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RESUMO

ACIDO URICO E SUA ASSOCIACAO COM O DANO TUBULAR E INFLAMACAO
RENAL EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 2

AUTORA: Naiara dos Santos Guarda
ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco

A hiperuricemia tem emergido como fator de risco para o desenvolvimento de
diabetes mellitus (DM) e, consequentemente associada ao surgimento da doenca
renal do diabetes (DRD). Sabe-se que o desenvolvimento da DRD é um processo
complexo que promove alteracdes em diferentes por¢cbes dos rins e, embora a
hiperglicemia seja um mecanismo chave nesse processo, ela ndo é o Unico. A
inflamacdo tem sido evidenciada como uma importante contribuinte para a
fisiopatologia da DRD. Sabe-se que o &cido urico € uma molécula que favorece a
inflamacédo, tanto a nivel sistémico quanto renal, contribuindo para o dano renal.
Além disso, o acido Urico possui potencial para promover processos de arteriolopatia
aferente, hipertrofia glomerular, bem como o dano direto as células tubulares renais.
O dano aos tubulos renais parece ser um contribuinte primario para o
desenvolvimento da DRD e pode ser identificado precocemente pela presenca de
marcadores de dano tubular. Apesar das aglOes descritas, ainda ndo se conhece
completamente o mecanismo pelo qual o acido Urico atua no contexto da DRD.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a existéncia da associagao entre
os elevados niveis séricos de acido urico e o dano tubular renal, bem como sua
relacdo com a inflamacéo renal em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo
2). Foram recrutados 125 pacientes com DM tipo 2 provenientes do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM), que tiveram os niveis séricos de acido urico e
de outros parametros bioquimicos mensurados. Além disso, foram quantificados os
niveis urinarios da molécula de dano renal-1 (KIM-1), utilizada como biomarcador de
dano tubular, e os niveis urinarios de citocinas inflamatérias como a interleucina-1
(IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), utilizadas para
a verificacdo do processo inflamatorio renal. Os pacientes foram estratificados em
dois grupos de acordo com 0s seguintes niveis de acido urico: <6,0 mg/dL e 26,0
mg/dL, e foram comparados quanto aos niveis urinarios de KIM-1, IL-1, IL-6 e TNF-
alfa.Os pacientes com niveis séricos mais elevados de acido urico foram aqueles
que demonstraram maiores niveis urinarios de KIM-1 e de inflamacao renal, avaliada
pela quantificacdo das citocinas urinarias. Também foi verificado que a inflamacéo
renal foi positivamente correlacionada com o processo de dano tubular, visto que
foram observadas correlagBes positivas entre os niveis de KIM-1 e as citocinas pro-
inflamatorias avaliadas neste estudo (IL-1, IL-6 eTNF-alfa). Desta forma, sugerimos
que a elevacao dos niveis séricos de &cido Urico possa estar associada a um maior
grau de dano tubular e inflamacgéo renal em pacientes com DM tipo 2. Além disso,
acreditamos que a inflamacéo participe consideravelmente do desenvolvimento do
dano renal tubular e que o acido Urico possa estar promovendo esse contexto
inflamatorio.

Palavras-chave: Hiperuricemia. Diabetes tipo 2. Doenca renal do diabetes. Dano
tubular. KIM-1. Inflamacéo. Citocinas.



ABSTRACT

URIC ACID AND ITS ASSOCIATION WITH TUBULAR DAMAGE AND RENAL
INFLAMMATION IN PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS

AUTHOR: Naiara dos Santos Guarda
ADVISOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco

Hyperuricemia has emerged as a risk factor for the development of diabetes mellitus
(DM) and consequently associated with the onset of diabetes kidney disease (DKD).
It is known that the development of DKD is a complex process that promotes
changes in different portions of the kidneys, and although hyperglycemia is a key
mechanism in this process, it is not the only one. The inflammation has been
evidenced as an important contributor to the pathophysiology of DKD. It is known that
uric acid is a molecule that favors inflammation, both at the systemic and renal levels,
contributing to kidney damage. In addition, uric acid has the potential to promote
processes of afferent arteriolopathy, glomerular hypertrophy as well as direct
damage to renal tubular cells. Damage to the renal tubules seems to be a primary
contributor to the development of DKD and can be identified early by the presence of
tubular damage markers. Despite the actions described, the mechanism by which
uric acid acts in the context of DKD is not yet fully understood. Thus, the objective of
this study was to evaluate the association between elevated uric acid levels and
renal tubular damage, as well as its relation with renal inflammation in patients with
type 2 diabetes mellitus (type 2 DM). A total of 125 patients with type 2 DM from the
University Hospital of Santa Maria (HUSM), who had serum uric acid levels and other
biochemical parameters measured, were recruited. In addition, urinary levels of the
renal damage molecule-1 (KIM-1), used as a biomarker of tubular damage, and
urinary levels of inflammatory cytokines such as interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 ( IL-
6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), used to check the renal inflammatory
process. Patients were stratified into two groups according to the following levels of
uric acid: <6.0 mg / dL and 26.0 mg / dL, and were compared for urinary levels of
KIM-1, IL-1, IL -6 and TNF-alpha. Patients with higher serum uric acid levels were
those who demonstrated higher urinary levels of KIM-1 and renal inflammation, as
measured by quantification of urinary cytokines. It was also found that renal
inflammation was positively correlated with the tubular damage process, as positive
correlations were observed between the levels of KIM-1 and the proinflammatory
cytokines evaluated in this study (IL-1, IL-6 and TNF-alpha ). Thus, we suggest that
elevation of serum uric acid levels may be associated with a greater degree of
tubular damage and renal inflammation in patients with type 2 DM. In addition, we
believe that inflammation plays a significant role in the development of tubular renal
damage and that uric acid may be promoting this inflammatory context.

Keywords: Hyperuricemia. Type 2 diabetes. Kidney disease of diabetes. Tubular
damage. KIM-1. Inflammation. Cytokines.
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1 APRESENTACAO

As secOes Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se no
MANUSCRITO CIENTIFICO e representam a integra deste estudo. O item
CONCLUSOES, encontrado no final desta dissertacdo, apresenta interpretacdes e
comentarios gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes contidas nos itens
INTRODUGCAO E CONCLUSOES desta dissertacdo, visto que as referéncias

utilizadas para a elaboracdo do manuscrito estdo mencionadas no mesmo.
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2 INTRODUCAO

A hiperuricemia é uma condicao clinica que tem sido associada a algumas
desordens no organismo e emergido como fator de risco para o surgimento de
diferentes patologias. Tem sido descritas associagdes ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica, hipertenséo, diabetes mellitus (DM)
e doenca renal (SOLTANI et al., 2013).

A associagdo entre hiperuricemia e DM tem sido consideravelmente
investigada, principalmente no contexto do diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2). Essa
forma de DM constitui 90-95% dos casos da doenca e € responsavel pelo aumento
da prevaléncia desta patologia (IDF, 2015). Sabe-se que o DM é uma doenca
complexa e cronica, sendo associada ao desenvolvimento de diversas
complicagcBes. A doenca renal do diabetes (DRD) é uma das principais complicacdes
cronicas do DM e considerada a maior causa de doenca renal em estagio final (IDF,
2015). Desta forma, o papel dos niveis séricos de acido Urico também tem sido
amplamente investigado no contexto da DRD, de modo que a hiperuricemia tem
emergido como fator de risco para essa patologia (YAN et al., 2015).

A DRD é caracterizada por lesdes que ocorrem em areas pré-glomerulares,
glomerulares e tubulares. Tem sido demonstrado que as células dos tubulos renais
sdo importantes alvos para o surgimento e progressao da doenca renal (BAGSHAW
et al., 2007). Neste contexto, biomarcadores de dano tubular tem ganhado destaque
na identificacdo da DRD, pois permitem detectar precocemente o dano renal. A
molécula de dano renal-1 (KIM-1) é um marcador de dano tubular, considerado
sensivel e especifico, que jA demonstrou estar aumentado em pacientes com DM
tipo 2 (HAN et al., 2002; DE CARVALHO et al., 2016).

