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RESUMO

MOLECULA DE DANO RENAL-1 NA URINA E SUA A§SOCIAQ:§O COM O
CONTROLE GLICEMICO E COM A CONCENTRACAO URINARIA DAS
INTERLEUCINAS 1 E 6 NO DIABETES TIPO 2

AUTORA: Yaénai Schneider Bollick
ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
CO-ORIENTADOR: Dr. José Antonio Mainardi de Carvalho

A doenca renal do diabetes (DRD) esta entre as principais e mais relevantes complicacdes do
diabetes mellitus (DM). A hiperglicemia e inflamagdo sdo dois dos diversos fatores
envolvidos no desenvolvimento e progressdo de complicacbes do DM, incluindo a DRD. A
molécula de dano renal-1 (KIM-1) é um biomarcador urinério indicativo de lesdo renal
tubular e vem sendo estudado juntamente com outros marcadores, na busca de um diagndstico
precoce das patologias renais, ja que estudos sugerem que a lesdo tubular surge antes mesmo
do rim sofrer danos glomerulares. Niveis aumentados de KIM-1 na urina vém sendo
demonstrados em estados hiperglicémicos e também em individuos diabéticos com
inflamacédo renal. Ainda, com relacdo a inflamacéo, as citocinas urinarias pro-inflamatorias
interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6) podem ser Uteis para a avaliacdo de DRD.
Considerando as consequéncias que o descontrole glicémico e o processo inflamatério podem
causar no desenvolvimento da DRD, o presente estudo analisou a associagdo dos niveis
urinarios de KIM-1 com os niveis de hemoglobina glicada (HbA) e inflamacéo renal, através
de citocinas urinarias IL-1 e IL-6, em pacientes com DM tipo 2. Este estudo incluiu 122
pacientes com DM tipo 2 divididos em dois grupos de acordo com a mediana de KIM-1
urinario, representada por <87 pg/mL e >87 pg/mL. Niveis urinarios de KIM-1, IL-1 e IL-6,
juntamente com outros parametros bioquimicos, foram avaliados nesses pacientes. Os
pacientes foram divididos ainda em quartis de HbA;., onde os valores de KIM-1 urinario
aumentaram cerca de 34% nos pacientes com HbA;. acima de 8,7% em comparacdo com
pacientes com valores abaixo de 6,0%. Da mesma forma, estratificando 0s pacientes em
quartis de IL-1 e IL-6, os niveis urinarios de KIM-1 também aumentaram aproximadamente
130% e 90%, respectivamente. Correlacdes positivas foram observadas entre KIM-1 urinario
e HbA. (r = 0,23, P = 0,028), KIM-1 urinério e IL-1 urinaria (r = 0,60, P <0,001) e KIM-1
urinario e IL-6 urinéria. (r = 0,40, p <0,001). Os niveis de KIM-1 urinario foram maiores
entre os pacientes com DM tipo 2 que apresentaram os maiores niveis de HbA . e as citocinas
pro-inflamatorias IL-1 e IL-6 na urina. Com isso, 0 baixo controle glicémico e a inflamacao
renal contribuem para a ocorréncia de dano tubular no diabetes tipo 2, e 0 KIM-1 tem se
mostrado um marcador util na deteccéo de danos tubulares em pacientes com diabetes tipo 2.

Palavras-chave: Molécula de dano renal- 1. Doenca renal do diabetes. Controle glicémico.
Inflamacdo.



ABSTRACT

KIDNEY INJURY MOLECULE-1 IN URINE AND ASSOCIATION WITH
GLYCEMIC CONTROL AND WITH URINARY URINARY CONCENTRATION OF
INTERLEUKINS 1 AND 6 IN TYPE 2 DIABETES

AUTHOR: Yanai Schneider Bollick
ADVISOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
CO-ADVISOR: Dr. Jose Antonio Mainardi de Carvalho

Diabetes kidney disease (DRD) is among the main and most relevant complications of
diabetes mellitus (DM). Hyperglycemia and inflammation are two of several factors involved
in the development and progression of DM complications, including DRD. The Kidney injury
molecule-1 (KIM-1) is a urinary biomarker indicative of tubular renal injury and has been
studied along with other markers in the search for an early diagnosis of renal pathologies,
since studies suggest that the tubular lesion appears before even from the kidney undergoes
glomerular damage. Increased levels of KIM-1 in urine have been demonstrated in
hyperglycemic states and also in diabetic individuals with renal inflammation. Further, with
regard to inflammation, the interleukin-1 (IL-1) and interleukin-6 (IL-6) proinflammatory
urinary cytokines may be useful for the evaluation of DRD. Considering the consequences
that the glycemic control and the inflammatory process can cause in the development of DRD,
the present study analyzed the association of urinary levels of KIM-1 with levels of glycated
hemoglobin (HbAl1c) and renal inflammation, through urinary cytokines IL- 1 and IL-6 in
patients with type 2 DM. This study included 122 patients with type 2 DM divided into two
groups according to the median urinary KIM-1, represented by <87 pg / mL and> 87 pg / mL .
Urinary levels of KIM-1, IL-1 and IL-6 along with other biochemical parameters were
evaluated in these patients. Patients were further divided into HbAlc quartiles, where urinary
KIM-1 values increased by 34% in patients with HbAlc above 8.7% compared to patients
with values below 6.0%. Similarly, stratifying patients in quartiles of IL-1 and IL-6, urinary
levels of KIM-1 also increased approximately 130% and 90%, respectively. Positive
correlations were observed between urinary KIM-1 and HbAlc (r = 0.23, P = 0.028), urinary
KIM-1 and urinary IL-1 (r = 0.60, P <0.001) and urinary KIM-1 and IL -6 urinary. (r = 0.40, p
<0.001). Urinary KIM-1 levels were higher among patients with type 2 DM who had the
highest levels of HbAlc and the proinflammatory cytokines IL-1 and IL-6 in the urine. Thus,
low glycemic control and renal inflammation contribute to the occurrence of tubular damage
in type 2 diabetes, and KIM-1 has been shown to be a useful marker in detecting tubular
damage in patients with type 2 diabetes.

Keywords: Kidney injury molecule-1. Diabetic kidney disease. Glycemic control.
Inflammation.
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1 APRESENTACAO

As secOes Materiais e Meétodos, Resultados e Discussdo encontram-se no
MANUSCRITO e representa a integra deste estudo. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens
INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e CONCLUSOES desta dissertagdo, uma

vez que as referéncias utilizadas para a elaboracdo do artigo estdo mencionadas no mesmo.
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2 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus (DM) é um crescente e importante problema de satde publica no
mundo e estima-se que com o aumento de sua prevaléncia o numero de pessoas com diabetes
podera ser maior que 642 milhdes em 2040 (OGURTSOVA et al, 2017). Acompanhado de
seu aumento, existem as complicagcbes microvasculares que podem desenvolver-se a longo
prazo com o DM. A doenca renal do diabetes (DRD) é uma das complicagdes e esta entre as
mais frequentes e relevantes, que pode afetar de forma progressiva esta populacdo (FOWLER,
2008; SBD, 2017; MATHESON et al., 2010). O mecanismo exato pelo qual o DM conduz ao
desenvolvimento destas complicacfes € complexo e ainda ndo esté totalmente elucidado, mas
sabe-se que ha determinados fatores envolvidos como: hiperglicemia, aumento da pressao
arterial, anormalidades lipidicas, estresse oxidativo e processos inflamatérios (SBD, 2017
AKASH et al., 2013).

