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RESUMO




Pelaes TS. Analise longitudinal de uma coorte de individuos com diabetes
mellitus tipo 1 para caracterizagcéo da taxa de declinio da funcéo renal [tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

A doenca renal diabética (DRD) € uma das principais causas de mortalidade em
individuos com diabetes mellitus (DM), sendo a principal causa de doenga renal
terminal (DRT) no mundo. Estima-se que 20 a 30% dos individuos com DM
desenvolvem DRD e acredita-se que, mesmo com o0 uso das terapias
nefroprotetoras, a incidéncia de DRT nao esteja diminuindo. A microalbuminuria
€ empregada como um marcador precoce de acometimento renal no DM. No
entanto, devido a sua incapacidade de prever a evolugdo da DRD, novos
biomarcadores de lesbes glomerulares e/ou tubulares tém sido estudados. A
expressao de alguns RNA mensageiros (mMRNAs) no sedimento urinario tem sido
investigada como potencial biomarcador da taxa de declinio da funcdo renal e
nosso grupo de pesquisa ja propds dois mRNAs-alvo, o do gene TXNIP, que
codifica a proteina de interagdo com a tiorredoxina, e o do gene B2M, que
codifica a beta-2 microglobulina. Considerando a escassez de dados acerca da
progressdo da DRD em nossa populagdo e a importancia de investigar
marcadores preditivos da taxa de declinio da fung¢ao renal, o presente trabalho
realizou uma analise longitudinal da fungao renal de individuos com DM tipo 1
(DM1), acompanhados em um hospital terciario, para determinar (1) a taxa de
declinio da func&o renal, identificando os fatores a ela associados e (2) se a
expressdo do mRNA dos genes TXNIP, TXN e B2M nas células do sedimento
urinario de individuos com DM1 influencia a taxa de declinio da fung¢ao renal. Um

total de 465 individuos com DM1 foram incluidos (55,3% do sexo feminino; idade



meédia de 31,0 [+ 11,3] anos; duracdo da doenga de 18,0 [+ 9,7] anos e HbA1c
meédia de 8,8 [+ 2,1] % no inicio do seguimento). Os tempos médio e mediano de
seguimento clinico foram de 8,9 e 10 anos, respectivamente. No inicio do
seguimento, 100 individuos (21,5%) apresentavam DRD. A incidéncia
acumulada de DRD foi de 28,2% e a densidade de incidéncia foi de 2,47 por 100
pessoas-ano. O tempo médio até a ocorréncia da DRD foi de 13,6 anos. A
incidéncia acumulada de DRT foi de 15,6% e a densidade de incidéncia do
evento foi de 1,82 por 100 pessoas-ano; o tempo médio até a ocorréncia de DRT
foi de 14 anos. O declinio médio anual observado na taxa de filtragdo glomerular
estimada (TFGe) foi de - 6,15 mL/min/1,73m? e o declinio mediano foi de -2,43
mL/min/1,73m?2. Um declinio anual > -7,0 mL/min/1,73m? foi caracterizado como
declinio renal rapido (DRR) e foi observado em 26,9% dos individuos; um
declinio entre - 6,9 e - 2,43 mL/min/1,73m? foi caracterizado como declinio renal
moderado (DRM), observado em 23,2% dos individuos e um declinio acima da
mediana foi caracterizado como declinio renal lento ou ausente (DRLA) e foi
observado em 49,9% dos individuos. Os fatores associados ao DRR em relagao
ao DRLA foram: pior controle glicémico, maior albuminuria, maior frequéncia de
hipertensdo arterial, dislipidemia, neuropatia autonémica cardiovascular,
hiperfiltracdo e DRD no inicio do seguimento e menor duragdo do DM. As
expressdes dos mMRNA de TXNIP e de B2M foram avaliadas em um modelo de
regressdo linear misto em um subgrupo de 46 individuos e modificaram
significantemente a evolu¢cdo da TFGe ao longo do tempo (B = -2,4 e P=0,010
para TXNIP e  =-27,1 e P=0,001 para a B2M). Em conclus&o, na populagéo de
individuos com DM tipo 1 avaliada, 50% apresentaram um padrao de declinio

renal rapido ou moderado, que se associou a um pior controle glicémico e a



presenca de outras comorbidades. Os mRNAs de TXNIP e de B2M no sedimento
urinario sdo candidatos a biomarcadores para predizer a progressao da DRD e

requerem avaliagao em coortes independentes.

Descritores: Diabetes mellitus tipo 1; Taxa de filtragdo glomerular; Doenga renal

cronica; Incidéncia; Prevaléncia; Tiorredoxina; Microglobulina beta-2.



SUMMARY




Pelaes TS. Longitudinal analysis of a cohort of type 1 diabetes Mellitus individuals
for characterization of renal function decline rate [Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Diabetic kidney disease (DKD) is one of the leading causes of mortality in
individuals with diabetes mellitus (DM), being the leading cause of end-stage
renal disease (ESRD) worldwide. It is estimated that 20 to 30% of individuals with
DM develop DKD and even with the use of nephroprotective therapies, the
incidence of ESRD is not decreasing. Microalbuminuria is used as an early
marker of renal impairment in DM. However, due to its inability to predict the
evolution of DKD, new biomarkers of glomerular and/or tubular lesions have been
studied. The expression of some messenger RNAs (mRNAs) in the urinary
sediment has been investigated as potential biomarkers of the rate of renal
function decline and our research group has already proposed two target mMRNAs,
TXNIP, which encodes thioredoxin interacting protein, and B2M, which encodes
beta-2 microglobulin. Considering the scarcity of data on the progression of DKD
in our population and the importance of investigating predictive markers of the
rate of renal function decline, the present study performed a longitudinal analysis
of the renal function of individuals with type 1 DM (T1D) followed at a tertiary
hospital to determine (1) the rate of renal function decline, identifying the factors
associated with it, and (2) whether the mRNA expression of TXNIP, TXN and
B2M genes in cells of the urinary sediment of individuals with T1D influences the
rate of renal function decline. A total of 465 individuals with T1D were included
(55.3% female; mean age of 31.0 [+ 11.3] years; disease duration of 18.0 [+ 9.7]

years and mean HbA1c of 8.8 [+ 2.1] % at beginning of follow-up). The mean and



median times of clinical follow-up were 8.9 and 10 years, respectively. At the
beginning of the follow-up, 100 individuals (21.5%) had DKD. The cumulative
incidence of DKD was 28.2% and the incidence density was 2.47 per 100 person-
years. The mean time until the occurrence of DKD was 13.6 years. The
cumulative incidence of ESRD was 15.6% and the incidence density of the event
was 1.82 per 100 person-years; the mean time to the occurrence of ESRD was
14 years. The mean annual decline observed in estimated glomerular filtration
rate (eGFR) was -6.15 mL/min/1.73m? and the median decline was -2.43
mL/min/1.73m2. An annual decline > -7.0 mL/min/1.73m? was characterized as
rapid renal decline (RRD) and was observed in 26.9% of the individuals; a decline
between -6.9 and - 2.43 mL/min/1.73m? was characterized as moderate renal
decline (MRD) and was observed in 23.2% of the individuals, and a decline above
the median was characterized as slow or absent renal decline (SARD) and was
observed in 49.9% of the individuals. The factors associated with RRD in relation
to SARD were: worse glycemic control, higher albuminuria; higher frequency of
arterial hypertension, dyslipidemia, cardiovascular autonomic neuropathy,
hyperfiltration and DKD at the beginning of the follow-up and shorter DM duration.
TXNIP and B2M mRNA expressions were evaluated in a mixed linear regression
model in a subgroup of 46 individuals and significantly modified eGFR evolution
over time (B =-2.4 and P=0.010 for TXNIP and 3 = - 27.1 and P=0.001 for B2M).
In conclusion, in the evaluated population of individuals with T1D, 50% had a
pattern of rapid or moderate renal decline, which was associated with worse

glycemic control and the presence of other comorbidities. The expression of



TXNIP and B2M mRNAs in the urinary sediment are candidates for biomarkers

to predict DKD progression and require evaluation in independent cohorts.

Descriptors: Diabetes mellitus Type 1; Glomerular filtration rate; Chronic Renal

Insufficiency; Incidence; Prevalence; Thioredoxin; Beta-2 microglobulin.



1 INTRODUCAO




1.1 Doenga renal diabética

A doenga renal diabética (DRD) é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em individuos com diabetes mellitus (DM) tipo 1 e tipo
2. Devido a sua crescente incidéncia, o DM tornou-se a principal causa de
doenga renal terminal (DRT) no mundo e a principal causa de doenca renal
cronica (DRC) em individuos ingressando em programas de dialise (1).
Diferentemente de outros paises, no Brasil, a hipertensédo arterial sistémica
(HAS) é a principal causa-base de indicagao de dialise, seguida pela DRD (1, 2).
Embora a taxa de complicagdes crénicas relacionadas ao DM tenha diminuido
nas duas ultimas décadas, ainda € grande o numero de individuos afetados (3).
No entanto, sua taxa de progressdo diminuiu devido a melhora do controle
glicémico e pressorico (4).

Cerca de 20 a 30% dos individuos com DM desenvolvem DRD (5). Apesar
da implementagdo quase universal das terapias nefroprotetoras e do controle
glicémico intensivo nos ultimos anos, o risco de DRT em individuos com diabetes
tipo 1 (DM1) n&o esta diminuindo. A DRT continua sendo a principal causa de
morbidade e mortalidade prematura nestes individuos (6), sugerindo que o
tratamento otimizado do DM1 n&o tenha reduzido o risco global de DRT, mas
sim adiado seu surgimento para uma idade mais avang¢ada (7). Um estudo
recentemente publicado com mais de 5.000 individuos com DM1 diagnosticados
antes dos 50 anos, na Escécia, e acompanhados por um periodo mediano de 10
anos, mostrou uma incidéncia de DRT de 2,5 (intervalo de confianga [IC] 95% de
1,9 a 3,2) por 1.000 pessoas-ano. Neste periodo de seguimento, a mediana

anual de declinio renal foi de - 1,3 mL/min/1,73 m? (intervalo interquartilico de -



2,2a-0,4) (8). No Brasil, ndo encontramos dados avaliando a incidéncia de DRD
e de DRT em individuos com DM1.

Os custos globais de cuidados com estes individuos s&o altos, em grande
parte devido ao desenvolvimento de doenga cardiovascular (DCV) e da DRT (1).

A visdo classica da histéria natural da nefropatia diabética, com evolugao
em cinco estagios, modificou-se. Historicamente, era descrita como iniciando
com a hiperfiltragdo glomerular, evoluindo para a segunda fase, denominada
"nefropatia silenciosa", caracterizada pela normoalbuminuria ou episodios
intermitentes de microalbuminuria. Cerca de um ter¢co dos individuos poderia
progredir para a terceira fase, denominada "nefropatia incipiente", caracterizada
por microalbuminuria persistente, seguida pelo quarto estagio chamado
"nefropatia franca", caracterizado pela macroalbuminuria, declinio da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e elevagao da presséao arterial. Finalmente, ocorria a
queda da TFG com progressao para DRT, a quinta e ultima etapa. O aumento
da albuminuria geralmente era acompanhado pela progressdo da retinopatia
diabética (9).

