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RESUMO

CITOCINAS INFLAMATORIAS NA URINA COMO INDICADORES DE DANO
RENAL EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 2

AUTORA: Manuela Borges Sangoi
ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
CO-ORIENTADORA: Prof. Dra. Maria Beatriz Moretto

A doenca renal do diabetes (DRD) é uma complicagdo microvascular altamente prevalente em
pacientes com diabetes mellitus (DM) e representa a principal causa de doenca renal em
estagio final na maioria dos paises. Até o presente momento, a excre¢do urinaria de albumina
(EUA) é um dos marcadores mais utilizados na préatica clinica para avaliacdo do dano renal.
No entanto, muitos pacientes diabéticos podem desenvolver DRD mesmo quando os niveis
urinérios de albumina ainda estdo dentro da normalidade. Neste contexto, existe a necessidade
de identificar biomarcadores mais sensiveis, especificos e com maior poder preditivo que a
EUA. Algumas observacdes clinicas tém suportado a hipotese de que o processo inflamatorio
renal contribui para o desenvolvimento e para a progressdo da DRD, e que a excre¢do urinaria
de marcadores inflamatorios pode ser Gtil na avaliagdo do dano renal. Desta forma, este
estudo visa avaliar a concentracdo urinéria das citocinas inflamatdrias interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interferon
gama (IFN-y) na identificagdo da DRD e suas associagdes com o dano renal em pacientes com
DM tipo 2. Foi realizado um estudo transversal prospectivo incluindo pacientes admitidos no
Ambulatério do servico de Endocrinologia e Metabolismo do Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM) com diagnéstico de DM tipo 2. Nestes pacientes, foi avaliada a concentracdo
urindria das citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-10, TNF-o e IFN-y), a razdo
albumina/creatinina urinaria (UACR) e os niveis urinarios de lipocalina associada a gelatinase
de neutrdfilos (UNGAL). Além disso, foram avaliadas caracteristicas clinicas dos pacientes do
estudo e biomarcadores séricos/plasmaticos associados ao perfil lipidico e ao controle
glicémico. Os niveis urinarios das citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y)
foram mais elevados nos pacientes com DRD, enquanto que as concentrages urinarias da
citocina anti-inflamatéria 1L-10 foram menores neste grupo, em compara¢do com 0s pacientes
sem DRD. Foi demonstrado que todas as citocinas inflamatorias urinarias estudadas
apresentam boa capacidade na identificacdo da DRD entre os pacientes com DM tipo 2 (areas
sob a curva ROC superiores a 0,9). Ao estratificar os pacientes de acordo com as faixas de
albumindria (UACR < 10 mg/g creatinina, UACR 10-30 mg/g de creatinina e UACR > 30
mg/g creatinina) foi possivel observar alteracdes nos niveis de 1L-6 e IL-10 no grupo com
UACR 10-30 mg/g de creatinina. Isto sugere que os marcadores inflamatorios estdo alterados
mesmo em uma faixa de EUA considerada como normoalbuminuria. Além disso, foi
demonstrada uma associagdo entre os niveis das citocinas inflamatérias urinarias 1L-6, IL-10 e
TNF-a e os biomarcadores associados com a patogénese e a progressao da DRD em relagao
ao dano glomerular (UACR) e tubular (UNGAL). Estes resultados indicam que as citocinas
inflamatdrias urindrias podem ser biomarcadores uteis na avaliagdo da DRD, possuindo
potencial para a utilizagdo na prética clinica.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2. Doenca Renal do Diabetes. Citocinas. Inflamacdo.
Urina.



ABSTRACT

URINARY INFLAMMATORY CYTOKINES AS INDICATORS OF KIDNEY
DAMAGE IN TYPE 2 DIABETIC PATIENTS

AUTHOR: Manuela Borges Sangoi
ADVISOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
CO-ADVISOR: Prof.2 Dr2. Maria Beatriz Moretto

Diabetic kidney disease (DKD) is a highly prevalent microvascular complication in patients
with diabetes mellitus (DM) and is the leading cause of end-stage renal disease in most
countries. Until now, urinary albumin excretion (UAE) is one of the most commonly used
markers in clinical practice for kidney damage assessment. However, some diabetic patients
may develop DKD even when urinary albumin levels are still within normal range. In this
context, there is a need to identify more sensitive, specific and more predictive biomarkers
than the UAE. Some clinical observations have supported the hypothesis that the renal
inflammatory process contributes to the development and progression of DKD, and that the
urinary excretion of inflammatory markers may be useful in assessing renal damage. Thus, the
aim of this study was to evaluate the urinary concentration of inflammatory cytokines
interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10), tumor necrosis factor o
(TNF-a) and interferon gamma (IFN-vy) in the identification of DKD and its associations with
renal damage in patients with type 2 DM. A prospective cross-sectional study was carried out,
including patients admitted to the outpatient department of Endocrinology and Metabolism at
the University Hospital of Santa Maria (HUSM) with diagnosis of type 2 DM. In these
patients, the urinary concentration of inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a and
IFN-vy), urinary albumin/creatinine ratio (UACR), and urinary levels of neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (UNGAL) were assessed. In addition, clinical characteristics of the study
patients and serum/plasma biomarkers associated with the lipid profile and glycemic control
were determined. The urinary levels of the proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a and
IFN-y) were higher in patients with DKD, whereas urinary concentrations of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 were lower in this group, compared to patients without DKD.
All the urinary inflammatory cytokines studied have been shown to have a good ability to
identify DKD among patients with type 2 DM (areas under the ROC curve above 0.9). When
stratifying patients according to the albuminuria ranges (UVACR <10 mg/g creatinine, uUACR
10-30 mg/g creatinine and UACR> 30 mg/g creatinine), changes in IL-6 and IL-10 levels in
the uUACR group 10-30 mg/g creatinine were observed. This suggests that inflammatory
markers are altered even in a UAE range considered as normoalbuminuria. In addition, an
association between the levels of IL-6, IL-10 and TNF-a urinary inflammatory cytokines and
the biomarkers associated with pathogenesis and progression of DRD regarding both
glomerular (UACR) and tubular damage (NGAL). These results indicate that urinary
inflammatory cytokines may be useful biomarkers in the evaluation of DRD, having potential
for use in clinical practice.

Keywords: Type 2 Diabetes mellitus. Diabetic Kidney Disease. Cytokines. Inflammation.
Urine.
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1 APRESENTACAO

O diabetes mellitus (DM), especialmente o DM tipo 2, representa um dos mais
importantes problemas de satde a nivel mundial, uma vez que sua prevaléncia tem atingido
proporcdes extraordinarias e as projecGes sdo surpreendentes. A prevaléncia do DM foi
estimada em 171 milhdes no ano de 2000, aumentando para 415 milhdes em 2015. Projecoes
indicam que o0s nudmeros podem alcancar 642 milhGes em 2040, o que representard
aproximadamente 10,4% da populacdo mundial (IDF, 2015).

Paralelamente a esta epidemia, a doenca renal do diabetes (DRD) se tornou a maior
causa de doenga renal em estagio final na maioria dos paises (LIM, 2014), inclusive no Brasil
(SBD, 2015-2016). Embora a incidéncia varie entre as diversas regides, aproximadamente 30
a 40% dos pacientes com DM desenvolvem DRD (GONZALEZ SUAREZ et al., 2013). Além
disso, a DRD esta associada com a doenca cardiovascular e com aumento do risco de
mortalidade em individuos diabéticos (DURAN-SALGADO e RUBIO-GUERRA, 2014).
Sendo assim, a DRD possui um consideravel impacto na sociedade no que se refere a aspectos
econémicos e de saude publica (WADA e MAKINO, 2009), o que salienta a importancia da
prevencdo desta complicagdo microvascular do DM, bem como do seu diagndstico precoce e
tratamento (LEE e CHOI, 2014).

Atualmente, a disfuncdo da barreira de filtracdo glomerular, que resulta em aumento
da excrecdo urinaria de albumina (EUA), € considerada o primeiro sinal clinico de DRD e um
preditor da progressdo da doenca (MORESCO et al., 2013). No entanto, muitos pacientes
diabéticos podem desenvolver DRD, mesmo quando os niveis urinérios de albumina ainda
estdo dentro da normalidade. Além disso, alguns pacientes considerados normoalbumindricos
podem apresentar lesGes histopatolégicas renais avancadas (MATHESON et al., 2010). Estas
observacdes indicam que a EUA ndo é o marcador ideal para detec¢do precoce da DRD
(BARRATT e TOPHAM, 2007). Desta forma, existe a necessidade de identificar
biomarcadores mais sensiveis e especificos que a EUA, 0s quais possam permitir a deteccéo
precoce da DRD, além de predizer e monitorar a progressao do dano renal. Neste sentido,
alguns biomarcadores urinarios associados com a fisiopatologia do dano renal no DM tém
sido estudados.

Tem sido reconhecido que o dano tubular desempenha um importante papel na
patogénese e na progressdo da DRD, sendo que os marcadores tubulares podem ser mais
sensiveis que EUA na identificacdo desta patologia (KIM et al., 2013; MORESCO et al.,

2013). Dentre estes, a lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) parece ser um
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marcador promissor (ABDEL-RAHMAN et al., 2011), uma vez que a elevacéo de seus niveis
na urina pode preceder o desenvolvimento de albumindria, além de predizer a progressdo e a
severidade da doenca renal em pacientes diabéticos (BOLIGNANO et al., 2009; VAIDYA et
al., 2011).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, ja esta bem estabelecido que o DM é uma patologia
multifatorial associada a diversas alteracdes metabdlicas e hemodinamicas, as quais resultam
em mudangas funcionais e estruturais nos rins. Estas, por sua vez, estdo associadas com o
desenvolvimento e com a progressdo da DRD (BOOYA et al., 2005). Entretanto, o dano renal
associado ao DM né&o pode ser completamente explicado por estes fatores. Algumas
evidéncias tém indicado que a inflamacdo desempenha um papel essencial na patogénese da
DRD (GARCIA-GARCIA et al., 2014).

A resposta inflamatoria, uma vez ativada pelas alteracGes hemodindmicas e
metabdlicas renais, pode ocorrer em estagios precoces do diabetes (LIM e TESCH, 2012).
Isto resulta no aumento da expressao de citocinas inflamatérias nos tecidos renais de pacientes
diabéticos, bem como na elevacdo dos niveis séricos e urinarios destas moléculas (DURAN-
SALGADO e RUBIO-GUERRA, 2014). Os efeitos das citocinas nha DRD incluem alteracdes
hemodinamicas intra-renais, modificagdes estruturais nos rins, anormalidades na expresséo de
diversas moléculas, necrose e apoptose celular, mudancas na permeabilidade glomerular, além
do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Algumas das citocinas
relacionadas a DRD sdo a interleucina 1 (IL-1), a interleucina 6 (IL-6), a interleucina 10 (IL-
10), o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e o interferon gama (IFN-y) (NAVARRO-
GONZALEZ e MORA-FERNANDEZ, 2008).

De fato, algumas observacfes clinicas tém suportado a hipdtese de que o processo
inflamatdrio renal contribui para o desenvolvimento e para a progressdo da DRD, e que a
excrecdo urinaria de marcadores inflamatdrios pode ser Gtil na avaliacdo do dano renal
(CHERNEY et al., 2012; WOLKOW et al., 2008). No entanto, estudos investigando os niveis
urinarios das citocinas inflamatdrias em diferentes faixas de EUA, especialmente verificando
se estas moléculas podem estar alteradas em pacientes normoalbuminuricos, ainda sdo
escassos na literatura. E de suma importancia também avaliar as caracteristicas das citocinas
inflamatdrias urinarias na identificacdo da doenca renal em pacientes diabéticos, incluindo o
ponto de corte, a sensibilidade e a especificidade das mesmas. Estas questdes s&o
fundamentais para corroborar o uso desses marcadores na avaliagdo da DRD. Além disso,

pouco se sabe a respeito da associacdo de marcadores tubulares, como a NGAL, com as
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citocinas inflamatorias, o que poderia agregar mais conhecimentos sobre fisiopatologia da
DRD.

Sendo assim, o estudo de novos marcadores e de suas caracteristicas diagnosticas € de
extrema relevancia, podendo oferecer novas oportunidades para o reconhecimento do inicio,
da progressao e da resposta a intervencdes terapéuticas na DRD. Neste contexto, este estudo
visa avaliar as caracteristicas das citocinas inflamatorias urinarias IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a e
IFN-y na identificacdo da DRD e suas associacfes com o dano renal em pacientes com DM
tipo 2.

Para contemplar este e outros objetivos, esta Tese de Doutorado estd dividida em
algumas secdes. As secOes Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se no
ARTIGO CIENTIFICO e no MANUSCRITO CIENTIFICO e representam a integra deste
estudo. Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final deste trabalho,
apresentam as interpretacdes e os comentarios gerais sobre o artigo cientifico e 0 manuscrito
cientifico contidos neste trabalho. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se
somente as citacdes que aparecem nos itens INTRODUGCAO, DISCUSSAO e
CONCLUSOES desta Tese, uma vez que as referéncias utilizadas para a elaboracao do artigo

e do manuscrito estdo mencionadas nos mesmos.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Doenca Renal do Diabetes

1.1.1.1 Definicao, diagndstico e triagem

A DRD ¢ uma complicacdo microvascular altamente prevalente, que se desenvolve a
longo prazo em pacientes com DM. E caracterizada por alteragbes renais funcionais,
estruturais e clinicas causadas pelo diabetes (MORA-FERNANDEZ et al., 2014). Esta
complicagdo microvascular do DM foi descrita pela primeira vez em 1936, ocasido na qual se
demonstrou que pacientes com diabetes apresentavam lesdes nodulares caracteristicas, as
quais foram mais tarde denominadas de glomerulosclerose nodular (KIMMELSTIEL e
WILSON, 1936).

Tradicionalmente, a doenga renal devido ao diabetes foi denominada de “nefropatia
diabética”. No entanto, em 2007, na busca por unificar a defini¢do e resolver limitacdes

inerentes ao termo “nefropatia didbetica”, a National Kidney Foundation and Kidney Disease
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Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI) descreveu em suas diretrizes uma nova
terminologia para a doenga renal causada pelo diabetes. Assim, o termo “doenca renal do
diabetes” tem substituido “nefropatia diabética”.

Neste sentido, tem-se observado uma ampliacdo do espectro das apresentacdes clinicas
da doenca renal causada pelo diabetes, sendo o fendtipo da doenca renal ndo albumindrica,
caracterizado pela reducdo isolada da taxa de filtracdo glomerular (TFG), cada vez mais
reconhecido. Portanto, atualmente, o termo “nefropatia diabética” deve ser reservado somente
para pacientes com proteindria detectavel persistente, em geral associada a elevacdo da
pressdo arterial (SBD, 2015-2016). As diretrizes da NFK-KDOQI também determinam que o
termo DRD se refira ao diagnostico presuntivo de doenca renal causada pelo diabetes. O
termo “glomerulopatia diabética” deve ser utilizado para a doenga renal causada pelo diabetes
comprovada atraves de bidpsia renal (NKF-KDOQI, 2007).

Cabe entdo ressaltar que, embora a bidpsia renal seja requerida para o diagndstico de
doenca renal causada pelo diabetes, isto ndo € usual na prética clinica, uma vez que a triagem
cuidadosa dos pacientes permite a identificacdo da DRD (GARCIA-GARCIA et al., 2014).
Esta investigacdo é geralmente reservada para apresentacdes atipicas de doenca renal,
incluindo aquelas em que existem outras patologias sistémicas associadas, sedimento urinario
ativo, rapido declinio da TFG e rapido aumento da proteindria (GOSMANOV et al, 2014;
STANTON, 2014a). Desta forma, a triagem e o diagnéstico da DRD sdo baseados na
mensuracdo da EUA (MORA-FERNANDEZ et al., 2014).

As diretrizes atuais recomendam a determinacdo da EUA em amostra isolada de urina,
coletada aleatoriamente ou, preferencialmente, coletada como primeira urina da manha,
devido a acuracia diagndstica e facilidade deste tipo de coleta (ADA, 2016; SBD, 2015-2016).
A coleta de amostra de urina de 24 horas oferece maior dificuldade para o paciente e confere
pouco poder preditivo ou acuracia (ADA, 2016).

Na amostra isolada de urina, pode ser realizada a determinacdo da razdo
albumina/creatinina (UACR) ou a determinagdo somente da concentracdo de albumina, sem a
mensuracdo simultdnea de creatinina. Esta Gltima possui a vantagem de apresentar menor
custo. No entanto, segundo as diretrizes da American Diabetes Association (ADA) (2016) esta
medida isolada de albumina ndo é recomendada, por ser suscetivel a resultados falsos
positivos e falsos negativos devido as diferencas na concentragcdo da urina do paciente
inerentes a seu estado de hidratagéo.

Devido a variabilidade da EUA, duas a trés amostras de urina devem ser coletadas

durante um periodo de 3 a 6 meses, para confirmar o aumento da EUA (ADA, 2016; SBD,
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2015-2016). E recomendado evitar a determinagdo da EUA em condicBes que causam sua
elevacdo transitoria, incluindo hipertensdo arterial ndo controlada, insuficiéncia cardiaca
congestiva, infeccdo do trato urinario, hematdria, hiperglicemia grave, gravidez, exercicio
extenuante nas 24 horas que antecedem a coleta da amostra e febre (ADA, 2016).

Além disso, é necessario definir em qual faixa de EUA o paciente sera classificado.
Para tal, 2 das 3 amostras coletadas devem estar na mesma faixa de EUA (ADA, 2016; NKF-
KDOQI, 2012). A NKF-KDOQI estratifica os pacientes com DRD de acordo com a EUA em
diferentes categorias:

1. Microalbumindria: condicdo associada com a excrecdo de pequenas
quantidades de albumina na urina. A funcgdo renal esta tipicamente preservada, porém existe
um elevado risco de progressdo para a macroalbuminaria;

2. Macroalbumindria: condi¢cdo acompanhada por marcada elevacdo da EUA e
declinio na funcdo renal, o que € evidenciado pela TFG. Geralmente, ocorre 0
desenvolvimento de hipertenséo e existe um elevado risco de progresséo para doenca renal em
estagio final.

Recentemente, as diretrizes da Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)
(KDIGO, 2013), que representam as recomendagdes de nefrologia, propuseram uma nova
classificacdo para a albumindria (classes Al, A2 e A3). As classes A2 (albumindria elevada) e
A3 (albumindria muito elevada) fazem correspondéncia as faixas de micro e
macroalbumindria respectivamente. Entretanto, reforca-se o abandono destes ultimos termos.
Os pontos de corte para as diferentes categorias de albuminuria preconizados pelas diretrizes
da NKF-KDOQI e da KDIGO sé&o similares e estdo demonstrados na Tabela 1.