A hiperglicemia tem papel importante no desenvolvimento do DM, com mais
possibilidade de encontrar complicagdes em pacientes que apresentam glicemia mal
controlada, quando comparado com individuos que possuem diabetes controlado. Na DRD, o
comprometimento renal pode decorrer do surgimento de lesGes renais induzidas pela
hiperglicemia, onde vérias estruturas renais sdo susceptiveis a este estado hiperglicémico
(SBD, 2017; SANCHEZ et al., 2009; DURAN-SALGADO et al., 2014). O processo
inflamatdrio é outro fator envolvido na progressdo da DRD. O processo inflamatorio no
sistema renal, pode resultar em lesdes celulares que ocorrem ap0s a secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias, moléculas lesivas para os rins, tendo como exemplo a interleucina-1 (IL-1) e
interleucina-6 (IL-6) (NAVARRO et al.,, 2005; DURAN-SALGADO et al., 2014;
NAVARRO et al., 2006; LUIS-RODRIGUEZ et al., 2012). As citocinas urinarias pro-
inflamatdrias vém demonstrando potencial diagnéstico em identificar a lesdo renal em
individuos com DM tipo 2. Dentre estas as interleucinas urinérias, como a IL-6 e interleucina-
10 (IL-10) foram propostas para a avaliagdo da DRD (SANGOI et al., 2016).

De fato, a hiperglicemia e a inflamacdo no DM podem acarretar em prejuizos no
sistema renal e uma maneira de verificar estes danos renais causados pelo DM ¢é através de
biomarcadores renais. Na DRD, ha um aumento na excrecao urinaria de albumina e reducéo
da funcédo renal, com variagfes dos niveis de creatinina sérica (Cr) e da taxa de filtracdo
glomerular (TFG) (GROSS et al., 2005). A albumina urinaria (uAlb) é um exemplo de
biomarcador de dano renal urinario muito utilizado na rotina laboratorial e pode estar
associada a DRD (NARITA et al., 2006; MATHESON et al., 2010), como sendo a primeira


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ogurtsova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28437734
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indicacdo de lesdo renal ou DRD incipiente (REMUZZI et al., 2002; MATHESON et al.,
2010).

No entanto, ja foi evidenciado que pacientes considerados normoalbuminiricos
apresentavam disfungdes renais e alteracdes histopatoldgicas renais avancadas (WADA;
MAKINO, 2009; AN et al., 2009; MATHESON et al., 2010). Dessa forma, outros
biomarcadores vém sendo pesquisados, dentre estes, os marcadores urinarios indicativos de
lesdo tubular, os quais podem ser enzimas urinarias ou proteinas que comumente sao filtradas
pelo glomérulo (MATHESON et al., 2010). O interesse pelos marcadores de lesdo tubular
estd aumentando, pois o dano tubular tem sido relatado em diabéticos com a funcgdo
glomerular intacta (SINGH et al., 2008), sinalizando que podem ser biomarcadores mais
precoces. Observou-se que a molécula de dano renal-1 (KIM-1) tem potencial para detectar
lesGes renais tubulares em pacientes com DM tipo 2, o que sugere uma possivel associacdo
entre 0 aumento dos niveis deste biomarcador com o desenvolvimento de DRD (DE
CARVALHO et al., 2016).

Os niveis urindrios de KIM-1 foram significativamente maiores em altas
concentracdes de glicose, sugerindo que este marcador pode estar envolvido no dano aos
tibulos renais induzidos pela alta glicose (GOU et al., 2016). Além disso, 0 KIM-1 j& foi
associado a inflamacdo renal, estando elevado em pacientes diabéticos com diagnéstico de
inflamac&o renal quando comparados com diabéticos sem inflamagdo (AHMED et al., 2015).
Existem evidéncias que demonstram o potencial diagnéstico do KIM-1 na DRD. Também é
possivel que este marcador apresente importante papel no prognoéstico dessa doenca. Estudos
sugerem relages de KIM-1 com os estados de hiperglicemia e inflamacdo associados a
alteracdes renais (GOU RONG et al., 2016, HUMPHREYS et al., 2013, VAN TIMMEREN et
al., 2007). Dessa forma, torna-se relevante investigar a relacdo do dano tubular renal com o
controle glicémico inadequado e a inflamacdo renal em pacientes com DM tipo 2, através da
analise dos niveis da associacdo urinaria de KIM-1 com o monitoramento da porcentagem de
HbA;. e a inflamacéo renal, através de citocinas urinarias pro-inflamatorias 1L-1 e IL-6.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DIABETES MELLITUS

O DM é um grupo de doencas metabdlicas causado por defeitos na acdo e/ou secrecdo
da insulina, o que resulta no estado de hiperglicemia caracteristico da doenca (ADA, 2010).
As células P-pancredticas secretam a insulina, horménio chave para a regulacdo do
metabolismo da glicose, quando secretado este hormonio aumenta a captacdo de glicose nas
células adiposas e musculares, estimulando a translocacao do transportador de glicose GLUT4
dos locais intracelulares para a superficie celular na membrana plasmatica. DisfuncGes
envolvendo as células f do pancreas, bem como a deficiéncia de a insulina sdo associadas a
fisiopatologia do DM (SALTIEL et al., 2001).

O DM pode apresentar sintomas como poliuria, polidipsia, visdo turva e perda de peso
(RUSSEL et al., 2015). Concomitanemente com a sintomatologia e avaliacdo clinica, utiliza-
se exames laboratoriais para auxiliar no critério diagnéstico (Quadro 1). Os critérios
diagnosticos para DM tipo 1 sdo semelhantes aos utilizados no DM tipo 2 porém, comumente

a sintomatologia ja possue mais a aten¢do do clinico do que no segundo caso.

Quadro 1. Critérios laboratoriais para o diagnostico

Glicose 2 horas

Glicose em jejum | apos sobrecarga
(mg/dL) com 75 g de

glicose (mg/dL)

Glicose ao acaso HbA1c (%) Observacoes

OMS emprega valor
de corte de 110 mg/

Normoglicemia < 100 <140 — <57 dL para normalidade
da glicose em jejum.?
Positividade de
Pré-diabetes ou qualquer dos
risco aumentado =100 e < 126* =140e < 2008 — =57e<65 parametros confirma
para DM diagndstico de pré-
diabetes.
Positividade de
qualquer dos

parametros confirma
diagnostico de DM.
. Método de HbA1c deve
. = 200 com sintomas .
Diabetes . . ser o padronizado.
. =126 =200 inequivocos de =6,5 .
estabelecido hineralicemia Na auséncia
perg de sintomas de
hiperglicemia, &
necessario confirmar
o diagnostico pela
repeticao de testes.

Fonte: (SBD, 2017). OMS: Organizacdo Mundial da Saude; HbA,.: hemoglobina glicada; DM: diabetes mellitus.
* Categoria também conhecida como glicemia de jejum alterada. # Categoria também conhecida como
intolerancia oral a glicose.
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A genética desempenha funcdo importante para o desenvolvimento do DM, porém
existem também fatores ambientais, que podem aumentar a resisténcia a insulina e
consequentemente elevacao da glicemia (WHO, 2009). Alguns dos fatores associados com o
aumento da prevaléncia do diabetes sdo: maus habitos alimentares, estilo de vida sedentario,
excesso de peso, crescimento e envelhecimento populacional bem como & maior sobrevida
dos individuos com DM (SBD, 2017). Se a situagdo atual persistir, 0 nimero projetado de
pessoas com DM pode superar as 642 milhdes, previstas para 2040 (OGURTSOVA et al,
2017). Em 2015 o Brasil era o quarto pais, dentre os dez principais paises com adultos
diabéticos, cerca de 14,3 milhdes (IDF, 2015). A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS)
estimou que a glicemia elevada é o terceiro principal risco para mortalidade no mundo, atras
apenas da hipertensdo arterial e uso do tabaco (WHO, 2009). Nos Estados Unidos em 2015, o
DM foi a sétima principal causa de morte, com 79.535 atestados de 6bito que relatam como a
causa basica de morte (CDC, 2017). Cerca de 75% dos casos sdo de paises em
desenvolvimento e acredita-se que 46% dos casos de DM em adultos ndo sejam
diagnosticados (IDF, 2015; BEAGLEY et al., 2013). Com o aumento do DM, também pode
ocorrer o aumento de complicacfes que a hiperglicemia crénica do DM pode causar a longo
prazo (ADA, 2010).

Varios processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do DM, através de
alguns desses processos podemos classificar em DM tipo 1, DM tipo 2 ou demais

complicacdes do DM.