A forma exata pela qual o &cido Urico atua para promover o dano renal ainda
ndo € completamente conhecida. No entanto, alguns mecanismos potenciais
promovidos pelo &cido Urico tem sido descritos, como o desenvolvimento de
arteriolopatia aferente, inflamacdo, ativacdo do sistema renina-angiotensina,
hipertrofia glomerular e aumento da pressédo glomerular (KANG; CHEN, 2011). De
modo geral, o 4cido urico demonstra exercer a¢des prejudiciais aos rins tanto a nivel
glomerular quanto a nivel tubular (CHANG et al., 2013; RYU et al., 2013). Ja foi

verificado que o acido Urico apresenta potencial para atuar diretamente nas células
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tubulares renais e, pacientes com hiperuricemia, j& demonstraram possuir elevados
niveis urinarios do marcador KIM-1 (CIRILLO et al., 2009; TOMCZACK et al., 2013).

A lesdo que ocorre em células tubulares renais tem sido caracterizada por
processos de infiltracdo de células inflamatérias, com consequente atrofia e fibrose
tubular (HAN et al.,, 2002). Desse modo, além dos fatores de risco bem
estabelecidos para o desenvolvimento da DRD como a hiperglicemia, a inflamacéao
também parece apresentar um papel chave no processo de dano renal. Moléculas
inflamatorias como as citocinas, principalmente interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), j& foram associadas ao processo de
dano renal que ocorre no DM (ALEXANDRAKI et al., 2006; NAVARRO; MORA,
2008). Nesse processo, 0 acido Urico pode ser um importante contribuinte, visto que
€ conhecido como um fator pro-inflamatorio, capaz de induzir a expressdo de
citocinas inflamatérias como a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) em
células epiteliais tubulares, bem como ativar a proteina NLRP3, um conhecido
inflamassoma (KIM et al., 2012; WANG et al., 2012). Assim, tem sido sugerido que o
acido urico pode atuar diretamente nas células epiteliais tubulares e gerar
inflamag&o no contexto da DRD (BJORNSTAD et al., 2015). Do mesmo modo, tem
sido observado que em modelos de DM tipo 2, o desenvolvimento de dano tubular
pode ser atenuado pela administracao de alopurinol (KOSUGI et al., 2009).

Apesar de ja existirem evidéncias da associacdo entre hiperuricemia e o
surgimento da DRD, bem como do papel da inflamacdo na doenca renal, a
associacao entre acido Urico, dano tubular e inflamacéo renal em pacientes com DM
tipo 2 ainda ndo estd completamente esclarecida. Assim, devido ao crescente
aumento de casos de DM e ao fato de que a DRD é a principal causa de doenca
renal em estagio final, € de suma importancia investigar o envolvimento dos niveis
séricos de acido urico no contexto desta patologia. Dessa forma, esse trabalho visa
verificar a existéncia da associacao entre os elevados niveis séricos de acido urico,

o dano tubular e a inflamagéao renal em pacientes com DM tipo 2.

2.1 ACIDO URICO

O acido urico é guimicamente denominado 2,6,8- triidroxipurina (CsH4N4Os3) e
apresenta um peso molecular de 168 g/mol. Considerado um &cido orgéanico fraco,

apresenta baixa solubilidade em agua e, em condicOes fisiologicas, existe
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principalmente sob a forma de urato monossédico (BARR, 1990; ODA et al., 2002).
Cerca de dois tercos do &cido urico sdo produzidos endogenamente no figado,
musculos e intestino e, um terco, deriva da dieta (frutose, alcool e alimentos ricos em
purinas) (KANG; CHEN, 2011). No organismo, a sintese de acido Urico é resultante
do catabolismo das purinas, as principais constituintes dos estoques energéticos das
células, do DNA e do RNA. A reacdo de sintese desse metabdlito envolve a
fosforilacdo da adenosina em adenina e a rapida desaminagcdo em inosina, a qual é
convertida em hipoxantina. Em seguida, através da acdo da enzima xantina
oxidoredutase (XOR), a hipoxantina € convertida em xantina, sendo essa ultima um
substrato para que a XOR atue novamente, em uma reacao de oxidacao irreversivel
gue gera o acido urico (LI et al., 1995; STRAZZULLO et al., 2007). Em humanos, a
via de catabolismo das purinas é curta devido a auséncia da enzima uricase, que
converte acido Urico em alantoina. Portanto, seres humanos apresentam niveis
relativamente mais elevados de &cido Urico no sangue (WU et al., 1992; ODA et al.,
2002; JOHNSON et al., 2005).

Os processos de producdo e metabolismo do acido Urico sédo bastante
complexos e envolvem diversos fatores que regulam sua sintese e eliminagéo (figura
1). Dessa forma, esses processos proporcionam gue os niveis deste metabdlito se
encontrem em um intervalo de referéncia de 1,5 a 6,0 (mg/dL) em mulheres e de 2,5
a 7,0 (mg/dL) em homens (BURTIS; BURNS, 2015). A excrecdo do acido urico
ocorre principalmente através da via renal e, portanto, os rins desempenham um
importante papel na regulagdo dos seus niveis (KANG; CHEN, 2011; BOBULESCU;
MOE, 2012; CHAUDHARY et al., 2013). Nos rins, o &cido urico é filtrado nos
glomérulos e posteriormente, nos tubulos proximais, sofre processos de reabsorcéo
e secrecao, que sao regulados por diferentes transportadores de &cido Urico. Desse
modo, apenas uma fracdo de 8 a 10% (250-750mg/dia) é excretada e
aproximadamente 90% do acido urico filtrado é reabsorvido (ENOMOTO et al., 2002;
HEDIGER et al., 2005; KANG; CHEN, 2011).
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Figura 1 — Produgéo enddgena e metabolismo do &cido drico
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O acompanhamento das concentracdes do &cido Urico no organismo € de
extrema importancia, visto que em humanos o0s niveis desse metabdlito séo
naturalmente mais elevados. Fisiologicamente, as concentracfes plasmaticas de
acido Urico aumentam com a idade, sendo menores em mulheres em idade fértil e,
em mulheres na po6s-menopausa, aumentam para valores semelhantes aos
encontrados em homens (RICHETTE; BARDIN, 2010; RODDY; DOHERTY, 2010). O
aumento dos niveis de acido Urico no organismo resultam da elevacédo da sintese
e/ou diminuicAo da excrecdo desse metabdlito, promovendo uma condi¢do
conhecida como hiperuricemia. Essa condicdo clinica caracteriza-se por
concentracdes de acido urico maiores que 6,0 mg/dL em mulheres e acima de 7,0
mg/dL em homens.

A mensuracdo dos niveis séricos de acido Urico € comumente realizada na

rotina laboratorial, sendo um exame util para identificar possiveis aumentos nas
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concentracfes desse metabdlito. Existem diferentes modos de para a determinagéo
dos niveis de &cido urico, como métodos fotométricos baseados na redugdo do
acido fosfo-tungstico pelo acido urico (FOLIN; MACALLU, 1912; BLAUCH; KOCH,
1939), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e métodos basedos na
utilizacdo da uricase através da oxidagdo enzimatica especifica do &cido Urico
(MOSS, 1980; INGEBRETSEN et al., 1982; SANDERS et al., 1982). Os métodos da
uricase sao viaveis e muito utilizados devido a alta qualidade e baixo custo das
preparacdes da enzima bacteriana (BURTIS; BURNS, 2015). A reacdo que ocorre
neste método de mensuracao € cinética, onde hd uma diminuicdo na absorbancia,
que é medida em um comprimento de onda de 293 nm. A maioria dos ensaios atuais
para determinacdo do acido Urico envolve a utilizacdo de um sistema de peroxidase
acoplado com aceptores de oxigénio, a fim de produzir um cromdgeno no espectro
visivel (BURTIS; BURNS, 2015). Existem ainda testes que utilizam uricase na forma
de reagente seco, o que auxilia na reducdo de interferentes. Além dessas
metodologias, os métodos que utilizam CLAE com troca ibnica ou fase reversa tem

sido utilizados para separar e quantificar o acido urico (BURTIS; BURNS, 2015).

