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RESUMO

A inflamacdo crénica e subclinica desempenha um papel chave na
patogénese e progressdo da nefropatia diabética. Desta forma, objetivamos neste
trabalho investigar a possivel relacdo entre a presenca e o grau de albuminudria com
marcadores de inflamacéo, lesdo endotelial e estresse oxidativo em pacientes com
diabetes mellitus tipo 1 (DM1). O estudo incluiu 35 individuos saudaveis, 93 com
normo e microalbumindria (<300 mg de albumina / g de creatinina) e 32 com
macroalbuminuria (= 300 mg de albumina / g de creatinina). A excre¢éo urinaria de
albumina (EUA) foi calculada em amostras da primeira urina da manha. Os niveis
plasmaticos e urinarios das citocinas (TNF-qa, IL-6 e IL-10) e trombomodulina foram
determinados por ELISA. O estado oxidativo foi avaliado utilizando os ensaios de
TBARS e MTT. Os pacientes diabéticos com normo e microalbuminuria
apresentaram niveis urinarios significativamente mais elevados de TNF-a e IL-10
guando comparado aos outros grupos. Niveis urindarios e plasmaticos de TNF-a
foram positivamente correlacionados com o0s niveis plasmaticos de cistatina-C,
creatinina, uréia e albumindria, enquanto foram negativamente correlacionados com
a taxa de filtracdo glomerular estimada (TFG). Niveis urinarios de IL-10 mostraram
correlacdo positiva com glicemia de jejum, HblAc, trombomodulina e TBARS,
enquanto os niveis de IL-6 no plasma foram positivamente correlacionados com a
HbAlc e albumindria. Os pacientes diabéticos foram caracterizados por niveis
elevados de citocinas urinarias (TNF-a, IL-6 e IL-10). No entanto, o TNF-a urinario,
foi o Udnico marcador associado independentemente com a presenca da
macroalbuminudria, ap6s uma analise de regressao logistica. Em concluséo, este
achado sugere que a medicdo dos niveis de TNF-a urinario pode ser util para

avaliacdo da progressao da nefropatia em pacientes com DM1.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 1; albuminuria; marcadores de inflamacéo;

citocinas plasmaticas e urinarias; estresse oxidativo; dano endotelial



ABSTRACT

The chronic and subclinical inflammation plays a key role in the pathogenesis and
progression of diabetic nephropathy. The aim of the present study was to investigate
possible relation between the presence and degree of albuminuria and markers of
inflammation, endothelial damage and oxidative stress in patients with type 1 diabetes
mellitus (DM1). The sample was composed by 35 healthy individuals, 93 with normo and
microalbuminuria (< 300 mg of albumin/g of creatinine) and 32 with macroalbuminuria (=
300 mg of albumin/g of creatinine). Urinary albumin excretion (UAE) was calculated in first-
morning urine samples. Plasma and urinary cytokines (TNF-a, IL-6 and IL-10) and
thrombomodulin levels were determined by ELISA. Oxidative status was evaluated using
the TBARS and MTT assays. Diabetic patients with macroalbuminuria presented
significantly higher TNF-a and IL-10 urinary levels when compared to other groups.
Urinary and plasmatic levels of TNF-a was positively correlated to plasma levels of cystatin
C, creatinine, urea and albuminuria, whilst was negatively correlated with estimated
glomerular filtration rate (eGFR). Urinary IL-10 levels proved positive correlation with
fasting glucose, Hbl1lAc, thrombomodulin and TBARS, while IL-6 plasma levels were
positively correlated with HbAlc and albuminuria. Diabetic patients were characterized by
elevated levels of urinary cytokines (TNF-a, IL-6 and IL-10). However, only urinary TNF-a
levels were independently associated with the presence of macroalbuminuria, after logistic
regression analysis. In conclusion, this finding suggests that measurement of urinary TNF-

a levels may be helpful to evaluate progression to nephropaty in DM1 patients.

Keywords: Diabetes Mellitus, type 1; albuminuria; inflammation markers; urinary and

plasma cytokines; stress oxidative; endothelial damage.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € causado por uma destruicdo imuno-
associada, senao diretamente imuno-mediada, de células 3 pancreaticas produtoras
de insulina. Historicamente, o DM1 foi amplamente considerado um distirbio em
criancas e adolescentes, mas esta opinido mudou ao longo da ultima década, sendo

que a idade de inicio sintomatico ndo é mais um fator restritivo [1].

Uma significativa parcela dos pacientes com DM1 desenvolve complicacdes
graves a longo prazo, tais como doencas renais e cardiovasculares, que nao séo
apenas responsaveis pela morbidade e mortalidade precoce, mas sao também
fatores de elevado custo na saude publica e privada relacionado com o DM1. ApGs
20 anos de desenvolvimento do DM1, a retinopatia e a neuropatia diabéticas estéo
presentes na maioria dos pacientes, ja a nefropatia aparece em cerca de 30 a 40%
dos casos apos esse periodo de tempo [2; 3].

A Doenca Renal do Diabetes’, ou nefropatia diabética (ND) (termo
tradicionalmente adotado) € uma doenca progressiva e irreversivel, caracterizada
pelo aumento da pressdo sanguinea, microalbumindria, proteindria e declinio
continuo do Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) [4]. E responsavel por mais de
40% dos casos novos, por ano, de Doenca Renal em estigio terminal, e é
considerada a principal causa de Doenca Renal Cronica (DRC) nos Estados Unidos,
Europa e Japao [5]. Estudos demonstraram que a prevaléncia de DRC em pacientes
portadores de DM pode variar de 5% a 40% dependendo do tempo de acometimento

pelo diabetes [6].

A ND é ainda a principal causa de insuficiéncia renal em pacientes que
ingressam em programas de dialise. Além disso, a mortalidade dos pacientes
diabéticos em programas de hemodialise € maior do que a dos néo diabéticos [7].
Essa complicacdo tradicionalmente é resultante da interacdo entre fatores
hemodinamicos e inflamatérios, o que sugere que a extensdo de lesédo renal em
diabéticos ndo é totalmente explicada pelo aumento da pressédo sistémica e

glomerular, ou pela modificacdo de moléculas em condi¢Bes hiperglicémicas [8; 9].

'Doenca renal do diabetes é o termo atualmente dado & complicacéo cronica do DM,
tradicionalmente referida como Nefropatia Diabética. Dessa forma, no decorrer da
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dissertagdo, adotaremos o termo tradicional, adotado na maioria das referéncias
utilizadas.

As evidéncias indicam que a patogénese da ND é multifatorial, ou seja, tanto
fatores genéticos quanto ambientais sdo responsaveis por desencadearem uma
complexa série de eventos fisiopatoldgicos [10]. Dentre estes fatores, estd a
producdo aumentada de substancias oxidantes, uma vez que a hiperglicemia € a
condicdo minima para o desenvolvimento da ND e esta associada a producdo de
radicais livres resultantes do estresse oxidativo [11]. Crescentes evidéncias indicam
ainda que o estresse oxidativo desempenha um papel central no desenvolvimento
de outras complicacbes micro e macrovasculares [12]. Além disso, sabe-se hoje que
a inflamacdo desempenha um papel central na génese das complicacbes do
diabetes, em especial da ND, e como esta inflamacao interage com o estresse
oxidativo, levando a lesdo endotelial, permanece sob investigacdo [13].

Tendo em vista a prevaléncia significativa, o alto custo do tratamento e
manejo do DM1 e de suas complicagfes, é de interesse a pesquisa dos mecanismos

envolvidos no desenvolvimento dessa morbidade.

Desta forma, o presente trabalho objetiva avaliar a interacdo entre os niveis
de citocinas envolvidas no processo inflamatério, o estresse oxidativo e a lesao
endotelial em pacientes com DM1 em diferentes graus de nefropatia a fim de melhor
conhecer os mecanismos fisiopatoldgicos da doenca e possibilitar ac6es futuras que

visem o melhor controle e manejo da DM1 e de suas complicacoes.
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2 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
2.1 Diabetes mellitus tipo 1

O Diabetes pode ser classificado, de acordo com a American Diabetes
Association (2015) [14], como:

1 — Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): resultante da destruicdo das células beta

pancreéticas, com consequente deficiéncia de insulina;

2 — Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): resultado de uma deficiéncia progressiva

na secrecao e/ou acao da insulina;

3 — Diabetes mellitus gestacional (DMG): diabetes diagnosticado no segundo
ou terceiro trimestre de gestacdo, nao sendo diagnosticado DM1 ou DM2 anterior a

gestacao;

4 — Tipos especificos de diabetes, por causas diversas: sindromes diabéticas
monogénicas, doencas do pancreas exocrino (exemplo: fibrose cistica), diabetes

induzida por drogas ou outros agentes quimicos, entre outros.

Atualmente, a presenca de um dos seguinte critérios propostos pela American
Diabetes Association [14] e aceitos pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) [15]
para o diagnéstico do diabetes sao:

e Sintomas de politria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de
glicemia casual acima ou igual 200 mg/dL. Compreende-se por
glicemia casual aquela realizada a qualquer hora do dia,
independentemente do horario das refeigcdes;

e Glicemia em jejum igual ou superior a 126 mg/dL;

e Glicemia de duas horas apés sobrecarga de 75g de glicose acima ou
igual a 200 mg/dL;

e Hemoglobina glicada (Hb1Ac) > 6,5%.

O DM1, forma presente em 5% a 10% dos casos de diabetes, esta associado

a destruicdo de células beta por autoimunidade, porém existem casos em que nao
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h& evidéncias de processo autoimune, sendo, portanto, referidos como forma
idiopatica de DM1. Os marcadores de autoimunidade sdo os autoanticorpos anti-
insulina, antidescarboxilase do acido glutamico (GAD-65), antitirosina-fosfatase (IA2
e IA2B) e antitransportador de zinco (Znt). O DM1 normalmente inicia-se na infancia
e, apos cinco a quinze anos do diagnostico, as complicagbes podem estar presentes,
sobretudo a ND. Um grande numero de fatores esta implicado no desenvolvimento
das alteracbes renais, tais como o controle glicémico, inimeros mediadores

humorais, o perfil genético e a liberacdo de fatores de crescimento [15; 16].