Nas ultimas décadas, um numero crescente de evidéncias mostrou que a
remissao/regressdo da microalbuminuria € uma caracteristica comum nos
individuos com DM1 e DM tipo 2 (DM2), superando a progressao para proteinuria
(10-12). Além disso, foi observado que a queda da TFG ocorre
independentemente da albuminuria ou mesmo na auséncia dessa. Varios
estudos ja relataram esta dissociagao entre a diminuicdo da TFG e o aumento
da albuminuria em individuos com DM1 e DM2 (9, 13).

Um estudo realizado em individuos com DM1 acompanhados por 4 a 10

anos (mediana de 8 anos), mostrou que o declinio da fungédo renal (perda



progressiva da TFG = 3,3% por ano) ocorreu em 10% dos individuos com
normoalbuminuria e em 35% dos individuos com microalbuminuria. Em ambos
0S grupos, os principais determinantes de declinio da fun¢do renal foram as
concentracdes seéricas de acido urico e do receptor do fator de necrose tumoral
(TNF) 1 ou 2 (TNFR1 ou TNFR2, respectivamente) no inicio do seguimento.
Outros fatores de risco significantes incluiram a hemoglobina glicada (HbA1c)
basal, idade, tempo de DM e pressao arterial sistélica (14).

A prevaléncia exata da DRC progressiva nao-proteinurica varia de acordo
com a populagéo estudada. Grande parte dos individuos com DM2 e cerca de
20 a 30% dos individuos com DM1 e DRC progressiva ndo apresentam
microalbuminuria ou proteinuria significativa. Todos estes novos achados
levaram a uma alteragdo no conceito da nefropatia diabética, que passou a ser
denominada DRD, reservando-se o termo nefropatia diabética para as situagdes
nas quais existam alteragdes histologicas determinadas pelo DM (4).

Dessa forma, um novo fendtipo clinico tem sido identificado em individuos
com DM1 e DM2, caracterizado pelo "declinio precoce da fungdo renal" que
ocorre logo apdés ou mesmo antes do surgimento da albuminuria (9).

Assim, a microalbuminuria deixa de ser um estado permanente, sendo
mais provavel sua reversdo para normoalbuminuria na presenca de um bom
controle glicEmico, pressoérico e lipidico. E pouco provavel que a reversdo da
microalbuminuria represente uma mudanca estrutural no rim, mas pode refletir
uma melhora hemodindmica e/ou da funcdo endotelial. Embora a
microalbuminuria continue sendo um importante marcador da DRD, ela é
incapaz de prever a progressao para DRT em todos os individuos. Assim, houve

um aumento na busca por novos biomarcadores clinicos, capazes de identificar



os individuos tanto com risco de desenvolvimento, quanto de progressao da DRD
(4, 15).

A recomendacao atual para a classificagdo da DRD deve ser baseada na
avaliacdo de duas variaveis continuas, a TFG estimada (TFGe) e a excregéo
urinaria de albumina (EUA). Mudangcas na EUA sdo dinamicas, enquanto
mudangas na TFG séo, geralmente, mas nem sempre, progressivas. Embora
representem medidas diferentes de gravidade da doencga renal, desempenham
fungbes complementares (16, 17).

As estratégias atuais para o tratamento da DRD buscam alcangar um
controle glicémico 6timo, redugdo da pressdo arterial e bloqueio do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Ja esta bem estabelecido que o
controle da presséao arterial e a reducéo da proteinuria, por meio do bloqueio do
SRAA, sao fundamentais na prevencédo da progressdo da DRD e da doencga

renal ndo diabética (17, 18).

1.2 Etiopatogenia da doenca renal diabética

Classicamente, a DRD era considerada resultado da interagao entre
fatores metabdlicos e hemodinamicos. No entanto, sabe-se que tanto
determinantes genéticos, quanto determinantes ambientais, contribuem para

desencadear uma complexa rede de eventos fisiopatoldgicos (19).



1.2.1 Fatores metabodlicos

A hiperglicemia € o principal fator etiopatogénico das complicagbes do
DM. Os mecanismos pelos quais exerce danos celulares ja foram descritos,
como a ativagao da via dos polidis, da via da hexosamina, da via da proteina
cinase C (PKC) e a formagdo dos produtos finais de glicagdo avangada
(Advanced glycation end-products, conhecidos por AGEs). Os AGEs resultam da
ligac&o ndo enzimatica da glicose ou de agucares dicarbonila com o grupamento
amina das proteinas. O estresse oxidativo € considerado o elemento unificador
de todas essas vias na instalagdo das complicagbes microvasculares (20).

No meio intracelular, os AGEs exercem varios efeitos, tais como ativagao
de fatores de transcrigdo, como o NFkB, que regula a expressao de diversas
citocinas e fatores de crescimento, como o fator de crescimento transformante
B1 (TGFB1), um dos principais responsaveis pela esclerose glomerular e fibrose
tubulo-intersticial (19).

As mudangas estruturais caracteristicas da nefropatia diabética, como
espessamento da membrana basal glomerular e expansdo mesangial, s&o
acompanhadas por acumulo de AGEs, que estdo envolvidos na
glomeruloesclerose e na fibrose intersticial. Além disso, a glicacédo de
proteoglicanos sulfatados reduz a sua eletronegatividade, diminuindo, assim, as
propriedades de filtragdo carga-seletiva da membrana basal. Finalmente, outro
aspecto importante dos AGEs esta relacionado a sua interagdo com uma grande
variedade de receptores da superficie celular, tais como os RAGEs, que ativam

vias pro-oxidantes e pré-inflamatérias (19).



1.2.2 Fatores hemodinamicos

Estudos demonstraram que o estado hiperglicémico prejudica o
mecanismo fisioldgico responsavel pela regulagcéo da presséo capilar glomerular
que protege as estruturas intraglomerulares de alteragbes na pressao arterial
sistémica. O resultado final € a transmissdo da pressao sistémica ao capilar
glomerular, com a consequente elevagao da pressao hidrostatica transcapilar e
o desenvolvimento de hiperfiltracdo, que esta associada com as alteragdes
estruturais mais graves (19).

Um dos elementos mais importantes que participam na disfungao
hemodinamica no diabetes e na DRD é o SRAA, que esta diretamente envolvido
com a regulagéo da pressao arterial e do volume plasmatico, e participa da les&o
vascular e inflamag&o. Embora a aldosterona, a renina e varios produtos de
degradagcdo da angiotensina | estejam envolvidos na ativagdo do SRAA, a
maioria dos efeitos em tecidos-alvo sdo mediados pela angiotensina Il. A
hiperglicemia induz a ativagdo do SRAA intrarrenal (por exemplo, nas células
epiteliais tubulares, células mesangiais e podocitos) e aumenta a producéo de
angiotensina Il, que exerce um efeito constritor preferencial na arteriola eferente
glomerular, resultando em uma maior pressdo capilar intraglomerular. Além
disso, a angiotensina Il, produzida localmente, ativa multiplas vias de sinalizag&o
intracelular e induz a inflamagao, crescimento de células renais, mitogénese,
apoptose e diferenciagao (19).

Recentemente, foi demonstrado que a hiperfiltracdo glomerular também
resulta do aumento da reabsorgédo de sdédio no tubulo contorcido proximal, em

consequéncia da maior expressdo do cotransportador sodio — glicose tipo 2



(SGLT2) que se estabelece no DM. O aumento da reabsorgéo proximal de sodio
diminuiria a quantidade deste ion que chega na macula densa, uma alteragéo
que é interpretada como uma reducdo na volemia ao nivel do aparelho
justaglomerular. Como consequéncia, ocorre uma resposta de vasodilatagao da
arteriola aferente e consequente aumento da TFG (mecanismo que envolve,

portanto, o feedback tubulo-glomerular) (21).

1.2.3 Fatores inflamatoérios

Nos ultimos anos, evidéncias crescentes tém enfatizado a importancia da
inflamacédo tanto na patogénese quanto na progressdo da DRD. Ja foi
identificada infiltragdo de mondcitos e expressdo aumentada de moléculas de
adesao celular, quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias nos tecidos renais de
individuos com DM e em animais com DM experimental. Estratégias
direcionadas para a redugdo dos processos inflamatorios atenuaram ou
preveniram o desenvolvimento da lesdo renal em animais diabéticos,
estabelecendo uma relagdo causal entre inflamacdo e o desenvolvimento da
DRD. O sistema TNF/TNFR, o sistema proteina quimiotatica de mondcitos-
1/receptor de quimiocina CC2 (MCP1/CCR2) e o sistema endocanabinoide

desempenham um papel relevante nesse cenario (22).



1.2.4 Fatores genéticos

A hiperglicemia crbénica e demais fatores de risco, como HAS e
dislipidemia, tém sua participagdo bem estabelecida na etiopatogenia das
complicagdes cronicas. No entanto, o surgimento das complicagdes cronicas em
um dado individuo também é influenciado por sua susceptibilidade genética a
injuria tecidual induzida pelas vias metabdlicas desencadeadas pela
hiperglicemia. Na pratica clinica, pode-se observar individuos com grau de
controle glicémico e duragdo do DM similares que apresentam frequéncias
diferentes de complicagbes (23).

Durante as ultimas décadas, evidéncias crescentes confirmaram a
participagédo de fatores genéticos no risco de desenvolvimento e na progresséo
da DRD, como a agregacéo familial da DRD e a concordancia da gravidade da
lesdo glomerular em individuos de uma mesma familia (24-26).

Variantes em inumeros genes candidatos que participam de vias
implicadas na etiopatogenia das complicag¢des ja foram investigados, como os
genes relacionados a via dos AGEs, ao SRAA, a vias pro e antioxidantes, aos
transportadores de glicose, entre muitos outros (23).

Considerando as dificuldades de adesdo continua ao tratamento
intensivo, encontrar marcadores genéticos para o surgimento das complicagdes
pode ajudar na identificagdo de individuos com DM1 que necessitam de um

controle glicémico mais (ou menos) rigoroso (23).
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1.3 Marcadores de risco para o declinio da fungao renal

Historicamente, a microalbumindria tem sido empregada como um
marcador precoce de DRD, indicando maior risco de evolugao para a DRC. No
entanto, devido a incapacidade desta de prever adequadamente esta evolucéo,
novos biomarcadores de lesdes glomerulares e/ou tubulares tém sido estudados
(27).

A utilizagdo desses novos biomarcadores nos estagios iniciais da DRD
oferece uma janela de oportunidade para intervengdes preventivas e/ou
terapéuticas que podem retardar o aparecimento de complicagdes irreversiveis
no longo prazo (27).