Ja a ADA define duas categorias distintas de UACR: UACR <30 mg/g creatinina é
definida como sendo normal e uUACR >30 mg/g creatinina ¢ definida como sendo aumentada
(ADA, 2016). A classificacdo em uUACR aumentada foi adotada em substituicdo aos termos
microalbumindria e macroalbumindria. No entanto, estes termos ainda sdo amplamente
utilizados (SBD, 2015-2016). Embora a KDIGO confirme esta modificagdo de nomenclatura,
ainda divide a EUA em trés faixas, conforme citado anteriormente.

A definicdo da ADA também foi adotada pela SBD. Os valores de albumindria
utilizados para o diagnostico da DRD preconizados pela SBD estdo demonstrados na Tabela
2.
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Tabela 1 — Categorias de excrecdo urinaria de albumina conforme as diretrizes da National
Kidney Foundation and Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI) e Kidney
Disease Improving Global Outcomes (KDIGO).

NFK-KDOQI KDIGO
Categorias de . s o Al A2 A3
albumindria Normal Microalbuminiria Macroalbumindria (Normal) (Elevada) (Muito elevada)
EUA, mg/24h <30 30-300 >300 <30 30-300 >300
UACR, mg/g <30 30-300 >300 <30 30-300 >300

Fonte: Adaptado de Gosmanov et al., 2014. EUA, excrecdo urindria de albumina; uACR, razdo
albumina/creatinina urindria.

Tabela 2 — Valores de albumindria utilizados para o diagndstico de doenca renal do diabetes,
conforme as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes.

Amostra Valores
Urina casual Concentragdo de albumina > 14 mg/L
Urina casual [ndice albumina/creatinina > 30 mg/g
Urina de 24 horas Concentracdo de albumina > 30 mg/24 h

Fonte: Adaptado de Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016.

A fungdo renal também deve ser avaliada rotineiramente com a medida da
albumindria, através da determinacédo da creatinina serica e calculo da TFG estimada. A TFG
¢ atil para o estabelecimento do diagndstico de doenca renal cronica (DRC),
independentemente do diagnostico de DRD (ADA, 2016; NKF-KDOQI, 2012). Alem disso,
as informacdes de EUA e TFG estimada permitem determinar o estdgio da DRC e monitorar
sua progressao, se esta estiver presente (ADA, 2014).

A TFG deve ser estimada por meio de equagdes que empreguem a cretinina sérica e
sejam ajustadas para idade, género e etnia (SBD, 2015-2016). E reportada pelos laboratérios
clinicos ou pode ser calculada pelo uso de formulas como a Modification of Diet in Renal
Disease (MDRD) (LEVEY et al., 2006) e Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI) (LEVEY et al., 2009). A utilizacdo desta Gltima equacdo é
recomendada pelas diretrizes mais recentes da KDIGO (KDIGO, 2013), da ADA (ADA,
2016) e da SBD (2015-2016), uma vez que possui melhor acurécia do que as desenvolvidas

anteriormente (Cockcroft-Gault e MDRD), especialmente na faixa de normalidade. A
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classificagao de doenga renal da NKF (Tabela 3) é baseada no dano renal (uACR > 30 mg/g
creatinina) e na TFG estimada.

Tabela 3 — Estagios da Doenca Renal Crénica.

Estagio Descricao TFG (mL/min/1,73m?)
1 Dano renal* com TFG normal ou aumentada >90
2 Dano renal* com TFG levemente reduzida 60-89
3 TFG moderadamente reduzida 30-59
4 TFG severamente reduzida 15-29
5 Insuficiéncia renal <15 ou didlise

Fonte: Adaptado de ADA, 2016. TFG, taxa de filtragdo glomerular. *Dano renal é definido como anormalidades
em testes patoldgicos, sanguineos, urinarios ou de imagem.

A DRD ¢é uma patologia de natureza progressiva e a maioria dos pacientes desenvolve
albumindria gradualmente, o que é acompanhado por uma reducdo na TFG. Sendo assim, nao
é usual que o paciente apresente marcada reducdo da TFG na auséncia de albumindria. Desta
forma, uma avaliacdo clinica criteriosa combinada & avaliacdo da albumindria e dos niveis de
TFG pode facilitar, além de tornar mais preciso o diagnostico de DRD (GOSMANOQV et al.,
2014). Para entender melhor este conceito, a NFK-KDOQI desenvolveu uma grade de
combinacGes de diferentes concentragdes de albumindria e TFG (NKF-KDOQI, 2012),
conforme demonstrado na Figura 1.

Conforme as diretrizes da ADA, da NFK-KDOQI e da SBD ¢é recomendado que a
triagem para DRD em pacientes com DM seja realizada anualmente e seja baseada na medida
da albumindria e na estimativa da TFG. Em pacientes com DM tipo 1, a triagem da
albumindria deve ocorrer 5 anos apés o diagnostico da doenca. No entanto, pacientes com
DM tipo 1 que se encontrem na puberdade ou com DM persistentemente descompensado tém
de ser rastreados independentemente dessas indicagdes (SBD, 2015-2016).

Ja no DM tipo 2, a triagem para DRD deve ocorrer a partir do diagnostico, devido a
incapacidade de se estabelecer o momento do inicio da doenca (ADA, 2016; NKF-KDOQI,
2012). A ADA também recomenda que a avaliacdo da EUA seja realizada anualmente em

pacientes diabéticos que apresentem hipertensao arterial como comorbidade (ADA, 2016).
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Figura 1 — Triagem e diagnostico da DRD.

| Paciente com diabetes |

Determinacio da uACR: Determinar a creatinina sérica para o
- DM Tipo 1: 5 anos apds o diagnostico; cilculo da TFG' (anualmente):
- DM Tipo 2: no momento do diagnéstico. - Independentemente do grau de albumindria.
WACR uACR uACR TFG > 60 TFG <60
>300mg/g cre* 30 -300 < 30mg/g cre” Persistente > 3 meses
mg/g cre* l
uACR uACR uACR uACR UACR
< 30mg/g cre 30 —300 > 300 mg/g cre* 30 - 300 <30 mg/g cre*
l mg/g cre* mg/g cre* I
| |
TFG TFG
30-59 <30
> Adicionalmente
presente:
- DM Tipol > 10 anos;
- Retinopatia diabética.
DRC esta presente:
h 4 Provavelmente nio é
| Provavel diagndstico de DRD | DRD.#

Fonte: Adaptado de GOSMANOV et al, 2014. DM, Diabetes mellitus; DRC, doenca renal crénica; DRD, doenca
renal do diabetes; TFG, taxa de filtragdo glomerular estimada; UACR, razdo albumina/creatinina uinaria. *
Resultado inicial deve ser confirmado durante um periodo de 3 a 6 meses, e 2 dos 3 testes devem se encaixar na
mesma categoria para a classificacéo; # repetir anualmente; ¥ TFG expressa em mililitros por minuto por 1,73m?;
fconsiderar outras etiologias da DRC.

1.1.1.2 Histdria natural da doenca

Aproximadamente 20 a 40% dos pacientes com diabetes irdo desenvolver
microalbumindria em até 10 a 15 anos apds o diagnostico da doenca e, em torno de 80 a 90%
destes, a microalbumindria ira progredir para estagios mais avancados (REMUZZI et al.,
2002). Neste sentido, a histdria natural da DRD é dividida em cinco estagios clinicos, que
evoluem gradualmente com a duragdo da doenca (GONZALEZ SUAREZ et al., 2013).

O primeiro estagio tem inicio antes mesmo da presenga de dano renal (NELSON et al.,
1993; RABKIN et al., 2003; RUDBERG e OSTERBY, 1997). Este estagio caracteriza-se pela
vasodilatacdo renal e hiperfiltragdo glomerular reversivel, que ocorrem no inicio do diabetes e

sdo resultantes de alteracfes funcionais no néfron a nivel de glomérulo. Alguns dos fatores
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que podem contribuir para hiperfiltracdo incluem a hiperglicemia, a secrecdo de
prostaglandinas e a reabsorcdo aumentada de sddio e glicose nos tibulos proximais (ISMAIL
et al., 1999). A hiperfiltracdo glomerular é o primeiro sinal clinico sugestivo de DRD, sendo
observada em 70% e 50% dos pacientes com DM tipo 1 e DM tipo 2, respectivamente
(HELAL et al., 2012). Devido ao aumento na pressdo intraglomerular, a elevacdo na TFG
pode exceder 120 mL/min/1,73m? (ESPINEL et al., 2015). Em alguns pacientes, a
hiperfiltracdo é sucedida pelo desenvolvimento de albuminuaria (LIN et al., 2016).

O segundo estdgio € caracterizado por filtracdo glomerular normal e
normoalbuminuria (UACR <30 mg/g creatinina) (MORA-FERNANDEZ et al., 2014).
Durante esta fase, ha o desenvolvimento de lesGes morfologicas sem o aparecimento de sinais
clinicos da doenca (GONZALEZ SUAREZ et al., 2013). Desta forma, cabe salientar que
alguns pacientes apresentam alteraces renais patoldgicas e declinio progressivo da funcao
renal mesmo quando os niveis de EUA estdo normais (MATHESON et al., 2010). A
anormalidade estrutural mais precoce no diabetes é o espessamento da membrana basal
glomerular (FORBES e COOPER, 2013).

No terceiro estagio, a filtracdo glomerular ainda € normal e ocorre o aparecimento do
primeiro sinal clinico da DRD, a microalbumindria. Esta fase é também chamada de DRD
incipiente, e se desenvolve entre 5 e 10 anos apds o diagndstico de diabetes (MORA-
FERNANDEZ et al., 2014). Uma elevaco lenta e progressiva da EUA com o passar dos anos
é uma caracteristica deste estagio. Geralmente, existe dano endotelial na auséncia de lesdes
renais especificas e esta fase estd associada com o inicio da patologia renal avancada
(PAPALE et al., 2010). O estagio seguinte corresponde a chamada DRD manifesta ou
evidente e ocorre apds 10 a 20 anos da evolucéo do diabetes (MORA-FERNANDEZ et al.,
2014). E caracterizado pela presenga de macroalbuminiria (uACR > 300 mg/g creatinina), a
qual geralmente € acompanhada por um reducdo progressiva na TFG (PACKHAM et al.,
2011). Finalmente, o ultimo estadgio da DRD corresponde a doenca renal em estagio final,
definida pela presenca de sinais e sintomas de insuficiéncia renal que necessitem de terapia de
reposic¢éo renal (NKF-KDOQI, 2012).

As principais alteragdes fisiopatoldgicas na DRD, a nivel de glomérulo, incluem o
espessamento da membrana basal glomerular, a expansdo mesangial e a esclerose glomerular
(alteracdo de Kimmelstiel-Wilson). No inicio da DRD, a hipertrofia tubular esta presente,
entretanto a fibrose intersticial com atrofia tubular eventualmente se desenvolvem, juntamente

com hialinose dos vasos sanguineos renais. Em casos avangados, encontram-se infiltrados de
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macrofagos e linfocitos-T. Além disso, a nivel ultra-estrutural, existe a perda de poddcitos e
reducdo da fenestracdo de células endoteliais (TOYODA et al., 2007; WEIL, et al., 2012).

E importante ressaltar que, embora a maioria dos pacientes desenvolva a historia
natural “classica” apresentada acima, a DRD pode ser uma patologia de evolucdo mais
heterogénea. Sendo assim, h& outras possibilidades para sua evolugdo como, por exemplo,
pacientes que apresentam deterioracdo inicial da TFG ou aqueles em que ocorre regresséo
espontanea da microalbumindria para normoalbuminuria. Também existem casos nos quais a
funcdo renal reduzida é acompanhada, e ndo precedida, pela macroalbuminiria ou até mesmo
pode estar presente em individuos com microalbumindria, ou naqueles em que o nivel de
albuminaria retorna ao normal ou ainda em individuos nos quais a EUA permanece dentro da
normalidade (MORA-FERNANDEZ et al., 2014).

Em aproximadamente 80% dos pacientes com DM tipo 1 ndo tratado e com
albuminuria persistente, a EUA aumenta em torno de 10-20% anualmente, até o
desenvolvimento da DRD manifesta. Ap6s o desenvolvimento desta, a TFG declina a uma
taxa de 2-20 mL/min a cada ano e a doenca renal em estagio final se desenvolve em 50% dos
pacientes dentro de um periodo de 10 anos, e em 75%, em 20 anos (MOLITCH et al., 2004).
Alteracdes estruturais, incluindo o espessamento da membrana basal glomerular e a expanséo
mesangial, podem preceder a albumindria e a TFG reduzida e podem ser detectadas de 2 a 8
anos antes do inicio do diabetes (DRUMMOND e MAUER, 2002). No entanto, ha diversas
evidéncias demonstrando que a remissdo espontdnea da microalbumindria ocorre em
aproximadamente 40% dos pacientes com DM tipo 1. Além disso, em torno de 30-40% dos
pacientes com DM tipo 1 permanecem na faixa de microalbumindria e ndo progridem para
niveis mais elevados de albuminuria (EUA >300 mg/24h) durante um periodo de 5 a 10 anos
(de BOER et al., 2011a; de BOER et al., 2011b; MOLITCH et al., 2010; NKF-KDOQI,
2012).

No DM tipo 2, uma maior proporcao de pacientes pode apresentar DRD no momento
do diagnostico de diabetes, uma vez que o0 DM tipo 2 pode permanecer desapercebido durante
anos. Em torno de 20-40% dos pacientes com DM tipo 2 e microalbumindria progridem para
DRD manifesta e, apés o desenvolvimento desta, aproximadamente 20% ira desenvolver
doenca renal em estégio final (BRUNO et al., 2003; MOLITCH et al., 2004).
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1.1.1.3 Mecanismos patogénicos

A patogénese da DRD é complexa e ainda ndo esta completamente elucidada
(KITADA et al., 2014). Dentre os diversos mecanismos que contribuem para o
desenvolvimento da DRD e de seus desfechos, esta a interacdo entre alteracGes metabolicas e
hemodindmicas induzidas pela hiperglicemia. As células renais respondem a condicéo de
hiperglicemia desencadeando diversos processos intracelulares, incluindo a alteracdo da
producdo de energia celular, a ativacdo de diferentes enzimas (por exemplo, proteina quinase
C (PKC) e aldose redutase) e o aumento do fluxo de polidis e hexosaminas, além da geracéo
de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) e de EROs (FORBES e COOPER, 2013;
KANWAR et al., 2011). As células teciduais que sdo propensas as complicacdes decorrentes
do diabetes ndo sdo capazes de modular o transporte de glicose e prevenir seu acumulo
intracelular. Desta forma, o processo de producdo de energia intracelular esta alterado no
contexto do diabetes devido ao excesso de disponibilidade de substrato, no caso a glicose
(MORA-FERNANDEZ et al., 2014).

A PKC é uma enzima que se destaca entre as quinases sinalizadoras que atuam na
patogénese da DRD. Uma vez ativada por maltiplas rotas, incluindo diacilglicerol (DAG), via
dos polidis e AGEs, a PKC influencia diversas vias (6xido nitrico sintase endotelial,
endotelina-1, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
transformante 1 (TGF-B1), fator de transcricdo nuclear «B (NF-kB), NADPH
oxidorredutase). Isto resulta em modificacdes fisiopatologicas que alteram o fluxo sanguineo
e a permeabilidade capilar, além de aumentar a producdo de proteinas de matriz extracelular
(MORA-FERNANDEZ et al., 2014).

Ainda, em condicBGes em que glicose intracelular esta elevada, a glicolise é desviada da
rota da frutose-6-fosfato para a UDP-N-acetilglicosamina, o qual € um precursor de proteinas
de matriz extracelular como, por exemplo, os proteoglicanos (MORA-FERNANDEZ et al.,
2014). O excesso de glicose intracelular também é desviado para a via dos polidis, onde
ocorre reducdo a sorbitol através da enzima aldose redutase. A ativagdo desta enzima resulta
em deplecdo do NADPH e da glutationa reduzida, redugdo na atividade da glutationa
peroxidase, da razdo NADH/NAD* e diminuicdo dos niveis de 6xido nitrico. Isto contribui
para o estresse oxidativo e osmotico (SRIVASTAVA et al., 2005; WILLIAMSON et al.,
1993).

Sob condic¢des de hiperglicemia, os AGEs sdo formados em elevadas concentragoes,

através de reacOes ndo-enzimaticas entre acgucares redutores com grupos amino livres de
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proteinas, lipidios e acidos nucléicos. Os AGEs sdo capazes de modular varios eventos a nivel
intracelular, como a ativacdo da PKC e da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e
de fatores de transcricdo, como 0 NF-kB. Estes eventos regulam a expressao de diversas
citocinas e fatores de crescimento, especialmente o0 TGF-B1, que desempenha um papel chave
na esclerose glomerular e fibrose tabulo-intersticial (MORA-FERNANDEZ et al., 2014). Os
AGEs também podem desencadear seus efeitos ao interagir com receptores especificos
(RAGEs) presentes em diferentes células, incluindo podadcitos, células mesangias e epiteliais
tubulares. A interacdo AGES-RAGEs também determina a ativacdo de diversas vias pro-
oxidantes e pro-inflamatdrias intracelulares. Extracelularmente, quando os AGEs séo
formados em sitios criticos de enzimas ou proteinas, eles sdo capazes de alterar a estrutura e a
funcdo dessas moléculas no plasma, bem como na parede arterial, mesangio e membrana
basal glomerular (BUSCH et al., 2010; HUEBSCHMANN et al., 2006; SHIMOIKE et al.,
2000; TAN et al., 2007). Além disso, a glicacdo de proteoglicanos sulfatados pode reduzir sua
eletronegatividade, modificando as propriedades de filtracdo carga-seletiva da membrana
basal (MORA-FERNANDEZ et al., 2014).

O estresse oxidativo também desempenha um papel fundamental no desenvolvimento
da DRD (GIACCO e BRONWLEE, 2010). A capacidade dos diferentes tipos celulares de
processar a glicose é o fator determinante na producdo excessiva de EROs induzida pela
hiperglicemia. Neste contexto, o controle do influxo de glicose é critico para manter a
homeostase intracelular. No entanto, certas populagdes de células renais, como as endoteliais,
mesangiais, epiteliais e tubulares, sdo particularmente suscetiveis, uma vez que sao incapazes
de diminuir o transporte de glicose adequadamente (HAYDEN et al., 2005). A producdo de
EROs atua em diversas vias, incluindo a ativacdo da PKC, o aumento da formacdo de AGEs,
a ativacdo da via dos polidis e a hiperatividade da via das hexosaminas. Estes fatores podem
dar inicio ou mesmo perpetuar a geracdo intracelular de EROs (VASAVADA e AGARWAL,
2005).

