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1. RESUMO

A nefropatia diabética (ND) é uma das principais causas de doenca renal crénica, e
representa a complicacdo microvascular mais frequente e séria da Diabetes mellitus.
Atualmente, a albumindria tem sido considerada como o marcador tradicional na detecdo
precoce do surgimento e progressdao da ND. No entanto, alguns doentes com DM
apresentam-se com alteracGes renais avancadas e declinio progressivo da funcéo renal
mesmo com niveis de albumina urinarios normais, indicando que a albumindria nao

corresponde a potencial chave de diagnéstico em estadios iniciais da ND.

A patogénese exata desta patologia é complexa e ndo muito elucidativa. Iniumeros fatores e
mecanismos contribuem para o desenvolvimento e consequente aparecimento da ND. Um
diagnostico e tratamento precoces podem retardar a progressdo da doencga, favorecendo

assim o progndstico.

Na presente revisdo cientifica é exposta uma visdo geral da literatura, descrevendo alguns
biomarcadores que foram associados a ND com potencial para a sua aplicagado clinica, no

intuito de prever o inicio e/ou monitorizar a progressado da ND.

Em particular, biomarcadores de leséo renal, inflamacéo e stresse oxidativo podem vir a ser
ferramentas Uteis na previsdo desta patologia. A descoberta e a investigacdo centrada na
proteémica, metaboldmica e nos micro-RNAs representam uma hova estratégia para
melhorar o diagnéstico, prognéstico e tratamento da ND. No entanto, a abordagem baseada

nestas areas ainda nao esta disponivel na maioria dos laboratérios de quimica clinica.

O uso de um painel multimarcadores ao invés da albuminudria e TFGe, parece integrar uma
apreciacgao clinica interessante na detecéo precoce da ND, incluindo marcadores de leséo
glomerular, lesdo tubular e marcadores associados a patogénese da doenca,

nomeadamente de inflamacéo e stresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE

Biomarcadores; Diabetes mellitus; Nefropatia Diabética; Lesao glomerular; Stresse

Oxidativo.



2. ABSTRACT

Diabetic Nephropathy is one of the main causes of chronic kidney disease and represents
the most common and severe microvascular obstruction of Diabetes Mellitus. Currently,
albuminuria has been considered the traditional marker in ND premature detection and
progress. However, some patients with DM have shown advanced renal alterations and
declined renal function, despite having ordinary urinary albumin levels, meaning that

albuminuria does not correspond to the potential key to an early stage diagnosis of ND.

The exact pathogenesis of this pathology is complex and not very clear. Various factors and
mechanism contribute to the development and emergence of ND. An early diagnosis and

treatment may slow down the progression of the iliness, favouring the prognostic.

In this review it is aimed to expose an overall view of the literature, describing some
biomarkers that have been associated to ND with potential for clinical applications, with the

purpose to predict the beginning and/or moniter ND progression.

In particular, biomarkers for kidney damage, inflammation and oxidative stress may be useful
tools to this pathology’s prediction. The discovery and investigation centered in proteomics,
metabolomics and in micro-RNAs represents a new strategy to improve the diagnosis,
prognosis and treatment of ND. However, the approach based on these fields is not yet

available in most clinical chemistry labs.

The use of a multimarker panel instead of albuminuria and TFGe, seems to integrate an
interesting clinical appraisal in the early detection of ND, including glomerular and tubular
lesion markers and markers linked to the pathogenesis of the illness, mainly the inflammation

and oxidative stress.

KEY-WORDS

Biomarkers; Diabetes Mellitus; Diabetic Nephropathy; Glomerular damage; Oxidative Stress.



3. INTRODUCAO

A Diabetes mellitus (DM) € uma doenga enddcrina e metabdlica que tem sério impacto na
salde humana, em todos os paises, independentemente do seu grau de desenvolvimento.®
A morbilidade e mortalidade da DM aumentaram continuamente a uma taxa alarmante nos
ultimos anos, e a populacdo com diabetes esté previsto em cerca de 439 milhdes em todo o
mundo até 2030.2

Em Portugal, segundo dados do Relatério Anual do Observatério Nacional da Diabetes em
Dezembro de 2016, a prevaléncia da diabetes em pessoas com DRC (doenca renal cronica)
em terapéutica de substituicdo renal era de 28,1%, tendo aumentando em média 0,02% ao
ano desde 2011.® Naqueles com DRC e que se encontram em hemodidlise, a diabetes

estava presente em 28,7% dos casos.®

O aumento da prevaléncia da diabetes estd associado a diversos fatores, como: rapida
urbanizacgdo, transicao epidemiolégica, transicdo nutricional, maior frequéncia de estilo de
vida sedentario, maior frequéncia de excesso de peso, crescimento e envelhecimento

populacional e, também, & maior sobrevida dos individuos com diabetes.*

A classificacdo da DM tem sido baseada na sua etiologia. Assim sendo, apresentam-se dois
tipos principais de DM: o tipo 1, onde se subdivide em 1A (deficiéncia de insulina por
destruicao autoimune das células 3 comprovada por exames laboratoriais) e 1B (deficiéncia
de insulina de natureza idiopatica), e o tipo 2 (perda progressiva de secregdo insulinica
combinada com resisténcia a insulina). As complicacbes da DM incluem retinopatia
diabética, doencas cardiovasculares diabéticas e nefropatia diabética (ND), que é a mais

comum e grave complicacdo da DM.?

A nefropatia diabética (ND) é uma das principais complicacdes crénicas microvasculares da
DM e uma das principais causas de doenca renal terminal (DRT), para quase metade de
todos os casos incidentes decorridos nos paises desenvolvidos®. Na maioria das vezes, esta
desenvolve-se concomitantemente com doenca macrovascular incluindo cardiovascular,

cerebrovascular e doenca arterial periférica.’

A ND tornou-se a principal causa de leséo renal crénica, iniciando-se com albuminudria Al,
albuminadria A2 ou microalbumindria por hiperfiltracdo glomerular, seguida de albuminuria A3
e, finalmente, instala-se a deterioragdo acentuada da funcdo renal e DRT, o que pode

eventualmente requerer terapia renal substitutiva.”’



Tendo em conta o aumento da incidéncia tanto da DM como da ND, a dete¢do precoce da
ND é de extrema importancia, a fim de fornecer uma terapia apropriada que impeca ou
retarde a evolucéo para DRT.®

Os biomarcadores desempenham um papel importante na detecdo precoce de ND. Por
muito tempo, a proteindria foi considerada o gold-standard para avaliagcdo e monitorizacao
da funcao renal. No entanto, a funcéo renal diminui em cerca de um terco dos doentes antes
da ocorréncia de proteindria, o que torna inadequado detetar a proteindria isoladamente
para monitorizar a incidéncia e progressdo da ND.? Assim sendo, precisamos procurar
biomarcadores laboratoriais que surjam antecipadamente a albumindria A2 ou aqueles que

aparecem simultaneamente.

A investigacdo sobre os novos biomarcadores da ND centrou-se principalmente na
identificacdo de componentes da urina e do sangue que melhorem a previsdo de endpoints
posteriores, incluindo a DRT, uma perda de TFG de 0,40% ou a morte. Ha sim, também,
uma necessidade urgente de identificar biomarcadores de estadios iniciais da DRD, quando
0S avangos no tratamento podem ter uma maior possibilidade de atenuar a progressao da
doenca, uma vez que nestes estadios a TFGe € ainda frequentemente normal e antes do

inicio de niveis fortemente preditivos de albumindria.’

As opcdes terapéuticas atuais para a prevencdo e o tratamento de DRD séo limitadas.
Infelizmente, o elevado custo da terapia de substituicdo renal exclui a acessibilidade
generalizada para muitos pacientes que a necessitam, especialmente em paises de baixo e
médio rendimento. Somente uma minoria de doentes em todo o mundo, que necessita de
terapia substitutiva, ira recebé-la; assim, em muitas partes do mundo, a doenga renal em

estadio terminal é uma sentenca de morte.

Deste modo, o0 objetivo desta revisdo cientifica serd expor e descrever as recentes
descobertas relativamente a detecdo precoce da ND, focando-se nos novos biomarcadores
e candidatos a prética clinica, que visam prevenir o inicio da ND e retardar a sua
progressao, de modo a restringir urgentemente esta catastrofe na saide humana, resultante

da pandemia da DM.



4. MATERIAL E METODOS

A consulta da literatura cientifica baseou-se em artigos de revisdo nos ultimos 8 anos, bem
como nas normas mais recentes da Direcdo Geral da Saude e outras instituicdes
governamentais de salde mundiais. As palavras-chave selecionadas foram “Diabetes

AN

mellitus™” “Diabetic Nephropathy”; “Biomarkers”.

5. NEFROPATIA DIABETICA — DEFINICAO

A nefropatia diabética (ND) € uma das complicagBes renais microvasculares, comumente
devida a DM1, e ocasionalmente devido a DM2, sendo em grande parte responsavel pelo
aumento da prevaléncia da DRT dependente de dialise, & qual temos assistido durante as
dltimas décadas.