Nos ultimos 20 anos, observou-se um aumento na procura por
biomarcadores capazes de identificar os estagios iniciais e o desenvolvimento
das complicagdes vasculares (28). Técnicas laboratoriais avangadas que
permitem a analise concomitante de multiplos potenciais biomarcadores tém sido
utilizadas, como a protedmica, a metabolémica, a transcriptdmica e a avaliagao
do perfil de micro-RNAs, dentre outras. Apesar de seu potencial promissor, tais
tecnologias ainda apresentam custo elevado e ndo estdo amplamente
disponiveis (29). Assim, a procura por novos biomarcadores validados pode
trazer importantes beneficios na investigagdo e/ou tratamento das doencas
renais (27, 30).

O biomarcador ideal deve ser quantificavel em amostras bioldgicas de
facil acesso, como sangue e urina, deve ser sensivel e especifico; mostrar boa

correlagdo com a progressédo da doenga de interesse, estratificagdo de risco e
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informagdes de progndstico; identificar possiveis mecanismos patogénicos para
novas intervengdes e apresentar uma boa relagéo custo-beneficio (28).

E pouco provavel que um unico biomarcador possa prever a progressao
da DRD e identificar todos os processos etiopatogénicos envolvidos. Portanto,
um painel avaliando varios biomarcadores séricos e urinarios parece ser uma
abordagem mais adequada para melhor prever o desenvolvimento da doencga
renal (31).

A avaliagdo histopatolégica dos rins € o padrao-ouro para detectar o
desenvolvimento e progressédo da DRD, no entanto, devido a natureza invasiva
do procedimento e possiveis complicacbes associadas, nao € realizada de
rotina. Nos ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular
nao invasivas tem ampliado a utilizacdo da urina no estudo das doencgas renais.
Além de ser uma amostra 6rgéo-especifica, a urina é um material de facil
obtencdo, que nao requer preparo prévio do paciente nem qualquer intervencao
para a sua coleta. O desenvolvimento de técnicas confiaveis para extracédo e
avaliacdo de RNA mensageiro (mMRNA) de células do sedimento urinario tem
permitido o uso desse material na investigacdo de genes-alvo potencialmente
envolvidos na patogénese de doengas renais de varias etiologias, que poderiam

ser usados como biomarcadores (30, 32).

1.4 Sistema tiorredoxina (TXN) e a proteina de interagdo com a TXN

(TXNIP)

O equilibrio celular redox (redugéao/oxidacéo) é fortemente controlado pela

atividade de varios sistemas antioxidantes, incluindo o da tiorredoxina (TXN), um
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sistema tiol oxirredutase que compreende a TXN, a TXN redutase e a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). A TXN é
expressa em quase todas as espécies e desempenha um papel vital na
regulagcdo do status redox celular. Proteinas oxidadas pela interagdo com
espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas a partir do metabolismo aerdbico
sdo reduzidas pela atividade oxirredutase da TXN. A TXN oxidada neste
processo é entéo reduzida pela NADPH (molécula doadora de elétron) pela agc&o
da TXN redutase (33).

Existem trés formas distintas de TXN, codificadas por genes distintos: a
TXN classica ou citosoélica (TXN1), a isoforma mitocontrial (TXN2) e a isoforma
TXNDCZ2, altamente expressa nos espermatozoides. Alteracdes deste sistema
estdo implicadas em diversas doengas, inclusive no DM (34).

A TXN é capaz de interagir com um grande numero de fatores de
transcrigdo e proteinas, como a proteina de interagdo com a TXN (Thioredoxin-
interacting protein, TXNIP), importante na modulagdo dos seus efeitos
biologicos. A TXNIP pode se ligar ao sitio catalitico da TXN reduzida, inibindo
sua atividade e funcionando, assim, como um inibidor endégeno da TXN (35).

Nos ultimos anos, entretanto, varios outros efeitos fisioldgicos e
patolégicos foram atribuidos a TXNIP, que emergiu como um importante
regulador do metabolismo da glicose e dos lipides, influenciando a liberagao de
insulina pelas células B pancreaticas, a produgcdo hepatica de glicose e a
captacéo de glicose pelos tecidos periféricos, como o musculo e tecido adiposo.
Ja foi demonstrada também sua agdo em algumas regides do cérebro, regulando

a utilizacédo e o gasto energético. Além disso, variantes genéticas e alteracdes
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epigenéticas no gene que codifica a TXNIP estdo associadas a disturbios
metabalicos cronicos, como DM e HAS (33).

No contexto das complicag¢des cronicas do DM, ja se mostrou um aumento
da expresséo da TXNIP na retina (36), em neurdnios sensoriais (37), em células
mesangiais (38) e em poddcitos (39), onde ela exacerba o estresse oxidativo
existente. Adicionalmente, um aumento na expressdao do mRNA do gene que
codifica a TXNIP foi mostrado na nefropatia diabética de roedores (40, 41) e em
biopsia renal de individuos com DM (41).

Esses achados motivaram a realizacdo de um estudo para avaliar a
expressdo do mRNA dos genes que codificam a TXNIP (e a TXN) no sedimento
urinario de individuos com DM1 com e sem DRD. Esse estudo evidenciou o
aumento da expressao desses genes em individuos com DRD; maior expresséo
do mRNA de TXNIP foi encontrado em individuos que apresentaram um declinio
da TFGe > 5 mL/min/1,73m? ap6s uma mediana de seguimento de dois anos
(declinantes) em comparagédo aos individuos que apresentaram queda da TFGe
< 5 mL/min/1,73m? (nZo declinantes) (35).

Além da participagado de alteragbes metabolicas e hemodinamicas no
desenvolvimento da DRD, ja se mostrou o envolvimento de vias inflamatorias e
apoptodticas na progressao dessa condi¢cdo clinica. A TXNIP esta implicada
nessas duas vias, pois € capaz de modular a via inflamatéria (via produgéo de
EROs e ativagao do inflamassoma NLRP3) e a via apoptoética (via mTOR). E, de
fato, a importéncia do sistema TXR-TXNIP tem sido reconhecida na progressao
da DRD. O melhor entendimento desse mecanismo tem o potencial de resultar
na utilizagdo de moduladores da TXNIP como uma opcéo terapéutica no

tratamento do DM e suas complicacdes (42).
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A TXNIP atraiu consideravel atencao devido as suas multiplas fungdes no
metabolismo energético e a modulagédo de sua atividade pode ser benéfica na
prevencgao ou tratamento do DM e de suas complica¢des. Agentes antidiabéticos
como a insulina, a metformina e analogos do glucagon like peptide 1 (GLP1)

inibem sua expressao (33, 42).

1.5 Beta-2 microglobulina

A beta-2 microglobulina (B2M) é uma proteina de baixo peso molecular
produzida por todas as células que expressam o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe | (43). Ela é considerada um marcador
substituto da TFG, uma vez que é filtrada livremente pelo glomérulo e quase
completamente reabsorvida pelo tubulo proximal (44).

A avaliagdo da fungao renal baseia-se principalmente na estimativa da
TFG calculada com o uso da creatinina sérica. Devido as limitagbes ja
conhecidas, varios marcadores comegaram a ser estudados, como a B2M.
Como sua excregao urinaria é residual, a B2M tem sido considerada como um
marcador de dano tubular quando sua excrecéo urinaria se encontra elevada.
Tal fato sugere que a doenga tubular geralmente ocorre antes da queda da TFG
(45).

Evidéncias crescentes tém mostrado a participacdo da tubulopatia
diabética no desenvolvimento da DRD progressiva (43). Estudos ja mostraram
que as concentragdes séricas e urinarias da B2M aumentam com a progresséo

da DRC e s&o particularmente elevadas em individuos com DRT (29).
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Um estudo do nosso grupo de pesquisa mostrou que a expressao do
mRNA do gene que codifica a B2M nas células do sedimento urinario de
individuos com DM1 e micro ou macroalbuminuria foi maior em comparagao com
individuos com DM1 com normoalbuminuria. Ademais, a expressao da B2M se
correlacionou positivamente com a albuminuria (populagao geral de individuos)
e negativamente com a TFGe (apenas nos individuos do sexo masculino). Neste
mesmo estudo, células tubulares renais em cultura expostas a altas
concentragdes de glicose e/ou a albumina apresentaram aumento da expresséo
do mRNA de B2M, sugerindo que o aumento observado no sedimento urinario
dos individuos com DM1 e albuminuria poderia refletir uma injuria tubulo-
intersticial promovida pela albumina. Considerando a natureza pro-inflamatoria
da B2M, tal achado sugere que essa proteina contribui para a tubulopatia
diabética (46).

Tendo em vista (1) a importancia da DRD na morbidade e na mortalidade
dos individuos com DM1, (2) a escassez de dados acerca da progressao da DRD
na nossa populagéo e (3) a importancia de investigar marcadores que possam
ter valor na predicdo da taxa de declinio da funcéo renal, nos propusemos a
realizar uma analise longitudinal da func&o renal de individuos com DM1
acompanhados em um hospital terciario, para contemplar os objetivos descritos

a sequir.



2 OBJETIVOS
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2.1 Avaliar as caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de
uma coorte de individuos com DM1 acompanhados em um hospital terciario,
para determinar a taxa de declinio da funcéo renal e identificar os fatores a ela

associados.

2.2 Avaliar se a expressdo do mRNA dos genes TXNIP, TXN e B2M
nas células do sedimento urinario de individuos com DM1 influencia a taxa de

declinio da fungéo renal.



3 METODOS
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3.1 Populacgao estudada

Uma amostra de conveniéncia de 465 individuos com diagnostico de DM1
acompanhados no Ambulatério de Diabetes do HCFMUSP, no periodo entre
2004 e 2021, foi incluida no presente estudo. Foram incluidos individuos com
histéria de DM apds os seis meses de vida, que precisaram de tratamento com
insulina em menos de um ano apos o diagnostico, na presenga de autoanticorpos
positivos (anti-descarboxilase do acido glutamico) e/ou peptideo C em valores
baixos, de acordo com os valores de referéncia do laboratério, ou que
apresentaram episédios de cetoacidose diabética. Nao foram incluidos
individuos com suspeita de DM monogénico ou portadores de doenga renal de
etiologia ndo diabética.

Para a avaliagdo da expressao dos genes-alvo estudados no sedimento
urinario, foram selecionados individuos com diagnostico de DM1 com idade entre
18 e 65 anos acompanhados no mesmo Ambulatorio, no periodo entre 2005 e
2015. Foram excluidos individuos transplantados renais, anuricos, gestantes ou
aqueles sem interesse em participar do estudo. N&ao foram incluidos individuos
cujo mRNA do sedimento urinario apresentou baixa concentragdo ou ma
qualidade (degradacao). Foram coletadas amostras de urina de 254 individuos
com DM1 e, destas, apenas 46 amostras apresentaram qualidade e quantidade

suficientes para utilizagdo no estudo (47).
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3.2 Caracteristicas clinicas

Os seguintes dados foram coletados por meio da revisdo dos prontuarios
médicos:

- Sexo;

- [dade;

- ldade ao diagnostico;

- Tempo de DM;

- Peso;

- Estatura;

- indice de massa corpérea (IMC);

- Habitos (tabagismo).