Dentre as alteracdes hemodindmicas em pacientes com diabetes estdo a hipertenséo
intraglomerular, a hiperfiltracdo e a elevacdo da pressdo arterial sistémica. O estado de
hiperglicemia prejudica o mecanismo fisiol6gico auto-regulatério que mantém a pressdo
glomerular capilar normal, protegendo as estruturas intra-glomerulares da elevacéo da pressédo
arterial sisttmica. Consequentemente, a pressdo sistémica € rapidamente transmitida para os
capilares glomerulares, resultando em elevacdo da pressdo hidrulica transcapilar e no
desenvolvimento de hiperfiltragio (MORA-FERNANDEZ et al., 2014).
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Um dos elementos mais importantes que participa das disfungbes hemodinamicas na
DRD é o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), o qual esté diretamente envolvido
com a regulacdo da pressdo sanguinea e volume de fluidos, participando no dano vascular e
na inflamacédo. A hiperglicemia induz a ativacdo do SRAA localmente e aumenta a producao
de angiotensina Il, o que leva a vasoconstricdo arteriolar eferente e ativa multiplas vias de
sinalizacdo intracelulares envolvidas na inflamacdo, crescimento de células renais,
mitogénese, apoptose, migracdo e diferenciacdo (MACIA-HERAS et al., 2012).

De fato, os fatores metabolicos e hemodinamicos séo criticos para o desenvolvimento
e progressdao da DRD. No entanto, os mecanismos que levam desde a hiperglicemia crénica
até o dano renal no DM ndo podem ser explicados somente por estes elementos. Estudos
recentes tém indicado que estes fatores contribuem apenas parcialmente para um cenario
muito mais complexo, que envolve a interacdo de determinantes genéticos e ambientais, 0s
quais precipitam uma série de eventos fisiopatoldgicos (MARTINI et al., 2008; WOLF,
2004). Além disso, tem sido demonstrado que a inflamacdo é um processo essencial no
desenvolvimento das complicacbes do DM, especialmente na DRD (LUIS RODRIGUEZ et
al., 2012). Os principais fatores e rotas destes mecanismos estdo descritos na Tabela 4. Uma
representacdo esquematica dos mecanismos patogénicos envolvidos na DRD é demonstrada
na Figura 2.

Tabela 4 — Principais fatores e rotas envolvidas na patogénese da doenca renal do diabetes.

Hemodinamicos

Prostanoides SRAA Oxido nitrico
VEGF TGF-B1

Metabolicos

Transportadores de glicose: GLUT-1, GLUT-4, glicoguinase/hexoquinase
AGEs e RAGEs Aldose redutase DAG
NADPH oxidorredutase PKC Estresse oxidativo

UDP-N-acetilglicosamina

Fatores de crescimento

TGF-B1 VEGF Fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF)
Inflamatdrios

Proteina quimiotatica de monocitos tipo 1 (MCP-1)

Moléculas de adesdo: molécula de adesdo intercelular tipol (ICAM-1), molécula de adesédo
celular vascular tipo 1 (VCAM-1)

Citocinas inflamatérias: IL-1, IL-6, interleucina 18 (IL-18) e TNF-a

Fatores de transcri¢do: NF-xB

Fonte: Adaptado de Mora-Fernandez et al., 2014.
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Figura 2 — Resumo esquematico dos mecanismos patogénicos envolvidos na doenga renal do

diabetes.

Fatores genéticos <€ l > Fatores ambientais

DIABETES

v

Mecanismos patogénicos do dano renal

Hiperglicemia
Sistema Renina-angiotensina-aldosterona

Metabdlicos Hemodinamicos Inflamatorios
Glicacao avancada Hipertensio sistémica Células inflamatorias
Viados polidis Regulagdo vascular renal prejudicada Moléculas de adeséo
Proteina quinase C Hipertenséo intraglomerular Quimiocinas
Estresse Oxidativo Alteragdo do equilibrio sodio/fluidos Citocinas inflamatorias
Ativacao de vias de sinalizagé@o celular ‘
Efeitos relacionados com a matriz celular e extracelular
Diferenciacdo TCoIégeno e fibronectina
Proliferacdo Tecido conectivo
Hipertrofia ¢ Inibicdo de metaloproteinases
Apoptose egradacdo da matriz
‘ AlteracGes funcionais e estruturais renais ‘
| DOENGARENAL DO DIABETES |

Fonte: Adaptado de Mora-Fernandez et al., 2014.

1.1.2 Doenga Renal do Diabetes e inflamagéo

Nas Gltimas décadas, diversas evidéncias tém suportado a nocdo de que a inflamacéo
cronica e ativacdo do sistema imune inato estdo intimamente associadas & patogénese do DM.
Diversos componentes da patogénese do DM, como a hiperglicemia, 0 SRAA e 0 estresse
oxidativo podem ativar o processo inflamatorio renal, o que resulta em infiltracdo de
monacitos e linfocitos, os quais secretam diversas moléculas, incluindo as citocinas pro-
inflamatdrias e as EROs. Esta atividade leucocitaria amplifica a resposta inflamatoria e
promove o dano celular e o desenvolvimento de fibrose (DURAN-SALGADO e RUBIO-
GUERRA, 2014). Além disso, diversas células intrinsecas renais, incluindo células
mesangiais, glomerulares e tubulares epiteliais, sdo capazes de sintetizar citocinas
inflamatérias (NAKAMURA et al., 1993; SUGIMOTO et al.,, 1999). Sendo assim, a
associagao entre o estado inflamatorio e o inicio e a evolugdo da DRD envolve um conjunto

de processos complexos, onde diversas moléculas inflamatdrias e células do sistema imune
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desempenham importantes papéis (LUIS RODRIGUEZ et al., 2012; MORA-FERNANDEZ
etal., 2014). A Figura 3 representa um resumo esquematico da participacdo de mecanismos
inflamatdrios na fisiopatologia da DRD.

Os elementos celulares envolvidos na inflamacdo sdo mondcitos, linfocitos e
macrdofagos. Os macrdéfagos sdo reconhecidos como as principais células inflamatorias
envolvidas no dano renal. Seu acimulo esta relacionado com a severidade da DRD em
modelos experimentais. Estas células sdo responsaveis pelo chamado “remodelamento renal”.
Dois subtipos de macrdfagos estdo especialmente envolvidos na DRD: subtipo 1 (M1) e
subtipo 2 (M2). Os macr6fagos M1 sdo ativados pelas células Thl e capazes de aumentar a
resposta inflamatéria pela expressao de citocinas, como TNF-a e IFN-y. Os macrofagos M1
também intensificam a resposta inflamatoria pela superproducdo de EROs. J& os macrofagos
M2, sdo ativados por células Th2 e promovem o reparo, 0 remodelamento e a
neovascularizacdo tecidual através da expressdo de citocinas anti-inflamatdrias, incluindo a
IL-10. Os linfocitos T além de possuirem efeitos citotoxicos nos rins, promovem a ativagdo de
macrofagos teciduais (DURAN-SALGADO e RUBIO-GUERRA, 2014).

Figura 3 — Resumo esquematico da participacdo de mecanismos inflamatorios na
fisiopatologia da doenga renal do diabetes.

Fatores de crescimento
TGF-p
Via sorbitol-ald | AGEs | CTGF
redutase VEGF
Estresse oxidativo | <> | PKC |
Estimulo inflamatério Adipocitocinas
Adiponectina Quimiocinas
i = - Leptina MCP-1
tivacdo < = o
NF-xB Visfatina Moléculas de adesdo
o ICAM-1, VCAM-1

Citocinas inflamatérias
IL-1,IL-6 € INF-a

|
Bt

Fonte: Adaptado de Luis-Rodriguez et al., 2012,
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Evidéncias corroboram que os macréfagos sdo as principais células inflamatdrias
infiltradas nos rins no contexto da inflamacg&o cronica subclinica associada ao dano renal no
DM. Apos o acumulo no glomérulo e/ou no intersticio, os macréfagos dédo inicio a uma série
de eventos envolvendo interacdes com as células renais, induzindo-as a secretar citocinas pro-
inflamatorias, as quais resultam no dano renal associado ao DM. No “ambiente diabético”,
alguns fatores incluindo a hiperglicemia, os AGEs, a lipoproteina de baixa densidade oxidada
(LDL-ox) e as EROs, bem como a angiotensina Il podem ativar as células renais intrinsecas
através da inducdo de proteinas quinases ativadas por estresse (SAPKS), como a proteina
quinase ativada por mitdgeno p38 (MAPK p38) e a proteina quinase c-Jun N-terminal (JNK).
Estas, por sua vez, aumentam a secrecdo de quimiocinas, incluindo a MCP-1 e o fator
estimulador de coldnias-1 (CSF-1), bem como a expressdo de moléculas de adesdo como a
VCAM e a ICAM (LAMPROPOULOU et al., 2014; SUN e KANWAR, 2015).

Esta cascata de sinalizacdo facilita o recrutamento de mondcitos e linfocitos-T, 0s
quais, em conjunto com as células do parénquima renal, produzem citocinas pré-inflamatorias
e EROs de uma maneira autocrina e paracrina. Desta forma, é estabelecido um ciclo vicioso
de dano inflamatério nos compartimentos glomerular e tdbulo-intersticial dos rins. As
principais citocinas inflamatdrias que séo induzidas neste cenério incluem o TNF-q, a IL-1, a
IL-6 e a IL-18. Existe também aumento da ativacdo do NF-kB, o principal regulador da
imunidade inata, o que contribui para promover a progressdo da DRD (LAMPROPOULOU et
al., 2014; SUN e KANWAR, 2015). Na Figura 4, esta representado um desenho esquematico
contendo os eventos mais relevantes que contribuem para o dano renal associado a inflamacéo
no contexto do DM.

As moléculas inflamatérias associadas com a DRD incluem as moléculas de adesdo e
os fatores de transcricdo, além das citocinas. As moléculas de adesdo celular sdo proteinas
localizadas na superficie das células e estdo envolvidas na ligacdo com outras células ou com
a matriz extracelular (LUIS RODRIGUEZ et al., 2012), promovendo a fixacdo de leucocitos
na parede vascular e sua penetracdo na camada intima arterial (DURAN-SALGADO e
RUBIO-GUERRA, 2014).

Clinicamente, foi demonstrado que a infiltracdo de macréfagos e a expressdo de
ICAM-1 estdo elevadas nos rins de pacientes com DRD (HIRATA et al., 1998) e que
pacientes com DM tipo 1 e tipo 2 apresentam concentra¢des urinarias e séricas de ICAM-1
mais elevadas, quando comparados com individuos sem dano renal (CLAUSEN et al., 2000;
RUBIO-GUERRA et al., 2009). Além disso, foi relatado que os niveis circulantes e renais de
VCAM-1 estdo elevados em pacientes com DRD (MURAKAMI et al., 2001; SERON et al.,
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1991) e em pacientes diabéticos com albumindria, os quais apresentam maior risco de doenca
renal em estégio final e morte (JENKINS et al., 2007). Também foi reportado que os niveis de
VCAM-1 se correlacionam com a severidade da albumindria em pacientes diabéticos
hipertensos (RUBIO-GUERRA et al., 2009).

Figura 4 — Desenho esquematico representando a sequéncia de eventos relevantes ao dano
inflamatorio renal durante a progressao da DRD.

Hiperglicemia, angiotensina Il ~ ™
MCP-1
CSF-1
Recrutamento S ’\)'% Recrutamento
L 1
=3
e
lCAI\’I—l,f gf‘ VCAM-1
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2R
.
-.\‘,;(éwﬁ? . < TR L 5 QD) S LpL-ox
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TNF-0 =—> 11.-6 > s > Dano glomerular
11.-18 Dano tubular

l

Doeng¢a Renal do Diabetes

Fonte: Adaptado de Sun e Kanwar, 2015. Hiperglicemia, produtos finais de glicacdo avancada (AGEsS),
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL-ox) e angiotensina Il induzem a expressdao de proteina
guimiotatica de mondcitos tipo 1 (MCP-1) e fator estimulador de col6nias-1 (CSF-1), bem como da molécula de
adesdo intercelular tipo 1 (ICAM-1) e molécula de adesdo celular vascular tipo 1 (VCAM-1) em varios
compartimentos renais. Isto aumenta o recrutamento de mondcitos/macréfagos para o rim sob condi¢Bes de
hiperglicemia. Além disso, a expressdo aumentada de MCP-1 e CSF-1 nas células renais promove a
transmigracdo endotelial de macrofagos. Os AGEs se ligam a seus receptores (RAGES), expressos na superficie
dos macréfagos, o0 que promove a ativacdo e maturagdo de mondcitos/macréfagos e induz a liberagdo da citocina
pré-inflamatéria fator de necrose tumoral a (TNF-a) e sua elevada expressdo. Com isso, ocorre o estimulo da
expressdo de outras citocinas, incluindo a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 18 (IL-18).
Consequentemente ha estimulo da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a inflamacéo
cronica subclinica (micro-inflamacéao), dano glomerular e tubular e, por Gltimo, albumindria.

Dentre os fatores de transcrigdo envolvidos na patogénese da DRD, destaca-se 0 NF-
kB. Este fator de transcricdo controla a expressdo de uma ampla variedade de genes, incluindo
os envolvidos na codificacdo de moléculas de adesdo, quimiocinas, citocinas inflamatorias,

oxido nitrico sintase e outras moléculas relacionadas a inflamacdo e a proliferacdo celular
(GUIJARRO, 2001). A ativacdo do NF-kB ocorre por diversos estimulos (WADA e
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MAKINO, 2013), dentre eles citocinas inflamatérias e alteracbes metabolicas, como a
hiperglicemia. ConcentracGes elevadas de glicose produzem a ativagdo do NF-kB em varias
células como, por exemplo, células endoteliais e vasculares do musculo liso e células do
tubulo proximal (PIEPER, 1997; YERNENI et al., 1999). Neste contexto, 0 NF-kB é um fator
central na interacdo entre diferentes fatores, moléculas e vias que resultam em alteracGes
funcionais e estruturais na DKD, tais como o SRAA e o acimulo de AGEs (CHUANG e
GUH, 2001).

1.1.2.1 Citocinas inflamatérias

As citocinas sdo um grupo de polipeptidios de baixo peso molecular e
farmacologicamente ativos, que apresentam efeitos autdcrinos, paracrinos e justacrinos,
exercendo atividades muito complexas. Estas moléculas sdo subdivididas em varias classes,
como quimiocinas, fatores de crescimento, interleucinas, fatores de necrose tumoral e
interferons. A funcdo classica das citocinas esta relacionada a regulacdo do processo
inflamatdrio, no entanto também sdo efetoras essenciais do sistema imune. S&o produzidas
por diversas células do organismo e atuam sobre diferentes celulas-alvo. Uma determinada
citocina pode ser responsavel pela ativacdo de diversas reacdes dependendo do tipo de célula,
tempo de acdo e ambiente. Além disso, as citocinas podem compartilhar subunidades de
receptores e vias de sinalizacdo intracelular, agindo de maneira sinérgica (GARCIA-GARCIA
et al., 2014) para amplificar seus efeitos ou ainda induzindo a sintese ou expressdo de outras
citocinas quando necessario (DURAN-SALGADO e RUBIO-GUERRA, 2014). Na Tabela 5
encontram-se algumas das diversas a¢des das citocinas que contribuem para a patogénese da
DRD.

As quimiocinas macréfago-especificas sdo componentes ativos do recrutamento de
células inflamatdrias nos rins e estdo presentes na fase precoce do dano renal (EL
MESALLAMY et al., 2012). Dentre estas, a MCP-1 € a mais potente (GU et al., 1999) e
desempenha um importante papel na patogénese da DRD (DURAN-SALGADO e RUBIO-
GUERRA, 2014). A MCP-1 ¢ expressa por mondcitos, células endoteliais vasculares, células
musculares lisas, células mesangiais glomerulares e células osteoblasticas. Muitas citocinas
podem estimular a producdo de MCP-1, incluindo IL-1, TNF-a ¢ TGF-B (CRAIG, 2006; NIU,
2009). Além disso, a MCP-1 pode promover a transformacdo de monocitos em macréfagos,
0s quais produzem diversas citocinas, como IL-6 e TNF-o (DURAN-SALGADO e RUBIO-
GUERRA, 2014). Em estudos clinicos tém sido demonstrado que niveis elevados de MCP-1
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na urina e em bidpsias renais estdo associados com o recrutamento de macrofagos,
albumindria, dano tabulo-intersticial e progressdao da DRD (CHIARELLI et al., 2002; MORI|I
etal., 2003; TAKEBAYASHI et al., 2006; TASHIRO et al., 2002).

Tabela 5 — Efeitos relacionados as citocinas pro-inflamatérias potencialmente envolvidos no
desenvolvimento e progressao do dano renal no diabetes.

Aumento da expressdo e da sintese de quimiocinas, moléculas de adesdo, fatores de
transcrigdo, citocinas, fatores de crescimento e mediadores da inflamacao

Alteracdo da sintese de prostaglandinas e acido hialurénico

Inducdo da producédo de EROs

Inducdo de anormalidades hemodinamicas intraglomerulares

Aumento da permeabilidade de células endoteliais vasculares

Inducdo da proliferacédo e contracdo celular e inibicdo do relaxamento do endotélio
Aumento da expressdo de fibronectina

Inducdo da apoptose e necrose celular

Inducdo da hipertrofia glomerular

Estimulo da producéo do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1)
Reducéo do fator inibidor tecidual e expressédo de trombomodulina

Estimulo do recrutamento e ativacdo de células inflamatérias

Inducéo da expressdo de antigenos pelo complexo principal de histocompatibilidade
Alteracdo da reabsorcdo tubular de sodio, conteudo protéico renal e volume glomerular
Citotoxicidade direta as células renais

Fonte: Adaptado de Navarro-Gonzélez e Mora-Fernandez, 2008; Luis-Rodriguez et al., 2012.

Os fatores de crescimento sdo moléculas que participam na regulacdo da formacédo e
da renovacdo da matriz extracelular. Evidéncias tém sugerido que desempenham um
importante papel na patogénese das complicacfes do DM. Neste contexto, o TGF-B1 ¢
considerado o principal fator pro-fibrético na DRD (LUIS RODRIGUEZ et al., 2012). E uma
citocina e também é considerado um fator de transcrigdo (DURAN-SALGADO e RUBIO-
GUERRA, 2014). Sua atividade é essencial na indugdo e manutencdo da fibrose intersticial,
devido a seu efeito regulatério na proliferacdo celular e no estimulo da sintese e inibigdo da
degradacédo de matriz extracelular (BORDER et al., 1996; ZI'YADEH e HAN, 1997).
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O CTGF ¢ ativado pelo TGF-B1, sendo considerado o principal mediador dos seus
efeitos. CTGF e TGF-B1 apresentam propriedades fibrogénicas e angiogé€nicas em comum,
incluindo o estimulo da adesdo, da migracéo, da proliferacdo e da diferenciacdo celular e da
producdo de colageno, desempenhando assim um importante papel na manutencdo de lesdes
pro-fibréticas (PERBAL, 2004; RISER et al., 2000). Ambos, CTGF e TGF-B1, estdo ativados
na DRD e h&a uma correlacdo entre suas concentracdes (EL MESALLAMY et al., 2012).
Além disso, 0 CTGF pode modular outros fatores como o VEGF (SCHMIDT-OTT, 2008), o

qual esta envolvido no processo de neovascularizacao renal e esclerose glomerular.