Caracteriza-se como uma sindrome clinica que inclui os seguintes parametros: 1)
albuminaria persistente (>300 mg/24h ou >200 ug/min) que é confirmada pelo menos 2
vezes em intervalos de 3-6 meses; 2) decréscimo progressivo da taxa de filtracdo glomerular

(TFG); e 3) pressao arterial elevada.™®

Em 2014, a “American Diabetes Association” (ADA) e “National Kidney Foundation” (NKF)
descreveram a ND como doenga renal cronica causada por DM, com taxa de filtrac&o
glomerular (TFGe) estimada persistente <60 ml por minuto por 1,73 m2 ou uma relagcdo
albumina / creatinina urinaria (RAC) de >30 mg/g por mais de 3 meses.” A “Joint Committee
on Diabetic Nephropathy” recomendou a combinacéo da taxa de excrecdo de albumina nas
24 horas com a TFG como nova classificacdo de ND, sendo a conjugacdo destas duas
taxas consideradas atualmente o gold-standard no diagnéstico de ND. Microscopicamente, a
ND é caracterizada por glomeruloesclerose difusa ou nodular, arterioesclerose hialina

aferente e eferente, fibrose e atrofia tubulointersticial.®
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6. FISIOPATOLOGIA DA NEFROPATIA DIABETICA

Hyperglycemia <+—— Genetic Background
Intracellular Signaling and Glycation and Glomerular
Metabolism Oxidative stress Hyperfiltration & Hypertension
Activation of Polyol Pathway and  Reactive Oxygen Species (ROS) and Shear Stress and
Protein Kinase C Advanced Glycation End-product Mechanical Stretch
(AGEs)
Obesity and Adipokines Circulating Inflammatory Cells
Inflammation Pathways
— Kidney cells (endothelial, mesangial, tubular cells and podocytes)
Toll-like receptors — Transcription factors — Ligands for Nuclear
(Nuclear factor k-B) Receptors
Proinflammatory Cytokines Chemokines and Adhesion Molecules
Renal Infiltration of Inflammatory Cells (Monocytes and Lymphocytes) —
Proteinuria +———— Diabetic nephropathy
|

Expansion of Extracellular Matrix, Glomerulosclerosis and Interstitial Fibrosis

Figura 1: Representa¢éo da fisiopatologia da nefropatia diabética. (retirado dell)

A hiperglicemia provoca uma alteragdo na homeostase do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular no glomérulo. O aumento do fluxo sanguineo e da pressao
intracapilar leva a diminuicédo da producéo de 6xido nitrico nos vasos eferentes dos capilares
glomerulares e, eventualmente, um aumento da sensibilidade a angiotensina-ll com efeitos

pro-fibréticos.*?

A glicose e os seus metabolitos ativam trés vias principais responsaveis pela alteracado do
metabolismo intracelular no desenvolvimento de nefropatia diabética: i) a ativacdo da via dos
polidis e da proteina cinase C (PKC); (i) a formacdo de produtos finais de glicacao

avancada (AGEs); e (iii) hipertensao intraglomerular induzida por hiperfiltracdo glomerular.*?

Embora a patogénese da ND seja multifatorial, os mecanismos que impulsionam o seu
desenvolvimento permanecem pouco claros. Estas vias interagem entre si, numa cascata
complexa de mecanismos moleculares, resultando na maior patogenicidade componentes
da ND, que consiste nas suas trés principais alteracdes histoldgicas: expansdo mesangial,
glomeruloesclerose e fibrose intersticial com espessamento da membrana basal glomerular
(MBG).’
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Estudos realizados em células endoteliais demonstraram as vias possivelmente envolvidas
na ND, onde se investigam e atuam os principais biomarcadores desta patologia, com a

constatacdo dos seguintes pontos:

e Existe um papel central das espécies reativas de oxigénio mitocondrial (ROS) que séo
geradas como subprodutos do metabolismo do oxigénio em células mesangiais.*?

e Uma superproducdo de superdxido mitocondrial durante a hiperglicemia, que foi
postulado como sendo o principal mecanismo de iniciagdo, que ativa as vias de lesédo
do tecido vascular na diabetes, levando ao desequilibrio celular Oxidacao-Reducéo e ao

stresse oxidativo.?

e VAarios estudos in vitro e in vivo sugerem gue o stresse oxidativo estd aumentado na ND.
Além disso, a superproducdo de ROS pelas elevadas concentragbes de glicose
comprometem o0s mecanismos de defesa antioxidante na ND, tais como niveis reduzidos
de proteina especifica da mitocéndria superdxido de manganés dismutase, que agrava o
stresse oxidativo. Este incluindo ROS podem danificar o DNA mitocondrial e prejudicar a
cadeia de transporte de eletrbes, contribuindo consecutivamente para um aumento de
ROS.*

e A acumulacdo de produtos avancados de glicacdo (AGEs): A glicacdo avancada que
ocorre a um ritmo acelerado na DM1 é um fenédmeno proeminente no rim. A excrecao
dos AGEs é principalmente renal, mas também, muitas das proteinas com uma semivida
longa, como o colagénio, sdo extensivamente glicados por doentes com DM. Além disso,
varios recetores dos AGEs, tais como os RAGE, foram descritos que desempenham um
papel mediador de alguns dos efeitos deletérios dos AGEs, induzindo a expressao de
TGF - B e outras citocinas, que estdo propostas para mediar a transdiferenciacdo de
células epiteliais, formando miofibroblastos, um passo fundamental no desenvolvimento

da fibrose tubulointersticial.*?

e Ativacdo de moléculas sinalizadoras intracelulares, como proteinas cinase C (PKC). A
proteina cinase C é uma familia de enzimas que fosforilam residuos de serina ou
treonina véarias proteinas intracelulares e, portanto, estd envolvida em varias funcdes
celulares que podem levar a fisiopatologia das complicagBes diabéticas, incluindo
hiperplasia da membrana basal glomerular (MBG), bem como sinais de transducéo para
fatores de crescimento. Pelo menos 11 isoformas de PKC foram identificadas. Estas
isoformas foram descritas como mediadores da fibrose renal e expansdo mesangial por
meio da regulacédo da expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
células mesangiais, bem como fator de crescimento transformador-3 (TGF-), colagéneo

tipo 1V, laminina e fibronectina nos glomérulos.”*?
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e Inflamacdo de baixo grau parece desempenhar também um papel principal na
patogénese da ND. A ativacdo de varias citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-1, IL-6 e
IL-18 est&o todas envolvidas no desenvolvimento e progressdo da ND."*?

Com a evolucédo deste processo, ho tecido renal acabam por surgir trés principais alteracdes
histolégicas. Primeiro, a expansdo mesangial que é induzida diretamente pela hiperglicemia,
talvez por aumento da producao de matriz extracelular (MEC) ou da glicagédo das proteinas
da matriz. Em segundo lugar, ocorre espessamento da membrana basal glomerular (MBG).
Terceiro, a esclerose glomerular causada por hipertensdo intraglomerular (induzida por
dilatac@o da artéria renal aferente ou por lesé@o isquémica induzida por estreitamento hialino
dos vasos que suprem os glomérulos).” Estas alteracbes encontram-se sintetizadas na

seguinte imagem — Figura 2.

Tubo
coletor
Capsula de Bowman
Tubo
contornado
distal
Glomérulo
« Espessamentoda ubo \ |
ME:)G- contornado \‘\ | /
| % ) proximal Tubular
+ Expansao damatriz T el R
mensangial

células
« Eliminacdo dos pés

dos podécitose

tubuloepiteliais;

Espessamente da
reducao donumero membrana basal i
de podocitos; tubular; ':

» Espessamentode
ramos das artérias Ansa de
intraggnais, levando Henle
a “autorregulacao”
da microcirculacao

* Acumulacdode !
glicogénio;

* Acidosetubular
renal;

« Expansao
mensagial;

« Expansadodo

glomerular.

intersticio tubulare

compartimentos.

Figura 2: As diferentes lesdes no decurso da nefropatia diabética (adaptado de'?).
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Além das alteracdes hemodinamicas, os pacientes com nefropatia diabética manifesta
(proteinaria positiva com fita reagente e taxa de filtracdo glomerular [TFG] decrescente)
geralmente desenvolvem hipertensdo sistémica. A hipertensdo é um fator adverso em todas
as doengas renais progressivas e parece estar especialmente presente na nefropatia
diabética. Evidéncias sugerem que a hipertensdo associada a obesidade, sindrome
metabdlica e diabetes pode desempenhar um papel importante na patogénese da nefropatia

diabética, e consequentemente a hipertens&o.*°

Em suma, a conexdo e atuacdo de todas estas alteracbes estruturais e funcionais que
decorrem no rim, vao definindo a histdria natural da ND. A ND apresenta-se frequentemente
como uma triada clinica: hipertensdo, albuminuria, e, ultimamente, insuficiéncia renal. Os
classicos 5 estadios da ND, com base na avaliacdo da funcéo renal, como descrito por
Mogensen et al, continuam a ser a classificacdo mais aceitavel para a categorizacéo desta
condicdo (Tabela 1).*2

Tabela I. Os cinco estadios classicos da nefropatia diabética (adaptado de'?*?).

) o Anos apoés Alteragdes )
Estadio TFG Albuminuria diagnéstico histolégicas Sintomas
) . ) o 0 (presente )
I. Hiperfuncdo | Acimado | Albumindria Al no momento Nefromegalia/ Frequentemente,
e Hipertrofia normal (<30 mg/dL) do hipertrofia sem sintomas.
diagndstico)
. Silent Noc:umal Albuminuria A2 Primeiros 5 Glon;iijggizggrose Sem sintomas
stage clevada (30 a 300 mg/dia) anos mesangial especificos.
Perda severa de
proteinas, calcio,
outros nutrientes;
[ll. Estadio Normal Albuminuria A3 6-15 Glomeruloesclerose DE?QggéaEgzZa
incipiente dimﬁ]liljida (2300 mg/dia) nodular liquidos: Urina
pode surgir mais
escura,;
Dor lombar.
Agravamento do
quadro
sintomatolégico
IV. Nefropatia E do estadio IlI;
diabética declrir:ﬂo Em progresséo 15-25 Progresséo das Hematuria
estabelecida lesdes macroscopica
(eventualmente);
Edema e dispneia
graves.
P . . Esclerose grave e Didlise ou
V. Urémico <15mL/min Macica 25-30 global transplante renal.
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O envolvimento renal associado & DM foi alvo de maior investigacdo no @mbito da DM1, que
€ semelhante aquele observado na DM2.