As presencgas de hipertensdo arterial sistémica (HAS) e de dislipidemia
foram registradas. A primeira foi definida como uma pressé&o arterial maior que
140 x 90 mmHg em pelo menos trés medidas ou pelo uso de medicamentos anti-
hipertensivos. A segunda foi definida como uso de estatina e/ou colesterol LDL
superior a 100 mg/dL (48).

Também foram registrados o uso de medicamentos anti-hipertensivos
(inibidores da enzima conversora da angiotensina [IECA], bloqueadores do
receptor de angiotensina Il [BRA], bloqueadores dos canais de calcio, beta-

bloquadores e diuréticos) e drogas hipolipemiantes (estatina ou fibrato).
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3.3 Exames laboratoriais

Foram registrados os resultados dos seguintes exames laboratoriais:

. Glicemia de jejum;

. Média de dois valores de hemoglobina glicada (HbA1c);

. Creatinina sérica;

J Colesterol total;

. Conteudo de colesterol na lipoproteina de alta densidade (HDL-c);

o Conteudo de colesterol na lipoproteina de baixa densidade (LDL-
c);

. Triglicérides;

. Microalbuminuria em amostra isolada de urina.

As metodologias utilizadas nas analises laboratoriais estdo descritas a
seguir:

. Glicemia de jejum — método enzimatico hexoquinase.

o HbA1c - mensurada por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) e certificada pela NGSP-Estados Unidos da América (National Glyco

Hemoglobin Standardization Program)

. Colesterol total e HDL-c: método enzimatico colorimétrico
automatizado.

o LDL-c: método cinético automatizado.

. Triglicérides: método enzimatico colorimétrico automatizado.

. Creatinina sérica: método colorimétrico automatizado.
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3.4 Diagnéstico das complicagées crénicas do diabetes

As seguintes complica¢des crénicas do DM foram avaliadas: retinopatia
diabética (RD), neuropatia periférica (NP), neuropatia autonédmica cardiovascular
(NAC), DRD e doenga cardiovascular.

A avaliagdo da RD foi realizada com o uso de um retinografo (TOPCOM
TRC-NWS8), apos a dilatagdo da pupila com colirio de tropicamida. Sete planos
foram registrados (disco 6tico, macula, lateral temporal a macula, supero-nasal,
temporal ao disco otico, infero-temporal e nasal ao disco 6tico), cujas imagens
foram armazenadas e posteriormente avaliadas por um unico oftalmologista,
especialista em retina, que classificou as imagens utilizando os critérios da
International Clinical Classification of Diabetic Retinopathy (49):

o RD ndo proliferativa (RDNP) leve: apenas presenga de
microaneurismas;

. RDNP moderada: presenga de microaneurismas, exudatos e/ou
micro hemorragias em menor numero que a RDNP grave;

o RDNP grave: Presenca de mais de 20 hemorragias intrarretinianas
em cada um dos quatro quadrantes; “ensalsichamento” venoso em pelo menos
dois quadrantes; anormalidades microvasculares intrarretinianas em pelo menos
um quadrante;

. RD proliferativa (RDP): Presenga de neovascularizagao,
hemorragia vitrea ou hemorragia pré-retiniana.

O prontuario oftalmologico foi revisado naqueles individuos nos quais a
retinografia ndo pode ser realizada. Esta analise foi realizada uma unica vez, no

ambito da tese de Doutorado do Dr. Ricardo Vessoni Perez (50).
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O diagnostico da NP foi definido pela associacdo do Escore de
Comprometimento Neuropatico - NDS (Neuropathy Disability Score) modificado
e simplificado, com o Escore de Sintomas Neuropaticos - NSS (Neuropathy
Symptoms Score) modificado (51). A neuropatia autonémica cardiovascular
(NAC) foi diagnosticada por meio dos testes de Ewing (quatro) associados ao
exame da analise espectral (programa Poly-Spectrum, indice HF [alta
frequéncia]; indice VLF [muito baixa frequéncia] e indice LF [baixa frequéncia]).
Para o diagndstico de NAC instalada, os individuos deveriam apresentar pelo
menos trés dos sete testes alterados, enquanto os individuos com dois testes
alterados foram considerados como portadores de NAC incipiente (52, 53). Estas
analises foram realizadas uma unica vez, no ambito da tese de Doutorado da
Dra. Sharon Nina Admoni (54) e da tese de Mestrado da Dra. Danielle Pereira
Santos-Bezerra (595).

Foram considerados eventos cardiovasculares prévios: infarto agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral isquémico, doencga arterial periférica e

insuficiéncia cardiaca (56).

3.5 Doenca renal diabética

A DRD foi definida pelo aumento persistente da EUA (> 300 mg/g
creatinina) e/ou pela queda da taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe < 60
mL/min/1,73 m?), de acordo com as diretrizes atuais da Kidney Disease
Improving Global Outomes - KDIGO (57).

A TFGe foi calculada pelo uso da formula CKD-EPI (Chronic Kidney

Disease Collaboration) (58). A EUA foi medida pela relagdo albumina/creatinina
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(mg/g), pela metodologia de nefelometria, em pelo menos duas amostras
isoladas de urina coletadas em um periodo de seis meses, ou em ao menos uma
dosagem de proteinuria de 24 horas.

A excregao urinaria de albumina foi definida como:

A1: <30 mg/g (normal)

A2: 30-299 mg/g (microalbuminuria)

A3: = 300 mg/g (macroalbuminuria) (57).

DRT foi definida como necessidade de terapia dialitica ou transplante de
rim (17). Hiperfiltragao foi definida como uma TFGe > 120 mL/min/1,73 m? nas

mulheres e > 130 mL/min/1,73 m? nos homens (59).

3.6 Avaliagao longitudinal da fungéao renal

A avaliacdo longitudinal da funcdo renal foi realizada pelo registro dos
valores da creatinina sérica, para calculo da TFGe, nas datas do primeiro e do
ultimo exame disponiveis para cada paciente, por meio da avaliacdo do
prontuario eletrénico.

Para o calculo da taxa de declinio da fungcao renal, a diferenca entre a
TFGe mais recente e a TFGe mais antiga foi dividida pelo numero de anos de
seguimento (tempo minimo de seguimento de um ano). Para algumas analises,
foram considerados declinantes aqueles individuos com queda da TFGe > 3,5

mL/min/1,73m? por ano (7).
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3.7 Expressao de mRNA alvos no sedimento urinario

Amostras de urina foram coletadas em recipientes plasticos de 200 mL,
estéreis, livres de RNases (Nunc Thermo Fisher). Uma aliquota de cada amostra
foi submetida a um exame de urina 1 para detectar a presenga de leucocituria.
As amostras com> 10 leucdcitos por campo foram descartadas.

Logo apoOs a coleta, cada recipiente foi mantido no gelo, submetido a
centrifugacéo por 10 min, a 3.000 g, a 4°C, para remog¢ao de células e debris. O
sobrenadante foi descartado e 1 mL do reagente Trizol (Thermo Fischer
Scientific) e 1 mL de glicogénio (20 mg/mL) foram adicionados. A solug¢ao foi
transferida para um novo tubo de 1,5 mL, agitada no voértex por 15 s e deixada
em repouso por 5 min em temperatura ambiente. Foram adicionados 200 pL de
cloroférmio, a solugao foi agitada em vortex por mais 15 s e deixada em repouso
por 5 min, em temperatura ambiente. Apds centrifugagéo (10.000 A ~ g, 15 min,
4 ° C), a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL e um volume
de isopropanol e 100 pL de acetado de sédio (3 M, pH 5,2) foram adicionados.
Os tubos foram invertidos manualmente 4 vezes, mantidos no gelo por 30 min e
depois centrifugados (10.000 A ~ g, 20 min, 4 ° C). O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram lavados duas vezes com 1 mL de etanol 70% e
centrifugados (10.000 A ~ g, 10 min, 4 ° C). O sedimento de RNA foi seco
manualmente por inversao de tubo e aspiragdo dos reagentes restantes por
pipetagem cautelosa. O RNA total foi ressuspenso em 35 pL de agua livre de
RNase e transferido para um novo tubo de 1,5 mL (47).

A integridade e a quantidade do RNA total foram analisadas no

equipamento BioAnalyzer Agilent 2100 com os estojos comerciais Agilent RNA
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6000 Nano (Waldbronn, Alemanha). Os ensaios de expressdo génica no
sedimento urinario foram feitos a partir de 100 ng de RNA total, convertidos para
DNA complementar (cDNA) com o uso do estojo comercial High Capacity RNA-
to-cDNA (Life Technologies). As reacdes de qPCR em tempo real foram
realizadas em duplicata no aparelho StepOnePlus Real Time PCR System (Life
Technologies) com 10 ng de cDNA por reagdo, com o uso de sondas adquiridas
no formato Tagman Gene Expression Assays (Life Technologies). Os valores de
expressdo dos genes TXNIP, TXN e B2M foram normalizados pela média de
expressao do gene housekeeping ELF1. Foi utilizado o método 2-24Cte a média
do grupo controle como amostra referéncia. Os valores foram transformados em
log1o (47).

Para avaliar se a expressao do mRNA dos genes TXNIP, TXN e B2M nas
células do sedimento urinario de individuos com DM1 influencia a taxa de
declinio da fungéo renal, foi realizado o registro de todos os valores de creatinina
sérica disponiveis ao longo de todo o periodo de seguimento, a partir do primeiro
exame disponivel até o ultimo exame (realizado em 2020 ou 2021), por meio da

avaliacao do prontuario eletrénico.

3.8 Aspectos éticos

O protocolo de estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HCFMUSP), sob o numero (CAAE 65391317.6.0000.0068), respeitando as
diretrizes cientificas vigentes. Os dados de express&o dos genes TXNIP, TXN e

B2M no sedimento urinario foram obtidos no projeto de Doutorado da Dra. Maria
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Beatriz Camargo Monteiro Caillaud, também aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HCFMUSP (CAAE 04027912.6.0000.0068). Todos os individuos

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.9 Analise estatistica

O processo de analise de dados iniciou-se com uma exploragao
descritiva, incluindo frequéncia absoluta e relativa para os atributos qualitativos.
A sumarizagdo das medidas quantitativas discretas ou continuas foi realizada
com meédia, desvio padrao (DP), mediana, percentil 25 e percentil 75 para as
medidas quantitativas. O teste de Kolmogorov—Smirnov foi utilizado para avaliar
a distribuicao de probabilidade dos atributos quantitativos.