1.1.2.2 Interleucinas, fator de necrose tumoral o e interferon y

As interleucinas sdo um grupo de citocinas produzido por diversas células em
diferentes tecidos. De acordo com suas ac¢des fisiologicas, as interleucinas sdo classificadas
em moléculas pré-inflamatorias, como a IL-1 e IL-6, ou anti-inflamatérias, como a 1L-10
(DURAN-SALGADO e RUBIO-GUERRA, 2014). Cabe ressaltar que, um desequilibrio entre
as citocinas pré6 e as anti-inflamatorias tem sido observado em diversas patologias
(DINARELLO, 1996). Na patogénese do DM tipo 2, por exemplo, o desequilibrio entre as
citocinas pro e as anti-inflamatérias pode apresentar-se como um fator chave (SCARPELLI et
al., 2006). Alguns estudos tém investigado o papel das interleucinas no desenvolvimento e na
progressdo da DRD e demonstrado que a modulacdo de suas atividades pode representar uma
importante estratégia terapéutica (GARCIA-GARCIA et al., 2014; LUIS-RODRIGUEZ et al.,
2012).

A familia da IL-1 consiste em duas citocinas pro-inflamatorias, a interleucina la (IL-
la) e a interleucina 1 (IL-1B), e um agente anti-inflamatorio de ocorréncia natural, o
antagonista do receptor de IL-1. Recentemente, também foi descrito que a IL-18 também ¢é
um membro da superfamilia da IL-1 (BANERJEE e SAXENA, 2012). Os efeitos sisttmicos
da IL-1 s&o refletidos na regulacdo da taxa metabdlica basal, niveis sanguineos de glicose,
pressdo arterial, metabolismo do ferro e remodelamento dsseo (DINARELLO, 1996). Além
disso, a IL-1 tem emergido como uma molécula critica vinculando o sistema imune e
neuroendocrino, desempenhando um papel chave em processos como a regulacdo
termostatica, a percepcao da dor e o controle do apetite (BIANCHI et al., 1998; INOUI, 2001;
WATKINS e MAIER, 1999).

A IL-1 promove a expressdo de fatores quimiotaticos e moléculas de adesdo, o

aumento da permeabilidade vascular, além de estimular a proliferacao de células mesangiais e
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a sintese de matriz extracelular (NAVARRO-GONZALEZ e MORA-FERNANDEZ, 2008;
RIVERO et al., 2009). Especificamente, a IL-1 aumenta a producéo de ICAM-1 e VCAM-1
por diferentes células renais, incluindo células mesangiais, endoteliais e epiteliais tubulares
(BRADY, 1994; PARK et al., 2000). As alteracdes promovidas pela IL-1 na hemodindmica
intra-glomerular sdo secundarias as modificacdes na sintese de prostaglandinas pelas células
mesangiais, especialmente prostaglandina E2, a qual estd relacionada com o aumento da
permeabilidade endotelial vascular (PFEILSCHIFTER et al., 1989; PFEILSCHIFTER e
MUHL, 1990; ROYALL et al., 1990). Finalmente, a IL-1 aumenta a producdo de &cido
hialurénico pelas células epiteliais do tabulo proximal, o que esta relacionado com a
proliferagéo celular (GARCIA-GARCIA et al., 2014). Em modelos experimentais de DRD, a
expressao renal de IL-1 se apresentou elevada e se relacionou com a albumindria e com o
acumulo de macréfagos (HASEGAWA et al., 1991; NAVARRO-GONZALEZ et al., 2006a;
SASSY-PRIGENT et al., 2000).

A IL-6 é outra interleucina que tem sido estudada no contexto da DRD, devido a seus
efeitos pleiotropicos (DURAN-SALGADO e RUBIO-GUERRA, 2014). A IL-6 possui muitas
propriedades bioldgicas, como a inducgdo da expressao de moléculas de adesdo, bem como de
outras citocinas. Sendo assim, esta citocina esta relacionada com algumas anormalidades
funcionais e estruturais relacionadas & DRD e a progressio do dano renal (GARCIA-
GARCIA et al., 2014). Possui efeitos diretos nas células glomerulares e em células infiltradas,
incluindo alteracBGes na permeabilidade do endotélio glomerular, inducdo da proliferacdo de
células mesangiais, aumento da expressdo de fibronectina (COLEMAN e RUEF, 1992) e do
espessamento da membrana glomerular basal (DALLA VESTRA et al., 2005; NOSADINI et
al., 2000).

Em modelos experimentais, foi demonstrado que a expressdo de RNA mensageiro
(mRNA) de IL-6 esta aumentada no cértex renal de ratos diabéticos e estd associada com a
concentracdo urinaria desta citocina e com o peso Umido do rim, um marcador de hipertrofia
renal (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2006a; THOMSON et al., 2001). Ja em estudos
clinicos, foi reportado que os niveis séricos de IL-6 sdo mais elevados em pacientes com
DRD, quando comparados com individuos sem DRD (SEKIZUKA et al., 1994; SHIKANO et
al., 2000). Os niveis sericos de IL-6 também foram mais elevados em pacientes com
macroalbuminiria e em pacientes com proteindria, comparados aqueles com
microalbumindria (DALLA VESTRA et al., 2005; MORIWAKI et al., 2003; PICKUP et al.,
2000). Em pacientes com DM 2, foi encontrada uma associacdo significativa entre niveis

séricos de IL-6 e 0 espessamento da membrana basal, uma lesdo critica na DRD e um forte
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preditor da progresséo do dano renal (DALLA VESTRA et al.,, 2005; NOSADINI et al.,
2000). Além disso, analises histopatoldgicas de amostras renais humanas demonstraram um
aumento da expressao de IL-6 em células infiltradas no mesangio, intersticio e tabulos, o que
foi positivamente relacionado com a severidade da glomerulopatia (expansao mesangial)
(SUZUKI et al., 1995). Todas estas observacgdes clinicas e experimentais evidenciam o papel
da IL-6 na progressédo da DRD.

A IL-10 é uma citocina pleiotropica imunorregulatéria produzida por células Th2,
células T regulatorias e mondcitos/macrofagos. E uma citocina com propriedades anti-
inflamatorias, que auxilia na regulagdo do sistema imune ao inibir de maneira potente a
expressdo e/ou a producéo de citocinas pro-inflamatérias (LI e FLAVELL, 2008; MOORE et
al., 2001), incluindo a producéo de IL-6, IL-1p, IL-1a e TNF-a por macréfagos ativados, bem
como a producdo de IFN-y por células T (D’ANDREA et al., 1993). Tem sido proposto que a
IL-10 pode desempenhar um papel na patogénese da DRD. Em um estudo em ratos com
glomerulonefrite induzida experimentalmente, utilizando anticorpo anti-membrana basal
glomerular, demonstrou-se que o tratamento sistémico com IL-10 reduziu significativamente
0 grau de proteinuria, inflamacéo sisttmica, bem como atenuou a lesdo renal (HUANG et al.,
2000). Esses ratos com glomerulonefrite mesangial proliferativa, que receberam tratamento
com IL-10, mostraram um menor grau de lesdes histoldgicas, proliferacdo celular limitada e
uma menor expressdo de mediadores inflamatorios (KITCHING et al., 2002).

Em estudos clinicos, foram encontrados niveis séricos elevados de IL-10 em
individuos com DM tipo 1 (MYSLIWSKA et al., 2005) e tipo 2 (WONG et al., 2007;
ZAMAUSKAITE et al., 1999) com DRD. Além disso, foi descrito que as concentracBes
séricas de IL-10 se correlacionam positivamente com EUA (ZHANG et al., 2014). Neste
contexto, Mysliwska et al. (2005) sugeriram que a producdo excessiva de IL-10 pode
contribuir indiretamente para a progressdo DRD, por outro lado, pode explicar relativamente
0 longo curso desta patologia. No entanto, os estudos associando IL-10 e DM tipo 2 séo
limitados a avaliagdo das concentracdes séricas desta citocina e as contribuicdes existentes
ndo sdo suficientes para esclarecer o seu papel causal ou protetor no dano renal associado ao
DM.

O TNF-a ¢ uma proteina transmembrana homotrimérica, com peso molecular de 34
kDa e, apos clivagem pela enzima conversora do TNF-a 17 (ADAM-17), é liberado na
circulacdo e se liga ao receptor de TNF 1 (TNFR1) ou receptor de TNF 2 (TNFR2)
modulando uma série de respostas imunes e inflamatérias. E uma citocina pré-inflamatéria

que apresenta efeitos relevantes no dano renal associado a0 DM (GARCIA-GARCIA et al.,
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2014; SUN e KANWAR, 2015). De maneira similar a outras citocinas inflamatdrias, a
producdo de TNF-o ndo esta restrita somente as células hematopoiéticas, sendo também
produzido por células renais intrinsecas, como células mesangiais, glomerulares, endoteliais,
dendriticas e tubulares. No entanto, € produzido principalmente por mondcitos/macréfagos e
células T infiltrados nos rins, onde a hiperglicemia e os AGEs servem como potentes
indutores da producdo de TNF-a nas células renais (DONG et al., 2007; NAKAMURA et al.,
1993; SUGIMOTO et al., 1999; SUN e KANWAR, 2015; ZHANG et al., 2007).

Quando o TNF-a se liga a seus receptores especificos, diversas a¢des podem ser
desencadeadas nas células renais, incluindo a ativagdo de sistemas de segundos mensageiros e
fatores de transcricdo, bem como a sintese de citocinas (por exemplo, IL-1, IL-18) e fatores de
crescimento, receptores, moléculas de adesao celular, enzimas envolvidas na sintese de outros
mediadores inflamatérios e proteinas de fase aguda. Esta variedade de atividades bioldgicas
resulta em diversos efeitos, tais como a apoptose e necrose, que desempenham importantes
papéis no desenvolvimento do dano renal no DM. Contudo, 0 TNF-a também pode causar
citotoxicidade direta as células renais, incluindo poddécitos glomerulares e células tubulares,
induzindo o dano renal, a apoptose e a necrose (NAVARRO-GONZALEZ e MORA-
FERNANDEZ, 2008; NAVARRO-GONZALEZ et al., 2009; SUN e KANWAR, 2015).

Além disso, 0 TNF-a pode produzir alteragdes no fluxo sanguineo intra-glomerular e
reducdo na filtracdo glomerular como consequéncia de um desequilibrio entre fatores que
promovem a vasoconstricao e vasodilatacdo (BAUD et al., 1998; SUN e KANWAR, 2015). O
TNF-o também pode causar mudangas na permeabilidade das células endoteliais, através da
modificacdo da distribuicdo de moléculas envolvidas no processo de adesdo celular e nas
juncdes celulares (WOJCIAK-STOTHARD et al., 1998). Esta acdo afeta de maneira adversa a
integridade da barreira de filtracdo glomerular, causando aumento na permeabilidade da
mesma e albumindria (SUN e KANWAR, 2015). Outra acdo promovida pelo TNF-a ¢é a
inducdo direta da producdo de EROs pelas células renais, independentemente de mecanismos
hemodinamicos (RADEKE et al., 1990), resultando em alteragdes na funcdo da parede dos
capilares glomerulares e aumentando a permeabilidade a albumina (MCCARTHY et al.,
1998). Finalmente, o0 TNF-a pode apresentar efeitos sinérgicos as agdes de outra citocina pro-
fibrogénica, 0 TGF-B, promovendo o acimulo de matriz extracelular através do aumento da
expressao de fibronectina e inibidor tecidual de metaloproteinase 1 (TIMP-1) (LIM e TESCH,
2012).

Estudos experimentais tém demonstrado que o TNF-o esta relacionado com a

hipertrofia e hiperfiltracdo renal, alteragdes presentes durante o estagio inicial da DRD
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(DIPETRILLO et al., 2003; DIPETRILLO e GESEK, 2004). Estudos in vivo, utilizando ratos
diabéticos, evidenciaram uma elevada excre¢do urinaria de TNF-a, o que foi relacionado a
retencdo de sédio e hipertrofia renal (DIPETRILLO e GESEK, 2004; SCHREINER e
KOHAN, 1990). Algumas observacdes experimentais também tém suportado a nocao de que
h& uma estreita relacdo entre a proteindria e a inflamag&o. Corroborando com esta afirmacao,
foi reportado que a expressdo de mRNA no cortex renal e a excre¢do urinéria de TNF-a se
correlacionaram de maneira independente e positiva com a albumindria (NAVARRO-
GONZALEZ et al.,, 2005; NAVARRO-GONZALEZ et al., 2006a). Estudos utilizando
técnicas de microdialise demonstraram um aumento significativo nos niveis de TNF-a no
fluido intersticial e na urina, mesmo na auséncia de infiltrados celulares, o que foi observado
antes do desenvolvimento de albumindria. Também foi descrito que ha uma elevacdo nos
niveis de TNF-a ap6s 0 aumento da EUA, sugerindo que a elevacdo da albumindria possui um
efeito estimulatorio na producéo renal de TNF-a (KALANTARINIA et al., 2003).

Em estudos clinicos em pacientes com DRD tém sido reportado que as concentracGes
séricas e urindrias de TNF-a estdo elevadas quando comparadas as concentra¢des encontradas
em individuos controle ou em pacientes com DM, e que estas concentracdes se elevam
concomitantemente com a progressao da doenca renal. Estes achados indicam uma relagéo
entre niveis elevados desta citocina e o desenvolvimento e progressdo do dano renal no DM
(MORIWAKI et al., 2003; NAVARRO et al., 2003a; NAVARRO et al., 2006b).

O IFN-y é uma citocina potencialmente pro-inflamatoria pertencente a familia dos
interferons. Estd envolvido com a producdo de mediadores derivados de macréfagos,
incluindo TNF-a, IL-1, interleucina 12 (IL-12) e Oxido nitrico, além de participar na
regulacdo negativa da sintese de mediadores anti-inflamatdrios, como a IL-10. Seu papel na
DRD tem sido pouco investigado (EL-HASHEMITE et al., 2004; FARRAR e SCHREIBER,
1993). Em pacientes com DRD manifesta, foi demonstrado que os niveis séricos de IFN-y
estdo mais elevados quando comparados com um grupo contendo pacientes diabéticos
normoalbumindricos e microalbuminuricos. Além disso, estes niveis se correlacionam com a
proteindria (WU et al., 2010). Também foi reportado que as concentracfes sericas de IFN-y
estdo elevadas em pacientes com DM tipo 2 com DRD, comparados com individuos
controles, e se correlacionam com EUA (ZHANG et al., 2014). No entanto, outro estudo
descreveu que as concentracdes séricas de IFN-y ndo diferem entre pacientes com DM tipo 1
e individuos controles saudaveis (ELLINA et al., 2012).

Sendo assim, todas estas evidéncias sugerem o envolvimento de diferentes moléculas e

vias inflamatorias no desenvolvimento e progressdo da DRD. Além disso, diversos estudos
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utilizando modelos experimentais de DRD tém reportado que a administragcdo de substancias
com propriedades anti-inflamatdrias é capaz de reduzir a expressdo de mediadores de dano
renal, prevenindo sua iniciacdo e progressdo (BOLICK et al., 2003; DAVILA-ESQUEDA et
al., 2005; YANG et al., 2008). Corroborando com estas observacfes experimentais, estudos
clinicos também tém demonstrado que algumas estratégias baseadas na modulacdo de
moléculas inflamatdrias apresentam implicacdes significativas (LEYVA-JIMENEZ et al.,
2008; NAVARRO et al., 2003b; RODRIGUEZ-MORAN et al., 2006).

1.1.3 Estratégias emergentes na avaliagdo da Doenga Renal do Diabetes

1.1.3.1 LimitacBes dos marcadores tradicionais no diagnéstico da Doenca Renal do Diabetes

A deteccgdo precoce da DRD é fundamental para um monitoramento clinico adequado
da doenca (ABDEL-RAHMAN et al., 2011). Até o presente momento, o diagndstico clinico
da DRD é baseado na avaliacdo da funcdo renal, através da TFG estimada, e na avaliacdo do
dano renal, usualmente verificado pela mensuracdo da UACR em amostras de urina (ADA,
2016; NKF-KDOQI, 2012). No entanto, embora estes testes sejam facilmente realizados e
estejam amplamente disponiveis na préatica laboratorial e clinica, eles apresentam certas
limitacdes (LIN et al., 2016). Desta forma, € importante entender estas limitacGes para aplica-
los de forma adequada na clinica e também para a pesquisa de novos métodos diagndsticos.

Na avaliacdo das funcdes excretorias renais, a TFG é considerada o melhor parametro.
Devido ao tempo consumido e aos inconvenientes relacionados a coleta de urina de 24 horas,
a mensuracdo da depuracdo da creatinina endégena para avaliar a TFG ndo é facilmente
aplicada a cenarios clinicos. Sendo assim, a avaliacdo da funcéo renal através de equacdes que
utilizam os niveis séricos de creatinina, como a MDRD e CKD-EPI, tem sido bastante
utilizada na pratica clinica (LIN et al., 2016). No entanto, existem algumas limitacGes para o
uso da TFG estimada como um marcador no diagnostico precoce de DKD. Uma destas
limitagdes reside no fato de que os niveis seéricos de creatinina sdo afetados pela massa
muscular e pelo padrdo dietético, o que pode afetar o calculo da TFG estimada (BAXMANN
et al., 2008; PERRONE et al., 1992).

Além disso, as estimativas da TFG refletem alteragdes funcionais tardias e ndo
alteracdes estruturais precoces dos rins (LIN et al., 2016). A equacdo MDRD se torna menos
fidedigna em pacientes com TFG >60 mL/min/1,73m? (LEVEY et al., 2006; RULE et al.,

2004). Este fato poderia ser um problema no diagndstico precoce da DRD, uma vez que a
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hiperfiltragdo glomerular esta presente nos estagios precoces da doenca (LIN et al., 2016). Por
outro lado, a CKD-EPI é mais precisa em pacientes nos quais a TFG >90 mL/min/1,73m?
(MICHELS et al., 2010) e, desta forma, preferida quando aplicada em pacientes com diabetes
(ADA, 2016). Assim, as estimativas da TFG estdo comprometidas por limitacGes
metodoldgicas para avalia-la tanto em faixas normais, quanto em faixas elevadas (LEVEY et
al., 2012; MaclSAAC et al., 2014). Deve-se, portanto, ter cautela ao utilizar a TFG como
unico marcador para o diagnostico da DRD (LIN et al., 2016).

A albumindria ¢ um marcador de dano renal, especialmente de disfuncdo glomerular, e
¢ tradicionalmente considerada o padrdo ouro para diagnosticar o inicio da DRD
(MATHESON et al, 2010). Similar a TFG, a mensuragdo da EUA durante um periodo de 24
horas € dispendiosa, além de ter uma pequena preciséo e baixo poder preditivo (EKNOYAN
et al.,, 2003; LEVEY et al., 2003). Desta forma, as diretrizes atuais recomendam a
determinacdo da UACR em amostras isoladas de urina, o que é utilizado na prética clinica
(ADA, 2016). No entanto, a albuminuria ndo é especifica para a presenca de DRD, podendo
se elevar por outras razdes, incluindo atividade fisica, padrdo dietético, infeccbes, febre,
insuficiéncia cardiaca congestiva, hiperglicemia grave, hipertensdo nao controlada e
menstruacdo (NKF-KDOQI, 2007). Deve-se considerar tambeém que a albumindria pode estar
presente em pacientes sem DRD, bem como em individuos ndo diabéticos com DRC
progressiva (LEE e CHOI, 2014).