O estudo da DM 1, dado que neste tipo € possivel determinar o aparecimento da doenca,
permitiu caracterizar a historia natural da ND. No entanto, o decurso da doenca renal na
DM2 pode apresentar diferencas significativas nas fases prévias a ND j& estabelecida, dada
a heterogeneidade deste tipo de DM, assim como a dificuldade em muitos casos de
determinar o inicio da doenca.'® Até aproximadamente 20% dos doentes com DM2 ja
apresentam DRD aquando do diagnéstico de DM e mais de 30 a 40% acaba por

desenvolver ND, sobretudo nos 10 anos decorrentes do diagn()stico.12

Os estudos na populagéo de indios Pima, uma tribo norte-americana onde foi realizado um
dos melhores cohorts, para quem o inicio e a duragdo da DM é mais seguramente
determinado dado o rastreio sistematico desta patologia, demostrou que em ambos 0s tipos

de DM, a afec&o renal é muito similar.*

7. FATORES DE RISCO

A identificacdo e o controlo dos fatores de risco (FR) para a ND bem como o diagnostico
precoce e controlo atempado desta condigdo é de extrema importancia na eficacia do seu
tratamento. Uma variedade de FR promove o desenvolvimento e a progressdo da ND,
incluindo niveis elevados de glicose, duracdo da doenca, hipertensdo arterial, obesidade e
dislipidemia. A maioria destes FR é modificavel por farmacos antidiabéticos, tratamento anti-
hipertensor ou hipolipemiante e alteragbes do estilo de vida do doente. Outros, como fatores
genéticos ou idade avancada, ndo podem ser alterados. Assim, a gestéo rigorosa dos FR

modificaveis é essencial para prevenir e retardar o declinio da funcao renal.
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Tabela Il. Fatores de risco para nefropatia diabética (adaptado de

17) )

Novos e
estabelecidos
fatores de Risco

Fatores de risco
modificaveis

Fatores de risco
nao-modificaveis

Aumento da excrecéo
urinaria de albumina
Elevacao dos niveis de
glicose

Duracéo prolongada da
DM

Idade avancada

Sexo masculino

Fatores derisco Hipertensao Retinopatia
estabelecidos e Dislipidemia
e Obesidade
¢ Hipovitaminose D
e Tabaco
e Stresse oxidativo e Genética
Novos fatores de ¢ Inflamag&o sub-clinica o Et'nia. (Afrq-americanos
- e Indios Pima)
e Hiperfiltragéo
glomerular

A excrecdo urinaria de albumina aumentada € o FR major para a progressao da ND em

ambos os tipos de DM. Na maioria dos doentes, o primeiro sinal de ND é o aumento
moderado da excrecdo urinaria de albumina (30-300 mg/g). Além disso, uma proporcao
substancial (>40%) de doentes com albumindria moderada retoma para albuminuria Al. No
entanto, mais de 50% dos doentes com diabetes tipo 1 e 2 sofrem um declinio da taxa de
filtracdo glomerular (TFG), apesar da presenca de apenas albuminlria modera ou normal.
Assim sendo, um aumento da EUA (excrecdo urinaria de albumina) ndo se assume

necessariamente como um pré-requisito para o desenvolvimento de ND.*®

O controlo glicémico inadequado (hiperglicemia) € um FR crucial no desenvolvimento e
progressao da ND. Elevados niveis de HbAlc estdo associados a um risco aumentado para
esta condicdo. Esta estudada uma evidente diminuicdo da incidéncia da ND em doentes
DM1 e DM2 que efetuaram um melhor controlo glicémico, sendo, de facto, segundo o
estudo “Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology of Diabetes Interventions
and Complications (DCCT/EDIC)”, que doentes com albuminuria moderada, mas baixos
niveis de HbAlc, ttm um menor risco de progressdo para albumindria severa ou mesmo
DRT.*

A hipertensdo arterial € um outro importante e independente FR para a ND, sugerindo-se

gue aparentemente os inibidores do sistema renina-angiotensina retardam a progressdo da
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ND mais do que outras classes de anti-hipertensores.’® Associado a dislipidemia,
constatou-se que baixos niveis de LDL-C e TG estdo associados a redugdo do risco para
progressao de albuminiria moderada para severa ou DRT. A obesidade esta também
associada a um aumento do risco de ND, propondo-se que a perda de peso reduz a EUA e
previne o declinio da TFG. Segundo o estudo DCCT/EDIC, o sexo feminino tem menor
risco associado na progressao de albumindria moderada para severa ou mesmo DRT. Nos
doentes com DM1, a retinopatia precede quase invariavelmente o desenvolvimento da ND,
estando a sua auséncia, segundo o estudo DCCT/EDIC, associada a baixo risco de

progress&o da albuminuria.®

No que toca aos novos fatores de risco para ND, as investigagbes assentam sobretudo no
estudo dos intervenientes no stresse oxidativo, como 0s niveis urinarios elevados de 8-
oxo0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodG), bem como o foco nos marcadores de
inflamac&o subclinica, destacando-se as citocinas pro-inflamatdrias, interleucinas, proteina
C reativa ou as moléculas de adeséo, que constituem elevado risco de desenvolvimento de
ND. A hiperfiltragdo glomerular estd associado a um maior risco de ND, sendo esta

associacdo mais pronunciada quando a TFG >125 mL/min.®

O controlo destes fatores de risco consolida a prevencdo priméria desta patologia,
assentando em 3 pontos principais, segundo as orientagdes da norma da Direcdo-Geral da
Saude sobre a prevencao e avaliagdo da ND, que séo: i) O controlo metabdlico precoce da
glicose, cujo valor alvo devera ser uma hemoglobina glicada Alc de 6,5%, podendo ser
adaptado individualmente; ii) Tenséo arterial alvo <130/80 mmHg através da instituicdo de
terapéutica farmacoldgica antihipertensora, sobretudo inibidores do enzima de converséo
(IECA) ou blogueadores da angiotensina (ARA), aliando o seu uso a uma vigilancia exigente
da creatininémia e da caliémia, pelos riscos de insuficiéncia renal aguda e hipercaliémia; iii)
Promover a educagédo nutricional que conduza a normalizacao da ingestéo de proteinas por
dia para 1 g/kg de peso de referéncia contribui para a redugéo da progressao da albumindria
e do declinio da TFG. E recomendada uma ingestédo de sodio <2,4 g por dia (equivalente a

<6 g de sal de cozinha por dia).*
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8. RASTREIO DA NEFROPATIA DIABETICA

O rastreio da ND no contexto da DRD, segundo as “guidelines” da American Diabetes
Association (ADA) deve ser iniciado logo ap6s diagnéstico de DM em todos os doentes com
DM2, e ap6s 5 anos do inicio nos casos de DM1. Este deve realizar-se anualmente, pelo

menos uma vez, e basear-se na medicdo da albumindria e na TFGe.*

A norma DGS 008/2011 foi publicada em 31/01/2011 e define o rastreio de nefropatia
diabética, através do doseamento de albuminuria/proteiniria e de creatinémia, sendo este

possivel dada a alteracéo estrutural do nefrénio ocorrer precocemente nesta patologia.*
i) Albumindria / Proteindria

O rastreio deve iniciar-se preferencialmente pela medida de albuminuria. Todo o teste de
albumindria anormal deve ser confirmado em duas de trés amostras colhidas num intervalo
de 3 a 6 meses, devido a variabilidade diaria da EUA. Fatores como o exercicio moderado a
intenso nas 24 horas prévias a colheita de urina, febre, insuficiéncia cardiaca, hiperglicemia
grave e hipertenséo arterial ndo controlada podem elevar os valores da UEA, originando o

falso positivo."*°

A tabela seguinte descreve os pontos de corte atualmente aceites para o diagnéstico de ND.

Tabela lll. Valores de albumina utilizados no diagndstico de nefropatia diabética (adaptado
de®).

Albuminuria EUA (mg/24h) RAC (mg/g) Descricéo
Normal ou
Al <30 <30 ligeiramente
aumentado
Moderadamente
Gravemente
A3 > 300 2> 300 aumentado**

** Incluindo a sindrome nefrética (EUA geralmente >2200 mg/24h ou RAC >2220 mg/g)

A “Kidney Disease Improving Global Outcomes” (KDIGO), que representa as orientagcbes da
Nefrologia, sugere a utilizacdo de trés faixas: albumindria normal - A1 (<30 mg/g = mg de
albumina/g de creatinina), albuminuria elevada — A2 (30 a 300 mg/g) e albumindria muito
elevada — A3 (>300 mg/g), as quais, estas duas Ultimas fariam a correspondéncia com as

categorias de micro e macroalbumindria, respetivamente, segundo as diretrizes da ADA."
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Segundo as normas da DGS, para avaliagdo anual da albuminaria A2 através de tira-teste, o

procedimento clinico para as pessoas sem nefropatia conhecida é o seguinte:

e Se negativa, repete passado um ano;
e Se positiva, repete 3-6 meses (intervalo de tempo segundo a ADA) depois (proxima

consulta, por regra).
Neste caso:

e Se negativa, repete ao fazer um ano sobre data da avaliacdo da 12 tira-teste;
e Se positiva, realiza quantificagdo de albuminuria (urina ocasional em ug/mg de

creatinina, urina minutada ou urina de 24 horas).

ii) Taxa de filtracdo glomerular (TFG)

A funcdo renal deve ser avaliada anualmente, através da TFG. A TFGe com equacdes deve
ser realizada rotineiramente com a medida de albumindria. Na prética clinica, a TFG deve
ser estimada por meio de equac¢des que empreguem a creatinina sérica e sejam ajustadas a
idade, ao género e a etnia. Uma das equacdes mais usadas para tal estimativa é a do
estudo “Modification of Diet in Renal Disease (MDRD).*

9. BIOMARCADOR - DEFINICAO

De acordo com o National Institute of Health Biomarkers Definitions Working Group, 0s
biomarcadores sdo definidos como caracteristicas objetivamente calculadas e avaliadas
como um indicador de processos biol6gicos normais, processos patogénicos, ou respostas

farmacoldgicas face a uma intervencéo terapéutica.”

Apesar do aumento exponencial na investigagdo e publicacdo de biomarcadores,
demonstrar a sua associacao apenas, ndo € suficiente para impulsiona-los no uso clinico
diario, e uma série de objetivos na descoberta destes e respetiva validacdo, deve primeiro

ser alcancada.”

O biomarcador apropriado para a monitorizagdo da DRD deve ter variabilidade biologica
restrita para melhorar a avaliacdo de varidveis longitudinais. Devem ainda ser influenciados

pela idade, estado nutricional ou problemas de satde concomitantes.?

Um bom biomarcador deve fornecer rapida, ndo invasiva e especifica medicdo que se

correlacione bem com a patologia do tecido renal. Devem ainda ser altamente sensiveis,
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especificos para doencas renais, correlacionar com os resultados histopatolégicos da
bibpsia e progressdo da doenca, e permitir a identificacdo dos estadios iniciais da leséo

renal e respetivo prognéstico.?