Para estudar a distribuicdo das variaveis qualitativas de acordo com os
grupos, foi empregado o teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fischer
quando necessario. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para a comparacao de
trés grupos independentes. As comparagdes post-hoc foram ajustadas pelo
método de Bonferroni. No caso de dependéncia entre as medidas, o teste de
Wilcoxon, foi empregado.

O tempo livre de doenga renal terminal foi calculado utilizando-se o
meétodo de Kaplan-Mayer. Para avaliar o declinio médio entre a primeira e a
ultima medida da TFGe, um modelo de ANOVA de medidas repetidas de duas
vias foi usado. Para avaliar o efeito dos fatores em estudo na taxa de declinio da
funcdo renal, modelos de regressdo logistica binaria foram utilizados. Uma
regressédo de Cox univariada foi usada para avaliar a incidéncia acumulada e a

densidade da DRD para os diferentes padrdes de declinio da fungéo renal. Para
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avaliar o efeito dos fatores independentes, incluindo a expressao dos genes de
interesse na evolugdo da TFGe, um modelo de regressao linear misto foi
realizado.

Todos os testes realizados levaram em consideragdao um a bidirecional de
0,05 e um IC de 95%; as analises foram realizadas com apoio computacional
dos softwares R (R Core Team), IBM SPSS 26 (Statistical Package for the Social

Sciences) e Excel 2010® (Microsoft Office).



4 RESULTADOS
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4.1 Casuistica

Um total de 465 individuos com DM1 foram incluidos no estudo. As
caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais no inicio do seguimento
estdo mostradas na Tabela 1. A maioria dos individuos incluidos (55,3%) era do
sexo feminino; a média de idade no inicio do seguimento era de 31,0 (x 11,3)
anos e o IMC médio de 23,4 (+3,6) kg/m?. A HAS estava presente em 20,9%, a
dislipidemia em 25,4% e tabagismo prévio e no momento do inicio do seguimento
em 9,0 e 6,7% dos individuos, respectivamente. A idade ao diagnostico de DM
foi de 13,0 (£ 8,7) anos, a duragao da doencga era de 18,0 (x 9,7) anos e a HbA1c
meédia era de 8,8 (£ 2,1) %. Em relacdo as complicagdes cronicas, 21,5%
apresentavam DRD; 67,5% dos individuos foram classificados com albuminuria
A1, 18,3% como A2 e 14,2% como A3. RD n&o proliferativa e proliferativa foram
observadas em 37,5% e 29,7% dos individuos, respectivamente. A prevaléncia
de NP foi de 40,1%, enquanto a prevaléncia de NAC incipiente foi de 11,3% e a
da NAC instalada foi de 29,5%.

A média do colesterol total foi de 178,0 (+ 47,0) mg/dL, sendo as médias
de HDL-c e de LDL-c de 62,0 (+ 18,0) mg/dL e de 98,0 (+ 39,0) mg/dL,
respectivamente e a média dos triglicérides de 89,0 (+ 49,0) mg/dL.

A creatinina sérica apresentou uma média de 1,2 (+ 1,4) mg/dL e mediana

de 0,8 mg/dL, sendo o percentil 25 de 0,7 mg/dL e o percentil 75 de 1,0 mg/dL.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos individuos
com diabetes mellitus tipo 1 no inicio do seguimento.

Caracteristicas clinicas e bioquimicas Média = DP ou %

Sexo feminino (%) 55,3
Idade no inicio do seguimento (anos) 31,0+11,3
Peso (Kg) 63,5+12,1
indice de massa corpérea (kg/m?) 23,4+3,6
Hipertensao arterial sistémica (%) 20,9
Pressao arterial sistolica (mmHg) 123,0 + 16,8
Pressao arterial diastolica (mmHg) 77,1+113
Dislipidemia (%) 254
Tabagismo (prévio / inicio do seguimento) (%) 9,0/6,7
Colesterol total (mg/dL) 178,0 £ 47,0
HDL-c (mg/dL) 62,0 +18,0
LDL-c (mg/dL) 98,0 £ 39,0
Triglicérides (mg/dL) 89,0 £ 49,0
Creatinina (mg/dL) 1,214
Status do diabetes

Idade ao diagnéstico (anos) 13,0+ 8,7
Duracgao do Diabetes (anos) 18,0+ 9,7
HbA1c (%) 8,8+2,1
Albuminuria (mg/g de creatinina) 292,0 +£962,0
Albuminuria

A1 67,5%
A2 18,3%
A3 14,2%
Doenca renal diabética (%) 21,5%
Retinopatia diabética

Ausente (%) 32,8
Néo proliferativa (%) 37,5
Proliferativa (%) 29,7
Neuropatia periférica 40,1
Ausente (%) 59,9
Presente (%) 40,1
Neuropatia autonémica cardiovascular

Ausente (%) 59,2
Incipiente (%) 11,3
Instalada (%) 29,5

HDL-c: Conteudo de colesterol na lipoproteina de alta densidade; LDL-c: Contetido
de colesterol na lipoproteina de baixa densidade; TFGe: Taxa de filtragdo

glomerular estimada.

Entre as classes de medicamentos mais utilizadas pelos individuos

incluidos no estudo no inicio do seguimento, as estatinas (35,7%) e os iIECA
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(27,3%), foram os mais comumente usados, seguidos pelos diuréticos (13,8%)
e pelos BRA (11,2%) (Tabela 2). Ao final do seguimento, o uso de estatinas ainda
era o mais frequente, seguido pelos iECA, embora o percentual de uso de iECA
em relagdo ao inicio do seguimento tenha caido quase 10%. No inicio do
seguimento, 129 individuos (27,7%) estavam utilizando trés ou mais

medicagdes, enquanto no final do seguimento, 27,5% estavam nessa situagao.

Tabela 2. Classes de medicamentos mais utilizadas pelos individuos com
diabetes mellitus tipo 1 no inicio e ao final do seguimento.

. Inicio do Final do
Medicamento . .
seguimento seguimento
Estatina 35,7% 33,8%
iIECA 27,3% 19,4%
Diuréticos 13,8% 14,0%
BRA 11,2% 9,5%
Beta-bloqueadores 10,1% 9,0%

IECA: Inibidores da enzima conversora da angiotensina; BRA: bloqueadores
do receptor de angiotensina Il.

A propor¢éo de individuos com albuminuria A1, A2 e A3 no inicio e ao final
do seguimento, nos individuos com TFGe > 60 mL/min/1,73 m? ou < 60
mL/min/1,73 m? esta mostrada na Tabela 3.

Nos individuos que apresentaram TFGe > 60 mL/min/1,73 m? no inicio do
seguimento, 71,8% apresentaram albumindria A1, 18,5% apresentaram
albumindria A2 e 9,7% albuminuria A3. Nos individuos com TFGe < 60
mL/min/1,73 m? no inicio do seguimento, 22,2% apresentaram albumindria A1,
16,7% A2 e 61,1% apresentaram albuminuria A3.

Tabela 3. Proporcédo de individuos com albuminuria A1, A2 ou A3, de acordo
com a taxa de filtragdo glomerular estimada, no inicio e ao final do seguimento.

TFGe A1 A2 A3 Valor de P
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Inicio do seguimento
< 60 mL/min/1,73 m? (%) 2,9 8,0 37,9

> 60 mL/min/1,73 m? (%) 97,1 92.0 62,1 <0,001
Final do seguimento

. 2 10
< 60 mL/min/1,73 m* (%) 2,7 15,3 28.8 <0,001

> 60 mL/min/1,73 m? (%) 97,3 84,7 71,2

TFGe: Taxa de filtragdo glomerular estimada.

4.2 Desfechos da doenga renal e tempo de seguimento

Ao final do seguimento, a duragdao do DM era de 30,2 (x 9,9) anos. O
tempo médio total de seguimento clinico foi de 8,9 (£ 5,0) anos. A mediana do
tempo de seguimento foi de 10 anos, com um percentil 25 de 5 anos e um
percentil 75 de 14 anos. Nesse periodo de acompanhamento, a coorte acumulou
um total de 4.158 anos. O histograma representado na Figura 1 mostra elevada
densidade de individuos com tempo de seguimento variando entre 12,5 e 15

anos, com cerca de 200 individuos neste intervalo.

100

Frequéncia

Anos

Figura 1. Tempo de seguimento (em anos) dos individuos com diabetes mellitus
tipo 1 avaliados no presente estudo.
No inicio do seguimento, 100 individuos (21,5%) apresentavam DRD

(TFGe < 60 mL/min/1,73 m? e/ou albumindria A3). Deste conjunto, 56 individuos
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(56%) evoluiram para DRT (dialise ou transplante) nos anos seguintes. Dos 44
individuos com DRD que continuaram em seguimento, 5 (11,3%) progrediram
para DRT ao final do seguimento. Entre os 365 individuos sem DRD no inicio do
seguimento, 103 (28,2%) desenvolveram DRD nos anos seguintes, e destes, 12
(11,6%) evoluiram para DRT. A incidéncia acumulada de DRD no estudo foi de
28,2% e a densidade de incidéncia foi de 2,47 por 100 pessoas-ano (IC95% 2,03
- 2,99) (Figura 2). O tempo médio até a ocorréncia da DRD foi de 13,6 anos
(IC95% 13,1 anos — 14,0 anos). O tempo livre (anos) até a ocorréncia de DRD
nos individuos que nao apresentavam DRD no inicio do seguimento esta

mostrado na Figura 3.

- 465

Prevaléncia/de DRD Sem DRD
1100 (21,5%) 365 (78,5%)—

Incidéncia de DRT Emseguimento  Incidéncia de DRD
56 (56%) 44 (44%) 1103 (28,2%)
Incidéncia de DRT IncidénciaLe DRT ~ Emseguimento
5(11,3%) 12 (11,6%) 262 (71,8%)

Figura 2. Casos prevalentes e incidentes de doenga renal diabética (DRD) e de
doenga renal terminal (DRT) nos individuos com diabetes mellitus tipo 1
avaliados no presente estudo.
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Figura 3. Tempo livre (anos) até a ocorréncia de doenga renal diabética (DRD)
nos individuos que nao apresentavam DRD no inicio do seguimento.

Entre os individuos estudados, 73 (15,6%) evoluiram para DRT. O tempo
médio até a ocorréncia de DRT foi de 14 anos (IC95%13,6 anos - 14,4 anos). A
incidéncia acumulada de DRT foi de 15,6% e a densidade de incidéncia do
evento foi de 1,82 por 100 pessoas-ano (IC95%1,45 - 2,27). A Figura 4 apresenta
a curvas de tempo livre até a ocorréncia de DRT. Todos os casos de transplante

ocorreram apos inicio de dialise.
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Figura 4. Tempo livre (anos) até a ocorréncia de doenga renal terminal (DRT)

nos individuos com diabetes mellitus tipo 1 avaliados no presente estudo.