Algumas evidéncias tém indicado que certos pacientes com diabetes podem apresentar
lesbes renais patologicas avancgadas e declinio progressivo da funcao renal quando os niveis
de EUA ainda se encontram dentro da normalidade, indicando que a albumindria ndo é um
marcador perfeito para a deteccdo precoce da DRD (MATHESON et al., 2010). Além disso,
seu poder preditivo é limitado (LEE e CHOI, 2014), uma vez que nem sempre ocorre a
progressdo de microalbuminuria para macroalbuminudria (STEINKE et al., 2005) e que alguns
pacientes podem desenvolver DRD mesmo na auséncia de microalbuminuria (DWYER et al.,
2012; ITO et al.,, 2010). Em diversos estudos, também tem sido reportada a remissao
espontdnea da microalbuminuria para a normoalbuminudria em uma grande proporcdo de
pacientes com diabetes, 0 que leva a refletir sobre a inevitabilidade da progressdo da doenga
renal (MacISAAC et al., 2014; PERKINS et al., 2003).

A variabilidade substancial na gravidade da DRD no DM tipo 1 e a natureza
heterogénea da patologia no DM tipo 2 sugere que a microalbumindria pode ou nao refletir a
patologia subjacente. Considerando que existe uma forte associacdo entre a duragdo do

diabetes e o desenvolvimento de DRD, particularmente no DM tipo 1, a EUA aumentada no
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DM de curta duracdo suscita questionamentos sobre a presenca de doenca renal ndo causada
pelo diabetes (NKF-KDOQI, 2007). Outro ponto importante a ser discutido é a natureza
heterogénea da lesdo renal, especialmente no DM tipo 2. A albumindria € um marcador de
disfuncéo glomerular, o que é caracteristico da DRD no DM tipo 1 (CARAMORI et al., 2002;
MAUER et al., 1984). No entanto, a glomerulopatia ¢ menos comum na patogénese da DRD
no DM tipo 2, onde as lesBes tubulointersticiais e/ou vasculares s&o, algumas vezes, as
principais lesdes histologicas (BROCCO et al., 1997; DALLA VESTRA et al., 2000;
FIORETTO et al; 1996).

No entanto, é importante salientar que, apesar dos questionamentos acerca da
importancia do valor do aumento da EUA como um marcador da DRD, em uma reviséo de
ensaios clinicos randomizados, de metanalises e de grandes estudos observacionais, o papel
da microalbuminuria como fator de risco para eventos cardiovasculares e progressdo da DRD
foi reforcado (BAKRIS e MOLITCH, 2014). Destaca-se também que tanto a EUA como a
TFG sdo preditores independentes de doenga cardiovascular e de mortalidade nos pacientes
com DM tipo 2 (DRURY et al., 2011; NINOMIYA et al., 2009).

1.1.3.2 Novas perspectivas: biomarcadores urindrios emergentes na avaliacdo da Doenca
Renal do Diabetes

Devido as limitacbes da TFG estimada e da albuminuria no diagnéstico precoce da
DRD, existe a necessidade de investigar e validar novos biomarcadores que sejam mais
sensiveis e especificos na detec¢do da doenca e na predicdo de sua progressao. A identificacdo
de novos biomarcadores pode ser util para fornecer informaces a respeito da fisiopatologia
da doenca, além de proporcionar estratégias clinicas precoces para o diagnostico (MORESCO
et al., 2013). Alguns biomarcadores urinarios tém sido estudados com este proposito,
incluindo biomarcadores que refletem o dano renal glomerular ou tubular, biomarcadores de
estresse oxidativo e biomarcadores de inflamacdo. Além destes, novos biomarcadores
emergentes na avaliacdo da DRD incluem o estudo de microRNA e do perfil genébmico,
metabolémico e protedmico de pacientes acometidos por esta patologia (LEE e CHOI, 2014;
LIN et al., 2016). Na Tabela 6 s&o apresentados alguns biomarcadores urinarios que tém sido
estudados na avaliagdo da DRD.

O dano renal na DRD é caracterizado por alteracdes na estrutura e na permeabilidade
glomerular. Essas alteragcbes podem ocorrer como resultado de dano a qualquer um dos

componentes pertencentes ao aparato da barreira de filtragdo glomerular, incluindo a
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membrana glomerular basal, os podécitos e os capilares glomerulares endoteliais (LEE e
CHOI, 2014). O dano glomerular resulta no aparecimento urinario de um excesso de proteinas
séricas que ndo seriam livremente filtradas através do glomérulo, incluindo macromoléculas
como a albumina e a transferrina (LEWIS e XU, 2008). As anormalidades na membrana basal
glomerular, que incluem acumulo de matriz mesangial e espessamento da membrana
glomerular, estdo associadas com a producdo aumentada de proteinas de matriz extracelular,

como o colageno tipo IV.

Tabela 6 — Biomarcadores urinarios na avaliagdo da DKD.

Biomarcadores de Biomarcadores de Biomarcadores de Biomarcadores de
dano glomerular dano tubular inflamacéo estresse oxidativo
] obuli Fator de necrose
: ag-microglobulina tymoral-a (TNF-o Pentosidina
Albumina (AL MG) ( )
-mi i 8-hidroxi-2'-
COlégenO tlpO v P2 m(lgrzol%llcc)?)u“na |nterfer0n-’y (IFN-vy) desoxiguanosina
(8-OHdG)
Lipocalina associada
) a gelatinase de Interleucina-1 (IL-1)  8-oxo-7,8-dihidro-
Nefrina neutréfilos (NGAL) 2’-desoxiguanosina
(8-0x0dG)
- Molécula de injuria ,
Podocalixina renal tipo 1 (KIM-1) Interleucina-6 (IL-6)
N-acetil-B-D- Proteina quimiotatica
Transferrina glicosaminidase de mondcitos tipol
(NAG) (MCP-1)

Proteina ligadora do
retinol (RBP)

Neste contexto, alguns autores tém reportado que o aumento das concentracdes
urinarias de transferrina (KAZUMI et al., 1999; NARITA et al., 2006) e de colageno tipo IV
(CAWOOD et al., 2010; IJIMA et al., 1998; KOTAJIMA et al., 2000) podem preceder o
desenvolvimento de microalbuminaria em pacientes com DM tipo 2. Alem disso, dano aos
podadcitos, com reducgdo tanto no nimero, quanto na densidade, tem sido reportada como uma
caracteristica precoce na DRD. Algumas proteinas poddcito-especificas, como a nefrina
(HARA et al., 2012; PATARI et al., 2003) e podocalixina (HARA et al., 2012), podem estar
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aumentadas na urina de pacientes normoalbumindricos, sendo Uteis na detec¢do precoce da
DRD.

Tem sido demonstrado que o tabulo proximal pode desempenhar um importante papel
no desenvolvimento da albumindria e que os biomarcadores de dano tubular sdo sensiveis e
podem predizer a microalbumindria ou a DRD em estagios precoces (MATHESON et al.,
2010), como a hiperfiltragdo glomerular (FU et al., 2012a). Os biomarcadores de dano tubular
sdo essencialmente enzimas urinarias e proteinas plasmaticas de baixo peso molecular. Uma
elevada excrecdo urinaria destes biomarcadores pode ser devido a reabsorcdo deficiente de
proteinas plasmaticas pelas células tubulares ou devido ao aumento da secre¢do de enzimas
urinérias pelas células epiteliais tubulares, levando a proteindria (BARRATT e TOPHAM,
2007; HONG e CHIA, 1998). Proteinas e enzimas com peso molecular menor que 70 kDa séo
livremente filtradas através da membrana glomerular, sendo completamente reabsorvidas
pelas células epiteliais tubulares. Sendo assim, proteinas e enzimas que possuem peso
molecular superior, sdo oriundas da secrecdo pelas células epiteliais tubulares (FLANDROIS
et al., 1986). Algumas das enzimas e proteinas associadas com o dano tubular sdo: A1 MG e
B2 MG, RBP, NGAL, KIM-1 e NAG (MORESCO et al., 2013).

A NGAL ¢é uma pequena proteina, com peso molecular de 25 kDa, pertencente a
familia das lipocalinas, que esta associada covalentemente a gelatinase de neutréfilos
humanos. E secretada em pequenas quantidades pelos pulmdes, rins, traqueia, estomago,
tecido do célon, bem como pelos neutréfilos. A NGAL ¢é altamente expressa no néfron distal,
sendo liberada das células tubulares renais danificadas no sangue e na urina em resposta ao
dano nefrotéxico e isquémico (MISHRA et al., 2005). Desta forma, a elevacdo de seus niveis
pode ser observada muito antes que um decréscimo da TFG seja observado (HIRSCH et al.,
2007; WHEELER et al., 2008).

Alguns estudos tém sugerido que a excrecdo urinaria de NGAL pode ser Gtil para a
deteccdo precoce do dano renal no DM e também para 0 monitoramento da DRD. Foi
demonstrado que a NGAL urinaria estava elevada em pacientes com DM tipo 1, com ou sem
microalbumindria, indicando a presenga de dano tubular em um estagio precoce (NIELSEN et
al., 2010). Em pacientes com DM tipo 2, foi descrito que os niveis urinarios de NGAL
estavam alterados mesmo em individuos com EUA normal (UACR <10 mg/g creatinina) ou
levemente aumentada (UACR 10-30 mg/g creatinina), o que indica que o dano tubular pode
estar presente em um estégio precoce da DRD (DE CARVALHO et al., 2016).

Um estudo de Fu et al. (2012b) investigando a ocorréncia de dano tubular em

pacientes com DM tipo 2, reportou que 0s niveis urinarios de NGAL estavam
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significativamente elevados em pacientes diabéticos, quando comparados a um grupo
controle. Neste sentido, os autores concluiram que a excrecdo urinaria de NGAL pode ser um
biomarcador mais precoce e, por isso, mais promissor que albumindria na detec¢éo e predicéo
do dano renal em pacientes com DM tipo 2. Nauta et al. (2011), demonstraram em um estudo
com 94 pacientes diabéticos que os niveis urinarios de NGAL estavam significativamente
elevados em pacientes normoalbumindricos, quando comparados a individuos controles ndo-
diabéticos. Além disso, os niveis de NGAL estavam associados positivamente com a
albumindria e o com o declinio na TFG.

Corroborando com estes achados, outros estudos tém reportado que as concentracfes
urinarias de NGAL aumentam com a progressdo da doenca e podem predizer o declinio da
funcdo renal. No mesmo estudo de Fu et al. (2012b), descrito acima, a excrecao urinaria de
NGAL demonstrou uma correlacdo forte e positiva com a UACR e uma correla¢do negativa
com a TFG. Nielsen e al. (2012) descreveram que uma excrecéo urinaria de NGAL elevada
foi capaz de predizer um répido declinio da TFG em pacientes com DM tipo 2. Em pacientes
com DM 1, também foi reportada uma correlacdo positiva entre a concentracao urinaria de
NGAL e a severidade da albumindria (NIELSEN et al., 2010).

Estes achados suportam a hipotese de que o dano tubular é relativamente comum nos
estagios iniciais do DM e que a NGAL representa um dos biomarcadores promissores na
avaliacdo da DRD. Neste contexto, a associacdo da NGAL com marcadores inflamatérios
poderia indicar a precocidade destes na deteccdo do dano renal no DM. Além de ser um
biomarcador precoce, a NGAL destaca-se pela capacidade de predizer a progressdo da DRD,
0 que corrobora sua utilidade clinica na avaliacdo desta patologia.

O estresse oxidativo desempenha um papel crucial na patogénese da DRD. A
hiperglicemia e demais componentes relacionados ao DM induzem o aumento da producéo
celular de superdxido e a ativacdo de vias associadas com a patogénese das complicacdes
diabéticas, como a via dos poliois, bem como a ativacdo da PKC e o aumento da producéo de
AGEs (KANAUCHI et al., 2002). O 8-OHdG e 8-0xodG s&o produtos do dano oxidativo ao
acido desoxirribonucléico (DNA), os quais sdo livremente filtrados e, sendo assim, seus
niveis urinarios podem refletir o estresse oxidativo sistémico (LEINONEN et al., 1997) e
serem biomarcadores Uteis para predizer o desenvolvimento de DRD (HINOKIO et al., 2002;
NISHIKAWA et al, 2003). J& dentre os AGEs, um dos melhores quimicamente
caracterizados em humanos € a pentosidina, a qual tem sido considerada um marcador de
formacdo e de acumulo destes produtos (PRICE et al., 2001). Niveis urinarios elevados de

pentosidina tem sido reportados em pacientes com DM tipo 2 e DRD (CALABRESE et al.,
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2007). Também tem sido descrito que as concentragdes urindrias de pentosidina se
correlacionam com a gravidade da albumindria em pacientes com DM (KERN et al., 2010).

Evidéncias recentes tém demonstrado que 0s mecanismos imunologicos e
inflamatdrios desempenham um importante papel no desenvolvimento e na progressdo da
DRD (ELMARAKBY e SULLIVAN, 2012; NAVARRO et al., 2008; TUTTLE, 2005). A
inflamacéo tem sido reconhecida como um fator de risco para o desenvolvimento da DRD e,
neste contexto, parece ser mais um fator causal da doenca do que uma consequéncia da
doenga (KOLB e MANDRUP-POULSEN, 2005; PICKUP, 2004; RIVERO et al., 2009). Tem
sido reportado que individuos que progridem para DRD apresentam caracteristicas
inflamatorias anos antes do inicio da doenca (BLOOMGARDEN, 2003; DANDONA et al.,
2004).

Além disso, tem sido demonstrado que uma elevada excrecao urinéria de marcadores
inflamatorios estd associada com a progressao da patologia. Neste sentido, alguns estudos tém
encontrado associagdes entre 0 aumento da EUA e da excrecdo de marcadores inflamatdrios
(CHERNEY et al., 2012; NAVARRO et al., 2006; NAVARRO et al., 2003; WOLKOW et al.,
2008; WU et al., 2013). Interleucinas (IL-1, IL-6, IL-10), TNF-a, IFN-y, quimiocinas (MCP-
1), fatores de crescimento (CTGF, TGF-B1), moléculas de adesio (ICAM-1, VCAM-1),
fatores de transcri¢cdo nuclear (NF-kB), bem como células imunes (linfocitos e macrofagos)
estdo envolvidos na patogénese do DM e, consequentemente, desempenham um importante
papel no desenvolvimento de suas complicagdes (DURAN-SALGADO e RUBIO-GUERRA,
2014).

Desta forma, pode-se observar que um grande nimero de biomarcadores tem sido
estudado na avaliagdo da DRD e diversos estudos tém demonstrado resultados promissores.
No entanto, novas investigacdes sdo necessarias para validar estes biomarcadores. Cabe
salientar, que varias questdes ainda devem ser respondidas antes que estes novos
biomarcadores sejam implementados na préatica clinica, como os efeitos de diversos fatores na
interpretacdo dos resultados, incluindo sexo, idade e diferencas de pontos de corte de cada
biomarcador em condicGes distintas (OSTERMAN et al., 2012).

1.1.4 Citocinas inflamatdrias urinarias na avaliacdo da Doenca Renal do Diabetes

Algumas observagdes clinicas tém suportado a hipGtese de que 0 processo

inflamatdrio renal contribui para o desenvolvimento da DRD em pacientes com DM e que o
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aumento da excregdo urinaria de marcadores inflamatorios pode estar associado com a
progressdo do dano renal nestes pacientes.

Neste contexto, Tashiro et al. (2002) verificaram que 0s niveis urinarios de MCP-1
estavam aumentados em um grupo de pacientes com DM tipo 2 e DRD, quando comparados a
um grupo controle de individuos saudaveis. Observou-se também que estes niveis
aumentavam gradualmente conforme o estagio clinico da DRD (normoalbumindria,
microalbumindria e macroalbuminuria). A excrecdo urinaria de 1L-18 se apresentou elevada
em pacientes com micro e macroalbumindria.

Navarro et al. (2003) estudaram a associacdo de pardmetros inflamatérios com a EUA
em estagios precoces do DM tipo 2. Foi observado que os niveis urinérios de TNF-o estavam
significativamente mais elevados em pacientes diabéticos do que em individuos controles
saudaveis. Além disso, a excre¢do urinaria de TNF-a aumentou significativamente com a
progressdo da DRD, demonstrando uma correlagéo significante e positiva com a EUA.

Navarro et al. (2006) analisaram a associacéo entre a citocina pro-inflamatéria TNF-a
e 0os marcadores clinicos de dano glomerular (UACR) e tubular (NAG) em pacientes com DM
tipo 2. Os pacientes foram estratificados em diferentes quartis dos marcadores inflamatérios
séricos TNF-a e proteina C reativa ultrassensivel. Pacientes no mais alto quartil destes
parametros inflamatdrios apresentaram excrecdo mais elevada de albumina e de NAG do que
pacientes no quartil mais baixo. Além disso, as concentracdes urinarias de TNF-a foram
positivamente e significativamente associadas com as excre¢des urinarias de NAG e de
albumina. Estes achados mostram que a excre¢do urinaria de TNF-a se correlaciona com a
severidade da doenca em renal em pacientes com DM tipo 2, tanto em relacdo ao dano
glomerular, quanto em relagdo ao dano tubular, sugerindo um importante papel desta citocina
na patogénese e na progressdo da DRD.

Em outro estudo, Navarro et al. (2008) avaliaram as concentracdes urinarias de TNF-a.
e IL-6 em individuos controle e em pacientes com DM tipo 2 com fungédo renal normal, em
diferentes estagios de DRD (normoalbuminuria, microalbumindria e macroalbumindria). Foi
observado que os niveis urinarios de IL-6 foram similares entre 0s pacientes diabéticos e o
grupo controle. N&do foram encontradas diferengas significativas em relagdo a excrecdo
urinaria de IL-6 entre os trés grupos de pacientes com DRD estudados. Ja quanto as
concentracdes urinarias de TNF-a, foi verificado que estavam aumentadas nos pacientes
diabéticos em relagdo ao grupo controle. Além disso, os niveis urinarios de TNF-o foram

significativamente mais elevados em pacientes com macroalbumindria, quando comparados
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aqueles com microalbumindria e aqueles com EUA normal. A excre¢do urinaria de TNF-a
também foi maior em pacientes microalbumindricos do que naqueles normoalbuminuricos.