1.2 PATOGENICIDADE DO ACIDO URICO

Nos seres humanos, grande parte da capacidade antioxidante existente no
plasma sanguineo é devida ao acido urico (AMES, et al., 1981; BECKER, 1993).
Esse metabdlito é capaz de captar espécies reativas de oxigénio, eliminar
peroxinitrito e atuar como antioxidante (AMES et al., 1981; SAUTIN; JOHNSON,
2008). No citosol de células endoteliais vasculares e do figado por exemplo,
normalmente sdo encontrados elevados niveis de &cido Urico com atividade
antioxidante (PEDEN et al., 1990;1993; SHI et al., 2003). Além disso, o acido urico
parece ser importante no processo de defesa contra doencas neurolégicas e
autoimunes (EL RIDI; TALLIMA, 2017). Apesar de seu importante papel na defesa e
protecdo, o acido urico pode atuar de forma prejudicial ao organismo, conforme

demonstrado na figura 2.
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Figura 2 - Mecanismos de patogenicidade do acido drico
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Adaptada de: Lytvyn e colaboradores (2015)

No contexto clinico, a hiperuricemia é associada ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, gota, DM, inflamacdo e doenca renal (BURACK et al.,
1985; SAITO et al., 2003; GAGLIARDI et al., 2009). Além disso, é reconhecida como
um modesto fator de risco para mortalidade (KIM et al., 2009). Recentemente,
devido ao aumento dos casos de DM e consequentemente, das complicacbes
cronicas decorrentes desta patologia, a associacdo entre acido urico, DM e DRD tem

se tornado objeto de estudo.

2.2.1 Acido Urico e diabetes mellitus

Os fatores de risco para o desenvolvimento do DM sdo bem conhecidos e
envolvem idade, raga, histéria familiar de DM, indice de massa corpoérea (IMC) entre
outros. Apesar dessas condicdes bem estabelecidas, os niveis séricos de acido
arico tem sido sugerido como um novo fator associado ao risco de desenvolvimento
de DM tipo 2 (KODAMA et al., 2009).

A acgdo diabetogénica do acido urico foi reportada pela primeira vez em 1950
(GRIFFITHS, 1950). O exato mecanismo pelo qual a hiperuricemia esta associada a

maior incidéncia de DM tipo 2 n&o foi totalmente elucidado. Acredita-se que o acido
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arico possa estar associado a processos de disfuncdo endotelial e inibicdo da
sintese de Oxido nitrico, fatores que contribuem para resisténcia insulinica
(NAKAGAWA et al., 2005). Atualmente, sabe-se que os elevados niveis de acido
arico exercem efeitos sobre a resisténcia insulinica (YOO et al., 2005). Além disso, a
inflamacdo e o estresse oxidativo associados a hiperuricemia, predispdem o0s
individuos a um maior risco de desenvolver DM (CHIEN et al., 2008).

Apesar de existirem controvérsias quanto a participacdo do acido urico no
desenvolvimento do DM, tem sido evidenciado que individuos com concentracfes
mais altas de &cido Urico apresentam maior risco de desenvolver DM tipo 2,
independentemente de outros fatores de risco como hipertensdo e tabagismo
(NAKANISHI et al., 2003; CHIEN et al., 2008; BHOLE et al., 2010).

2.2.2 Acido urico e dano renal

A patogenicidade do acido Urico ndo se limita apenas ao cenério do DM.
Estudos tem demonstrado que os elevados niveis desse metabdlito podem contribuir
para o dano renal. No entanto, por muito tempo, a hiperuricemia foi vista como
consequéncia do decréscimo da funcdo renal e ndo como um fator de risco para o
desenvolvimento ou progressao da doenca renal (DAVIS, 1897). Tem sido sugerido
que o acido dUrico por si, em elevadas concentracbes, pode predizer o
desenvolvimento da doenca renal em individuos saudaveis
(DOMRONGKITCHAIPORN et al., 2005; HOVIND et al., 2009; BELLOMO et al.,
2010). Conforme demonstrado na figura 3, 0S mecanismos que associam essa
molécula ao desenvolvimento do dano renal sdo diversos e independentes da
formacdao de cristais (MAZZALI et al., 2001).



Figura 3 — Potenciais mecanismos da doenga renal induzida por acido Urico
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De modo geral, processos de vasoconstricdo renal mediada por disfuncéo

endotelial, inflamagdo e ativagdo do sistema renina-angiotensina tem sido
identificados como mecanismos promovidos pelo &cido Urico no contexto do dano
renal (MAZZALI et al., 2001; KANG et al., 2002; SANCHEZ-LOZADA et al., 2005;
HOVIND et al., 2011; PREITNER et al., 2015). Além disso, em elevadas
concentragbes, 0 4&cido Urico apresenta propriedades pro-inflamatérias e
antiangiogénicas, aumenta a producdo de radicais livres e a liberagcdo de
mediadores inflamatérios (HAHN et al., 2017). Sabe-se que nos rins, tanto a porcao
glomerular quanto a tubular tem demonstrado sofrer danos resultantes da agédo do
acido Urico. A nivel glomerular, o acido Urico induz hipertensdo, arteriolopatia
aferente, hipertrofia glomerular e aumento da pressdo glomerular, promovendo
2002; NAKAGAWA et al., 2003; SANCHEZ-

2013). Ja na porcao renal tubular, acredita-se que

lesbes consideraveis (MAZZALI et al.,
LOZADA et al., 2005; RYU et al.,

0 &cido urico atue de forma direta, visto que os tubulos sdo os principais
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responsaveis pela sua reabsorcdo e que as células tubulares também sdo capazes
de formar esse metabdlito em seu interior (SHEKARRIZ; STOLLER, 2002; CIRILLO
et al., 2009).

As células tubulares renais sdo importantes alvos para o surgimento e
progressdo da doenca renal. Estas células podem sofrer processos de transi¢éo
fenotipica, os quais resultam da acdo de diferentes estimulos, como altos niveis de
glicose, hipoxia, mediadores inflamatorios e citocinas pro-fibréticas, e que levam a
fibrose renal (LIU, 2004; HIGGINS et al., 2007; LIU, 2010; ZEISBERG; DUFFIELD,
2010; GALICHON, P.; HERTIG, A., 2011). O &cido urico também é conhecido como
um importante fator para a inducdo de transicdo fenotipica das células tubulares
renais. Desta forma, a doenca renal pode resultar de mudancas fenotipicas em
células epiteliais tubulares e consequentemente nos tabulos renais, promovidas pela
hiperuricemia (RYU et al., 2013). A transicao fenotipica € um importante processo na
lesdo renal, de modo que caracteriza o primeiro fendmeno da fibrose renal e tem
sido alvo de estratégias terapéuticas, visto que suas caracteristicas sado reversiveis
(GALICHON, P.; HERTIG, A., 2011; GRGIC et al., 2012). A utilizacdo de farmacos
como a probenecida e o alopurinol promovem a inibicdo da transicdo fenotipica
induzida pelo &cido arico, sugerindo que esse metabdlito por si é responsavel por
este processo nas células tubulares renais (RYU et al., 2013).

Além dos mecanismos de alteracdo das células tubulares, a hiperuricemia
também pode promover a apoptose destas células através de mecanismos
dependentes de NADPH oxidase, bem como da ativagdo de vias intrinsecas de
apoptose. Dessa forma, o acido Urico induz disfuncdo tubular e promove o aumento
da permissividade das células tubulares proximais a apoptose (VERZOLA et al.,
2014). Interessantemente, o papel patogénico do acido urico em células tubulares
resulta do transporte intracelular dessa molécula através dos transportadores
existentes nessa porgao renal (VERZOLA et al., 2014).