O DM1 surge através de uma interacdo entre a predisposicdo genética e
fatores ambientais. A regido do HLA (antigeno leucocitario humano) no cromossomo
6p21.3 é o mais forte determinante genético, representando cerca de 50% do risco
genético. Além desta, o estudo SDP-funded international Type 1 Diabetes Genetics
Consortium (T1DGC) também identificou mais de 50 regibes cromossémicas
adicionais que conferem risco de baixo a moderado no desenvolvimento do DM1
[17].

A incidéncia de DM1 apresenta um aumento anual global estimado em cerca
de 3%, e apesar deste aumento atingir a maioria dos paises, existe uma diferenca
geografica importante nesta ocorréncia [1]. Além disso, diversos estudos recentes
apontam para uma tendéncia mundial ao aumento da incidéncia do DM1 em
menores de 5 anos de idade, com maior destaque nos paises nordicos [18]. Em
2030, a estimativa global (Figura 1) devera aumentar para mais de 552 milhdes
(9,9% da populagcéo adulta). De acordo com a SBD [15], a DM1 possui incidéncia
aproximada de 0,5 casos novos para cada 100.000 habitantes ao ano no nosso pais
e acomete principalmente criancas, adolescentes e adultos jovens, sendo mais

prevalente entre adolescentes.

A polidipsia, polifagia, e politria (o trio classico dos sintomas associados com
o inicio da doencga), juntamente com hiperglicemia evidente, sdo sinais clinicos de
diagnostico em criancas e adolescentes, e em menor grau em adultos. Uma
necessidade imediata de reposicdo de insulina exdgena também é uma

caracteristica da doencga [1].
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Figura 1. Evolucdo do Diabetes no Mundo (2000 - 2030). Adaptado de WHO, 2010 [15; 19].

2.2 Nefropatia diabética

O padrdo ouro para o diagnostico da ND é uma bidpsia que mostra as
caracteristicas tipicas de espessamento da membrana basal glomerular, a expansao
mesangial e lesbes Kimmelstiel-Wilson. No entanto, a maioria das pessoas com ND
nao realizam a bidpsia renal, sendo que o diagndstico baseia-se nos achados

clinico-laboratoriais [20].

Numa revisao sistematica, realizada por Siviero et al., aponta que no Brasil, o
DM é a segunda doenca de base que leva a DRC e que esse resultado difere de
estudos realizados em outros paises da América, nos quais a doenca foi apontada
como o principal diagnostico de base. Apontam ainda para o fato de que a menor
proporcdo de ND observada no Brasil pode ser resultado das dificuldades de se
estabelecer o diagnéstico preciso do diabetes no pais. Ademais, embora a
prevaléncia de diabéticos em dialise venha aumentando nos ultimos anos no Brasil,
muitos dos pacientes diabéticos morrem por outras causas, antes de atingir a DRC
[21].

As alteracdes na estrutura renal causadas pelo DM sdo especificas

(espessamento da membrana basal, expansdo mesangial e lesdes de Kimmelstiel-
18



Wilson), criando um padrdo que ndo € visto em outras doencas renais. A gravidade
das lesdes parece estar relacionada a duracdo do DM, ao grau de controle
metabdlico e a fatores genéticos. Essas alteracfes estruturais progressivas levam

aos disturbios funcionais da ND [22].

Em individuos com DM1, a doenca renal se desenvolve mesmo quando o
nivel de creatinina sérica ainda esta dentro dos valores de referéncia. No entanto,
clinicamente, a doenca s6 se torna evidente pela presenca de proteinaria
significativa. Nas Ultimas décadas, a forma mais comum de se avaliar a proteina
urinaria foi por meio da utlizagdo de tiras reagentes de urina. Entretanto, tais
métodos convencionais ndo Sao sensiveis, uma vez que mostram-se positivos
apenas quando a concentracdo de albumina na urina for superior a 200 mg/L

(equivalente a cerca de 300 mg/dia) [23].

A caracterizacdo classica da ND é o aumento lento e progressivo da EUA
(excrecdo urinaria de albumina), que somente pode ser detectada precocemente
com ensaios de alta de sensibilidade. A microalbumindria, ou albumindria A;
(designacao atual pelas Diretrizes da National Kidney Foundation — 2013), é o termo
utilizado para descrever o aumento da excrecdo urinaria de albumina acima da faixa
de referéncia, porém, ndo detectada por métodos convencionais (tiras reagentes e
método de vermelho de pirogalol). A albuminuria A, aparece 5 a 10 anos apdés o
diagnoéstico do DM e sua progressdo para a albumindria Az (ou proteinuria ou
macroalbuminaria), ocorre de 10 a 15 anos, caso ndo haja correto manejo e
tratamento [24; 25].

Clinicamente, a ND é caracterizada por hipertenséo, albuminuria progressiva,
diminuicdo do RFG, e um alto risco de morbidade e mortalidade cardiovascular [26].
Pacientes com DM e proteinaria apresentam risco relativo de morte prematura até
100 vezes superior a populacdo ndo diabética. No entanto, pacientes diabéticos sem
nefropatia apresentam taxa de mortalidade apenas duas vezes superior aquela
observada em individuos nédo diabéticos [27]. As fases de progressdo da ND

encontram-se resumidas no Quadro 1.
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Quadro 1. Progresséo da nefropatia diabética

Albumina urinaria

. RFG Presséao
ase
EUA RAC (mL/min/1,73m? sanguinea
(mg/24h) (mg/g)
NormoalbuminUria Normal ou
o <30 <30 Aumento
Albumindria A; elevado
Microalbuminuria Normal ou Aumento
o 30-299 30-299
Albuminaria Ax elevado crescente

Macroalbumintria
Proteindria clinica > 300 = 300 Decréscimo Elevada
Albuminuria Az

Faléncia renal =300 =300 Reduzido Elevada

EUA: excrecao urinaria de albumina; RAC: relagdo albumina/creatinina urinaria;
RFG: ritmo de filtracdo glomerular. KDIGO, 2013.[24]; Marshall, S. M, 2014 [25].

O risco de desenvolvimento dessa complicacdo em um paciente
normoalbumindrico com duracdo de DM1 superior a 30 anos € baixo, 0 que indica
gue a exposicdo ao DM néo é suficiente para explicar o desenvolvimento da
nefropatia e sugere que as complica¢des renais ocorrem em individuos susceptiveis,

muito provavelmente por influéncia de fatores genéticos [28].

A hipertrofia renal e elevacdo do RFG sdo achados caracteristicos iniciais no
diabetes precoce e mal controlado, e podem constituir fatores de risco parciais para
o desenvolvimento da ND. Uma elevacdo na reabsorcdo tubular parece causar a
hiperfiltracdo glomerular inicial, o0 que em parte é resultado do aporte de NaCl a
macula densa do tubulo distal pela atividade de retroalimentacdo. A ativacdo do
sistema renina-angiotensina, proteina quinase-C (PKC), TGF-§ (fator de crescimento
transformante-B1), ornitina-descarboxilase e a interacdo entre a reabsorgao proximal
com o RFG desempenham papéis importantes nas alteracbes renais precoces

presentes na ND [29].
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2.3 Inflamacéo associada a nefropatia diabética

Dados recentes demonstram que ha um aumento na infiltracdo de
macréfagos e excesso de producdo de moléculas de adesédo de leucocitos em rins
de individuos diabéticos e em modelos animais experimentais de diabetes. Como
resultado, sugere-se que a inflamacédo desempenha um papel chave na patogénese
da ND. Além disso, citocinas pro-inflamatorias estdo fortemente associadas com o
risco de desenvolvimento desta complicacdo diabética [30; 31]. Um apoio adicional
para a contribuicdo da inflamagéo no diabetes vem de estudos onde estratégias de
uso de imunossupressores reduzem o acumulo de macréfagos e atenuam o
desenvolvimento da ND. No entanto, os fatores que promovem a inflamacéao renal e
a perda das vias de protecdo na fase pré-clinica da ND sédo poucos compreendidos,
mas pode-se justificar por meio das forcas de cisalhamento e estresse endotelial

relacionados com a hiperfiltracdo glomerular [32; 33].

O fato do desenvolvimento da ND ser reversivel apds transplantes
pancreaticos bem sucedidos (com consequente normoglicemia) em pacientes com
DM1 implica que a hiperglicemia seja um fator crucial para o desenvolvimento da ND
[36]. A hiperglicemia est4 associada com um aumento na proliferacdo celular
mesangial e a hipertrofia, bem como o aumento da producdo de matriz e
espessamento da membrana basal. A hiperglicemia pode também regular
positivamente a expressao de VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) em
poddcitos, resultando em um aumento da permeabilidade vascular. Em modelos
experimentais, a inflamacdo na ND é em parte um resultado da ativacdo neuro-
hormonal induzida pela hiperglicemia, que resulta em um aumento da pressao
intraglomerular, que conduz a inflamacao renal. Em estudos in vitro de células
mesangiais humanas, a hiperglicemia aumenta a expressdo do mRNA (acido
ribonucleico, tipo mensageiro) da proteina quimioatrativa de monécitos (MCP-1,
também conhecido como CCL2) e VEGF, os quais tém sido associados a apoptose
celular, hipertrofia compensatoria e hiperfiltragdo em modelos animais de diabetes
mellitus [34; 35; 36].

Em um estudo de coorte conduzido por Roy et al (2015) [38], que
acompanhou um total de 725 individuos afro-americanos com DM1 (New Jersey
study, 1993 — 1998), ap6s modelos de regresséo logistica, foi observado que os
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marcadores inflamatérios TNF-a, IL-8 e MCP-1 participam de uma via comum que
evolui & faléncia renal dos individuos estudados (RFG < 60 mL/min/1,73 m?), e que
as moléculas de adesdo (VCAM-1 e ICAM-1) podem estar relacionadas a uma

segunda via para o mesmo desfecho.