3.1.1 Diabetes tipo 2

O DM tipo 2 é definido pela sua deficiéncia de insulina relativa (e ndo absoluta) e
resisténcia periférica a insulina. Muitas vezes ao longo da doenca, esses individuos néo
dependem de tratamento com insulina para sobreviver (ADA, 2017). A resisténcia a insulina
em pacientes com DM tipo 2 aumenta a necessidade deste hormdnio nos tecidos alvo. Além
disso, o aumento da necessidade por insulina ndo pode ser suprido pelas células
pancredticas devido a defeitos na funcdo das mesmas (HALBAN et al., 2014). Dependéncia
de insulina do DM tipo 1 é uma das principais diferencas para o tipo 2: Além desta, existem
outras diferencas como a auséncia de cetoacidose na maioria dos pacientes com DM tipo 2 e a
ndo ocorréncia da destrui¢do autoimune de células f (KHARROUBI et al., 2015).

Este tipo de DM ¢€ responsavel por 90-95% dos casos de diabetes e a maioria dos

individuos acometidos sdo adultos (ADA, 2017). Mundialmente o DM tipo 2 afeta cerca de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ogurtsova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28437734
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18-20% de adultos com mais de 65 anos e estima-se que aproximadamente 285 milhdes de
pessoas tém DM, com prevaléncia em adultos entre 20 e 79 anos (ADA 2014).

Devido a fatores como 0s sintomas iniciais leves, o diagnostico do DM pode ser
atrasado por anos o que pode gerar maior incidéncia do desenvolvimento de suas
complicagdes, ja que a hiperglicemia ndo é tratada durante esse periodo ndo diagnosticado
(KHARROUBI; DARWISH, 2015).

3.1.2 Complicacdes do diabetes

As complicacdes cronicas do DM sdo as principais responsaveis pela morbidade e
mortalidade dos pacientes diabéticos (IDF, 2015). Estas complicacGes desenvolvidas a longo
prazo no DM podem ser categorizadas em macrovasculares e microvasculares. Entre as
macrovasculares incluem, doenca arterial coronariana e periférica e acidente vascular
cerebral, que resultam a partir de uma disfungéo e inflamagdo do endotélio e dos musculos
lisos. Ja as microvasculares afetam vasos pequenos da retina, dos nervos e rins, resultante da
deficiéncia da auto-regulacdo do fluxo sanguineo, permeabilidade alterada, inflamacéo,
hipdxia, fibrose e outros (RUSSEL et al.,, 2015), originando a retinopatia diabética,
neuropatia diabética e DRD, também conhecida como nefropatia diabética (FOWLER, 2008).

Existem varios mecanismos propostos pelos quais o DM pode levar ao
desenvolvimento de retinopatia e pode iniciar até sete anos antes do diagndstico de DM tipo 2
(FOWLER, 2008). Ja a neuropatia diabética, envolve os nervos periféricos e autonémos,
nestes casos pode aparecer de diversas maneiras dependendo do local. Essa complicacéo
resultou em cerca de 80% de amputacdes apds ulceracdo ou lesdo no pé (BOULTON et al.,
2005; FOWLER, 2008). Em pacientes com DM, uma das complicacdes microvasculares mais
frequentes é a DRD, podendo afetar de forma progressiva esta populacdo (FOWLER, 2008,
MATHESON et al., 2010). A DRD é determinada por lesGes renais, ocorrendo aumento na
excrecdo urinaria de albumina e reducdo da fungdo renal, com variagdes dos niveis de
creatinina sérica e da TFG (GROSS et al., 2005).

3.2 DOENCA RENAL DO DIABETES
A DRD, tradicionalmente conhecida como nefropatia diabética, esta entre as principais

complicagdes microvasculares do DM, podendo afetar cerca de 20-40% dos pacientes com
diabetes (FELEHGARI et al., 2011; ADA 2016) e tornou-se a causa comum de doenca renal
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em estagio final (STEINKE et al., 2005). O nimero de pacientes afetados pela DRD é grande,
pois a incidéncia de DM continua crescendo (GREGGT et al., 2014), por esta razdo, a DRD €
uma das principais causas de doenca renal cronica (DRC) em pacientes ingressando em
programas de dialise (ADA, 2014). Em pacientes com DM tipo 1, aproximadamente 50%
desenvolve doenca renal em estagio final, sendo no DM tipo 2 uma parcela menor de
individuos (DEFRONZO, 1995). A DRD geralmente desenvolve-se ap6s um periodo de 10
anos ou, pelo menos, 5 anos no DM tipo 1, mas também esta presente no diagnéstico de DM
tipo 2 (ADA, 2017). Esta complicacdo é caracterizada por lesGes renais glomerulares,
tubulares, intersticiais e vasculares (BURTIS et al., 2008).

A patogénese do DM pode conduzir a alteracBes renais que podem justificar a
presenca de uAlb e outras proteinas na urina de pacientes diabéticos. O glomérulo e o tabulo
renal sdo duas estruturas fundamentais que constituem a unidade funcional dos rins, o
néfron. O glomérulo filtra o plasma para evitar a perda de proteinas no filtrado glomerular. O
tibulo renal reabsorve &gua e eletrolitos, além de contribuir com sais e proteinas para o
filtrado glomerular. A barreira de filtracdo glomerular é seletivamente permeavel e para a
realizacdo desta funcdo, sua estrutura é constituida por trés camadas: o endotélio, membrana
basal glomerular (MBG) e poddcitos (Figura 1), que de forma geral facilitam o fluxo de agua
e pequenas moléculas, ao mesmo tempo em que restringem o fluxo de proteinas plasmaticas
grandes (PASUPULATI et al., 2014; KUMAR et al.,, 2011; MUKHI et al., 2017). Desta
maneira, a barreira de filtracdo glomerular funciona como uma peneira molecular seletiva e
dependente de tamanho que facilita a filtracdo de &gua, eletrdlitos e pequenos solutos,
enquanto restringe a passagem de macromoléculas negativamente carregadas incluindo
proteinas e polipeptideos. Proteinas com um peso molecular de até 20 kDa sdo filtradas
facilmente através da barreira. No entanto, as proteinas menores sdo reabsorvidas pelos

tubulos contorcidos proximais, e apenas pequenas quantidades de proteinas sdo excretadas.

Figura 1 - Desenho representando o rim, néfron, glomérulo e a organizacdo da barreira de
filtracdo glomerular.
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Fonte: (AdaptadoMUKHI et al., 2017). MBG: Membrana basal glomerular

O curso da DRD pode conduzir a hipertrofia e perda de poddcitos, espessamento da
MBG, expansdo mesangial, hialinose arterial, deposi¢do de colageno, atrofia epitelial tubular,
acumulo de miofibroblastos, influxo de células inflamatorias e glomeruloesclerose. Com isso,
quando a funcdo do néfron é prejudicada, ocorrem alteracdes glomerulares e quantidades
variaveis de proteinas sdo excretados na urina, como a uAlb (Figura 2) (MUKHI et al., 2017;
CAO e COOPER, 2011).

Figura 2 - Glomérulo saudavel e com DRD.
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Fonte: (Adaptado de REIDY et al., 2014)

A UuAlb é o marcador mais tradicional e largamente utilizado no diagnostico e
monitoramento da DRD e quando alterada em individuos com DM é considerada a primeira
manifestacdo clinica assintomatica de dano microvascular renal (BIRN; CHRISTENSEN,
2006; ADA, 2008). Conforme a ADA (2016), a triagem para deteccdo da DRD deve ser
realizada através de um teste anual que avalia a excrecdo da uAlb, em pacientes com DM tipo
1 com tempo de doenca maior que 5 anos e para pacientes com DM tipo 2 deve ser a partir do
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momento do diagndstico. Além da excrecdo da uAlb, a creatinina sérica (Cr) deve ser
mensurada para estimar a TFG (ADA, 2016).