10. BIOMARCADORES DE NEFROPATIA DIABETICA

Hiperglicémia/Dislipidémia crénica

= [ NADPH

oxidase
ANGII l
PKC

A l
MCP-1, IL1, IL6, p/ 8.0HdG

IL18, TNF-a, TNFR1 Pentosidina
e TNFR?, Stress Oxidativo T

CDA40- ligante ™S - GST e MDA
soltvel, YKL-40 uHO-1
Colageénio tipo IV,

TGF-8, BMP-7, @
PEDF

NGAL, NAG, KIM-1,
RBP-4, L-FABPH,

a1-Microglobulina,
Cistatina C

Albumindria,
Adinopectina,
Transferrina,
Ceruloplasmina
Laminina,
Marcadores de
podécitos

Lesao
Glomerular

Lesao
Tubular

Nefropatia Diabética

Figura 3: Biomarcadores de nefropatia diabética durante o desenvolvimento e progressao da doenga
renal. (adaptado de %)

Abreviaturas: AGES, produtos finais de glicacdo avancada; ANG II, angiontensina II; BMP-7,
Proteina 6ssea morfogenética 7; GST,glutatido s-transferase; 8-OHdG, 8-hidroxi-2'-desoxiguanina; IL-
1, interleucina-1; IL-6, interleucina-6; 1L18, interleucina-18; KIM-1, kidney injury molecule-1; L-FABP,
proteina de ligagdo aos &cidos gordos hepéticos; MCP-1, proteina quimiotaxica de mondcitos;
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MDA, malondialdeido; NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NAG, N-acetil -B-D-
glucosaminidase; NGAL, lipocalina associada a gelatinase dos neutrdfilos; PEDF, fator derivado do
epitélio pigmentado; PKC, proteina cinase C; RBP4, proteina ligante do retinol tipo 4; ROS, espécies
reativas de oxigénio; sCD40L CDA40 ligante solavel; TGF- (3, fator de crescimento transformador-§;
TNF- a, fator de necrose tumoral a; TNFR-1 e TNFR2, recetores 1 e 2 do fator de necrose tumoral;
uHO-1,Heme oxigenase-1 urinaria; YKL-40, glicoproteina 40 da cartilagem.

10.1 ALBUMINURIA

A disfuncdo do processo de filtracdo da albumina e consequente reabsor¢édo tubular pode
resultar num aumento da sua excrecdo urinaria. Tanto a lesdo glomerular como o
comprometimento tubular foram implicados nos eventos iniciais que conduzem a proteinuria.
Assim, uma alteragdo na EUA é das primeiras manifestagfes clinicas assintomaticas de
lesdo microvascular na DM e tem sido usada para categorizar a albumindria A2 e a

albuminuria A3.

A albumindria A2 tradicionalmente associada a nefropatia incipiente, é uma caracteristica
comum da DM. Um aumento da albumindria evidencia uma lesdo organica precoce
relacionada com FR especificos para esta complicagdo microvascular, tendo sido

reconhecida com um achado preditor da progressao para DRT em DM1 e DM2.

A medicdo da albuminuria tem sido o pilar da detecdo precoce de ND, sendo que algumas
evidéncias sugerem o seu desenvolvimento em doentes normoalbumindricos (albumindria
Al).

10.1.1 Limitagbes da TFG e albuminuria

Existem varios fatores que tornam a TFGe de aplicacdo limitada para o diagnéstico precoce
da ND: 1) A precisédo das formulas, ambas baseadas na creatinina sérica, como MDRD
(“Modification of Diet in Renal Disease”) e CKD-EPI (“Chronic Kidney Disease Epidemology
Collaboration”) tem-se revelado baixa na sua aplicacéo a doentes diabéticos ( 65% vs 69%,
respetivamente); 2) A creatinina sérica é influenciada pela massa muscular, ou seja, a
estimativa da TFG usando esta medi¢cdo, pode ser altamente varidvel em doentes
desnutridos ou com obesidade morbida; 3) O estadio inicial da ND geralmente €
caracterizado por um aumento relativo da TFG ou hiperfiltracdo glomerular; no entanto, as
equacdes baseadas em estimativas oferecem muito menos precisdo em niveis mais altos de
TFG.*
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A albuminudria prevé fortemente a progressdao da DRD, mas carece de especificidade e
sensibilidade para DRT e na avaliacdo da TFGe.* Notavelmente, a albumindria constitui um
fator de risco para a DRC ou mesmo DRT, e também serve como um potencial preditor de

morbidade e mortalidade cardiovascular em doentes com diabetes.’

No entanto, o verdadeiro dilema clinico situa-se na discordancia entre a presenca de
albumindria e o declinio da funcéo renal.”® Evidéncias recentes indicam que um notavel
namero de pacientes com albuminuria A3 podem reverter para albuminaria Al, enquanto o
conceito de ND nao-albuminurica estd bem documentada. Ha doentes com DM que
apresentam reducdo da TFG, sem progredir de albumindria Al para albumindria A3.’
Perkins et al. relataram o desenvolvimento de DRC avancada (TFG <60 mL/min por 1,73
m2) sem progressao concomitante de albumindria em diabéticos tipo 1, inscritos no “Joslin
Kidney Study”.” Na terceira “National Health and Nutrition Examination Survey” (NHANES
IT), um exame a albumina urinaria com resultado normal, foi identificado em 36% dos 1197
pacientes com DM2 que tinham DRC avancada. > No “United Kingdom Prospective
Diabetes Study”, apenas 49% dos pacientes com insuficiéncia renal tinha albuminaria

precedente.”®

Portanto, apresentadas estas observacdes e as j& mencionadas desvantagens ao seu uso,
a albuminaria como o marcador convencional para detecdo precoce da ND esta, assim, a
tornar-se pouco especifica. Como resultado, outros biomarcadores (reflexo de leséo
glomerular ou tubular) agora sao considerados como mais confidveis e preditores

alternativos de risco de ND.

Na abordagem dos biomarcadores de ND, serdo descritos os atualmente disponiveis, 0s
gue estdo em estudo e os que foram promissores, sendo que esta sera dividida em 3
grupos: biomarcadores associados a patogénese da ND, associados a patologia e

marcadores associados as alteragdes da funcéo renal.
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10.2 BIOMARCADORES ASSOCIADOS A PATOGENESE DA NEFROPATIA DIABETICA

.2
[~
@
[=2]
o
£
(5]
c
]
L
=]
3 g
C
%] <t
o
UG
o
©
=
<
o
-
='D. _,
o L =] o
= Z x¥ =
. — o
- S O E a 5
o =) o [} T il
0 Q &} =
c = >
0w ‘0
3
-8‘&0 -]
©
89'2 S
5 w3 £
0
58" g
28 E
8
"
0 J= <
[ L n a
R ¥ =
©
&80
] 853
=<
s o8&
g%
o
o A
0 ) =
o U 0 < b
= 0 ©
© &2
k=] 05
X 28
O <
[%7]
i
©
2 £
2 T
N =} o
o @ B =
0
.2 L o
© O o
i)
L2
20_
g 8
2 T
8 < o
—1 = [e)
[oa)
]
<

Figura 4. Sumario de alguns biomarcadores associados a patogénese (adaptado dez).

Abreviaturas: ND, nefropatia diabética; GST,glutatido s-transferase; 8-OHdG, 8-hidroxi-2'-
desoxiguanina; IL-1, interleucina-1; IL-6, interleucina-6; IL18, interleucina-18; MCP-1, proteina
quimiotaxica de mondcitos; MDA ,malondialdeidoTNF- a, fator de necrose tumoral a; DNPH, 2,4-
dinitrophenylhydrazine; AOPP, produtos proteicos de oxidagdo avancada; HNE, 4-hydroxy-nonenal;
sCD40L, CD40 ligante solavel; CHIT1, quitotriosidase; IP-10, proteina 10 induzida por interferdo;
YKL-40, glicoproteina 40 da cartilagem.
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Um grande numero de estudos prospetivos confirma que a hiperglicemia € o fator de risco
mais importante para a ND. A hiperglicemia promove o transporte de eletrdes na cadeia
mitocondrial, a fim de gerar um excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) através da
formagdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES) e ativacdo da via do poliol,
hexosamina via metabdlica, proteina cinase C (PKC) e angiotensina Il. As ROS iniciam ou
aumentam o stresse oxidativo e eventualmente causam resposta inflamatoria e formacgéo de
fibrose. Além disso, a anormalidade do metabolismo lipidico, a ativacdo do sistema renina-
angiontensina-aldosterona (SRAA), a hipertensao sistémica e glomerular, deficiéncia na
sinalizacdo da insulina, o aumento de fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatérias, e
a ativacdo da via de sinalizacao intracelular também desempenham um papel na ocorréncia

e progress&o da ND.?

10.2.1 BIOMARCARDORES DO STRESSE OXIDATIVO

10.2.1.1 8-hidroxi-2'-desoxiguanina (8-OHdG)

A 8-OHdG é uma das formas predominantes de lesdo do DNA induzida por radicais livres.
Esta passa diretamente para a urina, sem sofrer metabolizacdo, por filtracdo glomerular e
serve como um indice de dano oxidativo sistémico do DNA, sendo considerado um
biomarcador sensivel na avaliacdo do stresse oxidativo.”* Segundo o estudo Hinokio et al.
a excrecao urinaria de 8-OHdG esta acentuadamente aumentada em doentes com DM tipo
2 em comparacdo com individuos saudaveis, e um elevado nivel de 8-OHdG urinario foi
correlacionado com valores altos de hemoglobina glicada, bem como associada a gravidade
da lesdo tubulointersticial, esta Ultima segundo o estudo Kanauchi et al.®**? Foi
demonstrada uma maior excrecado de 8-OHdG em doentes com DM tipo 1, 9 anos apos o

inicio da doenca, principalmente relacionado com um deficiente controlo glicémico.®

No entanto, resultados controversos foram observados num estudo mais recente, em que se
conclui que ndo houve diferenca nos niveis de 8-OHdG urinério entre 0s grupos com e sem
ND em cromatografia liquida-espectrometria de massa. Isto sugere que 8-OHdG na urina
ndo era um biomarcador sensivel em relacdo ao ratio albumina/creatinina para distinguir
doentes com ND dos doentes com apenas DM. Os diferentes fluidos biol6gicos e as
técnicas usadas como ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) podem ter contribuido
para a falta de consisténcia nestes estudos, de modo que o valor preditivo da 8-OHdG em

estadios precoces da ND necessita que mais pesquisas sejam determinadas.?