A contribuicdo do processo inflamatério na progressdo da lesdo renal em
pacientes com DM1 foi investigada em outro estudo conduzido na Joslin Diabetes
Center. Foram analisados cinco marcadores inflamatorios: IL-6, IL-8, MCP-1, IP-10
(proteina induzida por IFN-y) e MIP-1d (delta-proteina inflamatéria de macrofagos),
em amostras de urina coletadas de pacientes com DM1. As concentracdes urinarias
de linha de base de tais marcadores foram consideradas significativamente elevadas
naqueles individuos com perda gradual da funcéo renal (0,3 mL/min/1,73 m? por
ano), quando comparados com aqueles que tinham func@o renal mais estavel,
sugerindo que aqueles individuos diabéticos com no minimo dois marcadores em
niveis elevados possuem uma probabilidade cinco vezes superior de um declinio da

funcdo renal mais precoce e gradual, apés analise multivariada [39].

A progressdo da ND pode também ser promovida pela perda dos fatores de
protecdo em relacdo aos mediadores inflamatorios. Ou seja, hd um desequilibrio

entre os fatores anti-inflamatorios e pro-inflamatérios na progressao da ND [40].

As células mononucleares do sangue periférico de individuos diabéticos
expressam maiores quantidades de citocinas pro-inflamatorias e aumentam a
transcricdo de genes pré-inflamatérios regulados pelo fator de transcricdo nuclear kB
(NF-kB), mediado pelo seu principal componente protéico, a p65 intracelular. E ainda
observado que essas células expressam quantidades diminuidas do inibidor kB
(IkB)B, que é o principal inibidor de NF-kB. A supresséo da ativacdo de NF-kB por
varios agentes, tais como tiazolidinodionas, 1,25-di-hidroxivitamina D, o cilostazol e
curcumina, pode conduzir a melhoria da ND, sugerindo a importancia do NF-«kB
como um alvo terapéutico da ND [41].

O numero de imuno-mediadores anti-inflamatérios que foram investigados no
DM é consideravelmente menor do que o numero de fatores pré-inflamatérios.
Alguns dos imuno-mediadores anti-inflamatoérios tém sua importancia destacadas,

como a adiponectina (horménio derivado do tecido adiposo), 0 antagonista do
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receptor de IL-1B (IL-1ra) e moléculas da super-familia TGF-, como o TGF-f1 e o
fator de crescimento e diferenciacdo-15 (GDF-15) também conhecido como citocina
inibitéria de macréfagos (MIC-1). Um dos principais imuno-mediadores com acao
anti-inflamatéria envolvida no DM é a IL-10. Em conjunto, o TGF-B1 e a IL-10
participam no estabelecimento de tolerancia imunoldgica, limitando e eventualmente
finalizando as respostas inflamatorias. A IL-10 possui ainda acdo protetora contra

respostas imuno-mediadas por linfécitos T [42].

As vias inflamatoérias envolvidas na patogénese da ND podem ser vistas na

Figura 2
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Figura 2. Vias inflamatorias envolvidas na patogénese da ND. Adaptado de Wada, J.; Makino, H.
2013 [43].
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2.3.1 Citocinas inflamatdrias

Algumas citocinas sé@o produzidas por diversas células em resposta ao
estimulo inflamatério e recrutamento dos leucdécitos para locais de inflamacéo,
outras sdo geradas constitutivamente em varios tecidos e recrutam leucécitos
(maioritariamente linfocitos) para esses tecidos na auséncia de inflamac&o. E, entéo,
possivel fazer uma distingdo entre as citocinas cuja expressdo esta relacionada a

funcdo homeostésica e aquelas de funcéo reguladora na inflamacéo [44].

Um grande conjunto de evidéncias sugere que a patogénese do DM esta
relacionada com a presenca de um estado inflamatério de baixo grau e com a
ativacdo do sistema imune inato. Além disso, as citocinas inflamatérias séo referidas
por diversos estudos estando envolvidas no desenvolvimento de complicacdes
diabéticas microvasculares, incluindo a ND [45]. Quando avaliada concomitante com
outros marcadores de funcdo renal, a excrecdo urinaria de citocinas pode

apresentar-se relevante para descrever a inflamacéao intrarrenal na ND [43].

As células T em pacientes com DM tém naturalmente seu padréo desviado a
um padréao fenotipico pré-inflamatério (Th17), com uma producdo proeminente de
citocinas. Entretanto, as células T reguladoras (Treg) possuem um perfil de protecéo
contra a inflamagéo, reduzindo assim a resisténcia insulinica. Tal fato pode ser
constatado por Abouzeid & Sherif (2015) [46], que observando o0 aumento dos niveis
de células Thl7 e a supressdo das células Treg, detectaram um aumento da
proteindria e reducdo do RFG em pacientes com DM, sugerindo assim, que o
balanco entre os dois fenétipos celulares pode vir a ser Gtil no rastreio da
complicacéo renal desses pacientes [46].

Um dos mecanismos pelos quais as citocinas sdo capazes de promover um
processo inflamatério € por promover a infiltracdo e adesdo de leucdcitos nos
glomérulos e tubulos renais, juntamente com um significativo aumento da infiltracédo

de macroéfagos [47].

O aumento da expressao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-q, IL-1 e IL-6) na
ND foi associado com a extenséo da lesao renal, avaliada pelo aumento da EUA, e

uma reducdo da excrecdo urinaria de citocinas resultou em diminui¢cdo nos niveis de
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albumindria. No entanto, a elevacao de citocinas pré-inflamatérias no sangue pode

ser resultante do estresse oxidativo induzido pelo estado hiperglicémico [31].

23.1.1 TNF-a

O TNF-a € um agente central do sistema imunoldgico, formado por 157
aminoacidos e com um peso molecular de 17kD. O TNF-a é uma citocina
pleiotrépica produzida principalmente por macrofagos e mondcitos, também por
linfocitos T e B [48] e ainda por células renais ativadas (glomerulares, endoteliais e
tubulares) [31].

Vias da resposta inflamatéria e do estresse oxidativo sdo ativadas logo que o
TNF-a se liga aos seus receptores (TNFR) [49]. ApGs esta ligacdo, pode haver a
liberacdo deste complexo soluvel na circulacdo plasmatica. O papel destes
complexos sollveis ainda ndo € totalmente esclarecido, uma vez que existem
evidéncias de que possam atuar como reservatorios dessa citocina, prolongando
sua meia-vida, mas também podem competir com 0s receptores ainda ligados as

células, competindo para a ligacdo de novas moléculas do TNF-a [50].

Uma série de estudos tem demonstrado que niveis de TNF-a estao
aumentados no DM1 [51; 52; 53]. O TNF-a estd envolvido no processo de
autoimunidade que conduz ao dano de células B-pancreéticas e a inducdo de DM1.
Tem sido sugerido que o TNF-a pode eventualmente ser um marcador de avaliagcéo

de controle metabdlico em DML1 [54].

Quando em niveis elevados, o TNF-a induz a liberacdo de outros fatores,
como: citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e proteinas de fase aguda.
Como uma citocina pleitrépica, exerce seus efeitos multiplos que podem contribuir
para o desenvolvimento da ND através de varios mecanismos, incluindo a redugéo
do fluxo sanguineo glomerular e filtracdo glomerular e vasoconstricdo induzida pelo
aumento na producgéo de endotelina-1. O TNF-a contribui para a retencao de sédio e
hipertrofia renal. O aumento na producédo de TNF-a também esta relacionado com a
elevacdo do estado de estresse oxidativo local, através da ativagdo do NADPH em
células mesangiais [30; 31].
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Elmarakby & Sullivan (2012) [55] destacaram diversos estudos que
corroboram com a forte correlagdo entre os niveis de TNF-a e a presenga de ND,
por meio da relacdo com a EUA. Além disso, os autores destacam também que o
aumento nos niveis de TNF-a renal e sua excrecdo precedem o aumento da
albumindria no diabetes. Os niveis de TNF-a urinario estdo também elevados em
pacientes com DM2 e os niveis de TNF-a aumentam a medida que progride a ND,
sugerindo que o aumento dos niveis de TNF-a contribuem para o desenvolvimento

de lesdo renal.

Em um estudo conduzido por Niewczas et al. (2009) [51], que incluia
pacientes com DM1, sendo 363 com normoalbumindria e 304 com microalbumindria,
foi possivel constatar que elevadas concentracdes séricas de TNF-a estiveram
fortemente associadas com a diminuicdo da fungcao renal em pacientes com DM1 e
que ainda nao estavam com EUA = 300 mg/g.

Outros estudos transversais no DM1 relataram que as concentracdes séricas
de marcadores relacionados ao TNF-a (citocina e seus receptores) estiveram
elevados em comparacdo com individuos saudaveis e que as maiores

concentracfes desses marcadores foram associadas com aumento da EUA [56; 57].

O TNF-a tem sido ainda associado na patogénese da disfuncdo endotelial,
uma vez demonstrado ser responsavel pelo aumento da adesao de leucdcitos ao
endotélio, ativacdo das vias inflamatérias NF-kB—dependentes, inducdo das
moléculas VCAM-1 e endotelina-1, e inducdo, no musculo liso, da expressédo de
metaloproteinases da matriz, que contribuem na supressao da sintase do 6xido
nitrico (NOS) [41].