A excrecdo da uAlb normal é geralmente definida como < 30 mg/g Cr e 0 aumento da
excrecdo de uAlb é definido como > 30 mg / g Cr (Tabela 1). Além disso, devido a
variabilidade biologica na excrecdo de uAlb, duas das trés amostras de uAlb coletadas dentro
de um periodo de 3 a 6 meses devem ser anormais antes de considerar um paciente com
albuminaria. A TFG é calculada a partir da Cr usando uma férmula validada. A equacdo da
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) é geralmente preferida.
Uma TFG <60 mL / min / 1,73 m?é geralmente considerada anormal (ADA, 2017).

Tabela 1. Definicdo da excrecdo de uAlb

Categoria Amostra de urina (mg/g creatinina)
Normoalbumindria <30
Microalbumindria 30-299
Macroalbuminuria >300

Fonte: (KDIGO, 2013).

Como a DRD tem natureza progressiva e a maioria dos pacientes com DRD
desenvolve aumento progressivo de uAlb, seguida por uma reducdo na TFG, é incomum
observar um paciente com DRD apresentando uma TFG reduzida e niveis normais de uAlb
(GOSMANOQV et al., 2014). Contudo, evidéncias sugerem que o risco de desenvolver DRD
(ARAKI et al., 2010; MORITA et al., 2011; COHEN-BUCAY; VISWANATHAN, 2012) e
doenca cardiovascular (MCCORMICK et al., 1990; HONG; CHIA, 1998) comegam quando
os valores da excre¢do uAlb ainda estdo na faixa normoalbuminurica. Assim, os individuos
que apresentam excrecdo da UuAlb na faixa normal também podem possuir riscos
significativos de nefropatia e eventos cardiovasculares (O'DONNELL et al., 1991). Outros
estudos também tém descrito que mudancas estruturais na MBG podem aparecer
anteriormente as mudancas na excrecdo urinaria de albumina, sugerindo que este marcador
pode ser detectado somente ap0s danos significativos nos glomérulos (TELCI et al., 2000;
NAJAFIAN et al., 2009; HELLEMONS et al., 2012). Com isso, apesar da mensura¢do da
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uAlb ser considerada o marcador tradicional para a deteccdo precoce para DRD (BRUNO et

al., 2007), limitagOes na sua utilizagdo devem ser consideradas.
3.2.1 Hiperglicemia e o controle glicémico

Individuos com DM n&o tratado ou mal controlado tém maior possibilidade de
desenvolver as complicacGes crénicas do DM. Ainda ndo esta claro o quanto as complicacdes
crénicas do diabetes sdo resultantes da propria hiperglicemia ou de condigdes associadas,
como deficiéncia de insulina, mudancas da osmolaridade, glicacdo de proteinas e alteracfes
lipidicas ou da pressdo arterial (SBD, 2017). Contudo, sabe-se que a hiperglicemia esta entre
os fatores de risco para desenvolvimento da DRD, assim como outros fatores que incluem

duracdo do DM, consumo de tabaco, dislipidemia e hipertensdo (Figura 3) (CADE, 2008).

Figura 3 - O papel central da hiperglicemia no desenvolvimento e progresséo da doenga renal
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Vérias estruturas renais sdo susceptiveis a hiperglicemia, desta maneira a DRD ¢
caracterizada por hipertrofia glomerular, espessura de membranas basais e acimulo de matriz
extracelular nessas membranas que causam fibrose e esclerose tubulointersticial e glomerular
(EL MESALLAMY, 2012; KOLSET, 2012 SANCHEZ et al., 2009). O comprometimento
renal induzido pela hiperglicemia é importante no desenvolvimento e progressdo da DRD e,
portanto, o surgimento de lesdes renais. A hiperglicemia induz o estresse oxidativo e ao
acumulo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). Os AGEs desempenham papel
relevante atraveés da apoptose de células mesangiais, 0 que contribui em parte para a
hiperfiltragdo glomerular, uma disfuncdo renal precoce no diabetes, j& que estas células
fornecem suporte estrutural e auxilio na filtragdo glomerular (MAGEE et al., 2017;
YAMAGISHI et al., 2010). Além do estresse oxidativo, a hipertensdo sistémica contribui para
a patogénese da DRD através do aumento da pressdo intraglomerular (BEAGLEY et al.,
2014).

Para auxiliar no controle glicémico, principalmente de pacientes com DM, a rotina
laboratorial conta com a utilizacdo da HbA;, um parametro que oferece vantagens ao refletir
niveis glicémicos dos ultimos 3 a 4 meses, alem de sofrer menor variabilidade dia a dia
(causadas por estresse ou doenga) e maior conveniéncia aos pacientes por independer do
estado de jejum para sua determinacdo (SBD, 2017). Em 2010, a American Diabetes
Association (ADA) atualizou o uso da HbA;; no diagndstico do diabetes em pacientes com
valores de HbA;.> 6,5%, com algumas vantagens frente a glicemia de jejum e a glicemia pos-
prandial. Em 2017, a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), informou que para poder ser
utilizada no diagnéstico de DM, a determinagdo da HbA;. deve ocorrer pelo método
padronizado no Diabetes Control and Complications Triale certificado pelo National
Glycohemoglobin Standardization Program (ADA, 2010; SBD 2017). Existem interferentes
como algumas doencas que alteram o tempo de sobrevida das hemécias, como anemia
hemolitica e hemorragia, podem resultar valores falsamente baixos de HbA;. (PFIMAZONI
NETTO, A. et al., 2009)

Para reduzir a incidéncia de complicagdes, como insuficiéncia renal ou retinopatia sdo
necessarios anos de controle glicémico. Para prevenir ou retardar as complicagdes
microvasculares, tanto no DM tipo 1 quanto no DM tipo2 recomenda-se 0 monitoramento
com uma meta de aproximadamente 7% de HbA;. (DCCT, 1995; NKF, 2012).
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3.2.2 Inflamacéo

Existe uma combinacdo de mecanismos imunoldgicos e inflamatorios que
desempenham funcdo fundamental no desenvolvimento e progressdo do DM tipo 2 (DURAN-
SALGADO; RUBIO-GUERRA, 2014). A inflamacdo é definida como uma cascata de
fendmenos induzida em resposta a lesdo tecidual e a diferentes estimulos patolégicos. As
evidéncias confirmam que a inflamacdo tem um papel importante no desenvolvimento da
maioria das doencas renais cronicas (TROSTEL; GARCIA, 2015). No DM tipo 2 o processo
inflamatorio parece desempenhar um papel tanto na patogénese da doenca como também nas
suas complicagcbes microvasculares (ZOZULINSKA; WIERUSZ-WYSOCKA, 2006).
Quando o epitélio do tabulo renal proximal é lesado, € promovida uma resposta inflamatéria
(CDC, 2017).

A resposta inflamatdria pode ser induzida por multiplos mecanismos, incluindo a
morte celular induzida pela hiperglicemia, que ativa o influxo de macrofagos e outras células
imunes. Além da hiperglicemia, alguns outros componentes como o sistema renina-
angiotensina e o estresse oxidativo, podem ativar o processo inflamatério nos rins, o que
resulta na infiltragdo de mondcitos e linfécitos. Estes, por sua vez, secretam moléculas lesivas,
como citocinas pré-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (EROS). Estas atividades
promovem leséo celular e o desenvolvimento de fibrose (DURAN-SALGADO; RUBIO-
GUERRA, 2014, VESTRA et al., 2005) o que pode causar inflamacdo de baixo grau no

sistema renal, associada a nefropatia e espessamento de MBG no DM tipo 2.

3.2.2.1 Citocinas

A participacdo da inflamacao na patogénese do DM envolve aumento da producédo de
quimiocinas, infiltracdo de células inflamatérias ao rim, produgdo de citocinas pro-
inflamatorias e dano tecidual (DURAN-SALGADO; RUBIO-GUERRA, 2014; NAVARRO-
GONZALEZ; MORA-FERNANDEZ, 2008; NAVARRO-GONZALEZ et al., 2009). As
citocinas inflamatérias sdo moléculas-chave envolvidas no processo inflamatorio,
desempenhando um papel significativo como reguladores, bem como efetores finais, devido a
esta importancia tém sido estudadas em varias doencas, incluindo DRD (LUIS-RODRIGUEZ
et al., 2012). As células renais (endoteliais, mesangiais, glomerulares e epiteliais tubulares)
sdo capazes de sintetizar citocinas inflamatérias (HASEGAWA et al., 1995; LUIS-
RODRIGUEZ et al., 2012). Apés a lesdo tecidual, as células epiteliais/endoteliais liberam
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citocinas para recrutar e ativar células inflamatorias. Células inflamatdrias ativadas secretam
citocinas profibréticas e citocinas para atrair mais células inflamatorias e amplificar a reacéo
inflamatdria. As células mesangiais e os fibroblastos sdo ativados e a deposicao excessiva da
matriz extracelular é observada (Figura4) (TROSTEL; GARCIA, 2015).