Os mecanismos promovidos pelas elevadas concentracdes de acido arico nos
rins resultam em algumas alteragdes que podem ser observadas clinicamente.
Pacientes com niveis de acido Urico elevados, mesmo que dentro da normalidade
(6,4 mg/dL para homens e 5,1 mg/dL para mulheres), apresentam maior risco para o
declinio da funcéo renal (TANAKA et al., 2015). Em individuos com DM tipo 1, ja foi
observado que um rapido declinio na taxa de filtracdo glomerular (TFG) ocorre em

individuos com concentracbes mais elevadas desse metabdlito (FICOCIELLO et al.,
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2010). Assim, 0 aumento dos niveis séricos de acido Urico tem sido relatado como
prejudicial aos rins, associando a hiperuricemia a incidéncia de doenca renal crénica
na populacdo em geral e também em pacientes com DM (ISEKI et al., 2004,
OBERMAY et al., 2008; STURM et al., 2008).

2.2.3 Acido urico e inflamacé&o renal

A elevacao dos niveis séricos de acido urico tornou-se um fator de risco para
piores desfechos na saude, de modo que sua associacdo a algumas patologias tem
sido descrita como resultado do papel pro-inflamatorio desse metabdlito
(FREEDMAN et al., 1995; CULLETON et al., 1999). Tem sido demonstrado que apés
a ocorréncia de danos ou morte celular, o acido Urico é gerado e passa a atuar como
um “sinal de perigo” que induz a maturacdo e acdo de células imunoldgicas,
estimulando a inflamacdo (MARTINON et al., 2006). Ja foi observado que o &cido
arico é capaz de estimular a liberacdo de mediadores inflamatérios como a IL-1B e
IL-6, TNF-alfa e a proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (JOHNSON et al., 2005).

O papel do acido arico no contexto inflamatdrio tem sido extendido ao
ambiente renal. E de conhecimento que a hiperuricemia promove a ativacdo de vias
inflamatdrias que levam a um estado inflamatério crénico, aumentando o risco de
dano renal através da inflamacédo, independentemente da formacéo de cristais de
acido Urico (GUIJARRO; EGIDO, 2001; MAZZALI et al., 2001; KANG et al., 2002).
Sabe-se que a inflamacdo tem uma importante participacdo no inicio e na
progressdo da doenca renal. E possivel verificar a infiltracdo de células T e
macréfagos nos espacos intersticiais dos rins, com consequente liberacdo de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias por essas células (SEGERER et al., 2000;
GUIJARRO; EGIDO, 2001). Neste contexto, tem sido observado que o acido urico
pode ativar em células epitelias tubulares proximais, a via de sinalizacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB), a qual & fundamental para o desenvolvimento do processo
inflamatério (GUIJARRO; EGIDO, 2001). Da mesma forma, a liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios como as citocinas, também pode ser associada as
acoes do acido urico a nivel renal (ZHOU et al., 2012).

Citocinas sao polipeptideos de baixo peso molecular cuja funcao classica € a
regulacdo do processo inflamatorio. Elas possuem multiplos alvos celulares e

atividades bastante complexas, de modo que uma citocina pode ativar uma série de
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reacles (VILCEK, 2003). As células renais sédo capazes de sintetizar citocinas pro-
inflamatodrias, as quais possuem capacidade de exercer diferentes ac¢des no
ambiente renal (NAKAMURA et al., 1993; SUGIMOTO et al., 1999). As citocinas
atuam de forma a promover alteracbes na hemodinamica e estrutura renal,
mudancgas na matriz extracelular e na membrana basal, necrose celular e apoptose,
bem como modificagbes na permeabilidade do endotélio glomerular
(PFEILSCHIFTER et al., 1990; COLEMAN; RUEF, 1992; McCARTHY et al., 1998;
NAVARRO; MORA, 2008). Além disso, essas moléculas tem demonstrado possuir
um papel relevante na patogénese da DRD, exercendo mdultiplas a¢des nos rins.
Dentre as citocinas inflamatorias conhecidas, destacam-se a IL-1, IL-6 e o TNF-alfa,
que apresentam importantes acdes no contexto da DRD (ALEXANDRAKI et al.,
2006). Interessantemente, elevadas concentracdes de acido Urico sdo capazes de
promover o aumento da expressao de TNF-alfa em células renais tubulares (ZHOU
et al., 2012). Apesar disso, pouco se sabe sobre a relagdo entre o acido urico e as

demais citocinas no ambiente renal.

2.3 DIABETES MELLITUS

O DM é definido como um grupo de doencas metabdlicas que apresenta
como caracteristica a hiperglicemia crénica, a qual resulta de defeitos na secrec¢éo
e/ou acdo da insulina (CRAIG et al., 2009). Em consequéncia a deficiente acdo da
insulina, ocorrem anormalidades no metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas (IDF, 2015; ADA 2016). Sabe-se que hoje, 415 milhdes de adultos
apresentam DM e estima-se que em 2040, 642 milhdes desenvolverdo essa
patologia (IDF, 2015).

O DM decorre de uma série de processos patogénicos, 0s quais incluem
desde a destruigdo autoimune das células B-pancreaticas, resultando na deficiéncia
de insulina, bem como anormalidades que levam a resisténcia a agdo da mesma
(ADA, 2014). A insulina € um horménio peptidico composto por 51 aminoacidos,
sendo sintetizada, armazenada e secretada pelas células B-pancreaticas, as quais
séo encontradas nas ilhotas de Langerhans no tecido pancreatico exdégeno (KAHN,
1994). O papel desempenhado pelas células B-pancredticas € de grande
importancia, visto que realizam a homeostase da glicose e funcionam, portanto,

como sensores em resposta a determinados estimulos glicémicos (EVANS et al.,
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2003; KAHN, 1994; ADA, 2014). Em resposta a esses estimulos, as células
secretam insulina, que € o hormdnio chave na regulacdo do metabolismo da glicose
(ADA, 2016). O comprometimento na secrecdo de insulina, bem como os defeitos
em sua acdo, frequentemente coexistem no mesmo paciente. Sendo assim, nem
sempre é facil identificar qual anormalidade é a causa da hiperglicemia (ADA, 2014).

A hiperglicemia que caracteriza o quadro de DM, promove uma série de
sintomas que incluem polidipsia, polidria, perda de peso, as vezes polifagia e visdo
turva. Neste contexto, podem ser vistos quadros de suscetibilidade a certas
infeccbes e comprometimento do crescimento. Em casos de hiperglicemia aguda,
caracteristica do DM nédo controlado, as consequéncias podem ser fatais, ocorrendo
cetoacidose ou sindrome hiperosmolar nao cetética (ADA, 2016).

O DM apresenta duas formas principais: o DM tipo 1 e o DM tipo 2. O DM tipo
1 ¢é caracterizado pela destruicdo autoimune das células B-pancreédticas e
consequente deficiéncia na secrecdo de insulina. O tipo 2 € causado pela
predominante resisténcia a insulina, com deficiéncia relativa da mesma, até uma
resisténcia a insulina com deficiéncia na secrecdo desse horménio (ADA, 2014;
BURTIS et al., 2008). A resisténcia a insulina e a falha progressiva nas células  séo
descritos como mecanismos chave para o desenvolvimento do DM tipo 2
(FONSECA, 2006). Inicialmente, as células B-pancreaticas hipersecretam insulina,
de modo a compensar a resisténcia insulinica desenvolvida nos tecidos periféricos.
Consequentemente, ocorre 0 esgotamento das células B, resultando na secregao
insuficiente da insulina (FONSECA, 2006).

A contribuicdo do DM para o aumento da mortalidade nos ultimos tempos tem
sido consideravel. Portanto, a realizacdo do diagndéstico precoce dessa patologia é
de grande importancia para o inicio de um tratamento adequado, de forma a reduzir
as complicacdes decorrentes da hiperglicemia. Atualmente, trés critérios sao aceitos
e recomendados pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) para o diagnéstico
laboratorial do DM:

- Sintomas de politria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia
casual > 200 mg/dL. Define-se glicemia casual como aquela realizada a qualquer
hora do dia.

- Glicemia de jejum = 126 mg/dL. Em caso de pequenas elevagdes da

glicemia, o diagndstico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia.
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- Glicemia de 2 horas pés-sobrecarga de 75g de glicose >200 mg/dL. O teste
de tolerancia a glicose deve ser realizado com os cuidados preconizados pela OMS,
com coleta para diferenciar a glicemia de jejum e 120 minutos ap0s a ingestao de
glicose.