Wolkow et al. (2008) avaliaram se o declinio da fungéo renal em pacientes diabéticos
estd associado com elevada excrecdo de marcadores inflamatorios na urina. Neste estudo,
foram mensuradas citocinas urinérias em pacientes com DM tipo 1 e microalbumindria que
apresentaram funcéo renal estavel ou em declinio durante um periodo de acompanhamento de
aproximadamente 3 anos. O grupo controle foi composto por pacientes com DM tipo 1 e
normoalbumindria. Foi demonstrado que elevados niveis urinarios de IL-6, IL-8, e MCP-1
estdo associados com o declinio da funcéo renal em pacientes microalbumindricos.

Wu et al. (2010) avaliaram a producdo e a expressao de citocinas pro-inflamatérias
(IL-1B, TNF-a, IL-6) e de citocinas produzidas por células Thl (IFN-y, interleucina 2 (IL-2))
e Th2 (interleucina 4 (IL-4), IL-10), bem como de quimiocinas (MCP-1 e quimiocina
regulada sob ativagdo, expressa e secretada por células T normais (RANTES)) no plasma e na
urina de pacientes com DM tipo 2. Dois grupos foram comparados: um grupo controle
composto por pacientes normoalbuminuricos e microalbuminaricos e um grupo com DRD
manifesta. Os pacientes com DRD manifesta apresentaram niveis urinarios de citocinas pro-
inflamatorias e de quimiocinas mais elevados. Esta ativacdo de citocinas e quimiocinas foi
posteriormente confirmada através de analise imunohistoquimica. Foi encontrada coloracdo
positiva para IL-1pB, IFN-y e MCP-1 em células glomerulares, intersticiais e tubulares renais
dos pacientes com DRD, indicando que diversas células renais participam na producdo de
citocinas e quimiocinas. Além disso, foi reportado que os niveis urinarios de MCP-1 se
correlacionam positivamente com a proteinuria e negativamente com a TFG.

Liu et al. (2010) avaliaram as concentragdes urinarias de 27 citocinas em pacientes
com DM tipo 2 normo e microalbumindricos. Os niveis de interleucina 8 (IL-8), proteina 10
induzida pelo interferon (IP-10), MCP-1, eotaxina, RANTES e TNF-a estavam
significativamente mais elevados em pacientes microalbumindricos, em relacdo a pacientes
normoalbumindricos ou individuos controles. Os niveis de fator estimulador de colonias
granuldcitos-mondcitos (GM-CSF), proteina inflamatoria de macrofago-l1o (MIP-1a) e
proteina inflamatoria de macrofago-1p (MIP-1p) se apresentaram mais elevados em pacientes
microalbumindricos do que em pacientes controles.

Cherney et al. (2012) caracterizaram a excrecao urinaria de citocinas e quimiocinas em
adolescentes com DM tipo 1 normoalbuminuricos. Os niveis urinarios de IL-6 e RANTES
foram mais elevados do menor para o maior tercil aloumina/creatinina, sugerindo que uma

UACR elevada, mas ainda dentro faixa normal, pode estar associada com a inflamagé&o renal e
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com o risco de desenvolvimento de DRD. Em outro estudo em pacientes com DM tipo 1,
Ellina et al. (2012) avaliaram as concentragcdes séricas e urinarias de glicosaminoglicanos
associados a matriz extracelular (GAGs), CTGF, VEGF, MCP-1, CD40 e IFN-y no
desenvolvimento da DKD. Foi observado que os niveis plasmaticos de GAGs, CD40 e MCP-
1, bem como os niveis urinarios de GAGs e CTGF estavam elevados em pacientes
normoalbumindricos. Estas observagdes podem sugerir que os niveis de GAGs e de CTGF,
podem refletir sinais precoces de dano renal, antes mesmo do inicio da albuminuria.

Verhave et al. (2013) investigaram a capacidade das citocinas urinarias em predizer
independentemente a progressdo da DRD e seu valor aditivo a fatores de risco cléssicos. Os
biomarcadores urinarios foram mensurados em pacientes diabéticos (tipo 1 ou tipo 2) com
DRD manifesta, no inicio do estudo e apdés um periodo de acompanhamento de
aproximadamente 2 anos. A presenca de niveis elevados de cada um dos marcadores
avaliados (IL-6, IL-8, MCP-1, TGF-B1) foi capaz de predizer uma progressdao mais rapida da
doencga renal, exceto para IL-1B. No entanto, somente MCP-1 e TGF-1 foram capazes de
fornecer informagdes prognosticas adicionais a proteindria e de predizer o declinio da funcgéo
renal independentemente de fatores de risco classicos.

Wu et al. (2013) avaliaram a correlagdo dos marcadores TNF-o. e NGAL com a
progressao da DRD em pacientes com DM tipo 2. Os niveis urinarios de TNF-a. e NGAL
foram determinados em individuos controles e em pacientes diabéticos em diferentes faixas
de EUA. Os pacientes normoalbumindricos e microalbuminuricos foram acompanhados por
aproximadamente dois anos. Os resultados deste estudo demonstraram que 0s niveis urinarios
de TNF-o e NGAL estavam elevados em pacientes com DM tipo 2 e se correlacionaram
positivamente com o grau de EUA. Além disso, a elevacdo destes dois marcadores na urina
foi capaz de predizer a diminuicdo da TFG, sendo que o TNF-a foi um preditor independente
do declinio da funcdo renal em um estégio precoce da DRD.

Har et al. (2014) avaliaram a relagdo entre a hiperfiltragdo e citocinas/quimiocinas
inflamatdrias urindrias em adolescentes com DM tipo 1, com pressdo arterial normal e
normoalbumindricos. Também foi avaliada a associacdo entre 0s niveis urinérios e
plasmaticos dos marcadores inflamatorios, para esclarecer a origem destes fatores. As analises
incluiram eotaxina, GM-CSF, fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2) interferon a2
(IFN- 02), IL-2, IL-12, proteina quimiotatica de monocitos tipo 3 (MCP-3), MCP-1,
quimiocina derivada dos macréfagos (MDC), MIP-1a, fator de crescimento derivado das
plaquetas-BB (PDGF-AB/BB), fator de necrose tumoral f (TNF-B) e ligante CD40 soltvel

(sCD40L). Um dos achados mais interessantes deste estudo foi a associacdo entre a
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hiperfiltracdo renal e niveis elevados de citocinas/quimiocinas nos adolescentes avaliados,
antes mesmo do desenvolvimento de microalbumindria. Os niveis urinérios de
citocinas/quimiocinas aumentaram significativamente de acordo com a faixa de filtracdo
glomerular, sendo mais elevados nos adolescentes com hiperfiltracdo, e com tendéncias
paralelas nas concentragGes séricas dos marcadores avaliados.

Sendo assim, esses estudos ndo somente corroboram a hipotese de que 0 processo
inflamatdrio estd intimamente relacionado com o desenvolvimento e progressao da DKD, mas
indicam que a inflamacdo representa um importante aspecto a ser avaliado em pacientes com
DM. No entanto, as caracteristicas diagndsticas das citocinas urinarias na deteccdo precoce do
dano renal ainda necessitam ser investigadas. Além disso, pouco se sabe sobre a alteracdo
destes marcadores mesmo em pacientes normoalbuminuricos, sendo que novos estudos sao

necessarios para corroborar esta hipétese.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizagdo da concentracdo urinaria das citocinas inflamatdrias IL-1, IL-6,
IL-10, TNF-a e IFN-y na detec¢do da DRD, bem como a associacdo destas citocinas com

indicadores de dano glomerular e tubular em pacientes com DM tipo 2.

1.3.2 Objetivos especificos

- Analisar biomarcadores séricos/plasmaticos e urinarios associados ao perfil lipidico,
controle glicémico e funcgdo renal, entre outros, nos pacientes do estudo;

- Avaliar os niveis urinarios das citocinas inflamatérias I1L-1, 1L-6, 1L-10, TNF-a e
IFN- v, bem como os niveis urinarios do marcador de dano tubular NGAL nos pacientes do
estudo;

- Investigar as caracteristicas dos biomarcadores em estudo na identificacdo da DRD:
ponto de corte, sensibilidade e especificidade;

- Estabelecer uma razdo entre a excre¢do da citocina pro-inflamatéria urinaria IL-6 e
0s niveis urinérios citocina anti-inflamatéria IL-10, avaliando as caracteristicas desta razdo na
investigacdo da DRD;

- Avaliar os niveis das citocinas inflamatorias urinérias, bem como da razdo entre IL-6
e IL-10 em diferentes faixas de EUA, verificando se estes marcadores estdo alterados em
pacientes DM tipo 2 normoalbuminuricos;

- Estudar a associa¢do da excrecdo urinaria de IL-6, 1L-10 e TNF-a com indicadores

de dano glomerular e tubular (albuminaria e NGAL) nos pacientes do estudo.
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Abstract

Background: The aim of this study was to investigate whether urinary levels of interleukin-1
(IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and
interferon-gamma (IFN-y) are altered in normoalbuminuric patients with type 2 diabetes
mellitus (T2DM), and whether these cytokines are able to identify diabetic kidney disease
(DKD) among these patients.

Methods: This study included 125 T2DM patients classified into three groups according to
urinary albumin/creatinine ratio (UACR): UACR <10 mg/g creatinine, uUACR 10-30 30 mg/g
creatinine and UACR >30 mg/g creatinine. Urinary inflammatory cytokines were measured.
Results: The urinary IL-6 levels increased from UACR <10 (97.2 £ 26.4 pg/mL) to uACR 10—
30 (113.6 £ 28.0 pg/mL) and to uUACR >30 mg/g creatinine (163.5 + 25.6 pg/mL) (P < 0.05
and P < 0.001, respectively) patients. The urinary 1L-10 levels decreased in these UACR
ranges [100.0 (58.0-141.0) pg/mL vs. 62.0 (54.5- 71.5) pg/mL vs. 42.0 (32.0-48.0) pg/mL]
(P < 0.05 and P < 0.001, respectively). All urinary cytokines demonstrated good ability to
identify DKD (areas under curves > 0.9).

Conclusions: Urinary inflammatory cytokines, especially IL-6 and IL-10, may assist in the
identification of DKD in T2DM patients, even in the absence of micro- and

macroalbuminuria.

Keywords: cytokines, diabetic kidney disease, inflammation, urine.
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1. Introduction

Diabetic kidney disease (DKD) is defined as functional, structural and clinical
alterations of the kidneys caused by diabetes [1]. This is the foremost microvascular
complication of diabetes and the leading cause of end-stage renal disease. Epidemiological
data have shown that type 2 diabetes mellitus (T2DM) accounts for a great proportion of the
patients on renal replacement therapy programs [2,3]. Therefore, DKD contributes
considerably to morbidity and mortality in the diabetic population [4], underscoring the
importance of prevention, early identification, and adequate treatment [5]. Although urinary
albumin (uAlb) is a classical DKD marker, some patients with diabetes have renal
pathological lesions even in the normoalbuminuric range. Moreover, the predictive power of
albuminuria is limited [6,7]. In this context, it is extremely important to search for new
biomarkers that can predict and identify DKD in the early stages and provide information
about the pathophysiology of the disease. Toward this end, a number of new and important
biomarkers present in urine have been identified according to the major pathways involved in
the development and progression of DKD [8].

Besides the traditional and hemodynamic risk factors, accumulating evidence now
indicates that inflammation and more specifically inflammatory cytokines play a significant
role in the development and progression of kidney damage in diabetes [9]. Inflammatory
response is activated by metabolic and hemodynamic derangements in the diabetic kidney.
This may occur at a very early stage of diabetes [10] and result in several damaging effects
involving the dysregulation of inflammatory cytokines [8,10,11]. Proinflammatory cytokines
including interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and
interferon-gamma (IFN-y) have been recognized as pathogenic mediators that contribute to
organ damage [12]. The effects of these cytokines include modifications of the renal structure,
intrarenal hemodynamic alterations, modification in the permeability of glomerular
endothelium, changes in the expression of diverse molecules, cellular necrosis and apoptosis,
and increment in the production of reactive oxygen species [9]. Among proinflammatory
cytokines, IL-6 affects extracellular matrix dynamics at both mesangial and podocyte levels,
stimulates proliferation of mesangial cells, increases fibronectin expression, and enhances
endothelial permeability [9,13]. Otherwise, interleukin-10 (IL-10) exerts predominantly anti-
inflammatory and immunosuppresive effects [14]. Data from humans linking IL-10 and type
2 DM are limited to a few studies evaluating the serum concentrations of this cytokine and the
available contributions are not suficient to clarify the causative or protective role of IL-10 in

the renal damage secondary to DM [15,16].
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Importantly, it has been demonstrated that patients with diabetes who progress to
DKD display features of inflammation years prior the onset of the disease [11,17,18].
Additionally, inflammation in the kidney contributes to the worsening of the pathology
[17,19,20]. These observations indicate that the inflammatory cytokines are causally linked to
kidney damage in patients with diabetes and may be useful as early biomarkers for the
identification of DKD. However, modifications in urinary levels of inflammatory cytokines in
patients with normal or mildly increased albuminuria are uncertain and the diagnostic
properties of these markers were not assessed in the aforementioned studies. Therefore, the
aim of this study was to investigate whether the urinary levels of the inflammatory cytokines
IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y are altered in T2DM patients with normal or mildly
increased albuminuria, and whether urinary cytokines are able to identify DKD among
patients with T2DM.

2. Materials and methods

2.1. Study population

The study was conducted between June 2013 and October 2014. Data from 196
previously diagnosed T2DM patients from the University Hospital of Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brazil were screened. To avoid potential confounding factors, patients who
had urinary tract diseases, prior renal disease other than DKD, malignancy, infectious and
liver diseases, acute or chronic inflammatory diseases, pregnancy, renal transplantation and
the use nephrotoxic drugs were excluded from the study. Thus, a total of 125 T2DM patients
were eligible for the present study. The subjects were divided into two main groups: without
DKD (n=101) and with DKD (n=24). The clinical diagnosis of DKD was defined based on
the detection of uAlb in a random urine sample (albumin excretion of more than 30 mg/g of
creatinine in two out of three random urine samples collected within a six month period) [21].
With the objective of investigating the potential of urinary cytokines for early detection of
DKD, patients were stratified into the following three subgroups according to the urinary
albumin/creatinine ratio (UACR) [22,23]: normal (UACR <10 mg/g creatinine, n=67), mildly
increased (UACR 10-30 mg/g creatinine, n=34) and moderately/severely increased (UACR
>30 mg/g creatinine, n=24). Clinical study characteristics (age, gender, weight, height,
diabetes duration, hypertension, treatment) and medical history were recorded by reviewing
the hospital’s medical registry and clinical and epidemiological evaluation questionnaire

answered by the patients. Written informed consent was obtained from all subjects, and the
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study was carried out in accordance with guidelines approved by the Institutional Ethics
Review Board for Human Studies (12303113.0.0000.5346).

2.2. Sample collection and biochemical analysis

Blood samples were collected from all patients after an overnight fast (for a minimum
period of 8 h) by venous puncture technique into the Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth,
UK) tubes with EDTA, with sodium fluoride plus EDTA, or no anticoagulants. Blood
samples were routinely centrifuged at 2500 x g for 15 min. Whole blood in EDTA was used
to assess glycated hemoglobin levels (HbA1c) using the chromatographic method in a D10®
automated analyzer (BioRad, California, USA). Plasma with fluoride plus EDTA was used
for measurement of fasting glucose and serum was used to determine the levels of total
cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, high-sensitivity C-reactive
protein (hsCRP) and creatinine. Measurements of these variables were performed using
standard methods on a Dimension RXL MAX® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, USA).
Creatinine levels were measured by a rate-blanked compensated Jaffe method [24]. Morning
urine samples were collected from each patient for biochemical analysis. The urine specimens
were centrifuged at 1000 x g for 5 min and the supernatant was utilized for analysis. uAlb and
creatinine were determined using a Dimension RXL MAX® (Siemens Healthcare Diagnostics
Inc, USA). uAlb results were expressed as milligrams of aloumin per gram of creatinine as a
tool to match the albumin levels in accordance with the concentration of urine [25]. Urinary
inflammatory cytokine quantification was assessed by ELISA using commercial kits for
human IL-1, IL-6, IL-10, TNF-o and IFN-y (R&D Systems Inc®, Minneapolis, Minnessota,
USA). The detection range of the IL-1 assay was 3.9-250.0 pg/mL and its sensitivity was 1
pg/mL. Intra-assay CV was 2.2%, and inter-assay CV was 3.4%. The detection range of the
IL-6 assay was 0.2-10.0 pg/mL and its sensitivity was 0.11 pg/mL. Intra-assay and inter-
assay CV were 5.5%. The detection range of IL-10 assay was 0.8-50.0 pg/mL and its
sensitivity was 0.17 pg/mL. Intra-assay CV was 4.6%, and inter-assay CV was 8.5%. The
detection range of TNF-a assay was 0.5-32 pg/mL and its sensitivity was 0.19 pg/mL. Intra-
assay CV was 3.1%, and inter-assay CV was 7.4%. The detection range of IFN-y assay was
15.6-1000.0 pg/mL and its sensitivity was 8.0 pg/mL. Intra-assay CV was 2.8%, and inter-
assay CV was 3.7%. All assays were carried out according to the manufacturer’s instructions.
Estimated glomerular filtration rate (eGFR) was calculated using the Chronic Kidney Disease

Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) creatinine equation [26]. Body mass index (BMI)



58

was calculated as an index of the weight in kilograms divided by the square of the height in

meters.

2.3. Statistical analysis

All variables were tested for normality using Kolmogorov-Smirnov test and the
appropriated parametrical or non-parametrical approach was used. Continuous parametric
data were expressed as mean + standard deviation and statistical differences between the
groups were evaluated by the Student’s t test. Nonparametric continuous variables are
presented as median (interquartile range) and analyzed using the Mann-Whitney test.
Categorical data were summarized as percentages and compared using 2 test. The comparison
of urinary cytokine levels according to uAlb was performed using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Tukey post hoc test or the Kruskall-Wallis test followed
by Dunn’s multiple comparison post hoc test. Moreover, receiver operator characteristic
(ROC) curves were constructed to quantify the overall ability of urinary cytokines and IL-
6/1L-10 ratio to discriminate patients with and without DKD. The sensitivity and specificity of
such assays were assessed by areas under curves (AUCs). AUCs were compared by Z
statistic. Two-tailed p values <0.05 were considered significant and confidence intervals (95%
ClI) were provided where appropriate. All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism® version 4.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA) and MedCalc® for
Windows, version 14.10.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).

3. Results

The baseline clinical characteristics of study participants are summarized in Table 1.
The studied groups had similar distributions of gender, age and duration of diabetes.
Similarly, no significant differences were observed with regard to BMI, eGFR, proportion of
smokers or hypertensive patients between groups. Fasting plasma glucose, HbA1c and serum
biochemical parameters were also not significantly different between the groups. As expected,
patients with DKD showed higher uACR levels when compared to those without DKD.