4.3 Dinamicada TFG

A primeira TFGe aferida nos individuos no inicio do seguimento
apresentou média de 100 mL/min/1,73m? (+ 37,5 mL/min/1,73m?). A mediana foi
de 106,8 mL/min/1,73m?, com percentil 25 de 84 mL/min/1,73m? e percentil 75
de 126 mL/min/1,73m?. A média da ultima TFGe foi de 100 mL/min/1,73m? (+
38,3 mL/min/1,73m?) e a mediana foi de 74,1 mL/min/1,73m?, com percentil 25

de 37 mL/min/1,73m? e percentil 75 de 99 mL/min/1,73m? (P< 0,001) (Figura 5).
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A linha horizontal central representa a mediana, os limites da caixa representam os percentis 25 e 75 e as
barras representam os percentis 10 e 90. Valor de P < 0,001 obtido no teste de Wilcoxon.

Figura 5. Distribuicdo das medidas de taxa de filtragdo glomerular estimada
(TFGe) inicial e final nos individuos com diabetes mellitus tipo 1 avaliados no
presente estudo.

O declinio médio anual observado na TFGe foi de - 6,15 mL/min/1,73m?
(£ 13,6 mL/min/1,73m?). A mediana do declinio foi de -2,43 mL/min/1,73m?, com
percentil 25 de -7,0 mL/min/1,73m? e percentil 75 de -0,82 mL/min/1,73m?. Na
Figura 6 é possivel verificar a distribuicdo da diferenga entre a primeira e a ultima
TFGe. Em vermelho, os valores abaixo do percentil 25, ou seja, aqueles que
apresentaram declinio anual maior que -7,0 mL/min/1,73m?, caracterizados aqui
como individuos com declinio renal rapido (DRR), que corresponderam a 26,9%
do total (n=125). Em seguida, em amarelo, estdo aqueles com declinio anual
entre - 6,9 e - 2,43 mL/min/1,73m?, caracterizados como individuos com declinio
renal moderado (DRM), que corresponderam a 23,2% do total (n=108). Em
verde, aqueles que apresentaram declinio renal lento ou ausente (DRLA), onde
estdo classificados todos os individuos com declinio acima da mediana, que

corresponderam a 49,9% do total (n=232).
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Figura 6. Distribuicdo do declinio da taxa de filtragdo glomerular estimada
(TFGe) nos individuos com diabetes mellitus tipo 1 avaliados no presente estudo.

A Figura 7 apresenta a evolugdo da TFGe de cada um dos individuos
classificados em cada um dos padrdes de declinio da fungéo renal e a Figura 8
apresenta a média e 0 IC95% da TFGe inicial e final em cada um dos grupos de
declinio da fungao renal. No grupo DRLA, a média inicial foi de 95 mL/min/1,73
m? (x 34 mL/min/1,73 m?) e a média final foi de 87 mL/min (x 31 mL/min/1,73
m?); no grupo DRM a média inicial foi de 105 mL/min (x 35 mL/min/1,73 m?) e a
média final foi de 61 mL/min (x 31 mL/min/1,73 m?); no grupo DRR, a média

inicial foi de 112 mL/min/1,73 m? (x 40 mL/min/1,73 m?) e a média final foi de 42

mL/min/1,73 m? (x 37 mL/min/1,73 m?).
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Figura 7. Evolugédo da taxa de filtragdo glomerular estimada de cada um dos
individuos classificados em cada um dos padrdes de declinio da fungao renal.
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DRLA: Declinio renal lento ou ausente; DRM: Declinio renal moderado; DRR: Declinio renal rapido. Valores
de P grupo: <0,001; tempo: <0,001 e Grupo*tempo: <0,001.

Figura 8. Evolugdo da meédia (intervalo de confianga de 95%) da taxa de filtragcao
glomerular estimada de acordo com o padrao de declinio renal.

4.4 Fatores associados ao declinio renal

Entre os individuos que apresentaram DRR (n=125), 2,4 % apresentavam

TFGe < 30 mL/min/1,73 m? no inicio do seguimento; 31,2% foram caracterizados
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como hiperfiltrantes no inicio do seguimento e 15,2% apresentavam EUA > 1.000
mg/g de creatinina no inicio do seguimento.

Na Tabela 4 estdo apresentadas as caracteristicas clinicas e laboratoriais
associadas ao declinio da fungéo renal tanto no inicio do seguimento quanto ao
final do seguimento. No inicio do seguimento, o IMC, a pressao arterial, a HbA1c,
o colesterol total, o LDL-c, os triglicérides, a TFGe e a albuminuria apresentaram
distribuicdo significantemente diferente entre os grupos com padrao de declinio
da funcao renal diferentes. Ao final do seguimento, a pressao arterial, a HbA1c,
os ftriglicérides e a albuminuria apresentaram distribuicdo significantemente
diferente entre os grupos com padrao de declinio da fungéo renal diferentes, com
destaque para a presséo arterial sistolica, que foi diferente entre os trés grupos
estudados. No inicio do seguimento, a duracdo do DM foi significantemente
menor no grupo DRR em comparag¢ao ao grupo DRLA. Ao final do seguimento,
a duragcdo do DM foi significantemente menor no grupo DRR em comparagéo
aos grupos DRLA e DRM.

Na Tabela 5 estdo mostradas as caracteristicas clinicas dos individuos no
inicio e ao final do seguimento. No inicio do seguimento, HAS, dislipidemia, RD
proliferativa, NP, NAC instalada e DRD foram significantemente mais frequentes
entre os individuos com DRR. Ao final do seguimento, a frequéncia de DRD e de
DRT foram maiores no grupo DRR. Nos dois momentos de avaliagdo, a
albuminuria apresentou distribuigdo semelhante: A3 foi mais frequente entre os
individuos DRR e, em seguida, entre os DRM. A albuminuria A1 foi mais comum

entre os individuos DRLA e DRM.
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Valor de P Valor de P entre os grupos
DRLA DRM DRR
DRLA vs DRM DRLA vs DRR DRM vs DRR

Inicio do seguimento

IMC (kg/m?) 23,2 (21,7-2,8) 22,8 (21-24,6) 22,8 (20,4-24,2) 0,005 0,669 0,004 0,286
Circunferéncia abdominal (cm) 90 (82-97) 86 (80-91) 88 (80-96) 0,187 - - -
PAS (mmHg) 122 (114-130) 120 (109-129) 125 (113-134) 0,038 0,276 0,592 0,032
PAD (mmHg) 75 (70-81) 72 (69-80) 80 (71-88) 0,016 0,996 0,062 0,019
HbA1c (%) 8,3 (7,2-9,8) 8,4 (7,3-10,1) 8,6 (7,8-11,1) 0,032 0,996 0,039 0,112
Colesterol total (mg/dL) 166 (146-187) 168 (141-194) 183 (154 - 222) 0,001 0,996 0,001 0,012
HDL-c (mg/dL) 60 (51-72) 59 (51-72) 61 (47-74) 0,942 - - -
LDL-c (mg/dL) 90 (70-106) 87 (66-110) 103 (80-133) <0,001 0,998 <0,001 0,001
Triglicérides (mg/dL) 69 (53-104) 72 (48-102) 97 (62-134) <0,001 0,907 <0,001 0,002
TFGe (mL/min.) 101 (75-120) 113 (94-127) 117 (92-130) <0,001 0,003 <0,001 0,980
Albumintria (mg/g) 9,5 (4,7-38,5) 11,0 (5,0-57,4) 23,7 (7,0-326,0)  <0,001 0,406 <0,001 0,200
Duragio do DM (anos) 19 (12-25) 17 (10-22) 15,5 (10-22) 0,030 0,196 0,048 0,667
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Tabela 4 (continuagao). Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos com diabetes mellitus tipo 1 avaliados no presente

estudo, de acordo com o padrao de declinio da fungao renal.

DRLA DRM DRR Valor de P Valor de P entre os grupos
Final do seguimento
DRLA vs DRM DRLA vs DRR DRM vs DRR

IMC (kg/m2) 26 (22-24) 24 (21-26) 22 (20,9-26,3) 0,179 - - -
PAS (mmHg) 120 (110-138) 120 (110-126) 130 (120-150) <0,001 0,040 0,049 <0,001
PAD (mmHg) 80 (70-80) 76 (70-80) 80 (70-90) 0,001 0,448 0,019 0,001
HbA1c (%) 8,2 (7,3-9,4) 8,0 (7,1-9,1) 8,9 (7,8-10,6) <0,001 0,493 0,001 <0,001
Colesterol total (mg/dL) 172 (145-189) 174 (148-201) 180 (154-211) 0,069 - - -
HDL-c (mg/dL) 60 (49-70) 58 (46,5-68,5) 57 (51-68) 0,547 - - -
LDL-c (mg/dL) 90 (73-108) 92 (79-105,5) 97 (79-118) 0,061 - - -
Triglicerideos (mg/dL) 80 (62-118) 86 (63-134) 100 (69-143) 0,018 0,642 0,014 0,598
Albuminuria (mg/g) 15,7 (5,6-63,0) 10,9 (4,3-124,9) 40,3 (7,5-449,8) 0,006 0,683 0,016 0,015
Duracao do diabetes (anos) 31 (25-39) 30 (24-35) 25 (19-32) <0,001 0,207 <0,001 0,018

Dados expressos em mediana e intervalo interquartilico. HbA1c: Hemoglobina glicada; HDL-c: Contetido de colesterol na lipoproteina de alta densidade; IMC: indice de massa
corporea; LDL-c: Contetdo de colesterol na lipoproteina de baixa densidade; PAD: Presséo arterial diastdlica; PAS: Presséo arterial sistolica. Valores de P obtidos no Teste de
Kruskal-Wallis; analises post-hoc ajustadas pelo método de Bonferroni.
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Tabela 5. Caracteristicas demograficas e clinicas dos individuos com diabetes
mellitus tipo 1 avaliados no presente estudo, de acordo com o padrao de declinio
da funcéo renal.

Inicio do seguimento DRLA DRM DRR Valor de P
Sexo Feminino (%) 59,5 50,0 53,6 0,229
Hipertensao arterial (%) 242 17,8 36,4 0,017
Dislipidemia (%) 241 18,5 40,7 0,001

Albuminuria (%)

A1 72,4 72,3 53,3
A2 21,2 9,9 21,0 <0,001
A3 6,4 17,8 25,7
Tabagismo (%)
Prévio 8,8 6,6 12,0
0,467
Atual 6,5 9,4 4,6
Retinopatia diabética (RD) (%)
Sem RD 27,3 45,6 32,3
RD nao proliferativa 45,5 37,8 20,4 <0,001
RD proliferativa 27,3 16,7 47,3
Neuropatia periférica (%) 36,3 27,4 59,4 <0,001
NAC (%)
Incipiente (%) 14,5 7,0 9,2
<0,001
Instalada (%) 20,7 22,5 56,9
Doenca renal diabética (%) 17,2 21,3 29,6 0,025
Hiperfiltragao (%) 18,1 32,4 31,2 0,003
Tratamento (%)
iIECA 29,1 29,6 23,9 0,558
BRA 13,3 9,3 7,8 0,278
Estatina 39,6 37,4 28,4 0,123
B-Bloqueador 10,8 10,2 8,8 0,863

Diurético 11,6 12,1 19,8 0,109
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Tabela 5 (continuagdo). Caracteristicas demograficas e clinicas dos
individuos com diabetes mellitus tipo 1 avaliados no presente estudo, de acordo
com o padrao de declinio da fung&o renal.