Em julho de 2009 a American Diabetes Association (ADA) prop6s como
critério diagnostico para o DM, a utilizacdo da HbAic. A justificativa para essa
proposta baseia-se no fato de que a medida da HbA1c avalia o grau de exposicdo a
glicemia no decorrer do tempo e, seus valores, mantém-se estaveis mesmo apos a
coleta. Nestes critérios, o DM é diagnosticado quando valores de HbA1c sdo maiores
que 6,5%, o que deve ser confirmado em outra coleta, sendo dispensavel em caso
de sintomas ou glicemia > 200 mg/dL. Cabe destacar que a Sociedade Brasileira de
Diabetes e de Endocrinologia ndo possuia um posicionamento quanto ao uso
diagnostico deste marcador (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2014-2015). No entanto, este ano, a SBD juntamente com outras
organizacdes, publicou um posicionamento oficial sobre a HbAic, visto que esse
marcador passou a ser utilizado como diagndstico para o diabetes adicionalmente
ao teste de glicemia de jejum e do teste oral de tolerdncia a glicose. Esse
posicionamento oficial tem o fim de promover atualizacdes sobre o papel da HbA1c
na avaliacao do controle glicémico e no diagndstico do DM (SBD, 2017).

Diagnosticar corretamente o DM, bem como identificar possiveis fatores
associados ao desenvolvimento dessa condi¢cdo € de extrema importancia. Sabe-se
que o DM é considerado um problema de saude publica e as complicacdes crbénicas
decorrentes dessa doenca sao, frequentemente, de carater incapacitante, podendo
diminuir a qualidade de vida e demandar tratamento oneroso ao sistema de saude
(ROSA et al., 2007).

2.4 DOENCA RENAL DO DIABETES

As complicagbes crbénicas do DM sdo as principais responsaveis pela
morbidade e mortalidade dos pacientes que desenvolvem essa patologia. A DRD é
descrita como uma complicacdo microvascular que acomete de 20 a 40% dos
pacientes diabéticos, sendo considerada a maior causa de doenca renal crbnica

(ADA, 2016). Caracteriza-se por alteragdes nos rins, sejam elas funcionais,
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estruturais ou clinicas, que envolvem lesbes glomerulares, tubulares, intersticiais e
vasculares (BURTIS et al., 2008).

Clinicamente, a DRD pode ser identificada pela presenca de proteindria
superior a 0,5 g/24h (GROSS et al.,, 2005; MORA-FERNANDEZ et al., 2014). O
diagnostico dessa patologia baseia-se na mensuracdo da excrecdo urindria de
albumina, considerada o padrédo-ouro para a detecgédo precoce da DRD, refletindo
principalmente o dano glomerular (BAKRIS, 2008; MORA-FERNANDEZ et al., 2014).
A classificacdo da DRD pode ocorrer de diferentes formas, desde a utilizacdo da
taxa de filtragdo glomerular, bem como os valores de excrecdo urinaria de albumina.
A presenca de pequenas quantidades deste marcador na urina, identificam o estagio
inicial da DRD, denominado microalbuminuria ou nefropatia incipiente. Da mesma
forma, estagios mais avancados da doenca s&o classificados como
macroalbuminuria, proteindria ou nefropatia instalada (GROSS et al., 2005).

Devido a diversidade da populacao celular presente no rim e pelos diversos
papéis fisiologicos desse 6rgdo, o desenvolvimento e a progressdo da DRD sao
processos complexos e que ainda ndo foram totalmente compreendidos (BRENNER,
2008). Diferentes mecanismos fisiopatolégicos tem contribuido para as alteracdes
estruturais e funcionais que acometem os rins no cenario da DRD (ZIYADEH, 2004).
Sao descritas modificagfes nas vias hemodinamicas e metabdlicas (via do poliol, via
da hexosamina, via da PKC e formacdo de AGESs), bem como a participacéo de vias
inflamatoérias nesse processo (TOTH-MANIKOWSKI; ATTA, 2015). Embora a
hiperglicemia seja essencial para a cascata de efeitos que levam ao
desenvolvimento e progressdo da DRD, muitos outros fatores estdo envolvidos. A
inflamacdo tem demonstrado ser um importante componente da fisiopatologia do
dano renal no DM. Sua contribuicdo ocorre através do estresse oxidativo, da
ativacdo de fatores de transcricdo (NAVARRO; MORA, 2005; MORA; NAVARRO,
2006) e da liberagcdo de citocinas inflamatorias, as quais possuem acdes
potencialmente envolvidas no desenvolvimento da DRD (HASEGAWA et al.,
1991;1995). Algumas citocinas tem recebido destaque no ambito da DRD, como IL-
1, IL-6, IL-18 e TNF-alfa, de modo que suas concentracdes se demonstram elevadas
em modelos de DRD e associadas a progressdo dessa patologia (NAVARRO-
GONZALEZ; MORA-FERNANDEZ, 2008).

Os mecanismos fisiopatoldgicos que ocorrem na DRD promovem alteracdes

estruturais nos rins que envolvem ndo somente a porgdo glomerular, mas também a
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tubular. Inicialmente, ocorrem processos de vasodilatagcdo renal e hiperfiltracdo
glomerular reversiveis. A hiperfiltracdo foi inicialmente descrita como um dos
principais processos contribuintes para os danos ao glomérulo (O'BRYAN;
HOSTETTER, 1997). O dano glomerular € caracterizado por alteracbes na
permeabilidade e estrutura glomerular que podem ocorrer como resultado de lesdes
a qualquer um dos principais componentes da barreira de filtragcdo glomerular,
incluindo membrana basal glomerular, poddécitos e endotélio capilar glomerular
(LEWIS; XU, 2008). Como resultado dessas alteracbes, um excesso de proteinas
séricas que normalmente ndo séo filtradas livremente através do glomérulo
comecam a aparecer na urina, incluindo macromoléculas como albumina (LEWIS;
XU et al., 2008).

Além do glomérulo, os tubulos renais sdo intensamente envolvidos na
fisiopatologia da DRD, visto que constituem 90% da massa cortical do rim (DORUP
et al., 1992). O dano tubular € um componente critico do curso inicial do dano renal,
podendo ser um contribuinte primario para o desenvolvimento precoce da DRD
(NAUTA et al, 2011; VAIDYA et al, 2011; BONVENTRE, 2012). Existem
marcadores que refletem o dano tubular e que tem recebido destague no contexto
da DRD, visto que ja se apresentam elevados em pacientes diabéticos considerados
normoalbumindricos e com TFG estimada normal (NAUTA et al., 2011). Esses
marcadores sdo enzimas e proteinas com peso molecular inferior a 70 kDa
presentes no ultrafiltrado e que sdo completamente reabsorvidas pelas células
epiteliais. No entanto, suas concentracdes urindrias elevam-se quando existe uma
reabsorcdo deficiente ou um aumento da secrecdo dessas proteinas pelas células
tubulares (FLYNN, 1990; HONG et al., 1998; BARRAT; TOPAHAM, 2007). Algumas
das proteinas e enzimas tubulares associadas a lesdo tubular proximal sdo: a1 e p2-
microglobulina, proteina ligadora do retinol, fosfatase alcalina (FAL), proteinuria néo-
albumina (NAP), 4,N-acetil- B-D-glucosaminidase (NAG), Gama-glutamiltransferase
(GGT), Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) e KIM-1
(MORESCO et al., 2013). Dentre esses marcadores, pode-se destacar o KIM-1, um
biomarcador especifico e sensivel para identificar o dano tubular proximal e preditivo
para doencgas renais (VAIDYA et al., 2008; 2008; 2010; BANGSTAD et al., 2009)

O KIM-1 é uma proteina de membrana do tipo | expressa na membrana apical
de células tubulares proximais dos rins (ICHIMURA et al.,, 1998). Possui peso
molecular de 104 kDa, compreendendo um fragmento de 14 kDa ligado a membrana
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e uma porcao solivel com peso molecular de 90 kDa, a qual é encontrada na urina
de forma estavel (ICHIMURA et al., 1998). E de conhecimento que 0s niveis de KIM-
1 s&o muito baixos ou até mesmo ndo detectados na urina de individuos com rins
saudaveis (van TIMMEREN, et al., 2007). No entanto, em pacientes com DM tipo 2,
0sS niveis urinarios deste marcador tem sido independentemente associados com a
albumindria no estagio inicial da DRD (KIM, et al., 2012). Dessa forma, destaca-se
que a avaliacdo dos niveis urinarios de KIM-1 pode facilitar a deteccdo de lesao
tubular renal no DM tipo 2, mesmo na auséncia de albuminuria (YIN; WANG, 2016).
Além de mostrar-se elevado na DRD, o KIM-1 demonstra ser associado a fibrose
renal e a inflamacéo, de modo que agregados de macréfagos e areas pré-fibroticas
sdo observadas juntamente com a expressao tubular de KIM-1 (van TIMMEREN, et
al., 2007). Desse modo, a inflamacdo demonstra ter uma importante participacdo no
dano renal de forma geral e pode também ser associada ao desenvolvimento do
dano tubular.