Finalmente, o TNF-a parece ter uma acdo apoptética direta e um efeito
citotéxico tanto em células glomerulares [58] quanto em células tubulares [59]. Seu
efeito apoptético sobre as células do glomérulo pode ocasionar um distlrbio ou
lesdo nas juncgdes intercelulares da barreira de filtracdo glomerular, que pode ter a
sua permeabilidade aumentada, resultando assim no desenvolvimento de proteinuria
[60].
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2.3.1.2 IL-6

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina imunorreguladora, uma glicoproteina de
baixo peso molecular, que quando secretada, ativa as células por meio de um
complexo heterodimérico de sinalizagao celular, constituido do a-receptor préprio da
IL-6 (IL-6R) e uma subunidade B glicoproteica (glicoproteina 130 — gp130) de
transducédo de sinal, que € compartilhada com outras citocinas. O IL-6R existe tanto
em forma soluvel quanto ligado a membranas (expresso principalmente em

hepatdécitos, megacariocitos e varias subpopulacdes de leucécitos) [61].

A IL-6 exerce varios efeitos estimuladores sobre o crescimento celular e
inflamacé&o, sendo envolvida na iniciagdo e na manutencdo da resposta inflamatéria
de fase aguda, na regulacdo imunologica e em eventos ndo imunes em diversos
tipos de células e tecidos fora do sistema imune. Afeta também a homeostase do
metabolismo da glicose e do seu metabolismo, direta e indiretamente pela agcdo em
células do musculo esquelético, adipdcitos, hepatdcitos, células B pancreaticas e

células neuroendocrinas [62; 63; 64].

O mRNA da IL 6 (IL-6/mRNA) foi demonstrado pela primeira vez nos
glomérulos e no intersticio renal em amostras de biopsia derivadas de pacientes
com ND, e foi ainda demonstrada sua elevagao tanto no soro quanto na urina de
pacientes com DM1 e ND [65].

Navarro-Gonzalez et. al. (2011) [31] reportaram em seu estudo uma super-
expressao de IL-6 nos rins de ratos diabéticos. Nesse estudo, o0 aumento dos niveis
de IL-6/mRNA no cértex renal foram diretamente associados ao aumento do volume
renal. Tal mudanca tem ocorréncia precoce na evolucao da ND e é um indice de
hipertrofia renal. Da mesma forma, a super-expressao de IL-6 também esta

relacionada com o aumento das taxas de EUA [66].

Fawaz et al. (2006) [67] avaliaram dois marcadores inflamatorios (PCR-us —
proteina C reativa, ultra-sensivel — e IL-6) no soro de pacientes com DM1 (dois anos
apos o inicio da doenca) e, comparando-os com individuos sem DM, demonstraram
gue seus niveis foram significativamente mais elevados. Foram ainda observados

niveis maiores de IL-6 em pacientes com diabetes descompensada em comparacao
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com aqueles sobre controle glicémico. Foi sugerido que tal elevacéo poderia estar

relacionada com a ativacdo de macrofagos e aumento do estresse oxidativo.

Estima-se que 15 a 30% nos niveis circulantes de IL-6 sdo provenientes da
sua produc¢do no tecido adiposo, na auséncia de um processo inflamatério agudo.
Entretanto, no tecido adiposo, a maior propor¢cdo de IL-6 ndo é produzida por
adipécitos maduros, mas sim por células do estroma (incluindo: pré-adipdcitos,
células endoteliais e mondcitos/macrofagos) [68]. Um dos principais efeitos da IL-6 é
a inducdo da producgdo hepética de PCR (proteina C reativa), importante marcador
do risco de complica¢des cardiovasculares. Existe entdo uma forte correlacéo entre
as concentracfes de IL-6 no tecido adiposo e 0s niveis circulantes dessa citocina e
de PCR [69].

Niveis urinarios de citocinas também foram associados com maior nivel de
proteintria no DM2 [70]. Enquanto no DM1, Wolkow et al. (2008) [71], mensurando
niveis urinarios de citocinas em individuos com DM1 com normalbumindria,
encontraram niveis mais elevados de IL-6, IL-8 e MCP-1 e associados com o

declinio da sua fungéo renal.

2.3.1.3 IL-10

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina imunorreguladora produzida por
células Th2, células T reguladoras, células B, mondcitos e macréfagos. E uma
citocina com ac¢bes anti-inflamatérias, com potencial capacidade para inibir a sintese
de outras citocinas, tais como IL-6, IL-1b, IL-1a e TNF-a, produzidas por macréfagos

ativados, e de interferon-gama (IFN-y) produzido por células T [72; 73].

A IL-10 humana liga-se como um simétrico e duplo homodimero a um
complexo tetramérico funcional de dois receptores, que consiste de duas cadeias A
(ou —R1), que se ligam a IL-10, e de duas cadeias B (ou —R2) que iniciam os eventos
de transdugédo de sinal induzidos pela IL-10. A cadeia B € um membro da familia de

receptores de interleucina classe Il, que sao codificados pelo cromossomo 21 [74].

A IL-10 desempenha um papel importante na fisiologia renal normal, bem
como durante a lesé@o renal aguda e na progressao da insuficiéncia renal crbnica e
sua principal fonte local encontra-se nas células mesangiais [75]. O grau de
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proteindria se correlaciona com a progresséo da glomerulosclerose e fibrose tubulo-
intersticial (alteragBes patoldgicas que conduzem a doenca renal e falha renal em
fase terminal), sendo que a IL-10 é capaz de promover a deposicdo de complexos
imunes mesangiais, contribuindo assim para a progressado da lesdo glomerular [76;
77; 78]. O papel da IL-10 na progressdo da ND encontra-se esquematizado na
Figura 3.
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Figura 3. IL-10: Fluxograma da progresséo da faléncia renal. Adaptado de Sinuani (2013) [75].
EMT: transicdo epitélio-mesenquimal; Cys-C: cistatina C.

Mysliwska et al. (2005) [78] encontraram concentragcdo elevada de IL-10
circulante em pacientes diabéticos com ND, em comparacdo com pacientes
diabéticos sem ND. Enquanto Wong et al. (2007) [79] observaram que as
concentracdes plasmaticas de IL-10 exibiram correlacdo positiva significativa com a
relacdo albumina/creatinina urinaria em pacientes com ND. Ainda, foi observado que

alteracdes em niveis de IL-10 correlacionaram-se com a extensédo do dano renal em
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pacientes com ND. Tais dados indicam que a IL-10 pode contribuir para a
patogénese da ND [45].

A producdo aumentada de IL-10 € capaz de prever a albuminuria e esta
correlacionada com a gravidade da ND e sua inibicdo in vivo em ratos com
glomerulonefrite induzida diminui grandemente a expanséo das células mesangiais e
consequentemente a EUA, incluindo uma redugdo da deposicdo de complexos
imunes nos glomérulos, a prevencao da hipercelularidade glomerular e expanséo

mesangial, com diminui¢cdo da proteindria [75].
2.4 Lesao endotelial no diabetes e trombomodulina

Varias anormalidades do endotélio tém sido descritas no DM, incluindo
aumento na proliferacdo celular, alteracbes na forma das células em area de
ateroma e disturbios no ‘turnover’ das células endoteliais. Observa-se também
aumento dos niveis circulantes de fator de Von Willebrand (VWF) e trombomodulina
(TM) nos pacientes diabéticos com microalbuminaria, refletindo uma lesdo endotelial.
Nesses pacientes, o endotélio mostra também reducéo da resposta de relaxamento
ao oxido nitrico (NO). Por fim, a microalbumindria pode ser o resultado de uma

injuria endotelial generalizada [80; 81]

Vérios fragmentos sollveis de TM podem ser detectados em amostras de
soro, plasma e urina, além da forma ligada a membrana. Esses fragmentos sao
derivados a partir de membranas de células endoteliais lesionadas, bem como da

clivagem proteolitica de TM ligada a membrana [82].

A TM é um receptor para trombina presente na superficie luminal do endotélio
em artérias, veias, capilares e vasos linfaticos. Consiste em uma molécula
transmembrana glicosilada, com 557 aminoacidos e com cinco dominios estruturais
bem definidos: um grupo amino-(NH,) terminal globular que ocupa praticamente
quase toda porcdo extracelular da molécula; um dominio composto por seis
estruturas consecutivas homologas ao EGF(fator de crescimento epidérmico); um
dominio rico em residuos de serina e treonina; um dominio transmembranar
contendo 23 aminoacidos e finalmente o dominio citoplasmatico, carboxi-terminal e
gue possui sitios para fosforilacdo essenciais para o processo de endocitose. Uma

vez que a trombina liga-se a TM na superficie da célula, forma-se um complexo que
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é transferido para o interior da célula, em que a trombina é entdo degradada, e a TM
internalizada € reciclada e retorna para a superficie da membrana [81; 83; 84].

No rim, a proteina C é ativada pela ligacdo da trombina a TM sobre a
superficie da célula endotelial glomerular. A TM forma um complexo de elevada
afinidade com a trombina que catalisa a conversao da proteina C para a sua forma
ativa, a qual apresenta potente acdo anticoagulante, pro-fibrinolitica, anti-inflamatoria
e citoprotetora. Na ND, a producdo de proteina C ativada no glomérulo € alterada,
em parte por causa da hiperglicemia induzida por repressao da expressdo de
trombomodulina. A diminuicdo da atividade funcional da proteina C ativada afeta a
permeabilidade da parede capilar glomerular e intensifica a apoptose de células
endoteliais e poddcitos glomerulares. A participacdo da TM pode ser, portanto,
relevante para a fisiopatologia da ND [85].

2.5 Estresse oxidativo

O termo ‘estresse oxidativo’ tem sido utilizado para definir um estado em que
as espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
alcancam niveis excessivos, seja por excesso de producdo ou de eliminagédo
insuficiente. Sendo moléculas altamente reativas, ROS e RNS em excesso podem
ocasionar dano as proteinas, lipidios e ao DNA. Niveis aumentados de ROS sao
convertidos pela maquinaria celular antioxidante em outros produtos oxidantes,
como peréxido de hidrogénio (H.O;) e peroxinitrito. Essas moléculas propagam o
dano oxidativo a todos os compartimentos celulares, levando a oxidagéo lipidica e
de proteinas [86]. Os danos causados pelo estresse oxidativo podem levar ainda a

morte celular, diabetes, cancer e ao envelhecimento do organismo [87].