Figura 4 - Desenvolvimento de fibrose na reagdo inflamatoria crénica
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Fonte: (Adaptado TROSTEL e GARCIA, 2015)

Em um estudo experimental, verificou-se que macréfagos incubados com MBG de
animais diabéticos apresentavam maiores valores de IL-1 do que os incubados com de
animais normais, sugerindo o potencial papel das citocinas inflamatérias como fatores
patogénicos na DRD (HASEGAWA et al., 1991). Nos rins de diabéticos a IL-1 e a IL-6 sdo
reguladas positivamente (NAVARRO et al., 2006; LUIS-RODRIGUEZ et al., 2015). A IL-1
foi relacionada ao aumento da permeabilidade endotelial, proliferacéo de células mesangiais e
anormalidades hemodinamicas intraglomerulares (ROYALL et al., 1989). A IL-6 estimula a
proliferacdo de células mesangiais e aumenta a permeabilidade endotelial (VESTRA et al.,

2005; HIRANO et al., 1990). ConcentracOes elevadas de I1L-6 foram relatadas em pacientes
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com DM tipo 2 e doenca renal evidente, demontrando uma associa¢do direta entre o
espessamento da membrana e a IL-6. Além disso, a IL-6 tem sido relacionada & progresséo da
doenca renal (BURACZYNSKA, 2007).

O papel da IL-6 no DM tipo 2 é considerado complexo, varios estudos experimentais
relataram que a IL-6 induz resisténcia a insulina nos tecidos periféricos (FEVE e BASTARD,
2009; AKASH et al., 2012), apoptose em ilhotas pancredticas, juntamente com outras
citocinas inflamatérias (AKASH et al., 2012; PRADHAN et al., 2001). Devido a esses
efeitos, a IL-6 € considerada um fator de risco e atua como marcador preditivo e patogénico
para resisténcia a insulina e progressdo do DM tipo 2 (TILG; MOSCHEN, 2008).

Os niveis urinarios da citocina anti-inflamatérias 1L-10 foram menores em pacientes
com DM tipo 2 e DRD em comparacdo com os pacientes DM tipo 2 sem DRD. Também o0s
niveis de IL-10 urinaria diminuiram em pacientes diabéticos com niveis de uAlb entre 10-30
mg/g creatinina em comparacdo com pacientes com uAlb<10mg/g creatinina (SANGOI et al.,
2016).

A IL-6 é relevante na DRD, pois afeta a dindmica da matriz extracelular nos niveis
mesangial e podocitario, estimula a proliferacdo de células mesangiais, aumenta a expressao
de fibronectina e aumenta a permeabilidade endotelial (NAVARRO-GONZALEZ; MORA-
FERNANDEZ, 2008; VESTRA et al., 2005).

O conhecimento e melhor compreensdo do papel dos processos inflamatérios na DRD
pode representar uma importante oportunidade terapéutica para o desenvolvimento de novas

estratégias para evitar a progressao desta complicacio (LUIS-RODRIGUEZ et al., 2012).

3.3 BIOMARCADORES RENAIS

O diagnostico e prognéstico de doencas renais é limitado. A bidpsia do tecido é
considerada padrdo ouro para o diagnostico, e algumas vezes se torna necessario apesar da
complexidade e dificuldade, ja que pode promover riscos por ser um método invasivo
(MANNO, et al., 2004).

Nos ultimos anos, ocorreu um crescimento na busca de biomarcadores para
diagnosticar doenca renal, pois h& necessidade de um melhor diagnostico precoce. Os
biomarcadores mais promissores aparentam ser encontrados em estudos comandados em
pesquisas por questBes especificas (KONVALINKA et al.,, 2012). Diversas dificuldades
devem ser superadas antes que novos biomarcadores de lesdo renal sejam inseridos na pratica

clinica. Alguns obstaculos sdo os efeitos de diferentes fatores na interpretacao dos resultados,
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incluindo sexo, idade e diferengas de pontos de corte de cada marcador em determinadas
condigdes (OSTERMANN et al., 2012). O biomarcador ideal é o que pode diagnosticar
precocemente ou até mesmo prever a doenca renal, constatar o local, a etiologia da lesdo,
auxiliar o acompanhamento e favorecer a determinacdo de intervencdes terapéuticas (ENDRE
etal., 2010).

Os biomarcadores tubulares compreendem especialmente moléculas pequenas que
estdo situadas no tubulo renal, sendo geralmente proteinas ou enzimas que sdo liberadas para
a circulacéo sistémica ou urina como consequéncia de variaces na TFG, lesdo nas células
tubulares ou infiltracdo de células inflamatérias (OSTERMANN et al, 2012). O interesse
pelos marcadores de dano tubular estd aumentando, pois a lesdo tubular tem sido relatada em
pacientes com DM e a funcdo glomerular intacta (SINGH et al., 2008), sinalizando que
podem ser biomarcadores mais precoces. Algumas enzimas e proteinas relacionadas ao dano
tubular sdo: al e PB2-microglobulina, proteina ligadora do retinol, lipocalina associada a
gelatinase dos neutréfilos (NGAL), KIM-1, N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), gama-
glutamiltransferase urinaria (UGGT) e demais marcadores (MORESCO et al., 2013).

3.4 MOLECULA DE DANO RENAL-1

A molécula de dano renal 1 (KIM-1) é uma proteina expressa na membrana apical das
células epiteliais do tubulo proximal, especialmente no segmento S3 do tubulo proximal,
regido altamente susceptivel a lesdo, como danos causados devido a isquemia ou por toxinas.
KIM-1 é uma glicoproteina de membrana do tipo | que contém dominio semelhante a
imunoglobulina e um dominio de mucina em sua por¢do extracelular (ICHIMURA et al.,
1998). Existem duas variantes, KIM-1a, que €é a principal forma expressa no figado e KIM-1b,
que é a forma predominante nos rins. Ambas as isoformas tém dominio extracelulares iguais,
mas diferem em seus dominios citoplasmaticos (BAILLY et al., 2002).

Ha indicios que a expressdo de KIM-1 surge devido sua funcdo de mediar o
reconhecimento e fagocitose de células mortas. Assim, o KIM-1 na celua epitelial renal
funciona como um auxiliador fagocitico, envolvido na depuracdo de células mortas, ou seja,
sugere ser capaz de facilitar o remodelamento dos epitélios lesados (Figura 5) (ICHIMURA et
al., 2008; BONVENTRE, 2009). Visto que o aumento na regulacdo de KIM-1 ocorre de
forma rapida ap6s a lesdo tubular e 0 KIM-1 € transferido para a urina, € possivel que a
deteccdo deste marcador urindrio possa ser utilizada para avaliagdo precoce da integridade

tubular, ja que a expressdo de KIM-1 é ausente em rins considerados normais (HAN et al.,
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2002; BONVENTRE, 2009). Na lesdo renal, esta molécula estd aumentada mais
precocemente do que os biomarcadores convencionais, como creatinina e ureia, além da
proteindria, podendo ser um indicador sensivel e sua presenca na urina altamente especifica
para lesdo renal. Nenhum outro 6rgdo demonstrou expressar KIM-1 a um grau que
influenciasse a excrecdo renal. (VAIDYA et al., 2006; BONVENTRE, 2009). Apos a leséo
tubular renal, os niveis de mMRNA de KIM-1 aumentaram outros genes, e 0 ectodominio de
KIM-1 foi eliminado das células in vitro , bem como in vivo na urina, de animais de modelo
experimental (BAILLY et al., 2002). Em outro estudo experimental, indicou que o KIM-1
expresso cronicamente por células epiteliais pode, consequentemente, estabelecer uma cascata
pré-inflamatoria, promovendo inflamagao cronica e fibrose renal em DRC, o que pode levar a
danos e perda da funcdo renal (HUMPHREYS et al., 2013). Além disso em um estudo onde
analisou amostras de biopsias renais demonstrou que KIM-1 se correlacionou de maneira
positiva com fibrose tdbulo intersticial e inflamacédo (VAN TIMMEREN et al., 2007).