24



10.2.1.2 AGES (produtos finais de glicacdo avancada) - Pentosidina

Os produtos finais de glicagdo avancada s&o potenciais mediadores pelos quais a
hiperglicemia causa DRD. Os AGEs séo formados durante o envelhecimento no rim e
filtrados pelo glomérulo como um processo fisioldgico. No doente com ND, acumulam-se no
intersticio glomerular e nas paredes dos capilares, onde induzem a sintese de matriz

extracelular através do estimulo do fator de crescimento do tecido conjuntivo.®?

Um dos AGEs melhores caracterizados, encontrados em humanos, é a pentosidina, tendo
sido considerada como um marcador de formacdo e acumulacdo de AGEs. Foram
descobertos niveis elevados de pentosidina no soro e na urina doentes com DM2 portadores
de nefropatia quando comparada com sujeitos controle. Ambos 0s niveis urinério e
plasmatico de pentosidina demonstraram correlacionar-se positivamente com a gravidade
da albumindria em doentes com diabetes. O estudo conduzido por Kern et al. demonstrou
que excrecao urinaria de pentosidina em pacientes com DM1 previu a progressao da
albumindria, com um aumento do risco em sete vezes por cada aumento de 50% na

pentosidina urinaria.??>%°

Recentemente, Kerkeni et al. destacou o papel da pentosidina como um biomarcador de
complicacdes microvasculares em diabéticos tipo 2. Apesar da evidéncia sugerir que a
pentosidina poderia ser um marcador util da ND, a sua aplicagédo requer mais investigacao,
no sentido de uma comparacdo mais precisa em relagdo a albumina urinaria e avaliar as
limitacbes relacionadas com outras causas ndo diretamente associadas a DM que

aumentem o stresse oxidativo.?®

10.2.1.3 Glutatido s-transferase (GST) e Malondialdeido (MDA)

Dados experimentais mostraram que o nivel de expressdo de GST em ratos diabéticos
induzidos por Estreptozocina foi notavelmente maior do que nos ratos controle, sugerindo
gque a hiperglicemia pode ser a principal causa para valores de GST elevado. Oito semanas
apoés o tratamento com resveratrol, a expressdo de GST diminuiu e varios indicadores que
sugerem a ocorréncia de ND, como a excrecao urinaria de proteinas, creatinina, apoptose
celular e hipertrofia renal foram todos melhorados, levando os investigadores a supor que o
resveratrol provavelmente desempenhou um papel na renoprote¢cdo diminuindo o nivel de

expressdo de GST.?

A pesquisa em humanos foi consistente com os estudos experimentais referidos acima. Em

comparacdo com individuos saudaveis, o aumento da atividade do GST e niveis
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aumentados de MDA, um importante biomarcador de LPO (lipoperoxidagédo), foram
encontrados em doentes com DM2. Estes resultados sugeriram que o stresse oxidativo
estava envolvido na ocorréncia de DM e o GST era suscetivel de desempenhar um
importante papel na antioxidagdo. No estudo sobre GST e ND, Noce et al. relataram que a
atividade de GST nos portadores de DM2 com e sem nefropatia foram ambos
significativamente mais altos que os de controlo, sugerindo estar intimamente relacionado
com as fases de ND e indicando que o GST provavelmente seria um potencial biomarcador
na fase inicial da ND.?

10.2.1.4 Heme oxigenase-1 urinaria (UHO-1)

As heme oxigenase sao enzimas essenciais no catabolismo do grupo heme, que atuam
como moléculas antioxidantes bem como potentes proteinas anti inflamatérias durante o
processo de les&o oxidativa.?®

Os resultados de um estudo realizado na China, em doentes com diabetes tipo 2,
forneceram dados preliminares a sugerir a HO-1 como um novo biomarcador renal
associado ao aumento da albumindria e a diminuicdo da TFGe. Este também demonstrou
que os niveis urinarios de HO-1 aumentaram antes do inicio da albuminuria A2, colocando a
HO-1 urindria como candidata a biomarcador precoce de lesdo tubular em doentes
albuminaricos grau A1 com DM2, favorecendo assim um diagnéstico precoce e intervencdes
avancadas na ND.?®

10.2.2 BIOMARCADORES DE INFLAMACAO

A reposta inflamatéria pode ser ativada por distlrbios bioquimicos, metabdlicos ou
hemodinamicos quando um largo niumero de leuc6citos se concentra no rim, ocorrendo a
secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e uma variedade de quimiocinas por estas células.
Deste modo, um novo ciclo de resposta inflamatéria € induzido, tendo sido estas moléculas

candidatas a potenciais biomarcadores de ND.?

Estudos sugerem que individuos que desenvolvem ND apresentam inflamacéo de baixo
grau anos antes do inicio da doenga, e que a excrecdo elevada de marcadores inflamatorios
na urina foi associada a um declinio progressivo da fungéo renal em doentes portadores de
DML
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10.2.2.1 Proteina quimiotaxica de monécitos (MCP-1)

O MCP-1 tem sido a quimiocina pro-inflamatdria mais extensivamente estudada no contexto
de ND. Considerada a mais potente quimiocina a recrutar mondcitos/macréfagos no
processo inflamatorio, é uma candidata forte para biomarcardor de ND.*** Os niveis
urinarios de MCP-1 estao associados a um rapido declinio da TFGe em individuos com DM1
e albuminudria A1, bem como em individuos com DM2 e doenca renal avancada (albumindria

A3 e DRC estadio igual ou superior a 3).°

Estudos constataram que altos niveis urinarios de MCP-1 tém sido demonstrados em
doentes com DM2 em estadios precoces da ND, porém esses valores seriam mais elevados
com a progressdo da ND e com lesdes tubulointersticiais avancadas. *>*3! Além disso, uma
correlagdo direta de MCP-1 urinaria foi observada entre a albumindria, a infiltracdo de
macrofagos no intersticio tubular, e a excrecdo urindria de NAG (N-acetyl-b-D-
glucosaminidase, um potencial biomarcardor de lesdo tubular). Estes resultados sé&o
ultimamente consistentes com a utilidade potencial de MCP-1 como marcador ndo-invasivo
da detecédo precoce e progressdo da ND. No entanto, o seu papel diagndstico continua por

ser validado.?®*°

10.2.2.2 Citocinas pro-inflamatérias

Entre os mecanismos mais exaustivamente estudados envolvidos na patogénese da ND,
destacam-se as acdes da Interleucina 1 (IL-1), IL-6 e IL-18. A IL-1 tem sido implicada no
desenvolvimento de alteragBes intraglomerulares e também esta ligada ao aumento da
permeabilidade de células vasculares endoteliais. A IL-6 mostrou-se envolvida no processo
de resposta imunitaria bem como a sua influéncia sobre a dindmica da matriz extracelular,

promovendo altera¢des globais no rim.

O aumento da expressao da Interleucina 6 esta correlacionada com a albumindria, e
pesquisas recentes mostram que os niveis de IL-6 na urina e no soro sao elevados, mesmo
em doentes em que ainda ndo ocorreu um aumento da excrecdo de albumina.”® Além disso,
0s niveis urinérios de IL-6 correlacionaram-se diretamente com a sua prépria expressao do

gene renal, bem como com a excrecéo urinéria de albumina e espessamento da MBG.*

No entanto, alguns outros estudos descobriram que a IL-6 sérica foi elevada em doentes
com albuminadria A3 isolada, pelo que o seu valor de diagndéstico precoce ndo era tdo bom

quanto o da excrecao urinaria de albumina.?
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Quanto a IL-18, alguns estudos tém mostrado elevados niveis séricos em doentes com ND e
associado a HbAlc ou ao RAC, sugerindo que esta pode ter um papel no desenvolvimento
das complicagfes renais microvasculares na DM, tornando-se um expectavel biomarcador

desta patologia.??*%°

10.2.2.3 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a) € um mediador chave da inflamagdo e um dos
principais participantes na patogénese da lesdo renal. Este promove a inflamacado, a
apoptose e acumulacdo de matriz extracelular, reduzindo a TFG e aumentando a

permeabilidade da albumina.?’

Foram encontrados niveis urinarios e séricos aumentados de TNF-a em doentes com
nefropatia secundaria a DM quando comparados com individuos sem albumindria (grupo de
controlo) e com albumindria Al. Além disso, estes valores elevados estavam
significativamente relacionados com a EUA.?

A transducédo do sinal do TNF-a € iniciada através de dois recetores distintos, o recetor TNF
1 (TNFR1) e TNFR2.” Niveis séricos de TNFR1 e TNFR2 foram correlacionados com a
diminuicdo da TFG em doentes com DM, e estes eram independentes do estado da
albuminaria.?®

Estas evidéncias sugerem que as concentragfes no soro de TNFR1 e TNFR2 podem ser

utilizadas como preditores da progressao da DRD.**?°

10.2.2.4 CD40 ligante solavel (sCD40L), glicoproteina 40 da cartilagem (YKL-40) e
quitotriosidase (CHIT1)

Foram observados valores significativamente elevados de sCD40L, uma proteina
transmembranar que regula a resposta inflamatéria através da ligacdo com CD40, em
doentes portadores de DM1 e DM2 com ND quando comparados com doentes com
albumindria A1, bem como a sua associacdo com a severidade da lesdo renal e o nivel de
controlo glicémico.?*® No entanto, noutro estudo foi demonstrado que elevados niveis
plasmaticos de Scd40L em doentes diabéticos tipo 1 com nefropatia, ndo foram preditores
de mortalidade ou deterioracdo da funcdo renal, sendo necessario mais estudos para

determinar a aplicabilidade desta particular proteina como biomarcardor renal.?
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Alguns estudos revelaram que os niveis de YKL-40 e a atividade CHIT1 se encontram
elevados em doentes com diabetes tipo 2, quando comparados com os sujeitos de controlo.
Ambas aumentavam gradualmente com os estadios da ND de acordo com o RAC, tendo
sido associados a lesdo renal na ND. No entanto, dada a sua alta sensibilidade e
especificidade, a atividade da CHIT1 foi melhor no diagnéstico de albuminuria A2

comparativamente com o nivel sérico de YKL-40.%%

10.2.3 BIOMARCADORES DA ATIVACAO DO SRAA (SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-
ALDOSTERONA) — ANGIOTENSINOGENIO

O SRAA é responsavel por regular a pressao arterial através da producéo de aldosterona e
desempenha um papel crucial na patogénese da ND. O angiotensinogénio (AGT), produzido
no figado e secretado ao nivel do tubulo contornado proximal, foi identificado em doentes

portadores de glomerulonefrite cronica em esttdios prévios.??’