Mecanismos bioquimicos tém sido propostos para explicar que as
anormalidades estruturais e funcionais, associadas com a exposicao prolongada dos
tecidos vasculares a hiperglicemia, estejam ligadas a capacidade antioxidante
endogena prejudicada nos individuos diabéticos, dificultando a remoc¢ao dos radicais
livres [88].
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A hiperglicemia e alta quebra de triglicérides, com liberagéo de acidos graxos,
estdo entre as causas e condi¢cdes para o desenvolvimento do estresse oxidativo.
Dessa forma, ndo € de se surpreender que os individuos diabéticos tendem a ter um
ambiente celular oxidativo em maior frequéncia se comparados com individuos
saudaveis, e consequentemente, uma producdo aumentada de ROS [89]. Além
disso, entre os diabéticos, ha uma diminuicdo das defesas antioxidantes, ou seja,
niveis de enzimas antioxidantes encontram-se afetadas pela fisiopatologia da

doenca, aumentando ainda mais o status pro-oxidativo [90].

O néfron produz grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS)
que sdo neutralizados por enzimas antioxidantes enddgenas e sistemas de
eliminacao de radicais livres. Nos rins, similar ao que ocorre em outros tecidos, as
ROS induzem diversos efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo lipidica da
membrana celular, a oxidacdo de proteinas, vasoconstricdo renal e danos ao DNA.
O estresse oxidativo é parte integrante de todos os cinco mecanismos para explicar
como ocorre o dano tecidual renal induzido pela hiperglicemia [91]. Como se segue

esquematizado a seguir também na Figura 4;

1) Formacéao de produtos finais de glicacdo avancada (AGE’s);

2) A ativacdo da proteina quinase C (PKC), que conduz a um aumento da
secrecdo de prostanoides vasodilatadores, que contribuem para a
hiperfiltracdo glomerular;

3) Aceleracdo da via da aldose-redutase, resultando no acumulo de sorbitol e
metabalitos (ativacdo da via do sorbitol);

4) Ativagao de citocinas proé-inflamatorias, especialmente IL-1, IL-6, IL-18, TNF-a
e TGF-B1;

5) Reducao das defesas antioxidantes do plasma.
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Figura 4. Dano celular induzido pela hiperglicemia. Adaptado de Reis, et al. 2008 [88]. ROS: espécies
reativas de oxigénio; PARP: poli ADP-ribose polimerase; GADPH: gliceralderido-3-fosfato desidrogenase;
AGEs: produtos avancados de glicacdo ndo-enzimatica; PKC: proteina quinase C; NFkB: fator de
transcri¢do nuclear kB

Uma evidéncia do estado oxidativo em diabéticos é geralmente demonstrada
pelo aumento dos niveis plasmaticos de marcadores de estresse oxidativo ou uma

diminuicao dos niveis antioxidantes do plasma [92].

251 MTT

O ensaio de metabolizacdo dos sais de tetrazdlio (MTT) [-(3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)], reacdo usada na medida de viabilidade e
proliferacéo celular, tem sido utilizado na avaliacdo do status antioxidante e baseia-
se na reducao do MTT através da succinato desidrogenase mitocondrial (SHD), que
age como doadora de elétrons na reducdo do MTT. Esta reducdo, descrita
inicialmente como um fendmeno intracelular, envolve NADH2 e FADH2 e é
primariamente uma medida da taxa de producdo de NADH na hiperglicemia,

resultando na formacéo de cristais de formazan, um produto insoltvel [93].

O composto colorimétrico formazan é formado por meio da reacao dos fatores
antioxidantes do plasma (tais como ascorbato, a-tocoferol, urato, vitamina E,
albumina e o grupo sufidril das proteinas) [94] e a concentragcdo deste produto final

pode ser detectada em um espectrofotbmetro.
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Num estudo realizado por Reis (2006) [93], ndo foi observada diferenca
significativa na capacidade de reducao direta do MTT pelo plasma entre DM1 e néo-
diabéticos, caracterizando a manutencdo do poder antioxidante do plasma neste
grupo. Além disso, nenhuma correlacdo entre controle glicémico e lipidico e os
parametros avaliados foi encontrada. No entanto, Medina et al. (2007) [94]
realizaram o ensaio do MTT em amostras de plasma de individuos saudaveis e com
DM2 e observaram que estes Ultimos possuiam significativamente menor

capacidade antioxidante.

2.5.2 TBARS

As espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sdo comumente
medidas como um marcador indireto de estresse oxidativo. Sao formadas a partir de
produtos de degradacdo durante a oxidacdo de acidos graxos insaturados
(peroxidacdo lipidica), por ataque de ROS. Niveis de TBARS estdo aumentados em
pacientes diabéticos, que apresentam um estresse oxidativo aumentado, e seu
aumento é paralelo a diminuicdo da atividade enzimatica da superoxido dismutase
(SOD), bem como a diminuicédo as concentragcfes da glutationa reduzida (GSH) e de
a-tocoferol [95].

Um estudo demonstrou que niveis de TBARS foram elevados tanto em
individuos com DM1 quanto DM2 [92]. Foi ainda demonstrado, por Seghrouchni et al.
(2002) [95], niveis de TBARS significativamente mais elevados em individuos com
DM2 em uso ou nédo de insulina, comparado com pacientes com DM1 e ainda com
individuos controle. Um aumento proeminente dos niveis renais de TBARS foi
também observado nos animais nao-tratados versus animais tratados com agua
mineral sulfurada, em um estudo conduzido por Safar & Abdelsalam (2014) [96], que
objetivava avaliar o efeito de compostos doadores de H,S na atenuacédo da ND em

ratos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar a associacao entre o processo inflamatério, o estresse oxidativo e
a lesdo endotelial em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 com
diferentes graus de nefropatia;

3.2 Objetivos Especificos:

Caracterizar a populacdo (pacientes com DM1) em estudo segundo

variaveis demogréficas e clinicas;

Quantificar as citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a em amostras de urina e

plasma,;

Determinar niveis plasmaticos de trombomodulina e sua associacdo com o

processo inflamatorio;

Determinar niveis plasmaticos de TBARS e MTT e sua associagdo com 0

processo inflamatorio;

Comparar a razdo plasma/urina da concentracdo de citocinas nos

diferentes grupos.

Comparar os niveis dos marcadores sanguineos e renais com um grupo

controle sem DM;

Comparar os niveis destes marcadores nos grupos de pacientes com DM1

nos diferentes graus de nefropatia.
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4 CAPITULO 1

Artigo submetido intitulado: CYTOKINES PROFILE AND ITS CORRELATION WITH
ENDOTHELIAL DAMAGE AND OXIDATIVE STRESS IN PATIENTS WITH TYPE 1

DIABETES MELLITUS AND NEPHROPATHY
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Abstract

Aim: The aim of the present study was to investigate the correlation between the presence
of albuminuria and markers of inflammation, endothelial damage and oxidative stress in
patients with type 1 diabetes mellitus (DM1). Methods: The sample was composed by 35
healthy individuals, 93 DM1 patients with normo and microalbuminuria (< 300 mg of
albumin/g of creatinine) and 32 DM1 patients with macroalbuminuria (= 300 mg of
albumin/g of creatinine). Plasma and urinary cytokines (TNF-a, IL-6 and IL-10) and
thrombomodulin levels were determined by ELISA. Oxidative status was evaluated using
the TBARS and MTT assays. Results: Diabetic patients were characterized by elevated
levels of urinary cytokines TNF-a, IL-6 and IL-10. Those with macroalbuminuria presented
significantly higher TNF-a and IL-10 urinary levels when compared to other groups.
Urinary and plasmatic levels of TNF-a was positively correlated to plasma levels of cystatin
C, creatinine, urea and albuminuria, whilst was negatively correlated with estimated
glomerular filtration rate (eGFR). Urinary IL-10 levels proved positive correlation with
fasting glucose, Hbl1lAc, thrombomodulin and TBARS, while IL-6 plasma levels were
positively correlated with HbAlc and albuminuria. Only urinary TNF-a levels were
associated with the presence and severity of macroalbuminuria, after logistic regression
analysis. Conclusion: This finding suggests that measurement of urinary TNF-a level may

be helpful to evaluate progression to nephropaty in DM1 patients.

Keywords: Type 1 diabetes mellitus; albuminuria; cytokines; oxidative stress;

endothelial damage
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1. Introduction

Diabetic nephropathy (DN) is the main cause of kidney disease and affects about
40% of Type 1 and Type 2 diabetic patients. DN presents a clinical diagnosis based on the
finding of proteinuria or microalbuminuria. The diabetes mellitus is an independent risk
factor for the Chronic Kidney Disease (CKD) development and glomerular filtration rate
(GRF) decrease, contributing for cardiovascular morbidity and mortality [1; 2].

DN is morphologically characterized by progressive thickening of glomerular
basement membrane, accumulation of extracellular matrix proteins (collagen, fibronectin
and laminins) in the glomerular mesangium and tubulointerstitial disease, which negatively
correlates with glomerular filtration function [3].

Experimental and clinical evidences suggest that inflammation plays a role in the
pathogenesis of DN, in addition to hemodynamic and metabolic changes [4]. Inflammation
may contributes to the early risk of progression to microalbuminuria and evident
nephropathy, even when urinary albumin excretion is within normal limits. Factors that
promote renal inflammation and the loss of protective pathways in the preclinical phase of
DN are poorly understood, but may include endothelial shear-stress associated to
glomerular hyperfiltration [5]. Many studies showed an increase in macrophage infiltration
and overproduction of leukocyte adhesion molecules in kidney from diabetic individuals as
well as in experimental animal models of diabetes mellitus [6; 7]. In addition, long-term
low-grade inflammation may be associated to the onset of several disturbances including
insulin resistance, hyperglycemia, oxidative stress and endothelial dysfunction, which
secondary play a critical role in perpetuating renal damage and progression [8].