Figura 3 - Expressdo do KIM-1 nas células tubulares proximais e a promoc¢do celular
apoptotico e necroético. Com a lesdo, o KIM-1 é regulado positivamente e lancado na urina e
no espaco extracelular. Ativacdo das células imunes na resposta imune induzida por lesGes.
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O KIM-1 foi aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos como
um biomarcador de lesdes renais agudas para o desenvolvimento de medicamentos pré-
clinicos (DIETERLE et al., 2010).

Além de ser capaz de identificar a insuficiéncia renal aguda em pacientes
hospitalizados, ha indicativos que os niveis de KIM-1 na urina podem estar relacionados com
a progressdao ou a regressiéo da DRD (HAN; BAILLY, 2002; VAIDYA et al. 2008).
Considerando a DRD, DE CARVALHO e colaboradores (2015), evidenciaram que 0 KIM-1
tem a capacidade de distinguir a DRD incipiente, estabelecendo como melhores ponto de
corte 137 pg/mL para KIM-1 e um valor de 109 ng/g de creatinina para KIM-1/uCr.

Evidéncias recentes em pacientes com DM tipo 2 demonstraram uma correlacdo de
KIM-1 urinario e uAlb. Os niveis de KIM-1 foram maiores nos pacientes com elevacdo
normal ou leve da uAlb e aumentaram conforme a uAlb se elevou, o que pode indicar
alteracOes renais antes que a lesdo renal mais grave ocorra. Além disso, foi maior em
pacientes diabéticos quando comparados com controles e especialmente maior em pacientes
com DRD (DE CARVALHO et al., 2016; TEKCE et al., 2015; EL-ASHMAWYet al., 2015).
Em pacientes com DM tipo 2, KIM-1 apresentou diferenca entre os que apresentavam
macroalbumindria e microalbuminuria (NIELSEN et al., 2012). No DM tipo 1, o KIM-1 foi
associado com a progressdo da DRD para doenca renal em estagio final nesses pacientes
(NIELSEN et al., 2011). Em vista da elevacdo de glicose no DM, um estudo in vitro sugeriu
gue o KIM-1 poderia mediar a autofagia e apoptose por uma inducdo através de glicose
elevada. Através dos resultados obtidos, esse poderia ser um mecanismo de KIM-1 nos
tabulos renais na DRD (GOU RONG et al., 2016).

Quando relacionado o KIM-1 com a TFG, Nielsen e colaboradores (2012) verificaram
que niveis elevados dos biomarcadores KIM-1 e NGAL foram associados com o declinio
rapido da TFG em pacientes com DM tipo 2, ja em estagio de micro e macroalbumindria. Em
pacientes com DRC houve uma associacdo dos niveis elevados de KIM-1 com menor TFG,
porém nao foi verificado se KIM-1 estava presente nos pacientes sem a DRC ou com
hiperfiltragdo. Além disso, nas cinco coortes de um estudo, uAlb foi associada com os valores
mais elevados de KIM-1 na urina e uma correlagdo negativa com a TFG (WAIKAR et at,
2016).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia da associacdo entre as concentracdes urinarias de KIM-1, o
controle glicémico e os niveis urinarios das citocinas pro-inflamatérias em pacientes com DM

tipo 2.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se as concentracBes urinarias de KIM-1 sdo mais elevadas nos pacientes
com DM tipo 2 que apresentarem um pior controle glicémico avaliado pelas concentracfes de
HbA;

- Investigar se as concentragfes urinarias de KIM-1 apresentardo associacdo com as
concentracdes das citocinas pro-inflamatdrias IL-1 e IL-6 na urina de pacientes com DM tipo
2;

- Averiguar se os niveis urinarios de KIM-1 sdo influenciados por outras variaveis

clinico-laboratoriais independentes.
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Abstract

Background: This study investigated the associations among the urinary Kkidney injury
molecule 1 (KIM-1), glycemic control and urinary pro-inflammatory cytokines interleukin-1
(IL-1) and interleukin-6 (IL-6) in patients with type 2 diabetes mellitus (DM).

Methods: Overall, 122 patients with type 2 diabetes grouped into 2 groups based on the
median urinary KIM-1 levels were examined in this study. Urinary levels of KIM-1, IL-1, IL-
6, along with other biochemical and clinics parameters, were assessed in these patients.
Results: Urinary KIM-1 values were about 34% increased in patients with HbAlc above 8.7%
compared to patients with HbA;. values below 6.0%. Urinary levels of KIM-1 were also
increased approximately 130% and 90 among patients who presented the highest increase of
urinary IL-1 and IL-6, respectively. Significant positive correlations were observed between
urinary KIM-1 and HbA; (r = 0.23, P = 0.028), urinary KIM-1 and urinary IL-1 (r = 0.60, P <
0.001) and urinary KIM-1 and urinary IL-6 (r = 0.40, P < 0.001)

Conclusions: Urinary levels of KIM-1 were higher among patients with type 2 DM who
presented the highest levels of HbA;; and the proinflammatory cytokines IL-1 and IL-6 in

urine

Keywords: Glycemic control, inflammation, kidney injury molecule-1, tubular damage, type
2 diabetes.
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1. Introduction

Kidney injury molecule-1 (KIM-1) is a type 1 membrane protein expressed mainly on
proximal tubule cells after injury. In healthy kidneys, KIM-1 is expressed at low levels [1 —
2]. After tubular damage, the injured kidney cells have deranged expression and secretion of
KIM-1. For this reason, urinary KIM-1 has been suggested as a biomarker for detecting and
monitoring tubular injury in different clinical conditions, including diabetes kidney disease
(DKD) [3 — 6]. Additionally, it has been indicated that KIM-1 may mediate high glucose-
induced autophagy and apoptosis in renal tubular epithelial cells [7]. The long-standing
hyperglycemia in patients with poorly controlled diabetes may contribute to the development
of microvascular and macrovascular complications related to diabetes [8 — 9].

Inflammatory cytokines are key molecules involved in the pathogenesis of several
diseases, including DKD. Therefore, inflammatory cytokine-related effects are potentially
involved in the development and progression of renal injury in diabetes [10 —11]. The
inflammatory response is stimulated by injury in the proximal renal tubule epithelium [12].
Changes in renal tubules have been studied and associated with some pathologies such as
DKD [13 — 14]. Thus, there has been increasing interest in the discovery of urinary
biomarkers that are able of identifying damage and other changes occurring in the renal
tubules. Recently, our research team carried-out a study [15] to investigate whether urinary
inflammatory cytokines were altered in type 2 diabetes mellitus (DM) patients with normal or
mildly increased albuminuria and whether urinary cytokines were able to identify DKD.
Interestingly, urinary I1L-6 was able to assist in the identification of DKD, even in the absence
of micro- and macroalbuminuria [15].

Although the inadequate glycemic control and renal inflammation are some of the
mechanisms involved in the pathophysiology of DKD, it is important to investigate whether
these factors are associated with urinary levels of KIM-1, a new and sensitive biomarker of
renal tubular damage. Therefore, this study aimed to investigate the associations among the
urinary KIM-1, glycemic control and urinary pro-inflammatory cytokines in patients with
type 2 DM.
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2. Materials and Methods

2.1. Study population

A total of 122 patients with T2DM recruited in the University Hospital of Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brazil was enrolled in the present study. Patients who had urinary tract
diseases, malignancy, infectious and liver diseases, acute or chronic inflammatory diseases,
pregnancy, renal transplantation and the use of nephrotoxic drugs were excluded from the
study. Patients were stratified into two groups according to the median of urinary KIM-1 to
assess the association between urinary KIM-1 and other variables. The clinical data were
recorded through a questionnaire with clinical and epidemiological variables and by the
review of the medical registry of the hospital. Written informed consent was obtained from all
the patients, and the study was conducted following guidelines approved by the Institutional
Ethics Committee for human studies (number 12303113.0.0000.5346).