Estudos demonstraram que o AGT urinario esta altamente correlacionado com a expresséao
no tecido renal da angiotensina Il e, portanto, um marcador potencialmente adequado da
atividade intrarrenal do SRAA. Além disso, o AGT urinario estd associado a um risco
aumentado de deterioracdo da fungéo renal em pacientes com DRC e, portanto, preditivo da
perda da TFG em estudos longitudinais.?” Em doentes com DM1, elevados niveis de AGT
urinario precedem a albuminadria A2, mostrando também uma acdo preditiva para o0s
diabéticos tipo 1 normotensos. Em doentes com DM2 sem albuminuria, o AGT urinario foi
maior do que nos individuos de controlo, e aumenta ainda mais naqueles com albuminuria

A2, e em maior medida, naqueles com albuminuria A3.3

Numa investigacdo recente, Van den Heuvel et al. demostraram que os niveis de renina
estavam aumentados em diabéticos, e que o tratamento com IECA (inibidores da enzima
conversora de angiotensinogénio) e/ou ARA (antagonista dos recetores de aldosterona)

reduziu a renina urinéria, mas ndo o AGT, apesar de niveis elevados de renina plasmatica.*’

Estes achados permitem assim atribuir um papel promissor ao AGT urinario, um alto valor
de sensibilidade e especificidade nos estadios iniciais da ND, fundamental ao diagndéstico

desta patologia.
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10.3 BIOMARCADORES DE DISFUNGCAO GLOMERULAR

O dano glomerular na ND caracteriza-se por alteracdes da permeabilidade e estrutura
glomerular que podem ocorrer como resultado da lesdo de qualquer um dos componentes
da barreira de filtragdo glomerular, incluindo a MBG, poddcitos e endotélio capilar. Grande
parte da seletividade da filtracdo ocorre na MBG. Aqui, esta exclui proteinas com base no
seu tamanho e carga, pelo que a perturbacdo da estabilidade desta estrutura resulta no
aparecimento na urina de um excesso de proteinas séricas, que normalmente sao filtradas
livremente através do glomérulo, incluindo macromoléculas como a transferrina, albumina e

da matriz extracelular.?®?’

Alteracdes estruturais na ND incluem a acumulagédo de matriz mesangial e o espessamento
da membrana basal nos glomérulos, bem como a hipertrofia tubular e alteracdes
tubulointersticiais. Essas anormalidades estdo associadas a superproducao renal de

proteinas da matriz extracelular, como o colagénio tipo IV e outras proteinas.”®

Tabela IV. Sumario de biomarcadores glomerulares de nefropatia diabética.

Biomarcador Mecanismo

Podocina Leséo dos poddcitos

Sinaptopodina Lesé&o dos poddcitos

Nefrina Leséo dos poddcitos

Podocalixina Leséo dos poddcitos

Colagénio tipo IV

Lesdo da membrana basal

Fator de von Willebrand

Lesdao células endoteliais

VEGF Leséo células endoteliais
TGF-B1 Expansdo mesangial/Fibrose
PEDF Expansdo mesangial/Fibrose

Adiponectina

Lesdo da membrana basal

Ceruloplasmina

Lesdo da membrana basal

Laminina

Lesdo da membrana basal

Transferrina

Aumento da pressdao intra-glomerular

Fibronectina

Progressao de les8es difusas glomerulares

PGDS

Lesdo da parede capilar glomerular

IgG

Progressao de les8es difusas glomerulares
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10.3.1 Transferrina

A transferrina é uma proteina plasmatica com um peso molecular ligeiramente maior que a
albumina e menos anidnica que esta, pelo que é mais facilmente filtrada na cépsula de
Bowman. Assim, a transferrina espera-se que seja excretada mais precocemente e/ou huma

proporcdo maior do que a albumina.?®

Narita et al. relataram que aumento da transferrina urinaria foi encontrado em doentes com
DM2 né&o albumindricos, juntamente com a ceruloplasmina e imunoglobulina G (IgG),
sugerindo que as alteracbes hemodindmicas renais, como 0 aumento pressao
intraglomerular pode ser a principal causa subjacente deste achado. Outro estudo mostrou
que individuos com DM2, que inicialmente apresentavam niveis elevados de excrecao
urinaria de transferrina, foram propensos ao desenvolvimento de albuminaria A2,
independentemente da idade, duracdo da DM, pressédo arterial, HbAlc e valores lipidicos
basais. Observagfes recentes tém relatado correlagbes entre a excregcdo urinéria de
transferrina e outras complicagdes diabéticas microvasculares, tal como a retinopatia, uma
vez que esta molécula tem uma acdo antioxidante extracelular, e uma diminui¢cdo dos seus
niveis pode contribuir para um desequilibrio pré-oxidante/oxidante, processo este envolvido

na génese de tais complicacdes.’1%26:31:33-%

De facto, a transferrina urinaria tem sido considerada uma ferramenta Util e sensivel na
avaliacdo da lesdo glomerular na DM, uma vez que a sua excregdo esta associada a

estadios precoces da ND.

10.3.2 Colagénio tipo IV

O colagénio tipo IV é o principal componente da matriz mesangial e da MBG, que em

circunstancias normais, ndo atravessa a barreira de filtragdo glomerular.®

Varias investigacbes observaram que a excrecdo de colagénio tipo IV aumentou
gradualmente a medida que a DRD progrediu, podendo este ser um biomarcardor util para a

avaliacdo da progressdo da doenca renal em diabéticos.?2¢3°

Além disso, numa analise que acompanhou doentes diabéticos tipo 1 e 2, os
normoalbumindricos (albumindria A1) apresentaram uma diminui¢cdo da excre¢ao urinaria do
colagénio tipo IV, enquanto aqueles que desenvolveram albumindria A2 surgiram-se com

um maior aumento da sua excrecao.*

Esta elevacdo também foi constatada em doentes normoalbuminuricos com intolerancia a

glicose.®
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Evidéncias mostraram que o surgimento do colagénio tipo IV precede a albumindria A2 na

detecdo de danos glomerulares e associado a albumina urindria e creatinina sérica,

sugerindo que este pode ser um biomarcador promissor para diagnéstico precoce de ND.*%°

10.3.3 Proteinas especificas de podocitos: Podocina, Sinaptopodina, Nefrina e
Podocalixina

Nos ultimos anos, a excre¢do urindria de poddcitos ou as proteinas a eles associados tém
capturado grande atencdo como potenciais marcadores precoces de glomerulopatia.?®
Pesquisas tém vindo a demonstrar que o declinio no nimero de poddcitos ocorre em
estadios precoces da ND devido & apoptose ou degenerescéncia dos mesmos.? A
podocitopenia em doentes com albumindria Al sugeriu que lesées nos poddécitos aparecem
antes do desenvolvimento da proteinuria, tendo sido também ja descrita em diabéticos com

albumindria A2 e A3.2?7

Atualmente, os estudos focam-se nos produtos das proteinas especificas dos poddcitos, tal
como a nefrina, sinaptopodina, podocalixina, e a podocina (aumentados em doentes com
DM gquando comparados com grupos de controlo saudaveis), uma vez que era dificil a
detecao direta de poddcitos na urina.>* No entanto, apenas a excrecéo urinéria de nefrina e
de sinaptopodina demonstraram ter uma correlagdo positiva com proteindria e com a
deterioracao da funcéo renal. Uma investigacdo recente revelou que os niveis urinarios de
nefrina estavam elevados em todos os doentes com ND desse estudo e 54% tinham niveis
normais de albumina. Juntamente a isto, a nefriniria mostrou uma associagdo forte com

RAC e, por isso, pode ser um biomarcardor Gtil da nefropatia em estadios pré-clinicos.”?’

InvestigagOes posteriores conduzidas por Hara et al. revelaram que a sinaptopodina urinaria
em doentes com DM2 com nefropatia apresentava valores elevados em relagdo aos
individuos de controlo (sem nefropatia), indicando que a sinaptopodina seria um
biomarcardor com elevada sensibilidade na avaliacdo do dano podocitario em doentes com
DM 2

Um estudo recente tem demonstrado altos niveis de podocalixina urinaria em doentes com
DM e foi encontrada uma correlacdo positiva entre a podocalixina urindria e a p2-
microglobulina, a1-microgloubulina, e NAG urinaria, mas ndo com a creatinina sérica, a
TFGe, ou proteinria.®%* Além disto, estudos do perfil do mRNA (microRNA) urinario
sugerem que a quantificacdo da expressdo do mRNA da podocalixina, e outras moléculas
associadas aos podécitos como a sinaptopodina e a podocina, podem vir a ser

biomarcadores Uteis na dete¢do antecipada da lesdo dos poddcitos e da progresséo da ND.
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No entanto, a estratégia de utilizacdo do mRNA urinéario é limitada dada a suscetibilidade do
MRNA & degradacéo pelas RNAses. Ha também o problema da especificidade dado que a
podocalixina é expressa ndo s pelos poddécitos, mas estd presente também em muitos
outros tipos de células (epiteliais, endoteliais, plaquetas, megacariécitos) e ndo pode ser
considerada um biomarcardor especifico de poddcitos.?’ Efetivamente, a podocitiria e a
excrecao de proteinas especificas de poddécitos como a nefrina, sinaptopodina e
podocalixina ocorre noutras formas de DRC nao-diabética.”®

10.3.4 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina é um co-transportador sérico, e é carregado mais negativamente que a
albumina, dai ser filtrada com dificuldade a nivel glomerular. Niveis elevados de
ceruloplasmina urinaria foram encontrados em doentes com DM2 normoalbumindricos
(albumina Al), comparativamente a um grupo de controlo com doentes ja com albumindria
A2, contribuindo a favor do seu uso para a detecdo precoce de lesdes renais: a
cerulopasmina pode ter um efeito preditivo em doentes com DM tipo 2.%%* De acordo com
Yamazaki et al. o ratio de excrecdo da ceruloplasmina urinaria e a clearance da

ceruloplasmina aumentam paralelamente com a progresséo da albumindria.®

10.3.5 Fator de transformacgao de crescimento 31 (TGF-B1)

7

A hiperglicemia induz a expressdo TGF-B1, que é considerada ser a citocina mais
importante na glomeruloesclerose e fibrose tubulointersticial, sendo ainda responsavel pelo
inicio e progressdo da ND.*>*” Foram encontrados niveis urinarios elevados em doentes com
ND quando comparados com doentes normoalbuminudricos com diabetes e com um grupo

de controlo de individuos saudaveis.?’