Whereas inflammation, oxidative stress and endothelial damage are strongly

associated with the risk of development of diabetic complications, a huge number of
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plasma and urine biomarkers have been investigated for early diagnosis of DN
progression. In this context, the aim of this study was to evaluate the association between
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6 and IL-10) and markers of endothelial dysfunction
(thrombomodulin) and oxidative stress (TABARS and MTT) in the development of DN.
This study can contribute to expanding the understanding about the mechanisms
associated to DN progression and potential laboratorial tools for prognosis and monitoring

purposes.

2. Material and Methods

2.1 Subjects

A total of 125 individuals with Type 1 diabetes mellitus (DM1) (45 men, 80 women;
aged 18 to 60 years old), consecutively selected in an outpatient diabetic clinic, were
included in this study. After investigating the exclusion criteria, each patient was classified
according to normo and microalbuminuria (n=93, group 1A) or macroalbuminuria (n=32,
group 2A). The control was composed by 35 subjects (12 men, 23 women; aged 18 to 60
years), without diabetes mellitus, renal disease and hypertension.

The diagnosis of diabetes was performed according to the criteria of American
Diabetes Association (ADA) [9; 10]. Normo and microalbuminuria was defined as < 300
mg of albumin/g of creatinine and macroalbuminuria as = 300 mg of albumin/g of
creatinine. The presence of microalbuminuria or macroalbuminuria was confirmed in two
out of three occasions, over a period between three and six months.

Data and samples were collected from patients assisted by the Endocrinology Clinic
of the University Hospital (Federal University of Minas Gerais) and Santa Casa of Belo

Horizonte, in the period from November/2011 to September/2012. The individuals had
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their medical records analyzed for information such as the use of medications,
comorbidities and complications of diabetes. Individuals (case and control group) with liver
disease, alcoholics, coagulation disorder, cancer, infectious or inflammatory process in
development, hemodialysis, renal transplantation history or pregnancy were excluded from
this study. Individuals that presented C-Reactive Protein (CRP) > 10 mg/dL were also

excluded in order to avoid asymptomatic inflammatory process.

2.2 Ethics

This study was approved by Ethics Committee at Federal University of Minas Gerais
and Santa Casa of Belo Horizonte. Informed consent was obtained in all cases. The
protocol was in accordance with the Declaration of Helsinki and the Convention on Human
Rights and Biomedicine from the Council of Europe. The research protocol did not

interfere with the medical recommendation.

2.3 Biochemical determinations

Blood samples were drawn before breakfast after 8-12 h overnight fasting. Samples
were collected in sterile tubes, centrifuged at 3000 g. for 15 min at 4°C, and stored at -

80°C until assayed.

Fasting glucose, serum creatinine (Cr) and urea were determined by enzymatic
method; serum albumin was assessed by a colorimetric method and glycated hemoglobin
(HbAlc) was determined by immunoturbidimetry using Johnson & Johnson kits - dry
chemistry techniques (Ortho Clinical Diagnostics®) and analytical equipment VITROS
4600. Cystatin C was measured in plasma, collected in sodium citrate samples, by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using the kit Human Cistatin C

(Biovendor®). The estimated glomerular filtration rate (eGRF) was calculated using the
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abbreviated Modification of Diet in Renal Disease formula [eGFR-MDRDa: 186 x plasma

creatinine (mg/dL)™""** x age (years)®?**x 0.742 (if female) x 1.212 (if black)] [11].

First-morning urine samples (at least 4 hours retention) were collected under sterile
conditions and 10 mL of urine were centrifuged at 3000 g. for 10 min. The supernatant was
stored at -80°C until assay. The same specimen was used for urinary albumin excretion
(UAE) determination. Urinary albumin was corrected by urine creatinine. Urinary albumin
was evaluated by immunoturbidimetry and urinary creatinine was determined by enzymatic
method, using Johnson & Johnson kits - dry chemistry technology (Ortho Clinical

Diagnostics®) and analytical equipment VITROS 4600.

2.4 Cytokines and thrombomodulin determinations

For determination of cytokines and thrombomodulin levels, plasma was collected

using sodium citrate as anticoagulant and stored at -80°C until assayed.

Thrombomodulin, which is used as a marker of endothelial damage, was measured
by sandwich ELISA method (IMUBIND®, Seikisui Diagnostics). The plasma concentration
of TNF-a was determined by a high sensitivity quantitative sandwich enzyme
immunoassay (R&D Systems®). The IL-6 levels were measured using a high sensitivity
guantitative sandwich enzyme immunoassay (R&D Systems®). For determination of
plasma and urinary IL-10 concentrations and urinary levels of TNF-a, we used a solid

phase sandwich ELISA (R&D systems®).

Urinary levels of cytokines (TNF-a, IL-6 and IL-10) were corrected by urinary Cr

concentration and expressed as TNF-a/Cr (pg/g), IL-6/Cr (pg/g), IL-10/Cr (pg/g),
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respectively. The ratio between the plasma and urinary levels for each cytokine was also

calculated.

2.5 Oxidative stress determination

Lipid peroxidation was evaluated through plasma thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) concentration. Lipid peroxidation creates secondary products such as
alkanes, aldehydes and isoprostanes that can be used to evaluate the oxidative status of
biological materials [12]. The TBARS quantification was performed according to Duarte et
al. [13] modified: 100 uL of plasma were added to 100 pL of ice cold solution of TBA 1%
(TBA 1%, NaOH 0.05 mol/L and 0.2mmol/L butylated hydroxytoluene -BHT) and 100 pL of
phosphoric acid (H3PO,) concentrate. The solution were incubated in bath-dried for 25
minutes at 98 °C and then put in the freezer for 10 minutes. Thereafter, 375 pL of butanol
were added, which were vortexed for 10 seconds and centrifuged for 5 minutes at 2000 g.
The absorbance of the supernatant was measured in a spectrophotometer at 532 nm and

600 nm.

The antioxidant capacity of the plasma was determined with the 3-(4,5-dimethylthiazol-
2yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) quantification, according to described by Medina et al.
[14] modified. A solution containing 100 pL of plasma, 50 pL of PBS, and 12.5 uL of MTT
solution were incubated at 37 °C for 60 minutes and protected from light. Then, 750 pL of
a solution of isopropanol acid (0,04 M; HCI) were added and vortexed for 30 seconds.
Subsequently, the tubes were centrifuged at 3000 g for 10 minutes. The absorbance of the

supernatant was measured at 570 nm.
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2.6 Statistical analysis

Analyses were performed with SPSS package (version 13.0 for Windows; Chicago,
lllinois, USA). Data were expressed as mean £ SD or median (interquartile range) as
appropriate. The normality of the quantitative variables was assessed by the Shapiro-Wilk
test. Student’s t-test and ANOVA or the Mann-Whitney and Kruskal-Wallis (followed by
Bonferroni Test) determined the differences between two and three groups in parametric
and non-parametric variables, respectively. Differences in frequencies were evaluated with
Chi-Square test. Correlations between plasma and/or urinary cytokines and other
parameters were performed using Spearman’s Correlation test. A forward stepwise
multivariate logistic regression analysis was applied to identify the independent predictors
of macroalbuminuria among the variables with a p-value <0.2 in the univariate analysis.
Hosmer-Lemeshow Test was applied to evaluate the adequacy of the multivariate model.

Level of statistical significance was considered as P value <0.05.

3. Results

Clinical and laboratory characteristics are described in Table 1. Gender, age and
body mass index (BMI) were not different between the groups after Bonferroni Test
correction, but retinopathy and hypertension were more prevalent on group 1A, while

dyslipidemia was less frequent in control group.

There were no significant differences between the groups 1A/2A regarding to
glycemic control (fasting glucose and HbAlc), but these markers were higher than the
values presented by the control group. Duration of diabetes did not differentiated the 1A

and 2A groups.
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As expected, patients in the group 2A had higher levels of albuminuria, creatinine,
urea, cystatin C and lower eGFR when compared to the control and 1A groups, whereas
the 1A group presented higher levels of urea and albuminuria when compared to control
group.

When compared to 1A group, individuals with diabetes and macroalbuminuria
presented significantly higher TNF-a and IL-10 urinary levels, as well as smaller IL-10 ratio
plasma/urine. The grupo 2A showed elevated TNF-a plasma and urinary levels, IL-6 and
IL-10 urinary levels, besides smaller plasma/urine ratio of IL-6 and IL-10, when compared
with the control group. No difference between 1A group and control group was observed
(Table 2).

Regarding the thrombomodulin, no difference was observed when compared the
three groups, although a tendency to higher levels in 2A group was observed when
compared with 1A and control groups. Similarly, TBARS levels did not differentiated
among the three groups. However, the antioxidant capacity, measured through MTT levels,
was higher in both groups with diabetes than in the control group (Table 3).

In the group with diabetes, urinary TNF-a levels was positively correlated to plasma
levels of cystatin C, creatinine, urea and albuminuria, whilst was negatively correlated with
eGFR. Similar correlations were found for plasma TNF-a levels to cystatin C, urea and
albuminuria. IL-6 plasma levels were positively correlated with HbAlc and albuminuria.
Finally, urinary IL-10 levels proved positive correlation with Hb1Ac, fasting glucose,
thrombomodulin and negative with TBARS (Figure 1). No other significant correlation was
observed between the cytokines levels and laboratorial parameters.

The logistic regression analysis showed that the only variable independently

associated to macroalbuminuria in patients with diabetes was the urinary TNF-a levels,
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which showed an Odds Ratio of 8.96 (Cl - 2.19 — 36.68) and p= 0.002 (Hosmer &
Lemeshow test = 0.657).

4. Discussion

While the mechanism responsible for the development of kidney injury is not
completely understood, inflammation is critical in the development of early injury in
preclinical DN [15]. Therefore, the evaluation of plasma and urine markers of inflammation
that could predict the progression to macroalbuminuria in patients with diabetes is a focus

in many studies.