2.2. Laboratory analysis

Blood samples were collected from all patients after an overnight fast by venous
puncture technique into Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium
fluoride plus EDTA, with EDTA and no anticoagulants. Blood samples were routinely
centrifuged at 2500 x g for 15 minutes. Besides, samples of the first-morning urine were
collected from all patients. The urine specimens were centrifuged at 1000 x g for 5 minutes,
and the supernatant was utilized for the analysis. Plasma with sodium fluoride plus EDTA
was used for measurement of fasting glucose levels, while the serum was employed for the
assessment of total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), insulin and creatinine by use of standard methods on
Dimension RXL MAX® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, USA) or Cobas 6000® (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) automated analyzers. The whole blood in EDTA was used
to determine the levels of glycated hemoglobin (HbAyc) using a chromatographic method in
D10® automated analyzer (BioRad, California, USA). The first-morning urine samples were
obtained from the patients to determine the levels of albumin, creatinine, KIM-1, urinary
interleukin-1 (IL-1), and IL-6. Urinary albumin and creatinine were quantified by use of
standard methods on Dimension RXL MAX® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, USA),
and the results of urinary albumin were expressed as albumin/creatinine ratio (ACR) as a tool
to match the levels of albumin in accordance with the concentration of urine [16]. Urinary

KIM-1, IL-1, and IL-6 were measured by ELISA using commercial kits (R&D Systems Inc®,
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Minneapolis, Minnesota, USA). All assays were conducted according to the manufacturer's
instructions. Body mass index (BMI) was calculated by of the weight in kilograms divided by
the square of the height in meters. The estimated glomerular filtration rate (eGFR) was
assessed using the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)

creatinine equation [17].

2.3. Statistical analysis

All variables were tested for normality using D'Agostino & Pearson test, and the
appropriated parametric or non-parametric approach was used. Categorical data were
summarized as percentages and compared using Chi-square test. Continuous variables are
presented as the mean + standard deviation (SD) or median and interquartile range (IQR).
Statistical differences between groups were analyzed using Student's t-test or Mann-Whitney
test. The comparison of urinary KIM-1 levels, according to quartiles of HbA;, urinary IL-1,
and urinary IL-6 were performed using one-way analysis of variance (ANOVA). Spearman or
Pearson correlation was used to evaluate the correlations between urinary KIM-1, HbA.,
urinary IL-1 and urinary IL-6. Additionally, multiple regression analysis of urinary KIM-1 as
a dependent variable adjusted for some independent variables was assessed through different
models. Two-tailed P values < 0.05 were considered significant. All statistical analyses were
performed using GraphPad Prism® version 6.00 for Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA\) or Statistica 6.0° (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results

The baseline characteristics of the study participants are reported in Table 1. Patients
were stratified into two groups according to the median of urinary KIM-1: < 87 pg/mL and >
87 pg/mL. The groups had similar distributions for age, gender, BMI, the proportion of
smokers, duration of type 2 DM, insulin use, oral hypoglycemic agents, ACE inhibitors,
HbA., serum insulin, HDL-cholesterol, triglycerides, and eGFR. In contrast, statistically
significant differences were observed for the proportion of hypertension, fasting glucose, total
cholesterol, LDL-cholesterol, urinary ACR, urinary IL-1 and IL-6. Patients stratified into the
urinary KIM-1 group > 87 pg/mL were mostly hypertensive and had higher levels of fasting
glucose, total cholesterol, LDL-cholesterol, urinary ACR, urinary IL-1 and IL-6 compared to

patients with urinary KIM-1 < 87 pg/mL.
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Besides, urinary KIM-1 levels were evaluated according to the quartiles of HbA,,
urinary IL-1, and IL-6 to investigate the impact of the glycemic control and urinary pro-
inflammatory cytokines on tubular damage assessed by urinary KIM-1 in type 2 DM patients,
as shown in Figure 1. The HbA;. quartiles included the following values: Q1 (4.9-6.0%), Q2
(6.1-6.9%), Q3 (7.0-8.6%) and Q4 (8.7-13.4%). Among these quartiles, mean urinary KIM-1
values were about 34% higher in Q4 compared to Q1 (P=0.003). The quartiles of urinary IL-1
were: Q1 (30-73 pg/mL), Q2 (74-89 pg/mL), Q3 (90-123 pg/mL) and Q4 (124-201 pg/mL).
In addition, the quartiles of urinary IL-6 were: Q1 (36-93 pg/mL), Q2 (94-112 pg/mL), Q3
(113-143 pg/mL) and Q4 (144-213 pg/mL). Urinary KIM-1 values were most notably higher,
especially in Q4 of both IL-1 and IL-6. Interestingly, the urinary levels of KIM-1 increased
approximately 130% and 90%, respectively, in patients from Q4 compared to Q1 (P < 0.001
for both).

Statistically significant positive correlations were also observed between urinary KIM-
1 and HbA;. (r = 0.23, P = 0.028), urinary KIM-1 and urinary IL-1 (r = 0.60, P < 0.001) and
urinary KIM-1 and urinary IL-6 (r = 0.40, P < 0.001), as shown in Figure 2. Multiple
regression analysis of urinary KIM-1 as a dependent variable adjusted for some independent
variables was assessed through different models. The statistical models indicated that urinary
KIM-1 was dependent of some variables such as fasting glucose, urinary ACR, urinary IL-1
and IL-6, and independent of other factors as hypertension and total cholesterol (Table 2).
These results indicated that urinary KIM-1 levels are influenced by the glycemic profile of

patients, as well as by renal inflammation and glomerular damage in patients with type 2 DM.

4. Discussion

The association among the urinary KIM-1, glycemic control, and urinary pro-
inflammatory cytokines IL-1 and IL-6 in patients with type 2 DM were investigated in the
present study. Urinary KIM-1 was significantly higher in patients who had higher HbA,
especially in those whose HbA;. was higher than 8.7%. In fact, the chronic hyperglycemia of
diabetes has been associated with long-term damage, dysfunction and chronic failure of
different organs, including kidneys. Thus, the present study demonstrated higher tubular
damage in patients who showed a poor glycemic control. The mechanism by which diabetes
leads to these complications is complex, and not yet fully understood; however, it involves the
direct toxic effects of high glucose levels and the enhancement of reactive oxygen species

(ROS) which lead to an increase of vascular endothelial growth factor, cytokines, and other
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inflammatory mediators [18-21]. An important consequence of oxidative stress related to
metabolic abnormalities of diabetes is the mitochondrial superoxide overproduction, and this
increased superoxide production causes the activation of pathways involved in the
pathogenesis of complications, such as polyol pathway flux and the increased formation of
advanced glycation end products (AGEs) [22-23]. Thus, the persistent hyperglycemia
characterized by elevated HbA. is a key process for the development of tubular injury and
progression to renal disease [24-26]. Interestingly, the early tubular injury has been reported
in patients with diabetes mellitus whose glomerular function is intact [24].

The proximal tubule is susceptible to a variety of metabolic, hemodynamic and
inflammatory factors associated with hyperglycemia [27]. For this reason, it is of interest to
investigate the occurrence of tubular damage in patients with diabetes, as well as the influence
of some processes such as inflammation on the status of the renal tubules. In the present
study, it was observed that levels of urinary KIM-1 were higher in situations where the
concentrations of the cytokines IL-1 and IL-6 were higher in the urine. Thus, our study
supports the evidence that inflammation is associated with tubular damage in type 2 diabetes
and demonstrates that urinary KIM-1 was able to detect tubular changes. In fact, inflammation
has been demonstrated as a process that plays an important role in the pathogenesis of several
chronic complications associated with diabetes, including DKD [28-31]. A recent study
conducted by our research group observed higher urinary concentrations of IL-1 and IL-6 in
patients with DKD than those without DKD, and these cytokines demonstrated good ability to
identify DKD among patients with type 2 diabetes [15].