De modo geral, a hiperglicemia é um fator de grande relevancia na
patogénese da DRD, desencadeando processos que alteram a estrutura e fungéo
renal. No entanto, ela parece ndo ser o Unico fator contribuinte para a DRD. Em
modelos experimentais, elevadas concentracbes de &cido (rico também séo
capazes de promover alteracdes a nivel pré-glomerular, glomerular e tubular, de
forma que esse metabolito tem demonstrado ser um ativador de vias hemodinamicas
nos rins (MAZZALI et al., 2002; PERLSTEIN et al., 2004; RYU et al., 2013). Em
estudos clinicos, a prevaléncia da DRD ¢é significativamente elevada nos pacientes
com DM tipo 2 que sédo hiperuricémicos (YAN et al., 2015; HAYASHINO et al., 2016).
Além disso, os elevados niveis de acido Urico demonstram ser um independente
fator de risco para o surgimento e progressdo da albumindria tanto em pacientes
com diabetes quanto naqueles que ndo possuem a doenca (CHANG, et al., 2013;
HAYASHINO, et al., 2016). Da mesma forma, sua associa¢cdo ao dano tubular ja foi
evidenciada. No estudo de Tomczak (2013), adolescentes hiperuricémicos
apresentaram niveis urinarios mais elevados de KIM-1 quando comparados a
individuos saudaveis (TOMCZAK et al., 2013). Finalmente, devido ao seu papel pro-
inflamatorio, o &cido Urico ganha importancia ainda maior no contexto da DRD. A
inflamacédo tem demonstrado ser uma importante parte do processo fisiopatoldgico
da DRD e é possivel que exista uma ligagédo entre o &cido Urico e a inflamacéao renal

(MORA, 2006). Apesar das associacoes ja evidenciadas entre acido urico e DRD,
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bem como seu papel pro-inflamatorio, ainda ndo se tem conhecimento de como esse
metabdlito pode contribuir para o dano tubular e para inflamacgéo renal que ocorre
em pacientes com DM tipo 2. Além disso, a participacao do processo inflamatério na

leséo renal tubular ainda ndo é completamente esclarecida.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a existéncia da associacdo entre 0s niveis seéricos elevados de
acido urico, dano tubular e inflamacéo renal em pacientes com DM tipo 2, a fim de
propiciar a melhor compreenséo do envolvimento do acido Urico na fisiopatologia do

dano renal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Avaliar se pacientes com DM tipo 2 com elevados niveis séricos de acido Urico
demonstram maiores niveis do marcador de dano tubular KIM-1;

- Verificar se os pacientes com DM tipo 2, que apresentam concentracfes séricas
elevadas de acido Urico, possuem maiores niveis urinarios das seguintes citocinas
inflamatorias: IL-1, IL-6 e TNF-alfa;

- Investigar se existe uma associacdo entre o processo inflamatoério renal e o

processo de dano tubular que ocorre em pacientes com DM tipo 2.
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4 MANUSCRITO CIENTIFICO

As secdes “Materiais e Métodos”, “Resultados” e “Discussao” encontram-se
no proprio manuscrito, o qual sera submetido para publicacdo no periédico Clinical

Chemistry and Laboratory Medicine.
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Abstract

Background: Uric acid is a pro-inflammatory molecule which can promote kidney
damage through different mechanisms. Therefore, the aim of the present study was
to evaluate the association between elevated uric acid levels and renal tubular
damage, as well as its relation with renal inflammation in patients with type 2
diabetes mellitus (type 2 DM) according to different serum uric acid concentrations.
Methods: This study included 125 patients with type 2 DM stratified into two groups
according to serum uric acid levels: < 6.0 (mg/dL) and =2 6.0 (mg/dL). Urinary levels of
KIM-1, IL-1, IL-6 and TNF-alpha, as well as other biochemical parameters, were
determined in these patients.

Results: Urinary KIM-1 levels and urinary cytokines IL-1, IL-6 and TNF-alpha were
significantly higher in patients with serum uric acid concentrations = 6.0 mg/dL than in
patients with serum uric acid levels < 6.0 mg/dL. In addition, significant positive
correlations were found between urinary levels of KIM-1, IL-1, IL-6 and TNF-alpha.
Multiple logistic regression analysis showed that the association between serum uric
acid concentration and urinary levels of KIM-1was independent of other factors.
Conclusions: Higher serum uric acid concentrations present an important role in
inflammation and kidney damage in patients with type 2 DM. Notably, diabetic
patients with elevated serum uric acid levels demonstrated higher levels of the
urinary KIM-1 tubular damage marker, as well as increased concentrations of the

urinary inflammatory cytokines.

Keywords: uric acid; type 2 diabetes mellitus (type 2 DM); tubular damage; urinary

KIM-1 (KIM-1); inflammation; urinary TNF-alpha (TNF-alpha).
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1. Introduction

Hyperuricemia has emerged as a risk factor for the development of different
diseases such as cardiovascular, diabetes and kidney diseases [1-4]. Currently, the
association between diabetes and hyperuricemia has been extensively investigated,
as such the role of uric acid in the physiopathology of diabetic kidney disease (DKD).
However, the exact mechanism by which uric acid acts at the renal level is not fully
understood. It is not known whether uric acid has a direct nephrotoxic effect or if it
promotes conditions leading to kidney damage. Some experimental studies have
evidenced that uric acid induces hyalinosis and thickening of preglomerular
arterioles, and it promotes endothelial dysfunction, glomerular hypertrophy, and
activation of the renin-angiotensin system [5]. All these factors may lead to the
development of kidney disease. In humans, data have indicated that increased
serum uric acid is an independent risk factor for the onset and progression of
microalbuminuria both in patients with diabetes or in those without diabetes [5,6].

Uric acid has the potential to cause damage not only at the glomerular level
but also at the tubular level [7]. It is known that renal uric acid reabsorption occurs
mainly in the proximal tubules [8]. Likewise, its generation occurs in tubular cells
suggesting that uric acid can act directly on this portion of the kidney [9]. Tubular
cells are important targets for the onset and progression of kidney damage. Hence,
biomarkers of tubular damage can contribute substantially to improve the early
detection of renal injury [10]. The renal injury molecule (KIM-1), a new marker of
tubular injury, is a type | cell membrane glycoprotein expressed at low levels in
healthy kidneys [11]. In fact, it has been shown that normoalbuminuric patients with

type 2 diabetes mellitus (type 2 DM) presented increased urinary levels of KIM-1 [12].
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Besides traditional risk factors, the inflammation plays a key role in the
pathophysiology of kidney damage [13,14]. The tubulointerstitial lesion is
characterized by infiltrates of inflammatory cells with tubular atrophy and consequent
interstitial fibrosis [10]. In the renal environment, inflammatory molecules such as
cytokines play an important role in the development of DKD [15]. In this context,
some cytokines have been highlighted as interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) and
tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) [16]. Interestingly, uric acid is a pro-
inflammatory factor since it can induce the expression of IL-6 and TNF-alpha
through the factor nuclear kappa B (NF-kB) signaling pathway [17,18]. In the kidneys,
these cytokines promote changes in renal and hemodynamic structure, cellular
necrosis, as well as changes in the permeability of the glomerular endothelium
[15,19,20].