Notably, higher urinary levels of IL-1 and IL-6 were observed in patients with DKD
than those without DKD: 152.5 (139.5-179.5) pg/mL vs. 80.0 (65.0-99.5) pg/mL and 164.8
24.9 pg/mL vs. 102.3 + 27.8 pg/mL, respectively (P < 0.001), as shown in Figure 1. Urinary
levels of TNF-a and IFN-y were also higher in patients with DKD than in patients without:
192.7 £ 33.1 pg/mL vs. 117.6 + 28.4 pg/mL and 251.5 (220.5-291.5) pg/mL vs. 140.5
(128.0-157.0) pg/mL, respectively (P < 0.001). However, regarding urinary IL-10, the
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excretion of this cytokine in subjects with DKD was significantly lower than in individuals
without DKD: 40.5 (30.5-47.0) pg/mL vs. 70.5 (56.0-124.0) pg/mL, respectively (P < 0.001).
Moreover, the ratio IL-6/1L-10 was higher in the group of patients with DKD than in those
without DKD: 4.3 (3.1-5.9) vs. 1.3 (0.7-1.9) (P < 0.001) (Figure 1). These observations
indicate that the inflammatory process is part of the renal injury in diabetes.

Diabetic patients are usually classified into normoalbuminuria (UACR <30 mg/g
creatinine), microalbuminuria (WUACR 30-300 mg/g creatinine) and macroalbuminuria (UACR
>300 mg/g creatinine). However, in this study our aim was to investigate whether urinary
inflammatory cytokines are altered in patients with normal (UACR <10 mg/g creatinine) or
mildly increased (UACR 10-30 mg/g creatinine) albuminuria. As shown in Figure 2, urinary
IL-6 levels increased from normal (97.2 £ 26.4 pg/mL) to mildly increased (113.6 + 28.0
pg/mL) and to moderately/severely increased (163.5 £ 25.6 pg/mL) (P < 0.05 and P < 0.001,
respectively) patients. Meanwhile, the urinary levels of IL-10 decreased from uACR <10
mg/g creatinine to UACR 10-30 mg/g creatinine, and to uUACR >30 mg/g creatinine patients.
Results were 100.0 (58.0-141.0) pg/mL, 62.0 (54.5-71.5) pg/mL and 42.0 pg/mL (32.0-
48.0), (P < 0.05 and P < 0.001, respectively). Interestingly, the IL-6/IL-10 ratio was also
altered according to albuminuria ranges. This ratio was increased from normal to mildly
increased and to moderately/severely increased patients: 0.8 (0.7-1.6), 1.7 (1.5-2.3) and 3.8
(3.0-5.5), respectively (P < 0.001).

The ROC curve analysis was performed to verify the overall ability of urinary
inflammatory cytokines to identify DKD and establish the diagnostic characteristics of these
markers (sensitivity, specificity and cut-off). As shown in Table 2, all urinary cytokines
assessed demonstrated good ability to discriminate between T2DM patients with DKD and
those without (AUCs > 0.9 in all cases). The urinary IL-6/1L-10 ratio also presented a good
ability in identifying kidney disease in T2DM patients in the present study (AUC > 0.9).

4. Discussion

The present study was designed to evaluate the urinary inflammatory cytokines IL-1,
IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y in the identification of DKD in T2DM patients. An important
finding in this study was the alteration in the levels of urinary IL-6 and IL-10 even in T2DM
patients with normal or mildly increased albuminuria. In addition, results revealed that all
urinary inflammatory cytokines assessed have the ability to discriminate DKD in T2DM
patients. These markers exhibited good sensitivity and specificity in the identification of renal

disease in the studied patients.
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Accumulated data have emphasized the critical role of inflammation in the
pathogenesis of DKD [27-31]. Our results showed that the patients with DKD presented a
significant increase in urinary inflammatory cytokines (IL-1, IL-6 TNF-o and IFN-y)
compared to patients without DKD. Some previous works have demonstrated high urinary
concentrations of inflammatory cytokines in patients with DKD [32,33]. In contrast, our
results revealed that the urinary levels of anti-inflammatory cytokine 1L-10 were decreased in
patients with DKD compared to those without DKD. Consistent with these observations, the
IL-6/1L-10 ratio was higher in diabetic patients with DKD than those without DKD. The IL-
10 decrease can contribute to renal damage associated with T2DM since this cytokine exerts
predominantly anti-inflammatory effects. In contrast, IL-6 is a proinflammatory cytokine
reported as relevant for the development and progression of DKD. Therefore, the imbalance
of IL-6/IL-10 may contribute to the development of DKD, and high values of the ratio IL-
6/I1L-10 are associated with increased activation of the inflammatory process.These results
corroborate the notion that the inflammatory process plays a role in diabetic renal injury.

Clear evidence has reported renal dysfunction even in normoalbuminuric patients
[7,8]. In this context, the search for new sensitive, specific and noninvasive biomarkers
currently emerges. There is growing evidence to support the use of urinary tubular markers in
the assessment of DKD. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) is a good marker
of renal dysfunction and an early predictor of DKD [34,35]. In this context, Wu et al. [17]
observed that baseline levels of urinary TNF-a and NGAL were elevated and correlated with
the severity of albuminuria in patients with T2DM. These results reiterate the importance of
inflammatory markers for assessing pathogenesis and progression of DKD at the early stage.

A highlighting finding in the current study was the alteration of the urinary IL-6 and
urinary IL-10 levels even in patients with normal or mildly increased albuminuria. These
results suggest that the levels of these inflammatory markers may be altered even before a
diagnosis of DKD, thus allowing the early detection of kidney damage. In the ROC curve
analysis, IL-6, IL-10 and TNF-o were found to be the most sensitive cytokines for the
identification of renal disease in T2DM patients. Results from our data demonstrated that the
all urinary cytokines assessed as well as the IL-6/IL-10 ratio have a good ability to
discriminate between T2DM patients with DKD and those without it (AUCs > 0.9 in all
cases). Thus, the urinary inflammatory cytokines assessed are able to assist with DKD
diagnosis.

Some limitations of our study need to be acknowledged. One of the weaknesses of this

study was related to its transversal design; it was impossible to address whether the
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inflammatory process (identified by the biomarkers in the study) was consistent with the
development of DKD or changes in glomerular function over the course of time. In addition,
the number of patients with microalbuminuria and macroalbuminuria was limited, which
might have underestimated the association between inflammation markers and renal indices.
However, the association among the stages of DKD, including an pre-clinical phase was
sufficient to suggest a strong association between these disorders. The number of patients
enabled us to observe statistically significant differences between the groups. Finally, the

study lacks a control group of non-diabetic individuals.

5. Conclusions

In conclusion, the current study highlights the potential role of urinary inflammatory
cytokines in the identification of kidney damage in T2DM patients. Interestingly enough,
urinary levels of IL-6 and IL-10 were altered even in individuals with normal or mildly
increased albuminuria. All urinary cytokines assessed showed potential value in the diagnosis
of DKD in patients with T2DM. Therefore, the assessment of urinary cytokines, especially
IL-6 and IL-10, may provide new approaches for the assessment and monitoring of DKD even
before conventional measures including eGFR, serum creatinine and traditional glomerular
injury markers such as uAlb. However, further longitudinal studies in larger samples are
needed. Additionally, further studies assessing urinary levels of cytokines in a healthy
population are of interest for determination of a reference range to allow comparisons

between healthy individuals and patients with different clinical conditions.
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Table 1. Baseline clinical characteristics of study participants.
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Without DKD With DKD P value
Age (years) 60.0£12.3 57.1+£125 0.302
Male (%) 35 29 0.609
BMI (kg/m2) 29.6 (26.6-35.5) 32.3(26.7-43.4) 0.115
Hypertension (%) 73 86 0.186
Smokers (%) 9 12 0.556
Diabetes duration (years) 12.0 (6.0-20.0) 10.0 (7.0-20.0) 0.900
Hypoglycemic agents (%) 94 87 0.277
Antihypertensive agents (%) 78 75 0.752
Statins use (%) 83 70 0.198
Fasting glucose (mmol/L) 6.5 (5.7-8.5) 6.9 (5.6-13.4) 0.318
HbA1. (%) 6.9 (5.9-8.2) 7.1(5.9-9.7) 0.408
HbA1c (mmol/mol) 52.0 (41.0-66.0) 54.0 (41.0-82.0) 0.408
Total cholesterol (mmol/L) 4.6 (4.0-4.9) 4.5 (4.0-5.4) 0.987
LDL cholesterol (mmol/L) 25+0.7 27+1.0 0.398
HDL cholesterol (mmol/L) 1.3+05 1.2+04 0.582
Triglycerides (mmol/L) 1.4 (1.0-2.1) 1.6 (1.0-2.3) 0.389
hsCRP (mg/dL) 0.3 (0.2-0.5) 0.5 (0.2-0.6) 0.179
Serum creatinine (umol/L) 79.6 (70.7-97.2) 79.6 (70.7-97.2) 0.613
eGFR (mL/min/1.73 m2) 76.3+21.1 77.5+24.4 0.798
UACR (mg/g creatinine) 7.3(4.7-11.5) 104.8 (94.2-299.3) <0.001

Data are expressed as percentages, mean + standard deviation or median and interquartile

range. T2DM, type 2 diabetes mellitus; DKD, diabetic kidney disease; BMI, body mass index;

eGFR, estimated glomerular filtration rate; HbAi, glycated hemoglobin; hsCRP, high-

sensitivity C-reactive protein; uUACR, urinary albumin/creatinine ratio.



Table 2.Characteristics of urinary inflammatory cytokines in the assessment of diabetic kidney disease (DKD).
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AUC 95% CI P value Cut-off Sensitivity (%) Specificity (%)
IL-1 0.957 0.905-0.986 <0.001 128.0 87 95
IL-6 0.954 0.905-0.986 <0.001 139.0 92 91
IL-10 0.924 0.901-0.984 <0.001 50.0 92 83
TNF-a 0.958 0.862-0.964 <0.001 165.0 92 99
IFN-y 0.943 0.886-0.977 <0.001 182.0 87 95
IL-6/IL-10 0.974 0.928-0.994 <0.001 2.5 96 93
(IL-6+TNF-a)/IL-10 0.978 0.954-1.000 <0.001 5.8 94 96

AUC, area under curve; IL-1, interleukin-1; IL-6, interleukin-6; IL-10, interleukin-10; TNF-a, tumor necrosis factor-alpha; IFN-y, interferon-

gamma.
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Figure 1. Urinary levels of inflammatory cytokines, (A) IL-1, (B) IL-6, (C) TNF-a, (D) IFN-
v, (E) IL-10 and (F) IL-6/IL-10 ratio of study participants. Data are expressed as mean +

standard deviation or median and interquartile range.
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Figure 2. Urinary levels of inflammatory cytokines, (A) IL-1, (B) IL-6, (C) TNF-a, (D) IFN-
v, (E) IL-10 and (F) IL-6/IL-10 ratio of study participants stratified at different concentrations
of urinary albumin/creatinine ratio (UACR): UACR <10 mg/g creatinine, UACR 10-30 mg/g
creatinine and UACR >30 mg/g creatinine. Data are expressed as mean * standard deviation or

median and interquartile range.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to investigate the urinary concentrations of interleukin-
6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) according to
quartiles of estimated glomerular filtration rate (eGFR), urinary albumin/creatinine ratio
(UACR) and urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin (UNGAL) in type 2 diabetes
mellitus (T2DM) patients.

Design and Methods: This study included 121 T2DM patients stratified into quartiles of
eGFR, UACR, and uNGAL. Urinary inflammatory cytokines were measured.

Results: The urinary levels of IL-6 and TNF-a increased 45.5% and 49.4% in the patients
from the highest UACR quartile compared to those in the lowest quartile. In contrast, urinary
IL-10 levels decreased 59.1% in patients in the highest UACR quartile compared to those in
the lowest quartile. Urinary I1L-6 and TNF-a were 75.3% and 81.6%, respectively, higher in
the highest UNGAL quartile compared to the lowest quartile. Additionally, the urinary IL-10
concentration was 30.2% lower in patients from the highest uUNGAL quartile compared to
those from the lowest quartile.

Conclusion: Urinary inflammatory markers such as IL-6, IL-10, and TNF-a constitute a
useful and noninvasive approach for monitoring the development and progression of

glomerular and tubular injuries in T2DM patients.

Keywords: diabetes, kidney damage, urine, cytokines, albumin, neutrophil gelatinase-

associated lipocalin.
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Diabetes mellitus; TNF-a, Tumor Necrosis Factor-alpha; uUACR, Urinary Albumin/Creatinine
Ratio; uUNGAL, Urinary Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin.
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1. Introduction

Diabetic kidney disease (DKD) is a frequent and severe long-term microvascular
complication of diabetes, and it has become the leading cause of end-stage renal disease in
most countries, accounting for an increased morbidity and mortality among diabetic patients
[1,2]. Thus, the prevention and early identification of DKD is imperative for adequate
management of this disease [3].

Urinary albumin is a classical marker of DKD. However, there are attendant
shortcomings of albuminuria as a diagnostic tool for DKD because it lacks sensitivity and
specificity for identification of renal disease in diabetes [3,4]. In this context, growing
evidence indicates that the tubular damage markers are sensitive and specific biomarkers for
detecting kidney damage [5]. Urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin (UNGAL), a
member of the lipocalin protein family, is a promising marker because it increases in diabetic
patients with or without albuminuria, indicating tubular damage at an early stage [6,7].
Additionally, inflammatory markers may be used to monitor the development or progression
of DKD since inflammation is a relevant pathway linked to this disease [4]. Recently, we have
demonstrated that measurement of urinary interleukin-6 (IL-6) and interleukin-10 (IL-10)
may assist in the identification of DKD in type 2 diabetes mellitus (T2DM) patients, even in
the absence of micro- and macroalbuminuria [8].

Since some urinary cytokines have potential in the identification of DKD, the present
study was designed to further improving knowledge about the relationship between urinary
cytokines and biomarkers associated with the physiopathology of DKD. Therefore, we
investigated the urinary levels of IL-6, IL-10 and tumor necrosis factor-alpha (TNF-o)
according to quartiles of estimated glomerular filtration rate (eGFR), urinary
albumin/creatinine ratio (UACR) and uNGAL in T2DM patients.

2. Materials and methods

2.1. Study population

Data from 196 previously diagnosed T2DM patients recruited from the University
Hospital of Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil were screened. Exclusion criteria were
any of the following conditions: urinary tract diseases, prior diseases other than DKD,
malignancy, infections, liver diseases, acute or chronic inflammatory diseases, pregnancy,

renal transplantation and the use of nephrotoxic drugs. Thus, a total of 121 T2DM patients
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were studied. The eligible patients were stratified into quartiles of eGFR, uACR, and uNGAL.
Relevant clinical study characteristics and medical history were recorded by reviewing the
hospital’s medical registry and based on the information provided by patients in a clinical and
epidemiological evaluation questionnaire. This study protocol was approved by the Local
Research Ethics Committee (12303113.0.0000.5346).

2.2. Sample collection and biochemical analysis

Blood samples were obtained from participants in a fasting state by venous puncture
technique into the Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes. Whole blood in
EDTA was used to assess glycated hemoglobin levels (HbA1c) using the chromatographic
method in a D10® automated analyzer (BioRad, California, USA). For estimation of fasting
glucose, the plasma collected with tubes containing fluoride plus EDTA was used. The serum
was used to quantify the concentrations of total cholesterol, LDL cholesterol, HDL
cholesterol, triglycerides, high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) and creatinine. Morning
urine samples were also collected for each patient and used to measure the concentrations of
albumin and creatinine. All these parameters were performed using standard methods on a
Dimension RXL MAX® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, USA). Urinary albumin results
were expressed as milligrams of albumin per gram of creatinine [9]. Moreover, uNGAL and
inflammatory cytokines (IL-6, IL-10, and TNF-a) were determined in the urine samples.
UNGAL was measured using ELISA kit designed to analyze random spot urine samples
(HYB211-05, Antibody Shop, Gentofte, Denmark). Urinary cytokine concentrations were
detected by ELISA using commercial kits for human IL-6, IL-10, and TNF-a (R&D Systems
Inc®, Minneapolis, Minnesota, USA). The eGFR was calculated by the Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) creatinine equation [10].

2.3. Statistical analysis

Data are presented as mean * standard deviation (SD) for parametric continuous
variables, or median (interquartile range) for nonparametric continuous variables. Categorical
variables were expressed as percentages. The comparisons of urinary inflammatory cytokine
levels among the different categories (quartiles) of eGFR, uACR, and uNGAL were
performed by a one-way ANOVA or Kruskall-Wallis test. A p value less than 0.05 was
considered statistically significant. All the analyses were performed using GraphPad Prism®

(version 4.0).
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3. Results

Baseline clinical characteristics of study participants are summarized in Table 1.
Patients were categorized into quartiles of eGFR, uUACR, and uNGAL. The eGFR thresholds
were: <61.0 mL/min/1.73 m?, 61.0-76.0 mL/min/1.73 m?, 77.0-92.0 mL/min/1.73 m? and
>92.0 mL/min/1.73 m? for quartiles 1-4, respectively. However, urinary levels of IL-6, IL-10,
and TNF-o did not show any significant difference across the eGFR quartiles (data not
shown).

Figure 1 shows urinary concentrations of IL-6, IL-10, and TNF-a according to
quartiles of UACR and uNGAL. The uACR quartiles were: <5.4 mg/g creatinine, 5.4-9.0
mg/g creatinine, 9.1-17.6 mg/g creatinine and >17.6 mg/g creatinine. The urinary levels of
IL-6 and TNF-a increased 45.5% and 49.4%, respectively, in the patients from the highest
UACR quartile compared to those in the lowest quartile (p<0.001 for both). In contrast,
urinary IL-10 levels decreased 59.1% in patients in the highest uUACR quartile compared to
those in the lowest quartile (p<0.001).

Moreover, the thresholds for uUNGAL quartiles were: <30.0 ng/mL, 30.0-39.0 ng/mL,
40.0-61.4 ng/mL and >61.4 ng/mL for quartiles 1-4, respectively. Notably, higher urinary
concentrations of IL-6 and TNF-a were observed in uNGAL quartiles 3 and 4. Urinary IL-6
and TNF-a were 75.3% and 81.6%, respectively, higher in highest uUNGAL quartile compared
to the lowest quartile (p<0.001 for both). Additionally, the urinary IL-10 concentration was
30.2% lower in patients from the highest uNGAL quartile compared to those from the lowest
quartile (p<0.001).