Proinflammatory cytokines including IL-1 and IL-6 have been recognized as
pathogenic mediators that contribute to kidney damage [32]. 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 ROS [29].
Among proinflammatory cytokines, 1L-6 affects extracellular matrix dynamics at both
mesangial and podocyte concentrations, stimulates proliferation of mesangial cells, increases
fibronectin expression, and enhances endothelial permeability [11, 29]. In conclusion, the
current study reported the association between the urinary KIM-1, glycemic control, and
urinary pro-inflammatory cytokines IL-1 and IL-6 in patients with type 2 DM. Urinary levels
of KIM-1 were markedly higher in situations where HbA;. and proinflammatory cytokines
IL-1 and IL-6 in urine were increased. Thus, poor glycemic control and the renal

inflammation contribute to the occurrence of tubular damage in type 2 diabetes, and KIM-1



34

has been shown to be a useful marker for detecting tubular damage in patients with type 2
diabetes.
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Table 1. Baseline characteristics of the study participants classified according to the median

of urinary KIM-1.
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Urinary KIM-1< 87 Urinary KIM-1> P-value
pg/mL 87 pg/mL

Age (years) 59.7+12.4 59.7+12.8 0.987
Gender (male,%) 32.6 29.8 0.762
BMI (kg/m2) 29.7 (26.3-35.5) 29.9 (26.6-38.5) 0.666
Hypertension (%) 63.3 87.2 0.007
Smokers (%) 14.3 21.3 0.370
Duration of type 2 DM (years) 12 (8.0-18.0) 12 (7.0-20.0) 0.584
Insulin use (%) 32.6 46.8 0.156
Oral hypoglycemic agents (%) 93.9 87.2 0.264
ACE inhibitors (%) 32.6 51.1 0.067
Fasting glucose (mmol/L) 6.5 (5.6-8.5) 7.7 (6.1-11.3) 0.023
HbA (%) 6.7 (5.7-8.5) 7.7 (6.3-9.5) 0.054
HbA. (mmol/mol) 48.0 (39.0-69.0) 59.5 (44.3-79.5) 0.062
Serum insulin (pmol/L) 68.1 (45.8-130.6) 100.4 (63.4-134.6) 0.092
Total cholesterol (mmol/L) 4.3 (3.9-4.8) 4.6 (4.3-5.3) 0.045
LDL cholesterol (mmol/L) 2.4 +0.7 2.7+0.7 0.040
HDL cholesterol (mmol/L) 1.2 (0.9-1.4) 1.0 (0.9-1.3) 0.498
Triglycerides (mmol/L) 1.3 (0.8-1.8) 1.5(0.7-2.2) 0.510
hs-CRP (mg/dL) 0.3 (0.2-0.6) 0.4 (0.2-0.7) 0.299
eGFR (mL/min/1.73m?) 78.1+19.4 75.4+22.1 0.557
UrinaryACR (mg/g creatinine) 5.9 (4.4-9.4) 19.5 (10.7-82.7) <0.001
Urinary IL-1 (pg/mL) 83.8+22.8 124.2 £ 43.6 <0.001
Urinary IL-6 (pg/mL) 104.9 £ 22.3 134.7 £38.9 <0.001

Data are expressed as percentages, mean + standard deviation or median and interquartile range.
ACE inhibitors, angiotensin-converting-enzyme inhibitors; ACR, albumin/creatinine ratio; BMI,
body mass index; DM, diabetes mellitus; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HbA,,
glycated hemoglobin; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein;IL-1, interleukin-1; IL-6,
interleukin-6; KIM-1, kidney injury molecule 1.
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Table 2. Multiple regression analysis of urinary KIM-1 as a dependent variable adjusted for

some independent variables in different models.

B SEg t P-value
Model 1
Hypertension 18.90 11.22 1.68 0.096
Fasting glucose 3.69 1.47 2.50 0.014
Total cholesterol 2.80 5.27 0.53 0.596
Model 2
Hypertension 2.14 8.88 0.24 0.811
Fasting glucose 1.21 1.20 1.00 0.319
Total cholesterol 5.67 4.07 1.39 0.168
Urinary albumin/creatinine ratio 0.16 0.06 2.78 0.007
Urinary IL-1 0.75 0.12 6.44 <0.001
Model 3
Hypertension 3.82 9.43 0.40 0.687
Fasting glucose 1.65 1.27 1.30 0.198
Total cholesterol 8.20 4.34 1.89 0.063
Urinary albumin/creatinine ratio 0.20 0.06 3.30 0.002
Urinary IL-6 0.77 0.14 5.37 <0.001

Regression coefficients (B), standard error of B (SEg), and t statistic with corresponding P-

value.
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Figure Captions

Figure 1. Urinary levels of KIM-1 stratified according to the quartiles of (A) HbAy, (B)
urinary IL-1, and (C) urinary IL-6. HbA;. quartiles: Q1 (4.9-6.0%), Q2 (6.1-6.9%), Q3 (7.0-
8.6%) and Q4 (8.7-13.4%). Urinary IL-1 quartiles: Q1 (30-73 pg/mL), Q2 (74-89 pg/mL), Q3
(90-123 pg/mL) and Q4 (124-201 pg/mL). Urinary IL-6 quartiles: Q1 (36-93 pg/mL), Q2 (94-
112 pg/mL), Q3 (113-143 pg/mL) and Q4 (144-213 pg/mL).

Figure 2. Significant positive correlations between urinary KIM-1 levels and (A) HbA1, (B)
urinary IL-1, and (C) urinary IL-6.



Urinary KIM-1 {(pg/mL) Urinary KIM-1 (pg/mL)

Urinary KIM-1 (pg/mL)

200+

150

100

50+

P =0.003

41

240+

180+

120+

60

Q2

Q3

HbA . (%)

P <0.001

240+

180

120+

60+

Qz

Urinary IL-1 (pg/mL)

P <0.001

Q3

Q2

Urinary IL-6 (pg/mL)

Q3



42

A
2401 r=0.23
[
po— » * [ ]
T 180- . o *, %
-g *® ‘ *® o . .
: "w e+ 4 A [ .
= 1204 . .
X oa’ T . .
E‘ " ' * ot .
= 601 e °* °*°
o *s: o O".. A )
0 1 L] T 1 13
4 6 8 10 12 14
HbA . (%)
B
2407 r=0.60
[ ]
. %

Urinary KIM-1 (pg/ml)
0 &
e e

&
e

o)

o'::}" s

240+

Urinary KIM-1 (pg/mL)})
0
[=]

60 Téﬂ 150 21'10
Urinary iL-1 (pg/mL}

r=040

100

‘E".SO 2{']0 2%0 360 3é0
Urinary IL-6 (pg/mL)



43

CONCLUSAO

O presente estudo demostrou que as concentracdes urinarias de KIM-1 estiveram
associadas a indicadores de controle glicémico e de inflamacdo renal em pacientes
com DM tipo 2.

Os pacientes que apresentaram valores mais elevados de HbA;., especialmente
aqueles com HbAj. iguais ou acima de 8,7%, demostraram concentracfes mais
elevadas de KIM-1 na urina, indicando um maior dano tubular.

As concentracBes urinarias de KIM-1 estiveram mais elevadas naqueles pacientes
que apresentaram niveis urindrios mais elevados das citocinas pré-inflamatérias IL-1 e
IL-6.

A inflamacdo renal e o controle glicémico inadequado parecem estar associados ao
desenvolvimento de lesdo tubular com a consequente elevagdo dos niveis urinarios de
KIM-1 em pacientes com DM tipo 2.

A elevacdo do KIM-1 urinario também ocorreu de forma dependente de outros
indicadores como a razdo albumina/creatinina na urina, e de forma independente de
outras variaveis clinico-laboratoriais como hipertensdo arterial, glicemia de jejum e

colesterol total.
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