Although there is evidence of the involvement of hyperuricemia and
inflammation in the pathophysiology of diabetes, it is still not fully known whether
increased serum uric acid levels are associated with tubular damage and renal
inflammation. Therefore, in the current study, we investigated the association
between elevated uric acid levels and renal tubular damage, as well as its relation
with renal inflammation in patients with type 2 diabetes mellitus (type 2 DM)

according to different serum uric acid concentrations.

2. Materials and methods
2.1. Study population

This study involved 196 patients previously diagnosed with type 2 DM from the
University Hospital of Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, between June 2013

and October 2014. Patients who presented with urinary tract diseases, previous renal
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disease other than not DKD, malignancies, infections and liver diseases, acute or
chronic inflammatory diseases, pregnancy, kidney transplantation, use of nephrotoxic
drugs and patients who did not have serum uric acid levels were excluded. Finally,
125 patients were eligible for the study (85 females, 40 males). Written informed
consent was obtained from all patients, and the study was conducted according to
the protocol approved by the Institutional Ethics Committee for human studies
(12303113.0.0000.5346).

In order to evaluate the role of uric acid in the context of tubular damage and
kidney inflammation, patients were stratified into two groups according to serum uric
acid levels: <6.0 mg/dL (n = 90) and 26.0 mg/dL (n = 35). For all subjects, their
medical histories and study clinical characteristics (age, gender, height, weight,
hypertension, duration of diabetes and treatments) were obtained by the hospital’s
medical registry. In addition, patients eligible for the study answered a clinical and

epidemiological assessment questionnaire.

2.2. Sample collection and biochemical analysis

Blood samples from all patients were collected after a fasting period of at
least 8h by venous puncture technique into the Vacutainer® (BD Diagnostics,
Plymouth, UK) tubes no anticoagulants, with EDTA, or sodium fluoride plus EDTA
was used. The blood samples obtained were centrifuged at 2500 x g for 15 minutes
for further analysis. Levels of uric acid, total cholesterol, LDL cholesterol, HDL
cholesterol and triglycerides were determined in serum by standard methods. Plasma
with fluoride plus EDTA was used for measurement of fasting glucose. The
quantification of these variables was performed on a Dimension RXL MAX® (Siemens

Healthcare Diagnostics Inc, USA). Insulin levels were determined in serum by
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standard methods using a Cobas 6000® automated analyzer (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). EDTA blood samples were used for the quantification of
glycated hemoglobin (HbAic) levels by a chromatographic method in the D10®
automated analyzer (BioRad, California, USA).

Morning urine samples were also obtained from each patient to determine the
following parameters: albumin, creatinine, KIM-1, IL-1, IL-6, interleukin 10 (IL-10) and
TNF-alpha. The urine samples were centrifuged at 1000 x g for 5 minutes and the
supernatant was used for analyzes. Creatinine and urinary albumin were measured
using a Dimension RXL MAX® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, USA). The
results of urinary albumin were expressed as milligrams of albumin per gram of
creatinine (ACR) in order to combine albumin levels according to urine concentration
[21]. Urinary KIM-1 and inflammatory cytokines quantification was assessed by
ELISA kits (R & D Systems Inc, Minneapolis, Minnesota). All tests were performed
according to the instructions recommended by the manufacturer. The estimated
glomerular filtration rate (eGFR) was calculated using the creatinine equation of the
collaboration in chronic epidemiology of renal disease (CKD-EPI) [22]. Body mass
index (BMI) was calculated as a weight index in kilograms divided by the square of
the height in meters.

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. Data are presented
as mean = standard deviation (SD) and median and interquartile range (IQR) for non-
parametric variables. Statistical differences between groups were analyzed using
Student's t test or Mann-Whitney test. Categorical data were summarized as

percentages and compared using Chi-square test. Spearman'’s correlation was used
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to evaluate the correlations between KIM-1 and inflammatory cytokines IL-1, IL-6 and
TNF-alpha. Moreover, multiple regression analysis was employed in order to
investigate whether some variables interfere with levels of urinary KIM-1. Two-tailed
P values <0.05 were considered significant and confidence intervals (95% CI) were
provided where appropriate. All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism® version 6.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA) and Statistica

6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,USA).

3. Results

The baseline characteristics of the study patients are shown in Table 1. To
investigate the relation between serum uric acid levels and tubular damage, patients
were stratified into two groups according to the serum levels of uric acid: <6.0 mg/dL
and 26.0 mg/dL. The study groups had similar distributions for age, duration of
diabetes and proportion of smokers. In contrast, statistically significant differences
were observed for gender, BMI and proportion of hypertensive patients. Subjects
stratified in the uric acid group 26.0 mg/dL were mainly male, mostly hypertensive
and had higher BMI values. Levels of fasting glucose, HbAic and LDL cholesterol
were not statistically different between the groups evaluated. Similarly, eGFR levels
did not show statistically significant differences. However, biochemical parameters
such as total cholesterol and HDL cholesterol differed significantly among the groups.

Interestingly, patients in the group with higher serum uric acid concentrations
had significantly higher levels of urinary KIM-1: 80.0 (58.3-123.8) pg/mL vs 122.0
(80.0-162.0) pg/mL (P=0.031) as shown in Figure 1. Differently from urinary KIM-1
levels, ACR levels did not differ between groups (Table 1). It was possible to verify

higher urinary levels of IL-1 and IL-6 in patients with increased serum uric acid: 85.0
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(70.0-112.0) pg/mL vs 112.5 (79.5-154.8) pg/mL (P=0.013) and 108 (91.0-135.0)
pg/mL vs 131.5 (96.0-164.0) pg/mL (P=0.012), respectively (Figure 2). Similarly,
higher urinary levels of TNF-alpha were found in patients with the highest serum
concentrations of uric acid: 130.0 (108.0-144.0) pg/mL vs 139.5 (119.5-200.0) pg/mL
(P=0.034). However, urinary levels cytokine IL-10 did not show significant differences
between the groups evaluated in the study (data not shown). Multiple logistic
regression analysis showed that the association between serum uric acid
concentration and levels of urinary KIM-1 was independent of other factors as
gender, BMI, HAS, and use of ACE inhibitors and other antihypertensive agents
(Table 2).

The correlation analysis between urinary levels of KIM-1 and cytokines was
performed to evaluate the involvement of inflammation in tubular kidney damage.
Positive correlations were observed between KIM-1 and IL-1 (rs= 0.619, P<0.0001),
IL-6 (rs= 0.542, P<0.0001) and TNF-alpha (rs=0.557, P<0.0001) as shown in Figure

3.

4. Discussion

The purpose of the present study was to evaluate the role of the elevated
serum uric acid levels in the tubular damage and in the inflammatory process that
occurs in the kidneys of patients with type 2 DM. We found significant differences in
groups regarding urinary levels of KIM-1, IL-1, IL-6 and TNF-alpha. Increased levels
of the tubular damage biomarker KIM-1 and inflammatory cytokines were observed in
the urine of patients with higher serum uric acid levels. Furthermore, it was possible

to verify that renal inflammation may play an important role in renal tubular damage,
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as demonstrated by the significant positive correlations between urinary KIM-1 and
urinary IL-1, IL-6 and TNF-alpha.

Several studies have investigated the role of uric acid in causing kidney
damage [3-6, 23]. The uric acid at high levels has the potential to induce renal injury
through different mechanisms: renal vasoconstriction mediated by endothelial
dysfunction, inflammation, activation of the renin angiotensin system and afferent
renal arteriolopathy [23-27]. Recently, experimental it is demonstrated that uric acid
may promote the phenotypic transition of renal cells even at physiological
concentrations [7]. Likewise, high concentrations of uric acid cause tubulointerstitial
fibrosis [7]. Our results revealed that patients with increased levels serum uric acid
presented higher levels of urinary KIM-1, an important marker of tubular kidney
damage, regardless other confounding factors. Our findings are in agreement with
the study by Tomczack et al., who observed that hyperuricemic adolescents had
elevated urinary levels of KIM-1 when compared to healthy adolescents [28]. To our
knowledge, this is the first study that evaluated the urinary levels of KIM-1 in patients
with type 2 DM according to different serum uric acid levels. Interestingly, no
differences in ACR levels were found between groups. It is known that tubular
damage may precede or even occur independently of glomerular dysfunction. Thus,
differences may not have been found between ACR levels. Therefore, the evaluation
of markers of early renal lesions such as KIM-1 becomes so important [29,30].