4. Discussion

Accumulating data have supported the critical role of inflammation in the
development and progression of DKD. Therefore, the use of inflammatory markers has
emerged as a new approach for assessment of renal disease in diabetic patients. The
pathogenesis of DKD includes a chronic inflammation with the influx of inflammatory cells
and following generation of proinflammatory cytokines which contributes to the kidney
damage [11]. The present study has demonstrated an association between the urinary
inflammatory cytokines IL-6, IL-10 and TNF-a and the biomarkers associated with the

pathogenesis and progression of DKD regarding both glomerular and tubular damage.
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Patients who developed DKD have low-grade of inflammation years before the onset
of the disease [3,12]. Interestingly enough, results of our previous study showed the alteration
of the urinary proinflammatory cytokine IL-6 and urinary anti-inflammatory cytokine 1L-10
even in T2DM patients with normal or mildly increased albuminuria, suggesting that these
markers may be altered even before a diagnosis of DKD [8]. Moreover, convincing data have
reported the rise of urinary inflammatory cytokines excretion according to the DKD progress
[13,14]. Preliminary clinical reports have shown a significant relationship between the urinary
excretion of inflammatory cytokines and UACR in T2DM patients [12,15]. Consistent with
these findings, in the present study, an increase of urinary IL-6 and TNF-a levels, and a
decrease in urinary 1L-10 levels were observed in higher uUACR quartiles. These observations
support the notion that the inflammation contributes to the development and the progression
of renal damage in patients with diabetes. Thus, inflammatory markers may be useful for the
early assessment of patients with DKD, especially because these parameters can contribute to
a better prognosis.

Additionally, higher urinary levels of IL-6 and TNF-o and lower urinary
concentrations of IL-10 were found across quartiles of UNGAL. In this context, Navarro et al.
[15] demonstrated that T2DM patients in the upper quartile of serum inflammatory
parameters (TNF-a and hs-CRP) had more albuminuria and urinary excretion of the tubular
marker N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) than patients in the lower quartile. Moreover,
TNF-a excretion was significantly and positively associated to uNAG. Taken together with
our results, these findings reiterate that the inflammation is associated with glomerular and
tubular damage in the setting of diabetes.

In conclusion, urinary inflammatory markers such as IL-6, IL-10, and TNF-a
constitute a useful and noninvasive approach for monitoring the development and progression
of glomerular and tubular injuries in T2DM patients. However, further longitudinal studies
are required to understand better the role of inflammatory cytokines as biomarkers for

prognosis of renal injury in diabetic patients.
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Table 1.
Baseline characteristics and biochemical parameters of the study population.

Characteristics and biochemical parameters

Age (years) 59.5+124
Male (%) 34.0

BMI (kg/m?2) 29.7 (26.7-35.4)
Hypertension (%) 75.4
Smokers (%) 8.8
Diabetes duration (years) 12.0 (6.0-20.0)
Hypoglycemic agents (%) 924
Antihypertensive agents (%) 76.7
Fasting glucose (mmol/L) 6.6 (5.7-8.8)
HbA1c (%) 6.8 (5.9-8.5)
HbA1c (mmol/mol) 51.5 (41.0-69.0)
Total cholesterol (mmol/L) 4.5 (4.0-5.0)
LDL cholesterol (mmol/L) 25+0.7
HDL cholesterol (mmol/L) 1.2+05
Triglycerides (mmol/L) 1.5(1.0-2.2)
hsCRP (mg/dL) 0.3 (0.2-0.5)
Serum creatinine (umol/L) 79.6 (70.7-97.2)
eGFR (mL/min/1.73 m?) 76.1+21.5
UACR (mg/g creatinine) 9.1 (5.4-17.8)

Data are expressed as percentages, mean + standard deviation or median and interquartile
range. BMI: body mass index; HbA1, glycated hemoglobin; hsCRP: high-sensitivity C-
reactive protein; eGFR: estimated glomerular filtration rate; UACR, urinary

albumin/creatinine ratio.
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4 DISCUSSAO

A DRD ¢ considerada a complicagdo microvascular mais notavel associada ao DM,
uma vez que tem se tornado uma importante causa de mortalidade e morbidade em
aproximadamente 30% dos pacientes diabéticos (SUN e KANWAR, 2015). Até o presente
momento, a albumindria € um dos marcadores mais utilizados na prética clinica para
avaliacdo do dano renal (LIN et al., 2016), além de ser reconhecida como um preditor da
progressdo para doenca renal em estagio final em pacientes com DM (IMPERATORE et al.,
2012; STANTON, 2014b). No entanto, embora este teste seja facilmente executado, apresenta
algumas limitacdes em relacdo as suas aplicagGes clinicas, no que se refere a sensibilidade,
especificidade e poder preditivo (LEE e CHOI, 2014; LIN et al., 2016). Neste sentido, novos
biomarcadores associados as vias envolvidas no desenvolvimento e na progressao da DRD
tém sido identificados com a finalidade de serem utilizados como ferramentas no diagndstico
e progndstico, além de fornecerem informac@es sobre a fisiopatologia da doenca (MORESCO
et al.,, 2013). Especial atencdo tem sido dada ao papel critico da inflamacdo no
desenvolvimento e na progressao do dano renal associado ao DM (DURAN-SALGADO e
RUBIO-GUERRA, 2014).

Desta forma, as limitagdes relacionadas a utilizacdo da albuminuria na pratica clinica e
0 importante papel da inflamag&o na patogénese da DRD motivaram a realizagdo deste
estudo. Aliado a estas questbes, o fato de ainda existirem poucos estudos avaliando as
concentragdes urindrias das citocinas inflamatérias em pacientes diabéticos
normoalbumindricos motivou o estudo destes marcadores em relacdo a suas caracteristicas na
identificacdo da DRD e suas associa¢cdes com o dano renal, a nivel glomerular e tubular. Foi
desenvolvido um artigo cientifico, publicado no periédico Clinica Chimica Acta e um
manuscrito, a ser submetido para um periddico internacional no formato de Short
Communication ou Letter to the Editor.

No artigo cientifico, avaliamos os niveis urinarios das citocinas inflamatérias IL-1, IL-
6, IL-10, TNF-a e IFN-y em pacientes com DM tipo 2. Foi observado que as concentragdes
urinérias de IL-1, IL-6, TNF-a ¢ IFN-y estavam notavelmente mais elevadas nos pacientes
com DRD em relagédo aqueles sem a doenga. O mesmo ocorreu para a razdo entre a citocina
pro-inflamatoria IL-6 e a citocina anti-inflamatoria 1L-10. Quanto as concentragdes urinarias
de IL-10, observou-se reducgdo nos pacientes com doenca renal, comparados aqueles sem esta
patologia. Estes resultados corroboram os achados de estudo anteriores, nos quais foi

demonstrado que pacientes com DRD apresentam excre¢do urinaria aumentada de citocinas
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inflamatorias (EL MESALLAMY et al., 2012; WU et al., 2010). Além disso, evidenciam o
envolvimento da inflamacéo na DRD.

As citocinas inflamatdrias sdo produzidas por células infiltradas nos rins ou por células
intrinsecas renais. Estas moléculas induzem alteracbes hemodindmicas intra-renais,
modificacGes na estrutura da matriz extracelular e na membrana basal dos rins, além de
contribuirem para anormalidades na expressdo de diversas moléculas, necrose e apoptose
celular, alteraces na permeabilidade do endotéelio glomerular e incremento na producéo de
EROs. Estes eventos contribuem para o desenvolvimento e para a progressao do dano neste
6rgdo (DURAN-SALGADO e RUBIO-GUERRA, 2014). De fato, ja foi demonstrado que
pacientes com DM que desenvolvem doenga renal, apresentam caracteristicas inflamatorias
anos antes do desenvolvimento da doenca (MISSERI et al.,, 2005; NAVARRO e MORA-
FERNANDEZ, 2008; WU et al., 2013). Também ja foi reportado que o processo inflamatorio
renal contribui para o agravamento da DRD (CHERNEY et al., 2012; WOLKOW et al., 2008;
WU et al., 2013). Entdo, as citocinas inflamatorias urinarias parecem ser biomarcadores Uteis
na avaliacdo da DRD.

Neste sentido, ainda no artigo cientifico, foi demonstrado que as citocinas
inflamatorias avaliadas apresentaram boa capacidade na identificacio da DRD entre os
pacientes com DM tipo 2. Os resultados da analise da Receiver Operating Characteristic
Curve (curva ROC) mostraram uma &rea sob a curva (AUC) superior a 0,9 para todos 0s
marcadores estudados e também para a razdo IL-6/IL-10. No entanto, um resultado que
merece destaque € a alteracdo da IL-6, da IL-10 e da razdo entre estas duas citocinas, mesmo
em pacientes normoalbuminuricos. Os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo
com a UACR, sendo: UACR <10 mg/g creatinina (normal), uUACR 10-30 mg/g creatinina
(levemente elevada) e UACR >30 mg/g creatinina (moderadamente/severamente elevada).
Cabe ressaltar, que os dois primeiros grupos estdo dentro da faixa de EUA normal, se
considerarmos 0s critérios diagnosticos atuais da DRD. Os niveis urinarios de IL-6 se
elevaram através das diferentes faixas de albumindria. O mesmo ocorreu para a raz&o I1L-6/1L-
10. Ja as concentracOes urinarias de IL-10 se apresentaram diminuidas da menor faixa de
UACR para a maior.

Especificamente, a IL-6 afeta a dindmica da matriz extracelular, estimula a
proliferacdo de células mesangiais, induz a expressdo de fibronectina e aumenta a
permeabilidade do endotélio glomerular (DALLA VESTRA et al., 2005; NAVARRO-
GONZALEZ e MORA-FERNANDEZ, 2008). Ja a IL-10 possui propriedades anti-

inflamatdrias e imunossupressoras. Os estudos na literatura relacionando esta citocina ao DM
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tipo 2 sdo escassos e limitados a avaliacdo das concentracBes séricas da mesma. Os dados
existentes ndo séo suficientes para esclarecer se a IL-10 apresenta um papel causal ou protetor
no dano renal associado ao DM (HERDER et al., 2013; MYSLIWSKA et al., 2005;
ZAMAUSKAITE et al., 1999). No entanto, nés acreditamos que o desequilibrio nas
concentracdes destas duas citocinas pode ser relevante no contexto da DRD e que valores
elevados da razéo entre estas duas interleucinas (IL-6/IL-10) podem estar associados com a
ativacdo do processo inflamatorio.

Estes resultados sugerem que as citocinas inflamatorias urinarias, especialmente a IL-6
e a IL-10, podem estar alteradas mesmo antes do diagndstico de DRD. Neste sentido, a
avaliacdo destes marcadores pode representar uma nova estratégia na avaliacdo e no
monitoramento da doenca renal, antes mesmo que ocorra a alteracdo de marcadores
tradicionais, incluindo a estimativa da TFG, a mensuracdo da creatinina sérica e a
determinacédo da albumindria.

Considerando que as citocinas inflamatorias urinéarias apresentaram relevancia na
identificacdo da DRD entre os pacientes com DM tipo 2, no manuscrito cientifico, nos
objetivamos investigar a associacdo entre citocinas inflamatorias urinarias e marcadores de
funcéo renal, de dano glomerular e de dano tubular. Para responder a este objetivo, 0s
pacientes foram estratificados em diferentes quartis de TFG estimada, UACR e NGAL
urinaria (UNGAL) e avaliadas a excre¢do urinaria de I1L-6, IL-10 e TNF-a.

Verificamos que os niveis urinarios de IL-6 e de TNF-a ndo foram significativamente
diferentes entre os quartis de TFG estimada. Com relacdo as concentragdes urinarias de 1L-10,
estas também ndo diferiram significativamente entre os quartis de TFG estimada. Entretanto,
foi observada uma tendéncia de aumento desta citocina no quartil mais alto, em relacdo ao
quartil mais baixo de TFG estimada. Observou-se aumento dos niveis urinarios de IL-6 e
TNF-a nos individuos no mais alto quartil de uACR ou de uNGAL quando comparados com
aqueles no baixo quartil. J& as concentracbes urinarias de IL-10 diminuiram
significativamente quando comparados os individuos no mais alto quartil de uACR ou de
UNGAL, com aqueles no quartil mais baixo.

Os resultados deste estudo demonstram uma importante associacdo das citocinas
inflamatdrias avaliadas com os biomarcadores relacionados a patogénese do dano renal, tanto
a nivel glomerular, quanto tubular. Estes achados reiteram alguns estudos prévios que tém
demonstrado associac¢des das citocinas inflamatdrias urinarias com a UACR (NAVARRO et
al., 2003a; WU et al., 2010). Além disso, embora mais escassos, ha alguns estudos que

demonstram a associacdo do TNF-a com marcadores urinarios de dano tubular, como a NAG
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(NAVARRO et al., 2006b) e a NGAL (WU et al., 2013). No entanto, para 0 Nnosso
conhecimento, ndo ha estudos avaliando a associagédo das citocinas inflamatorias urinarias 1L-
6 e IL-10 com marcadores de dano tubular.

Diferentes mecanismos podem contribuir para a patogénese do dano renal no DM.
Diversas alteraces patologicas e estruturais podem ocorrer simultaneamente e progredir em
diferentes taxas nos rins de pacientes diabéticos, levando a heterogeneidade da doenca (WU et
al., 2013). Evidéncias recentes tém focado na importancia da detec¢do do dano tubular e sua
associacdo com a injuria renal em pacientes com DRD (DE CARVALHO et al.,, 2016;
NAUTA et al., 2011; VAIDYA et al., 2011). O dano tubular ocorre precocemente no curso da
DRD e ndo é meramente secundario ao dano glomerular (GILBERT e COOPER, 1999;
PHILLIPS, 1999). Tem sido sugerido que um aumento na excrecao urinaria de marcadores
tubulares pode ser devido a diversas condi¢cdes que sdo potencialmente prejudiciais aos rins,
incluindo a isquemia, toxicidade, sepse e hiperglicemia (PERALTA et al., 2012).

As citocinas inflamatdrias exercem efeitos relevantes a nivel renal, promovendo a
inflamacdo, a apoptose e o estresse oxidativo e, consequentemente, alteracdes renais
estruturais e funcionais que contribuem para o desenvolvimento e a progressdao da doenca
renal em pacientes diabéticos (MISSERI et al., 2005; NAVARRO e MORA-FERNANDEZ,
2006). Neste contexto, n6s acreditamos que estes efeitos podem explicar a associacdo
encontrada entre os marcadores de dano glomerular e de dano tubular e as citocinas
inflamatdrias urinarias avaliadas. Uma vez que a associac¢do foi encontrada tanto para a uUACR
guanto para a uNGAL, podemos sugerir que 0s processos de dano tubular e glomerular podem
estar ocorrendo simultaneamente, pelo menos nos pacientes avaliados, e que a inflamacao esta
associada com os mesmos. Tomados em conjunto com os resultados do artigo cientifico, estes
achados reforcam a utilidade das citocinas inflamatdrias urinarias no contexto do dano renal
associado ao DM.

Na Figura 5 estdo representadas, de forma esquematica, algumas consideracdes que
integram o artigo e o manuscrito desenvolvidos neste trabalho, enfatizando o papel das

citocinas inflamatorias na avaliagdo do dano renal associado ao DM.
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Figura 5 — Resumo esquematico demonstrando o papel das citocinas inflamatorias no
desenvolvimento e na progressao do dano renal associado ao diabetes mellitus.
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Desta forma, nos acreditamos que as citocinas inflamatdrias, mensuradas na urina, sao
biomarcadores Gteis na avaliacdo da DRD e que podem ser implantados na pratica clinica.
Uma das razdes para esta afirmacdo se baseia no fato de que as citocinas inflamatdrias
urinérias apresentaram boa capacidade diagnostica, com sensibilidade e especificidade na
identificacdo da doenca renal entre os pacientes diabéticos estudados. Outra importancia da
avaliacdo das citocinas na urina baseia-se fato de que estas podem ser detectadas antes mesmo
da alteracdo na EUA, demonstrando que os marcadores inflamatorios sdo importantes na
avaliacdo da DRD em um estagio precoce. Finalmente, a associa¢do das citocinas urinarias
com o dano tubular e glomerular, ou seja, com a patogénese da doenca, reforca a relevancia
destes marcadores no contexto da DRD. Baseados nos resultados de nosso estudo e nos dados
da literatura, sugerimos que as citocinas urinarias mais relevantes sdo a IL-6, a IL-10 e 0
TNF-a.

Além do desempenho técnico e diagnostico de um exame clinico, € importante realizar
uma avaliacdo econémica do teste na rotina laboratorial. Cabe ressaltar que a economia em

salde estd relacionada ndo sé com o custo, mas também com as consequéncias sobre o
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cuidado dos pacientes (BURTIS et al., 2008). Neste sentido, embora a implantacdo da
determinacdo das citocinas urinarias na rotina do laborat6rio possa aumentar o custo para o
mesmo, nos acreditamos que estes marcadores podem aumentar o beneficio para os pacientes.
Ou seja, as informacdes que as citocinas podem adicionar na avaliacdo da DRD em relacéo ao
desenvolvimento e progressdo desta patologia, podem favorecer o diagnéstico precoce e a
utilizagdo de intervencbes e, consequentemente, evitar a ocorréncia de desfechos

desfavoraveis, como a doenca renal em estagio final.
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5 CONCLUSOES

o Os niveis urinérios das citocinas pré-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y) foram
mais elevados nos pacientes com DRD, enquanto que as concentra¢des urinarias da citocina
anti-inflamatoria 1L-10 foram menores neste grupo, em comparacdo com 0S pacientes sem
DRD. Estes resultados evidenciam o envolvimento do processo inflamatério na fisiopatologia
da doenca renal associada ao DM;

e Nao foram observadas diferencas significativas para os parametros de controle
glicémico e perfil lipidico, assim como para a creatinina sérica e TFG, entre os grupos do
estudo;

e As determinagdes urinarias de IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y, assim como a razdo
IL-6/1L-10 foram capazes de detectar a DRD entre os pacientes do estudo;

e As concentragdes urindrias de IL-6 e IL-10 apresentaram-se alteradas dentre o0s
pacientes normoalbuminudricos (UACR 10-30 mg/g de creatinina), o que evidencia a
participacdo precoce da inflamacéo na fisiopatologia da DRD;

e A razdo entre a citocina pro-inflamatoria urinaria IL-6 e a citocina anti-inflamatéria
urinaria IL-10 também apresentou-se alterada no grupo com uACR 10-30 mg/g de creatinina,
sugerindo que a avaliacdo da relacdo entre o estado pro-inflamatério e anti-inflamatério pode
estar alterada em um estagio precoce da DRD;

e Os niveis urinarios de IL-6, IL-10 e TNF-a estiveram mais alterados nos pacientes que
apresentam maiores niveis de UACR e UNGAL, o que demonstra que a inflamacdo parece
contribuir para o agravamento do dano glomerular/tubular na DRD;

e Em suma, as citocinas inflamatérias mensuradas na urina podem ser biomarcadores
Uteis na avaliacdo da DRD, uma vez que algumas delas ja estdo alteradas mesmo em pacientes
normoalbumindricos. Esta observagéo sugere que os marcadores inflamatérios podem indicar
a presenca de alteragdes renais em estagio inicial, antes mesmo destas serem identificadas por
medidas convencionais como modificagdes na TFG e na creatinina sérica, e anteriormente a
deteccdo do marcador tradicional albumindria. Além disso, estes marcadores apresentam uma
boa capacidade de identificar a DRD em pacientes com DM tipo 2 e estdo associados com o

desenvolvimento de dano renal glomerular e tubular.
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