Curiosamente, estes valores de TGF-B1 estavam ja elevados em individuos
normoalbumindricos e aumentavam gradualmente com a progresséo da ND, pelo que este

pode ser considerado um biomarcardor sensivel em fases iniciais da ND.?

Relativamente aos restantes biomarcadores mencionados na tabela IV, dada a sua escassa
pesquisa ou falta de consisténcia dos seus resultados, a sua abordagem mais profunda néo
serd abordada. Entre eles, a Fibronectina que ainda n&o tem dados suficientes que
suportam o seu valor preditivo de diagnéstico precoce da ND,** a L-PGDS (prostaglandina

|8,38

sintetase tipo lipocalina) que funciona apenas como preditor de disfuncéo rena ou a
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Adinopectina, cuja validade como biomarcardor precoce ou de prognostico da ND necessita

de mais estudos.?*%*

Outras moléculas foram destacadas para pesquisa do seu potencial dada a sua excrecao
estar associada ao aumento da excrecdo de outros potenciais biomarcadores, como é o
caso da Laminina urinaria, que surgiu concomitantemente com o colagénio tipo IV, NAG e
a1-microglobulina, e o caso da Imunoglobulina G (IgG) urindria cuja sua excrecdo associou-
se também a valore elevados de transferrina urindria, ceruloplasmina urinaria e

orosomucoide urinario antes do inicio da albuminuria A2. "823

Por dltimo, dados os significativos valores elevados em diabéticos com nefropatia,
pesquisas revelaram que o fator derivado do epitélio pigmentado (PEDF) urinario seria
provavelmente um biomarcardor efetivo de ND, bem com o fator de crescimento do

endotélio vascular (VEGF), sendo este Ultimo mais focado em estadios precoces da ND.?

10.4 BIOMARCADORES TUBULARES

As lesbes do intersticio tubular desempenham um papel fundamental no processo de
desenvolvimento da ND e mesmo antes da lesdo glomerular. Além do mais, cerca de um

terco dos doentes com DM tém diminuido a sua funcéo renal antes da proteinria.”

Os biomarcadores de lesdo tubular consistem essencialmente em enzimas urinarias
(enzimdria) e proteinas plasméticas de baixo peso molecular. O aumento da sua excrecao
na urina origina-se através da reabsorcao deficiente de proteinas plasméticas pelas células
tubulares (danificadas ou em regeneragéo), ou pelo aumento da secre¢cdo de enzimas na

urina por células epiteliais tubulares, sendo que ambas conduzem & proteinaria.?®®

O tubulo contornado proximal pode ter maior impacto no desenvolvimento de albumindria do
que se pensava anteriormente, e, portanto, alguns marcadores de dano tubular
comprovaram-se altamente sensiveis quando comparados com a albuminiria A2 e outros

marcadores glomerulares, independentemente de defeitos na permeabilidade glomerular.
7,8,27

10.4.1 Lipocalina associada a gelatinase dos neutrofilos (NGAL)

A NGAL é uma glicoproteina presente nos rins, expressa pelas células epiteliais tubulares
em resposta a lesé@o tubulointersticial que frequentemente ocorre no decurso da patologia

renal, sendo considerada protetora contra o dano renal.® # A NGAL é hiper-produzido nos
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tubulos renais em poucas horas depois de um estimulo agressivo, como a isquémia-
reperfusdo.”® Estudos tém confirmado uma associacio entre NGAL e obesidade, insulino-

resisténcia e hiperglicemia em humanos.*

Os marcardores tubulares como a NGAL, tém recentemente adquirido bastante atencéo
porque sdo considerados bastante sensiveis e especificos a detecdo de lesdo renal. Por

isso, NGAL é um excelente preditor precoce de les&o tubular aguda.?*2®

A NGAL urinaria € um biomarcardor usado na avaliacdo de lesGes tubulares na DM, e os
seus valores aumentados estdo presentes mesmo em fases iniciais da doenca,

nomeadamente em doentes normoalbumindricos (albumindria A1).2

Nielsen et al. demonstraram que a NGAL urindria estava elevada em doentes com DM tipo 1
com ou sem albumindria, indicando dano tubular em estadios inciais.?® Portanto, na DM1

elevados valores de NGAL urinario podem preceder a albuminuria A2.°

Um estudo mais recente relatou que a NGAL urinaria foi significativamente maior em
pacientes com DM2 do que em controles, e também maior em doentes com albuminuria A2
e A3 do que em pacientes normoalbuminuricos, tendo sido positivamente correlacionada
com a excrecao urinaria de albumina. Fu et al. mostrou que a NGAL foi marcadamente
aumentada nos pacientes com DM2 em comparacdo como grupo de controle e foi
significativamente maior do grupo da albumindria Al para albuminuria A2. Este marcador
mostrou correlagdes positivas mais fortes com o RAC e uma correlacdo negativa com TFGe.
O estudo sugeriu que o dano tubular é comum diabéticos tipo 2, e que a NGAL urinaria pode
ser um marcador precoce promissor para monitorizar o comprometimento renal neste tipo de

doentes.®

10.4.2 Kidney injury molecule-1 (KIM-1)

A KIM-1 é uma proteina transmembranar expressa na membrana apical das células
tubulares proximais em resposta a uma agressao e promove a fibrose renal, sendo portanto
indetetavel na urina sob condi¢gbes normais. Elevados niveis de KIM-1 surgem na urina na
sua forma estavel ap6s isquémia ou lesdo renal aguda nefrotoxica, além de doencas renais

com proteindria, sugerindo o seu potencial papel como marcador de dano renal.?*?>*

Petrica et al. reportou em doentes normoalbumindricos com DM2, valores elevados de KIM-
1 urindria, que indiciavam lesdes no tubulo proximal em estadios precoces da doenca.
Pacientes com albuminuria A2 tém valores de KIM-1 urinarios mais elevados do que 0s

normoalbuminuricos. Carvalho et al. identificou niveis de KIM-1 elevados em doentes com
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DM2 normoalbumindricos, e estes aumentavam progressivamente nos doentes com

albumindria A2 e A3.8

Observacdes recentemente concluiram que os niveis plasmaticos de KIM-1 eram fortemente

preditivos do risco de DRT em doentes com DM1 e albumindria.**

Assim, apesar do papel desta proteina ainda ndo se encontrar bem definido no processo da
ND, a excregdo urinaria de KIM-1 podera tornar-se um biomarcardor ndo-invasivo de lesao

tubulointersticial na ND.5%

10.4.3 Alfa-1-Microglobulina (a1-microglubulina)

A a1-microglubulina € uma proteina sérica de baixo peso molecular, que é facilmente filtrada
através da parede capilar glomerular. Uma vez chegada ao tdbulo proximal, a a1-
microglubulina é reabsorvida e metabolizada. A disfuncédo tubular leva a alteracbes da
reabsorcdo com o aumento da sua excrecdo na urina.®'? A al-microglubulina esta
diretamente relacionada com a duracdo da DM e a sua progressdo, bem como com o

deficiente controlo glicémico.?

Em doentes com DM2 normoalbumindricos (albuminuria Al) foram demonstrados elevados
niveis urinarios deste biomarcardor, dado que a lesdo tubular precede o inicio da
albuminudria A2, tornando-o mais sensivel e num marcador urinario precoce. No entanto, a
a1-microglubulina pode estar ausente em alguns doentes com albumindria e, por isso, a
avaliacdo através do seu uso esta associada com a associacdo de outros biomarcadores
urinarios, incluindo a albumina urinaria.® Nos doentes com diabetes tipo 1, também foram

detetados valores elevados deste marcador, mesmo naqueles sem nefropatia clinica.”

Além disto, a a1-microglubulina urinaria em estadios iniciais da DM podera desempenhar um
papel na previsdo da ND, e tem sido identificada como um biomarcardor de baixo custo para

o diagnéstico precoce da ND.’

10.4.4 N-acetil -B-D-glucosaminidase (NAG)
A NAG é uma enzima localizada nos lisossomas das células do tubulo proximal. Em caso de

disfuncdo, nomeadamente, de lesédo das células do tabulo proximal, a NAG é eliminada pela

urina em grandes quantidades, sendo um biomarcardor tubular sensivel.®
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Diversos estudos tém mostrado que a NAG urinaria desempenha um papel importante no
diagndstico precoce e na monitorizagdo da doenca renal na DM, mesmo antes do
surgimento da albuminuria A2. Kern et al. relatou que a excrecado basal de NAG e o seu
aumento ao longo do tempo previram o aparecimento de albumintdria A2 e AS.
Recentemente, observaram-se que os niveis urinarios de NAG estavam associados coma
regressao da albuminuria A2 em doentes com diabetes tipo 1, sugerindo que a disfuncdo
tubular € um componente critico durante o curso da ND.?® Em portadores de DM2, a
excrecdo urinaria de NAG aumentou proporcionalmente a duracdo da DM. Ocorreu muito

mais cedo que a albumindria, podendo ser considerado um biomarcardor tubular precoce.”*

No entanto, as concentra¢cdes de NAG urindria aumentam diretamente com a hiperglicemia
e diminuem com a melhoria da glicémia, sendo por isso esta glicose-dependéncia

potencialmente limitadora da utilidade da NAG como biomarcardor de ND.%*?

