinar se o aumento destas enzimas
na urina decorre de defeitos na filtracdo glomerular ou na reabsorc¢éao tubular.

Em pacientes com ND incipiente o dano tubular parece preceder a proteindria
glomerular, sugerindo seu papel inicial na doenca renal diabética (PRINTER &
ATKINS, 1990; YAQOOB et al, 1995). O inicio da lesdo tubular tem sido relatado em
pacientes com DM cuja funcédo glomerular esta intacta (SINGH et al, 2008). Neste
estudo sdo apresentadas as caracteristicas diagnosticas da GGT e da FAL urinaria,
sendo sugerido que o uso combinado da albumindria e dessas enzimas pode
contribuir para a investigacdo da ND, pois um aumento da excrecdo urinaria de GGT
e de FAL implica em danos a membrana das bordas em escova com perda da
estrutura das microvilosidades (HARTMANN et al, 1985; SCHERBERICH et al, 1990;
WESTHUYZEN et al, 2003).

Assim, a atividade urinaria da GGT e da FAL foi maior nos pacientes DM tipo
2 com nefropatia quando comparado aqueles sem nefropatia, e ambas as enzimas
tém potencial para o diagndstico da nefropatia em pacientes com DM tipo 2, apesar
da GGT apresentar uma capacidade discriminatéria ligeiramente superior a FAL. A
excrecao urinaria das enzimas tubulares pode mostrar alteracdes renais antes de
serem identificadas por meio de medidas convencionais, tais como alteracdes na
creatinina sérica ou na taxa de filtracdo glomerular. N6s acreditamos que o aumento
da GGT e da FAL urinaria reflete o dano nos tubulos proximais devido aos seus altos
pesos moleculares, mas estudos adicionais sdo necessarios para determinar se o
aumento destas enzimas na urina é decorrente de defeitos na filtracdo glomerular ou
na reabsorcao tubular. O baixo custo e a ampla disponibilidade de uma variedade de
testes automatizados para a mensuracdo da GGT e da FAL sugerem que a

mensuracdo dessas enzimas em amostras aleatérias de urina pode ser
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particularmente util em termos clinicos para a identificacdo de pacientes com ND. No
entanto, estudos complementares sao necessarios para investigar a aplicabilidade
clinica da GGT e da FAL urinéria no diagnéstico da ND e outras patologias renais

em uma populacado maior.
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. CONCLUSOES

Os pacientes com nefropatia apresentaram niveis trés vezes mais elevados de
GGT e FAL na urina em comparacao aos pacientes sem nefropatia, apesar da
taxa de filtracdo glomerular ser semelhante entre os grupos.

As enzimas GGT e FAL, mensuradas em amostras de urina de pacientes com DM
tipo 2, apresentaram potencial diagnéstico para a deteccdo de nefropatia na
populacdo do estudo, sendo que a GGT apresentou uma habilidade
discretamente superior a FAL.

Ao considerar o ponto de corte de 72 U/g creatinina, a GGT apresentou as
seguintes caracteristicas diagndésticas na avaliacdo da nefropatia: sensibilidade
(96,0%), especificidade (52,6%), VPN (80,7%) e VPP (87,5%).

Ao considerar o ponto de corte de 20 U/g creatinina, a FAL apresentou as
seguintes caracteristicas diagnodsticas na avaliacdo da nefropatia: sensibilidade
(83,8%), especificidade (36,8%), VPN (72,1%) e VPP (53,8%).

A associacao entre 0s niveis urinarios das enzimas avaliadas e a nefropatia ndo
foi influenciada pela glicemia de jejum, frutosamina e nem pelo tabagismo.

Os pacientes com microalbumindria e macroalbumindria apresentaram niveis
mais elevados de GGT e FAL na urina em comparacdo aqueles
normoalbumindricos, sendo também observadas correlacbes positivas entre a
albumindria, GGT e FAL.

A mensuracao dos niveis urinarios de GGT e FAL, enzimas comumente avaliadas
nos laboratérios de analises clinicas, pode contribuir para o diagndstico da
nefropatia no DM tipo 2, especialmente se utilizadas em conjunto com a
albumindria, uma vez que isso contribuiria para deteccdo de danos em diferentes

porcdes do néfron.
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