Final do seguimento DRLA DRM DRR Valor de P
Hipertensao arterial (%) 29,1 27,8 34,4 0,478
Dislipidemia (%) 37,9 34,3 32,8 0,613

Albuminuria (%)

A1 73,7 68,1 49,5
A2 20,2 12,8 20,6 <0,001
A3 6,1 19,1 29,9
Doenca renal diabética (%) 6,9 28,7 44.8 <0,001
Doenga renal terminal (%) 9,5 12,0 30,4 <0,001
Doenga cardiovascular (%) 4,0 6,5 5,6 0,547
Tratamento (%)
iIECA 22,9 16,7 16,0 0,219
BRA 10,1 9,3 8,0 0,834
Estatina 7,0 7.4 12,8 0,175
B-Bloqueador 11,0 10,2 21,6 0,016
Diurético 34,8 33,3 31,2 0,797
Fibrato 0,4 0,0 0,8 0,998

BRA: bloqueadores do receptor de angiotensina Il; iECA: Inibidores da da enzima conversora da
angiotensina. Valores de P obtidos no teste exato de Fischer.

Entre os 365 individuos sem DRD no inicio do seguimento, 103
desenvolveram DRD nos anos seguintes. A analise da frequéncia de DRD de
acordo com o padrao de declinio da fungao renal evidenciou que a incidéncia
acumulada foi maior no padréo DRR (63,3%), seguida do padrédo DRM (36,4%).
A incidéncia acumulada de DRD no padrao DRLA foi de 8,3% (P < 0,001 obtido

pelo teste exato de Fischer).
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Uma regressao de Cox foi utilizada para avaliar a incidéncia acumulada e
a densidade de DRD de acordo com o padrao de declinio da funcéo renal. A
Figura 9 mostra os tempos até a ocorréncia de DRD para cada um dos padrbes
de declinio. O risco de um individuo com DRM desenvolver DRD foi 5,4 vezes
maior do que um individuo com DRLA e o risco de um individuo com DRR

desenvolver DRD foi 48 vezes maior do que um individuo com DRLA (P < 0,001).
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DRLA: Declinio renal lento ou ausente; DRM: Declinio renal moderado; DRR: Declinio renal rapido. HR:
Hazard ratio; Ref: Referéncia.

Figura 9. Tempo livre (anos) até a ocorréncia de doencga renal diabética (DRD)
nos individuos que néo apresentavam DRD no inicio do seguimento, de acordo
com o padrao de declinio da fung&o renal.
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4.5 Associacao entre albuminuria e doeng¢a cardiovascular

Dezoito individuos haviam apresentado DCV no inicio do seguimento e
17 apresentaram DCV ao final do seguimento. A albuminuria aferida ao final do
seguimento mostrou-se significantemente associada com a ocorréncia de DCV.
No grupo sem a ocorréncia de DCV, a proporgao de A3 foi de 14%, enquanto no
grupo com DCV, esta propor¢ao foi quase trés vezes maior: 41,2% (P = 0,020).
No inicio do seguimento, a propor¢cao de A3 foi discretamente maior entre os
individuos que tiveram DCV, no limite da significAncia estatistica (P = 0,062)
(Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo da classificagcdo da albuminuria nos individuos com
diabetes mellitus tipo 1 com e sem doenga cardiovascular.

Doencga cardiovascular

Nao Sim
Albuminuria no inicio do seguimento
P =0,062
A1 (%) 68,5 44 .4
A2 (%) 17,9 27,8
A3 (%) 13,6 27,8
Albumindria no final do seguimento
P=0,012
A1 (%) 67,2 471
A2 (%) 18,8 11,8
A3 (%) 14,0 41,2

Valores de P obtidos pelo Teste exato de Fischer.

4.6 Avaliacao da expressao do mRNA dos genes TXNIP, B2M e TXN

A expressao normalizada dos genes TXNIP, B2M e TXN nas células do
sedimento urinario foi avaliada em um subgrupo de 46 individuos. Ao final do

seguimento, a duragdo do DM nesse subgrupo era de 32,4 (+ 10,6) anos. O
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tempo médio total de seguimento clinico foi de 10,9 (+ 4,8) anos. A mediana do
tempo de seguimento foi de 14 anos, com um percentil 25 de 7,75 anos e um
percentil 75 de 14 anos. Nesse periodo de acompanhamento, a coorte acumulou
um total de 500 anos. Esses 46 individuos realizaram um total de 1.560 medidas
de creatinina plasmatica, com uma meédia de 3,12 dosagens por ano. As
caracteristicas clinicas e laboratoriais desses individuos no inicio do seguimento

estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais no inicio do
seguimento do subgrupo de individuos incluidos na analise da expresséo génica
das células do sedimento urinario.

Caracteristicas clinicas e bioquimicas Média = DP ou %

Sexo feminino (%) 65,2
Idade (anos) 31,3+123
Peso (Kg) 63,8 + 15,0
indice de massa corpérea (kg/m?) 23,6 +3,8
Hipertensao arterial sistémica (%) 43,5
Pressao arterial sistélica (mmHg) 131,0 + 25,5
Pressao arterial diastdlica (mmHg) 81,0+ 15,5
Dislipidemia 28,9
Tabagismo (prévio / inicio do seguimento) (%) 8,7/8,7
Colesterol total (mg/dL) 177 £ 37
HDL-c (mg/dL) 63 + 17
LDL-c (mg/dL) 97 + 33
Triglicérides (mg/dL) 103 £ 48
Creatinina (mg/dL) 0,93+0,49
Status do diabetes

Idade ao diagnéstico (anos) 126+ 11,0
Duracgao do diabetes (anos) 19,7+ 13,7
HbA1c (%) 85+20
Albuminuria (mg/g de creatinina) 218 + 505
Albuminuria

A1 (%) 63,6
A2 (%) 18,2
A3(%) 18,2
Doenca renal diabética (%) 23,9
Retinopatia diabética (RD)

Ausente (%) 31,8
RD né&o proliferativa (%) 34,8
RD proliferativa (%) 31,8
Neuropatia periférica

Ausente (%) 52,2
Presente (%) 43,5
Neuropatia autonémica cardiovascular

Ausente (%) 47,7
Incipiente (%) 13,6
Instalada (%) 38,6

HDL-c: Conteudo de colesterol na lipoproteina de alta densidade; LDL-c: contetdo

de colesterol na lipoproteina de baixa densidade.
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Tabela 8. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais no inicio do
seguimento do subgrupo de individuos incluidos na analise da expresséo génica
das células do sedimento urinario, classificados de acordo com a velocidade de
declinio da taxa de filtragdo glomerular estimada.

Nao declinante  Declinante \éalor
eP

Caracteristicas clinicas e bioquimicas
Sexo feminino (%) 77,8% 47,4 0,058
Idade (no inicio do seguimento) 35+13 26 £10 0,163
Peso (Kg) 68,8 + 16,0 89,0 £46,7 0,800
indice de massa corpérea (kg/m?) 24,7 +4,3 22127 0,352
Hipertensao arterial sistémica (%) 22,2% 38,9 0,317
Presséo arterial sistélica (mmHg) 120,0 £ 19,7 1459 +251 0,777
Pressao arterial diastélica (mmHg) 74,7 12,4 89,7 £15,6 0,729
Dislipidemia 29,6% 27,8% 0,583
Tabagismo (prévio / inicio do seguimento) (%) 1,1/7,4 6,3/12,5 0,860
Colesterol total (mg/dL) 175+ 28 180 + 47 0,091
HDL-c (mg/dL) 70+ 15 54 +16 0,050
LDL-c (mg/dL) 90 +24 106 + 40 <0,001
Triglicérides (mg/dL) 77 £33 104 + 54 0,114
Creatinina (mg/dL) 0,95+ 0,50 0,90+0,5 0,970
Status do diabetes
Idade ao diagnéstico (anos) 14+8 11+8 0,224
Duragao do diabetes (anos) 21,4 +14,3 175+13,0 0,554
HbA1c (%) 8,1+1,9 9,1+2,1 <0,001
Albuminuria (mg/g de creatinina) 819+1.261 6.849+19.269 0,720
Albuminuria
A1 (%) 76,9 44 4
A2 (%) 15,4 22,2 0,054
A3(%) 7,7 33,3
Doenga renal diabética (%) 14,8% 36,8% 0,159
Retinopatia diabética (RD)
Ausente (%) 33,3 29,4
RD né&o proliferativa (%) 44 .4 23,5% 0,200
RD proliferativa (%) 22,2 47,1%
Neuropatia periférica
Ausente (%) 66,7 35,3 0063
Presente (%) 33,3 64,7 ’
N
Ausente (%) 55,6 35,3
Incipiente (%) 14,8 11,8 0,331
Instalada (%) 29,6 52,9

HDL-c: Conteudo de colesterol na lipoproteina de alta densidade; LDL-c: conteido de colesterol na
lipoproteina de baixa densidade.

Para esta analise, os individuos também foram estratificados de acordo

com a velocidade de declinio da TFGe em dois grupos: os Declinantes (queda >
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3,5 mL/min/1,73 m?/ano) e os Nao-declinantes (queda < 3,5 mL/min/1,73
m?/ano). O grupo Declinante apresentou valores de HDL-c menores e maior
frequéncia de albuminuria A3 no limite da significancia estatistica. Os valores de
LDL-c e de HbA1c foram significantemente maiores no grupo Declinante. O
grupo Declinante apresentou menor idade e menor duragédo do DM em relagéo
ao grupo N&o-declinante, mas sem alcangar significancia estatistica (Tabela 8).
Ao final do seguimento, a duragdo do DM era de 28,1 £ 11,2 anos no grupo
Declinante e de 35,4 £ 11,2 anos no grupo Nao-declinante (sem diferencga
estatisticamente significante). A distribuicdo da expressao dos genes estudados

pode ser vista na Figura 10.
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Figura 10. Mediana e intervalo interquartilico da expressdo dos genes
thioredoxin-interacting protein (TXNIP), beta-2-microglobulina (B2M) e
tioredoxina (TXN) normalizada pela expressdo do gene ELF1 no sedimento
urinario dos individuos estudados.
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Na Tabela 9 é possivel verificar que ndo houve diferenca na expressao
dos genes entre os individuos que foram classificados como com e sem declinio
da funcédo renal, tanto quando classificados pelo padrdo DRR e/ou DRM quanto
quando classificados como Declinantes e N&o-declinantes. Na comparagao
entre os grupos que tiveram ou ndo DRR, a expressao do B2M apresentou uma

diferenga no limite da significancia estatistica (P=0,093).