Here, increased TNF-a and IL-10 urinary levels, as well as IL-10 ratio plasma/urine
were observed with the worsening of the nephropathy (UAE = 300 mg / g Cr), since higher
values were observed for the 2A group, when compared to 1A. The TNF-a plasma levels
were also higher in the 2A group, nevertheless, the significance was lost when the
Bonferroni correction was applied. These results suggest that these mediators may offer
potential for diagnosis of macroalbuminuria in diabetic patients. No significant difference in
cytokine levels were observed between diabetics with normo or microalbuminuria and the
control group, suggestting that these biomarkers are not adequate to predict nephropathy,
in early stages.

These data are in agreement with Lampropolou et al. [16] and Ruotsalainen et al.
[17]. In a previous study [18], we have also shown that inflammatory status is associated
with nephropathy in DM1, since higher plasma levels of INF-y, TNF-a, IL6, IL-10 in
patients with diabetes and CKD (albuminuria = 30 mg/g and/or GFR < 60 mL/min/1.73m?)
were observed when compared to those without CKD. Interestingly, we suggested that,

although IL-10 has been considered an anti-inflammatory cytokine, its increase could be
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associated to a compensatory mechanism, in consequence of pro-inflammatory cytokines
levels increase.

Urinary TNF-a was a distinguishing factor associated with macroalbuminuria in
patients with diabetes. This result can be strengthened by those found by Kalantarinia, et
al. [19] in an experimental animal model. Three days after of diabetes induction in mice
promoted a significant increase in urinary and interstitial (renal) levels of TNF-a, which
correlated with the increase in UAE. Similar results were reported by DiPetrillo, et al. [20],
who found that TNF-a urinary levels were still significantly higher than the interstitial levels,
suggesting that there are other sections of the kidneys responsible for TNF-a production,
especially in the renal cortex. In a logistic regression analyzes, Ng et al. [21] found that
the score of TNF-a system (plasma TNF-a and soluble forms of cellular receptors;
SsTNFR1 and sTNFR2) was independently associated with UAE. Likewise, Lampropoulou
et al. [16] observed that urinary levels of TNF-a were the only independent contributor to
UAE, despite of other factors had been included in the multivariate analysis: age, duration
of diabetes, BMI, history of cardiovascular disease, presence of retinopathy, hypertension,
and HbAlc levels.

The main mechanism proposed indicates that high glucose and advanced glycation
end products (AGESs) induce expression of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1),
colony-stimulating factor-1 (CSF-1) and cell adhesion molecules (ICAM-1 and VCAM-1) in
many renal cellular compartments, which enhance recruitment and maturation of
monocytes/macrophages in the kidney under high-glucose environment. AGEs are also
involved on polarization towards a proinflammatory M1 phenotype and release
considerable amounts of proinflammatory factors, as TNF-a, which consequentially
stimulate production of reactive oxygen species (ROS), leading to subclinical chronic

inflammation, glomerular and tubular damage, preceding the albuminuria [22; 23; 24; 25;
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26]. This increased local production of TNF-a could result in urinary release, which confirm
our data. The importance of this cytokine in the progression of DN was also demonstrated
experimentally by Awad et al. [27], who showed that TNF-a-neutralizing antibody prevents
kidney hypertrophy, albuminuria and preserves kidney function in a murine model of DM1.
Furthermore, we observed a correlation between TNF-a and the markers currently used in
the DN evaluation, suggesting that the use of all these markers together could enhance
the sensibility of laboratorial diagnosis of DN progression.

IL-10 is an anti-inflammatory cytokine produced by macrophages and lymphocytes.
In human studies, it has been shown that there is a greater incidence of insulin resistance
in subjects with reduced serum levels of IL-10 [28; 29; 30; 31]. Curiously, we observed a
huge increase of IL-10 in patients with macroalbuminuria only in urinary samples. This
finding indicates a renal production of this cytokine and that IL-10 could be a counter-
regulatory inflammation marker, acting in order to reduce the inflammatory process
observed in the DN. In agreement with our results, Wong et al. [32] showed that IL-10
plasma levels showed a significant positive correlation with the UAE in patients with DN,
and Mys’liwska et al. [33] found strong evidence that IL-10 may influence the degree of
albuminuria.

Moreover, urinary IL-10 levels were correlated (Figure 1) with fasting glucose,
HbAlc, TBARS and thrombomodulin. Evidence has indicated that high-glucose conditions
can modulate thrombomodulin expression in human aortic endothelial cells and mouse
glomerular capillaries, as well as oxidative stress [34; 35]. These studies support our
findings, in which we demonstrated a positive correlation between urinary levels of IL-10
with glycemic control markers, suggesting that inefficient glycemic control may induce an

increase in urinary production of IL-10, endothelial injury and lipid peroxidation.
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Although only urinary IL-6 levels were elevated in 2A group when compared to
controls, plasmatic levels were positively correlated with HbAlc and albuminuria. IL-6 is a
sensitive physiological marker of subclinical systemic inflammation, which is associated
with insulin resistance, metabolic syndrome, hyperglycemia and diabetes [36]. Navarro-
Gonzalez et al. [37] reported on their study an IL-6 over-expression in the kidneys of
diabetic rats directly associated with increased kidney size. Likewise, IL-6 overexpression
was associated with increased UAE [38]. It is plausible that IL-6 affects extracellular matrix
dynamics at the mensangial cell and podocyte levels, contributing to mesangial expansion
and glomerular basement membranes [39].

Several studies have demonstrated that plasma levels of thrombomodulin [40; 41]
are significantly increased in diabetic patients with nephropathy. The loss of podocytes is a
clear event in the progression of DN, which results of apoptosis, induced by a high
concentration of glucose in several renal compartments. Yang et al. [42] have
demonstrated that the recombinant thrombomodulin had a significant inhibitory effect on
apoptosis in podocytes, in vitro. Some mechanisms have been proposed to explain the
anti-inflammatory potential of thrombomodulin, at the renal setting, including: (1)
interference with the binding of lipopolysaccharide to its receptor and inhibition of
inflammatory mediator production by macrophages; (2) suppression of adhesion molecule
expression by neutrophils acting via the NF-kB and MAPK pathways; (3) prevention of
leucocyte activation and (4) interference with complement activation (C3a and C5a) via the
classical and lectin pathways [42; 43; 44]. Such hypotheses can be raised as an adaptive
event to inflammatory state per se present in DN or by direct endothelial injury.

The role of oxidative stress in the pathophysiology of diabetes and nephropathy is
evident and can be demonstrated in various experimental and clinical studies that shown a

significant increase in lipid peroxidation, which correlates to glycemic control and may be
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consequent of non-enzymatic glycation activation of the sorbitol pathway and metabolic
stress, resulting in increased production of free radicals and the decrease in the
antioxidant capacity [45; 46]. Lipid peroxidation and free radicals generation can induce
nephropathy by different means. A probable mechanism may result from the increased
activity of phospholipase A2 (PLA2) that produces thromboxane A2 (TXA2) and the
vasodilator prostacyclin (PGI2). A balance between PGI2 and TXA2 preserves natural
vascular tune, but in diabetes, levels of TXA2 are increased while PGI2 levels are
decreased and this imbalance may lead to a decrease of blood flow, associated to
nephropathy [47].

The results observed in our study are in agreement with those reported by Medina
et al. [14] who demonstrated that the antioxidant status of patients with type 2 diabetes is
lower than in healthy subjects. In our study, this difference was observed among patients
with Type 1 diabetes (1A and 2A group) when compared with control group. In a study of
Medina-Navarro et al. [48; 49], the results demonstrated that albumin isolated and purified
from diabetic patients with advanced stages of renal damage and lower GFR presented a
higher antioxidant response to stress than albumin from normal patients or patients in
earlier stages of DN.

Some limitations may be raised in this study, as the small sample size and the
transversal design. However, our results can contribute to better understand the
relationship between inflammation and DN development. Moreover, to the best of our
knowledgement, this is the first study that investigated the plasma/urine ratio of cytokines

levels in order to establish the association with UAE.
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5. Conclusion

The DM1 patients were characterized by elevated levels of urinary cytokines (TNF-q,
IL-6 and IL-10). However, only urinary TNF-a levels were independently associated with
the presence of macroalbuminuria, indicating that its intra-renal production may be
involved in the pathogenesis and progression of DN. While further longitudinal studies are
needed to elucidate the exact role of this cytokine in DN, this finding suggests that
measurement of urinary TNF-a levels may be helpful, in association with other marker, to

evaluate progression to nephropathy in DM1 patients.
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Table 1. Clinical and laboratory variables in control and diabetic groups

Type 1 diabetics

Control group 1A 2A P value
UAE < 300 mg/g UAE = 300 mg/g
Subjects (n, %) 35 (21,9) 93 (58,1) 32 (20,0)
0,671°
Age (years) 32,80 + 8,63 33,61+9,70 33,94 + 10,37 0,630
0,869°
Gender; male (n, %) 12 (21,1) 31 (54,4) 14 (24,6) 0,559
0,653°
BMI (kg/m?) 24,1 (5,0) 24,5 (4,9) 22,0 (3,4) 0,025"
0,025°
Retinopathy (n, %) - 61 (87,1) 09 (12,9) <0,001*
Neuropathy (n, %) - 79 (75,2) 26 (24,8) 0,063
Hypertension (n, %) 0(0,00” 55 (66,3)" 28(33,7) <0,001*
Dyslipidemia (n, %) 0(0,00% 31 (63,3) 18 (36,7) <0,001*
Duration of diabetes (years) - 18,88 + 8,35 21,19+7,18 0,166
<0,001**
Fasting glucose (mg/dL) 82,0 (08,0) 152,0 (142,0) 139,0 (207,0) <0,001*°
0,968°
<0,001**
Hb1Ac (%) 5,1 (0,4) 8,4 (1,8) 8,9 (3,2 <0,001*°
0,100°
0,041°
Creatinine (mg/dL) 0,75 (0,19) 0,80 (0,31) 1,59 (1,16) <0,001*°
< 0,001*
0,002**
Urea (mg/dL) 26,0 (9,0) 30,0 (10,0) 52,0 (32,0) <0,001*°
< 0,001*°
<0,139%
Cystatin C (ng/mL) 754,93 (263,00)  770,0 (261,00) 183451 (1484,00) <0,001*°
< 0,001*°
<0,001*
Albuminuria (mg/g Cr) 1,90 (3,40) 13,8 (44,15) 1274,7 (3620,6) <0,001*°
< 0,001*°
0,150%
eGFR (mL/min/1,73m2) 108,4 + 12,3 100,8 + 29,8 56,9 + 36,5 <0,001*°
< 0,001*°

Normally-distributed data were expressed as mean + SD and compared by ANOVA and T test. Not normally
distributed data were expressed as median (range) and compared by the Kruskal-Wallis H test with
Bonferroni correctionand Mann-Whitney U test, followed by Bonferroni correction. Categorical variables were
expressed as fre(luencies n (%) and compared using the chi-square test (xz). *Significant. Adjusted residue:
*more frequente;  less frequent.