Apesar disto, Assal et al. considera que a NAG urinaria é o biomarcardor mais sensivel para

a detecao precoce de les&o tubular em doentes diabéticos.®

10.4.5 Cistatina C

A cistatina C é uma proteina plasmatica filtrada através do glomérulo, reabsorvida e
metabolizada no tdbulo proximal, tendo sido identificada como um marcador promissor da
TEGe.*®?" A sua concentracao seérica, ao contrario da creatinina, ndo depende da massa
muscular nem da dieta. A determinacdo da cistatina C sérica é util na detecdo precoce do
declinio da TFG.*

Uslu et al. constatou que niveis urinarios de cistatina C foram significativamente mais
elevados no grupo com individuos com albuminudria A2 comparativamente ao da albumindria
Al e foram correlacionados positivamente com RAC em ambos os tipos de DM e na pré-
diabetes. *° Na DM2 encontraram-se valores elevados de cistatina C urinaria associados ao
declinio da TFG, particularmente em doente com TFGe =60mL/min/1.73m?, sugerindo que a
excrecdo destes niveis elevados possa ser um melhor preditor da precocidade da

nefropatia.””*°

Recentemente foi demonstrado que a cistatina C constitui um preditor significativo de ND
entre os doentes com DM e que o teste de cistatina C é mais econémico e mais conveniente

comparativamente ao método standard para a TFG.®
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10.4.6 Proteina de ligac&o aos acidos gordos hepaticos (L-FABP)

A L-FABP é uma proteina de baixo peso molecular expressa no citoplasma de células
tubulares proximais.® E produzida em resposta a um agress&o ao intersticio tubular, e dai

1% Nielson et al.

constituir um potencial marcador de dano tubular renal estrutural e funciona
descreveu niveis urinarios de L-FABP aumentados em doentes com DM antes dos sinais de

dano glomerular, albumintria A2 ou albumindria A3.%°

Em doentes com DM1 normoalbuminudricos (albumindria Al) foram encontrados valores
elevados de L-FBAP urinaria, tendo mostrado um papel preditor na progressao de
albumindria Al para albumindria A2 e consequentemente para albumindria A3.2 O mesmo
se relatou em doentes com DM2 normoalbumindricos, tendo esta proteina a ser considerada
como um util biomarcardor para o diagnéstico precoce de ND, bem como um preditor
independente da progresséo desta complicacéo microvascular da DM.”®

A L-FBAP esta relacionada com a severidade da ND.® No estudo de Nauta et al. entre os
marcadores de dano tubular investigados, a L-FABP foi a mais fortemente correlacionada

com a TFGe.*

10.4.7 Proteina ligante do retinol (RBP)

Esta proteina foi detetada em elevados niveis em doentes com DM2 com complicacdes
micro- e macrovascualres, quando comparada com doentes sem complicacdes.?®

Apesar de ser visto como um biomarcardor sensivel da fung¢do tubular e auxiliador na
detecao precoce de disfuncdo renal, a sua aplicabilidade devera ser complementada com a

avaliagéo de outros biomarcadores de dano glomerular, tais como a albumintria.?
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Tabela 5. Véarios biomarcadores de nefropatia diabética (adaptado de’).

Biomarcador

Tipo de leséo renal

DM1 DM2 Pré-microalbuminaria® Prevé microalbuminuria

Transferrina urindria Lesdo glomerular + + n +
TNE-a urinério Lesdo glomerular + + » +
Colagénio tipo IV urinério Lesdo glomerular/tubular  + + + +
Fibronectina urinéria Lesdo glomerular + +

GAGs urinério Lesdo glomerular + + ”

NAG urinéria Lesdo tubular ! + N o
L-PGDS urinaria Lesdo glomerular + i +

Nota: ®Surge na urina antes da microalbumindria

Abreviaturas: DM1, Diabetes Mellitus tipo 1; DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; TNF-a, Fator de necrose tumoral a; GAGs, glicosaminoglicanos;

NAG, N-acetil-B-D-glucosaminidase; L-PGDS, sintetase prostaglandina D tipo lipocalina

11. INVESTIGACAO NA NEFROPATIA DIABETICA

Atualmente, a perspetiva de descobrir novos biomarcadores na DM e ND respetivamente

esta incumbida & proteémica e genémica, transcriptémica, e metabolémica.?

11.1 Protedmica

A Protedmica corresponde ao estudo do proteoma completo ou pelo menos um largo
ndmero de protefnas expressas numa amostra biolégica.? Os métodos da proteémica que
utilizam a espectrometria de massa parecem ter um 6timo potencial no fornecimento de
dados sobre perfis proteicos constituindo a “impressao digital” das doencgas. Esta area tem
vindo a ser designada como a “biépsia renal liquida”, sendo uma ferramenta n&o-invasiva

que poderé potencialmente ser usada em fases pré-clinicas de doencas renais.*

Entre os estudos protedbmicos no diagnostico da ND, destacam-se o de Zirbig et al. onde
reportou que fragmentos de colagénio foram um proeminente biomarcardor 3 a 5 anos antes
do surgimento da albuminuria A2.® Rossing et al. identificou perfis peptidicos na urina num
grupo de doentes com DM1 e DM2, que pareceram ser melhores preditores da progressao

da DRD do que a albuminduria.
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Estes achados tém importantes implicag6es clinicas e sugerem que a abordagem através da
protedmica mantém-se como uma promessa na base dos testes de diagndstico bem como

na compreenséo da patogénese e evolucdo da ND.?

11.2 Metabolémica

A metabolomica € uma série de tecnologias recentes que tentam identificar e quantificar
todos ou grupos selecionados de moléculas de pequenos metabolitos endégenos (<1500

Da) a partir de uma pequena quantidade de amostras biolégicas numa experiéncia tnica.*

Vérios estudos tém explorado a aplicabilidade desta analise na abordagem da doenca renal.
Han et al. descreveu diversos perfis de acidos gordos no plasma em diferentes estadios da
DRD. Em 82 doentes com DM2, Zhu et al. demonstrou que um painel de seis fosfolipidos
plasmaticos foi capaz de distinguir entre doentes com e sem DRD. Em 78 doentes com DM,
Hirayama et al. identificou um painel de 19 metabolitos séricos correlacionados
significativamente com o RAC. No Cohort da DM2 DE “Joslin Kidney Study”, Niewczas et al.

identificou um painel de 5 metabolitos capazes de predizer a progresséo para DRT.%

Apesar destes resultados parecerem promissores, a complexidade da analise técnica e a
incompleta compreensdo do metaboloma humano sé@o problemas que necessitam de ser

esclarecidos antes da aplicacdo da metabdlica na pratica clinica.?

11.3 Micro-RNA (mi-RNA)

Os mi-RNAs maduros sdo uma classe de RNAs evolutivamente conservados, curtos (20-22

nucledtidos) e nao-codificados que constituem potentes reguladores da expresséo génica.**

Recentemente, os micro-RNAs tém-se revelado de grande interesse como biomarcadores
de diagndstico sensiveis, ndo-invasivos, e estadio-especificos da ND, especialmente devido
a sua estabilidade nos fluidos (urina e plasma) e em exossomas, e gracas também as

técnicas estabelecidas para a sua detec&o.?

Xu et al. reportou o papel dos seguintes miRNAs: miR-2162, miR-217, miR-192, miR-377,
miR-21, miR-29¢ no progndstico da DRD.** Niveis plasmaticos de miR-16 e miR-210 foram
descritos como reduzidos em doentes DRC severa comparados com doentes com funcéo

renal moderada ou normal.*®

Outro exemplo foi a expressdo miR21 e miR-2162 urinarios
associado ao declinio da funcdo renal.”” Argyropoulos destacou o papel preditivo do

microRNA urinério em relac&o a albumindria na DM1.2
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No geral, apesar de diversos desafios de investigacdo permanecerem, € claro que 0s

miRNAs s&o muito atrativos como biomarcadores simples e exatos, particularmente na ND.3*

12. DISCUSSAO E CONCLUSAO

No trajeto de pesquisa e destringa de uma das mais comuns complicacdes crénicas da DM,
destacou-se de facto a importdncia do seu diagndstico precoce, por um lado dada a
evolucdo favoravel na detecdo em estadios iniciais e, por outro, a reducdo dos encargos

econdmicos e prevaléncia a ela associada.

De acordo com o relatério “Factos e Numeros da Diabetes do Observatério Nacional de
2016", publicado em 2017, a DM, em Portugal, apresentou um custo direto estimado entre
1893 milhdes de euros, um acréscimo aproximado de 300 milhdes, em relacao a 2015. Este
valor representa 1% do PIB (produto interno bruto) portugués a data e cerca de 12% das
despesas em saude em Portugal. Portanto, uma intervencdo adequada e eficaz passaria
pela prevencdo primaria e secundéria desta patologia, visto que apresentar-se-ia como

vantajosa em termos econémicos e com bom prognadstico no percurso clinico.

O diagnéstico precoce aliado a um tratamento multidirecional constituem a Unica via efetiva

na paragem da progressdo da doenca renal e na melhoria do seu prognéstico.

Associadas a extensas validagbes, a albumindria A2 e a TFGe continuam atualmente na
vanguarda dos critérios de diagnostico da DRD. As suas limitacdes, aqui referenciadas,
promoveram a necessidade de biomarcadores com maior sensibilidade e especificidade na

detecao precoce da ND, bem como maior precisdo na previséo da progresséo da DRT.

Com a amplificacdo do conhecimento sobre a patogénese da ND, diversos biomarcadores
abordados neste trabalho, apresentaram-se promissores na detecdo em estadios iniciais da
ND. Todavia, até 0 momento, tem-se concluido que nenhum superou a albumindria A2 em

associacdo com a TFGe, em estudos prospetivos longitudinais em larga escala.

Atualmente, NGAL e KIM-1 comecaram ja a ser envolvidos como indicadores clinicos para
avaliar a resposta destes doentes ao tratamento renoprotetor da ND, bem como a Cistatina
C e NAG. Além disto, obtiveram o devido destaque dada o potencial na previsdo da

diminuicdo da TFG bem como da albumindria.

No momento atual, as investigacdes centram-se numa abordagem através de painéis de
multimarcadores como a metabol6mica e proteébmica, onde séo particularmente atraentes,

uma vez que oferecem uma visdo sobre os multiplos processos complexos da fisiopatologia
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da ND e melhoram a avaliagdo do progndstico e resposta ao tratamento. Outro grande foco
sdo também os micro-RNAs, onde se tem destacado a sua capacidade de diagnéstico
precoce, tratamento e prevencdo da ND, em doentes mesmo antes do surgimento dos

sintomas de declinio da funcao renal.

Contudo, estas novas abordagens ainda ndo estao disponiveis ha maioria dos laboratérios

clinicos, dada a sofisticacdo das técnicas utilizadas e dos custos elevados.

Em sintese, a avaliacdo continua pela abordagem da proted6mica, metobolémica e micro-
RNAs sugere-nos levar as novas estratégias na dete¢éo precoce da ND, visto o forte valor
preditivo associado comparativamente aos marcadores jA estudados, mas 0s custos

extremamente altos colocam em causa a sua aplicabilidade na rotina clinica.
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