The inflammatory process has an important role in the pathophysiology of
diabetes mellitus and contributes significantly to the development of renal disease
[31,32]. Interestingly, uric acid appears to play a key role both in inflammation and in
kidney damage [24,33]. The uric acid may also promote the induction of renal

inflammation via the NF-kB signaling pathway [34]. The production of interleukin-13
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resulting from the induction of the NLRP3 pathway in mesangial renal cells through
the action of uric acid has already been shown to be an important means of
developing kidney damage [35]. In addition, uric acid is positively associated with the
production of inflammatory cytokine such as TNF-alpha and IL-6 [36,37]. Our data
revealed that patients who had higher levels of serum uric acid were those that
demonstrated increased levels of urinary IL-1, IL-6 and TNF-alpha, important
cytokines that play essential roles in the mediation of inflammatory processes and in
the pathogenesis of diabetes. These results suggest that uric acid at high
concentrations may contribute to the promotion of an inflammatory environment in
the kidneys.

Inflammation can play an important role in the tubular damage, since we have
observed a positive correlation between the urinary cytokines and urinary KIM-1. Pro-
inflammatory cytokines can be produced by all types of kidney-resident cells and
promote different renal effects [38,39]. IL-1 and IL-6 present potential actions in the
renal tubules, promoting hypercellularity and interstitial fibrosis [40,41]. Similarly,
TNF-alpha has cytotoxic action on mesangial and epithelial glomerular cells and may
directly induce kidney damage [15,42]. In the present study, we can suggest that the
source of this cytokine is the renal tubules, since there was a positive correlation
between the urinary cytokines evaluated and urinary KIM-1. It has already been
shown that patients with DKD have high urinary concentrations of cytokine when
compared to diabetic patients without renal disease. Thus, our study demonstrates
that in patients with type 2 DM, increased urinary levels of IL-1, IL-6 and TNF-alpha
are seen in patients with high uric acid concentrations.

In conclusion, the present study highlights the important role of uric acid in

tubular damage and kidney inflammation in patients with type 2 DM. Notably, diabetic



43

patients with elevated uric acid levels demonstrated higher levels of the urinary KIM-
1 tubular damage marker, as well as increased urinary concentrations of
inflammatory cytokines IL-1, IL-6 and TNF-alpha. Inflammation has been shown to
play an important role in the context of tubular damage, as observed by the
significant positive correlation between urinary pro-inflammatory cytokines and KIM-
1. Thus, we suggest that uric acid may be involved in the tubular damage that occurs
in patients with type 2 DM through mechanisms linked to inflammation. Therefore,
monitor serum uric acid levels in diabetic patients may be useful to prevent or delay
the development of kidney disease. Further studies are needed to verify whether
pharmacological intervention in uric acid levels may decrease inflammation and renal
tubular damage.
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Table 1: Baseline clinical characteristics of study participants.
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Serum uric acid Serum uric acid P value
< 6.0 mg/dl = 6.0 mg/dl
Age (Y) 60.0 (50.0-68.0) 59.0 (46.0-68.0) 0.644
Male (%) 23.3 54.3 0.001
BMI (kg/m?) 30.2 (26.8-36.0)  34.70(28.6-40.7) 0.038
Hypertension (%) 69.7 88.6 0.029
Smokers (%) 5.9 16.1 0.082
Diabetes duration (years) 12.0 (8.0-18.0) 10.0 (5.0-21.2) 0.705
Hypoglycemic agents 95.6 914 0.359
Antihypertensive agents (%) 67.0 88.5 0.015
ACE inhibitors (%) 31.1 61.8 0.002
Statins use (%) 74.7 62.9 0.195
Alopurinol use (%) 5.7 6.2 1.000
Insulin use (%) 35.2 20.0 0.132
Serum Uric Acid 45+0.8 7.0x£0.8 <0.0001
Fasting glucose (mmol/l) 7.0 (6.0-9.0) 7.0 (6.0-8.0) 0.855
HbA1c (%) 6.9 (6.0-8.5) 6.4 (5.9-8.6) 0.878
Total cholesterol (mmol/l) 4.6 (4.2-4.9) 4.1 (3.5-5.2) 0.036
LDL cholesterol (mmol/l) 26 +0.6 24+0.8 0.202
HDL cholesterol (mmol/l) 1.2 (1.0-1.5) 1.0 (0.9-1.3) 0.011
eGFR (ml/min/1.73 m?) 83.9+21.3 73.5+27.7 0.064
ACR (mg/g creatinine) 7.6 (5.2-14.3) 8.0 (5.8-35.3) 0.416

Date are expressed as percentages, mean + SD or median and interquartile
range.BMI, body mass index; ACE inhibitors, angiotensin-converting-enzyme
inhibitor; HbA1c, glycated hemoglobin; eGFR, estimated glomerular filtration; ACR,

urinary albumin/creatinine ratio.
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Table 2. Multiple regression analysis of KIM-1 in urine as a dependent variable

adjusting for gender, BMI, hypertension, ACE inhibitors and antihypertensive agents .

B SEb T P value
Male (%) -6.060 10.806 -0.560 0.576
BMI (kg/m?) 1.110 0.608 1.826 0.071
Hypertension (%) -5.109 49.715 -0.102 0.918
ACE inhibitors (%) 8.552 11.898 0.718 0.474
Antihypertensive agents (%) 23.386 47.719 0.490 0.625

Regression coefficients (B), standard error of B (SEb), and T statistic with
corresponding P value. BMI, body mass index; ACE inhibitors, angiotensin-

converting-enzyme inhibitor.



52

Figure Captions
Figure 1. Box and Whisker plot showing the relation between serum uric acid levels
and urinary KIM-1 levels (P*=0.0309). The box contained 50% of all values (from
25th to 75th percentile) and was divided by the horizontal bar of the median value

(50th percentile).

Figure 2. Box and Whisker plot showing the relation between serum uric acid levels
and urinary cytokines levels (A) IL-1, (B) IL-6 and (C) TNF-alpha in type 2 DM
(*P=0.013, P*=0.012 and P*=0.034, respectively). The box contained 50% of all
values (from 25th to 75th percentile) and was divided by the horizontal bar of the

median value (50th percentile).

Figure 3. Correlation between urinary KIM-1 and urinary cytokines (A) IL-1 (rs=
0.619, P<0.0001), (B) IL-6 IL-6 (rs= 0.542, P<0.0001) and (C) TNF-alpha (rs=0.557,

P<0.0001) in patients with type 2 DM.
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Figure 2
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5 CONCLUSOES

> Pacientes com DM tipo 2 que possuiam concentracdes séricas de acido Urico
26,0 mg/dL apresentaram concentracdes urinarias mais elevadas do marcador de
dano tubular KIM-1;

> Os niveis urinarios das citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-alfa
demonstraram ser elevados nos pacientes com DM tipo 2 que possuiam
concentragdes de acido urico sérico 26,0 mg/dL;

> As concentragbes de KIM-1 em amostras de urina foram positivamente
correlacionadas com os niveis urinarios das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-alfa nos
pacientes com DM tipo 2 avaliados no estudo;

> Em suma, os pacientes com DM tipo 2 e elevados niveis séricos de acido
arico apresentaram maior grau de dano tubular e inflamacéo renal. Além disso, a
inflamac&o demonstrou estar correlacionada ao processo de dano tubular que ocorre
nestes pacientes. Dessa forma, em pacientes com DM tipo 2, 0 aumento dos niveis

de acido Urico parece contribuir para o dano renal através da inflamacao.
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