# control group versus group 1A

® control group versus group 2A

group 1A versus group 2A
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Table 2. Plasma and urine cytokines levels in control and diabetic groups.

Control group

Type 1 diabetics

1A

UAE < 300 mg/g

Cr

2A

UAE = 300 mg/g

Cr

P value

Plasma TNF-a (pg/mL)

5,98 (6,31)

5,05 (5,95)

7,36 (3,91)

0,617°
0,017*°
0,032°

Urine TNF-a (pg/g Cr)

0,16 (0,25)

0,24 (0,29)

0,56 (0,65)

0,703?
0,001*°
< 0,001*¢

Ratio TNF-a (plasmal/urine)

17,36 (41,06)

19,39 (34,21)

11,96 (12,75)

0,6982
0,170°
0,028°

Plasma IL-6 (pg/mL)

1,80 (4,15)

1,48 (1,87)

1,71 (3,20)

0,266°
0,903°
0,210°

Urine IL-6 (pg/g Cr)

0,015 (0,01)

0,017 (0,02)

0,031 (0,08)

0,330°
0,006*°
0,028°

Ratio IL-6 (plasma/urine)

228,3 (736,7)

88,0 (186,8)

37,8 (208,8)

0,045%
0,010*°
0,166°

Plasma IL- 10 (pg/mL)

7,93 (2,01)

6,76 (4,01)

6,81 (2,85)

0,244%
0,174°
0,964°

Urine IL-10 (pg/g Cr)

0,16 (4,89)

1,83 (8,65)

14,69 (24,76)

0,057°
0,010*°
0,005%¢

Ratio IL-10 (plasma/urine)

44,30 (71,13)

7,57 (72,40)

0,43 (5,58)

0,055°
<0,001*°
0,017*¢

Not normally distributed data were expressed as median (range) and compared by the Kruskal-Wallis H test

and Mann-Whitney U test, followed by Bonferroni correction. *Significant.

& control group versus group 1A
® control group versus group 2A
group 1A versus group 2A
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Table 3. Oxidative stress and endothelial damage markers in control and diabetic groups.

Type 1 diabetics
Control group 1A 2A p-valor
UAE <300 mg/g Cr UAE =300 mg/g Cr

0,639°
Thrombomodulin (pg/mL) 1,73 (1,60) 2,22 (8,25) 3,88 (3,41) 0,090°
0,090°
0,218°
TBARS 0,18 + 0,02 0,17 + 0,04 0,20 £ 0,05 0,766°
0,401°
<0,001°
MTT 0,22 (0,09) 0,29 (0,10) 0,27 (0,11) <0,001"
0,949°
Normally-distributed data were expressed as mean + SD and compared by ANOVA and T test. Not normally
distributed data were expressed as median (range) and compared by the Kruskal-Wallis H test and Mann-
Whitney U test, followed by Bonferroni correction. TBARS and MTT — arbitrary units. *Significant.
& control group versus group 1A
® control group versus group 2A
group 1A versus group 2A
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Figure 1. Significant correlation between cytokines levels and other variables in diabetic group.

E—
P=0.007
P=0.003 P=0.007

r=0.251 r=0.410
P<0.001

r=0.165 r=0.166
P=0.036

r=0.216
P=0.006
r=0.211
=

r=0.192
P=0.015
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os pacientes com DM1 foram caracterizados por niveis elevados de citocinas
urinérias (TNF-a, IL-6 e IL-10). No entanto, apenas os niveis de TNF-a urinarios
foram independentemente associados com a presenca de microalbumindria,
indicando que a sua producéo intra-renal pode estar envolvida na patogénese e
progressdo da ND. Embora mais estudos longitudinais sejam necesséarios para
elucidar o papel exato dessa citocina no DN, este achado sugere que a medi¢ao dos
niveis de TNF-alfa urinario pode ser util, para avaliar a progressao para nefropatia

em pacientes com DM1.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados observados no presente trabalho abrem algumas perspectivas

importantes, como:

Realizacéo de pesquisas semelhantes, em popula¢cdes com os demais
tipos de diabetes mellitus com finalidade de esclarecer se tais
resultados séo exclusivos da patogénese do DM1;

Realizacdo de pesquisas semelhantes, em outras populagdes cujo
desfecho é a nefropatia e perda da funcédo renal,

Inclusdo de demais citocinas e também de seus receptores soluveis e
sua associa¢cdo com a patogénese e progressao da ND;

Realizacdo de estudos in vitro, utilizando cultura de linhagens de
células renais para o maior esclarecimento da sintese renal das
citocinas;

Avaliacao do valor preditivo das citocinas estudadas para ND;
Avaliacdo concomitante de marcadores inflamatorios e de risco
cardiovascular (PCR-us) na populacéo estudada;

Realizac&o de estudos longitudinais, com finalidade de acompanhar o
comportamento dos niveis (plasmaticos e urinarios) das citocinas com

a evolucao da nefropatia.
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Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Clinica/Medicina Laboratorial - Biénio 2014/2015

Z)

Fortaleza

-
de sctembro a 2 de outubro de ZO 1 5 Realizacao LE;“ SBPC/ML :%AMB

CE - centro de Eventos do Ceara
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APENDICE E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO DE PESQUISA: “Estudo da enzima ADAMTS13 e de

outros marcadores de hipercoagulabilidade em pacientes
diabéticos e arelagdo com o desenvolvimento de nefropatia e

aterosclerose”

Prezado (a) Sr.(a),

Este projeto tem por objetivo estudar a coagulacdo do sangue, 0S processos
inflamatorios e as doencas renais que podem ocorrer nos pacientes diabéticos. Para
obter a conclusdo da pesquisa, sera necessario comparar os resultados dos exames
dos pacientes com diabetes que possuem problemas renais com os resultados de
pacientes com diabetes que ndo possuem problemas renais e de individuos néo

diabéticos (grupos controles).
A coleta de amostras de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente

de puncédo, representado, principalmente por extravasamento sanguineo de
pequena gravidade, que pode resultar em leve dor localizada e formacdo de um
pequeno hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada
por um profissional com capacidade técnica e experiéncia. Serd utilizado material

descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito da coleta.

Vocé esta sendo convidado para participar desta pesquisa como voluntario,
sem custo algum pelos exames realizados. Se vocé quiser participar podera fazé-lo
doando 10 mL de seu sangue e uma amostra da sua urina para 0 uso nesta
pesquisa, sendo este material armazenado em condicbes adequadas para
pesquisas. Se vocé ndo quiser participar, ndo havera qualgquer problema e se vocé

fizer parte do grupo de pacientes, ndo havera alteragdo no seu tratamento e
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assisténcia recebida pelo seu médico caso vocé ndo aceite participar do estudo. As
amostras coletadas serdo utilizadas para a realizacdo de alguns exames de
laboratorio com o objetivo de estudar os problemas circulatérios e renais que podem

ocorrer nos pacientes diabéticos.

Seu nome sera mantido em segredo, ndo sendo divulgado em nenhuma
hipotese.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

De acordo:

(Assinatura)
Nome:
Data: [ ]

Qualquer duvida sobre a sua participacdo neste estudo, por favor, entre em
contato com a Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes da Faculdade de Farmacia
/ UFMG no telefone 3409-6884 ou com a farmacéutica Caroline Pereira Domingueti
no telefone 3409-6902.

Desde ja agradecemos sua valiosa participacao.

Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes

Caroline Pereira Domingueti

Data: [
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Santa Casa de Misericordia — Av. Francisco Sales, 1111,

Bairro Santa Efigénia, Belo Horizonte, MG - Brasil — Cep 30.150.221 — Telefone
31 3238-8100

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - Av. Anténio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG

— Brasil. Telefax 31 3409-4592. coep@prpg.ufmg.br
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APENDICE F - Ficha clinica
FICHA CLINICA

Projeto: “Estudo da enzima ADAMTS13 e de outros marcadores de
hipercoagulabilidade em pacientes diabéticos e arelacdo com o

desenvolvimento de nefropatia e aterosclerose.”

Numero de identificag&o: Numero do prontuario:

Data da coleta:

1. Identificacéo

Nome:

Nascimento: Sexo: M__ F__ Naturalidade:
Endereco: Bairro:

Cidade: Estado:_ CEP:

Tel: Cel:

2. Dados clinicos

Peso (kQ): Altura (m): IMC (kg/m2):

Circunferéncia abdominal (cm):

Pressao sanguinea (mmHg):

Espessura intimo-medial das artérias carétidas (mm):

Data do diagnéstico do diabetes:
Historia familiar: () sim () ndo

Patologias Associadas:

Medicamentos em Uso:

Complicagdes do diabetes:
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