Tabela 9. Expressao dos genes TXNIP, B2M e TXN nos grupos de individuos
com ou sem declinio da fungao renal.

Sem declinio Com declinio
Valor de P
Média (*DP) Mediana (1IQ) Média (xDP) Mediana (1IQ)
DRR
TXNIP 0,606 (+ 0,573) 0,799 (0,484-0,9) 0,874 (+ 0,195) 0,806 (0,738-0,938) 0,286
B2M -0,330 (+ 0,342) -0,358 (-0,623--0,004) -0,067 (+ 0,189) -0,086 (-0,249-0,084) 0,093
TXN -0,197 (+ 0,451) -0,211 (-0,631-0,055) -0,028 (+0,209) 0,017 (-0,157-0,226) 0,142
DRM ou DRR
TXNIP 0,570 (+0,586) 0,811 (0,374-0,929) 0,791 (+ 0,200) 0,766 (0,646-0,9) 0,740
B2M -0,322 (+ 0,343) -0,444 (-0,557-0,07) -0,175(+ 0,299) -0,120 (-0,261-0,06) 0,331
TXN -0,236 (+0,461) -0,225(-0,631-0,011) -0,03 (+ 0,322) -0,016 (-0,199-0,215) 0,180
Declinio
2 3,5 mL/min/1,73 m?ano
TXNIP 0,572 (+0,651) 0,799 (0,461-0,924) 0,811 (+ 0,199) 0,8 (0,721-0,9) 0,483
B2M -0,355 (+ 0,346) -0,47 (-0,623--0,051) -0,130 (+ 0,263) -0,094 (-0,249-0,061) 0,128
TXN -0,234 (+0,437) -0,218(-0,631-0,011) -0,016 (+0,343) 0,017 (-0,179-0,226) 0,116

DRM: Declinio renal moderado; DRR: Declinio renal rapido; IIQ: Intervalo interquartilico. Valores de P obtidos no
teste de Mann-Whitney.

Para avaliar o impacto da expressao dos genes de interesse no declinio
da funcdo renal, um conjunto de modelos de regressao logistica binaria foi
preparado. As variaveis de ajuste utilizadas nestes modelos foram TFGe no

inicio do seguimento, sexo, duragéo do DM, HbA1c e uso de iECA. Nenhum dos
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genes estudados associou-se significantemente com o declinio da fungao renal,
embora a expressao do B2M tenha ficado no limite da significancia estatistica na

analise que considerou o declinio 2 3,5 mL/min/1,73 m?/ano (Tabela 10).

Tabela 10. Impacto da expressao dos genes TXNIP, B2M e TXN sobre o declinio
da funcéo renal.

Beta (EP) Valor P
DRR
TXNIP 6,475 (5,921) 0,274
B2M 9,203 (6,672) 0,142
TXN 2,949 (2,674) 0,270
DRM ou DRR
TXNIP 0,278 (2,286) 0,903
B2M 3,468 (2,411) 0,150
TXN 4,823 (3,655) 0,187
Declinio
2 3,5 mL/min/1,73 m3ano
TXNIP 4,280 (1,495) 0,181
B2M 5,401 (3,102) 0,082
TXN 4,285 (3,202) 0,160

DRM: Declinio renal moderado; DRR: Declinio renal rapido. Todos os modelos foram ajustados para taxa
de filtragdo glomerular estimada no inicio do seguimento, sexo, duragdo do diabetes, HbA1c e uso de
inibidor da enzima conversora da angiotensina; interagao foi avaliada entre os genes estudados e os fatores
de ajuste. EP: erro-padréo.

Outra analise foi realizada para avaliar a influéncia da expressdo dos
genes no declinio da fung&o renal, contudo de forma continua. Esta analise
considerou todo o histérico de TFGe dos 46 individuos avaliados. As expressdes
dos genes TXNIP (B= -2,400; P=0,010) e B2M (B= -27,108; P=0,001)
influenciaram significantemente a evolugdo da TFGe, independentemente de
sexo, idade e duragdo do DM. Nos modelos para os genes TXNIP e B2M, a n&o
utilizacado de iECA e os valores de HbA1c também tiveram impacto sobre a TFGe

(Tabela 11).
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Tabela 11. Impacto da expressao dos genes TXNIP, B2M e TXN sobre o declinio

da funcéo renal.

Beta Valor de P

Modelo TXNIP

HbA1c -6,540 0,005
Uso de iIECA 11,323 0,030
TXNIP -2,400 0,010
Modelo B2M

HbA1c -5,840 0,045
Uso de iIECA 11,393 0,037
B2M -27,108 0,001
Modelo TXN

HbA1c -5,684 0,080
Uso de iIECA 13,521 0,001
TXN -3,020 0,620

Cada gene foi estudado num modelo independente; todos os modelos foram ajustados para sexo, idade,

tempo de diabetes e tempo de seguimento. iECA: inibidor da enzima conversora da angiotensina.



5 DiscussAO
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A DRD ¢ a principal causa de DRC em individuos com DM1. Uma parcela
dos individuos ira necessitar de terapia de substituicdo renal, no entanto, ha uma
grande variagdo na taxa de declinio da fung&o renal, sendo alguns individuos
mais suscetiveis que outros (60).

A escassez de dados locais acerca da progressao da DRD nos individuos
com DM1 foi a principal motivagéo para a realizagdo do presente estudo. Deng
et al. mostraram um aumento da prevaléncia da DRD em individuos com DM1
em 204 paises, em quatro diferentes regides do mundo, no periodo entre 1990
e 2019 (61). Dados norte-americanos, no entanto, revelaram que a prevaléncia
da DRD, definida como albuminuria persistente, TFGe reduzida persistente, ou
ambos, ndo mudou significantemente ao longo do tempo; de 28,4% em 1988-
1994 para 26,2% em 2009 —2014. Contudo, o percentual de individuos com DM1
representados nesta avaliagdo foi muito pequeno (62).

No presente estudo, a prevaléncia de DRD foi de 21,5%, em uma
populagdo com maioria de mulheres (55,3%), de idade média de 31 anos e
duragcdo meédia do DM de 18 anos. Em um estudo transversal, multicéntrico,
realizado em 10 cidades brasileiras, com 1.760 individuos com DM1, 56,3% do
sexo feminino, de idade média de 29,9 anos e duragdo média do DM de 15,5
anos, a prevaléncia de DRC foi de 33,7% (63). A maior prevaléncia observada
neste estudo pode refletir a inclusdo da albuminuria A2 no diagnostico de DRD,
enquanto no presente estudo, apenas albuminuria A3, associada ou ndo a uma
TFGe < 60 mL/min/1,73 m?, foi considerada.

No estudo previamente mencionado de Deng et al., a incidéncia de DRD
também aumentou ao longo de um seguimento médio de 29 anos (61). A

incidéncia acumulada de DRD observada no presente estudo foi de 28,2% (ou
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2,82% ao ano, em meédia, se considerado o tempo médio de seguimento); a
densidade de incidéncia foi de 2,47 por 100 pessoas-ano. Uma revisao
sistematica de estudos de DRD em individuos com DM1 mostrou uma taxa de
incidéncia, por ano, de albuminuria (critério diferente do avaliado neste estudo)
de 1,3 a 3,8% (64).

Dados epidemiolégicos indicam que 25 a 30% das pessoas com DM1 irdo
evoluir para DRT, necessitando de dialise ou transplante (65). A ocorréncia de
DRT é menos frequente nas populacdes europeias do que na populacdo dos
Estados Unidos da América (63). Nas ultimas duas décadas, apesar da melhora
no controle glicémico e dos avangos nas terapias nefroprotetoras, a redugéao nas
taxas de DRT nos individuos com DM foi limitada (66).

Costacou e Orchard mostraram, em uma coorte de 932 individuos com
DM1 avaliados no estudo Pittsburgh Epidemiology of Diabetes Complications,
que a incidéncia de DRT foi de 14,5% naqueles com 30 anos de doenga (67).
Os dados deste estudo sdao semelhantes aos encontrados no presente estudo,
no qual a incidéncia de DRT foi de 15,6% em uma populagdo com média de 30
anos de doenga.

Em paises nordicos, a incidéncia da DRT em individuos com DM1 tem se
mantido estavel ou diminuido nas ultimas décadas (8, 68, 69). Gagnum et al.
examinaram a incidéncia da DRC ao longo de um periodo de acompanhamento
de 42 anos em individuos noruegueses com DM1 de inicio na infancia (< 15 anos
de idade); a incidéncia cumulativa de DRT foi de 0,7% ap6s 20 anos e de 5,3%
apos 40 anos de T1D (70). Em um outro estudo que acompanhou coortes de
pacientes com DM1, a incidéncia de DRT em 5.460 adultos dinamarqueses

acompanhados por um periodo médio de 10,4 anos foi de 5,5%. Em uma
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segunda coorte, composta por 3.150 individuos escoceses acompanhados por
um periodo médio de 10,7 anos, a incidéncia de DRT foi de 4,7% (68).

Em um estudo que incluiu mais de 5.000 individuos com DM1
diagnosticados antes dos 50 anos na Escdocia e acompanhados por um periodo
mediano de 10 anos, a incidéncia de DRT foi de 2,5 por 1.000 pessoas-ano, pelo
menos sete vezes menor do que a incidéncia observada no presente estudo, de
18,2 por 1.000 pessoas-ano (8).

Portanto, a incidéncia de DRT observada no presente estudo € elevada
em comparacgdo as coortes dinamarquesas, escocesas e norueguesas. Tais
achados provavelmente refletem as dificuldades no acesso aos recursos para
obtengdo de um melhor controle glicémico e pressérico, 0 menor grau de
educacado em DM, e as menores taxas de adesao ao tratamento em nosso meio,
além de diferengcas na suscetibilidade genética, que também podem estar
implicadas.

Baseado em estudos realizados em individuos com DM1, Krolewski
propdés um novo olhar sobre a DRD, focado principalmente no declinio
progressivo da fungédo renal e menos na albuminuria. O declinio progressivo
(perda estimada da TFGe > 3,5 mL/min/1,73 m?/ano) é geralmente um processo
unidirecional que se desenvolve enquanto os pacientes apresentam funcao renal
normal. A taxa de progressdo € praticamente constante, até a evolugao para
DRT. Segundo esse modelo, o declinio renal progressivo precede o
aparecimento da albuminuria e, a medida que evolui, aumenta o risco de
proteinuria (7).

No presente estudo, observamos que 22,2% dos individuos com TFGe <

60 mL/min/1,73 m? apresentavam albuminuria A1 no inicio do seguimento,
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corroborando os achados descritos por Krolewski, de que o declinio da funcao
renal pode preceder a albuminuria (7).

Krolevski avaliou a trajetoria das mudangas da TFGe ao longo do tempo
em individuos com DM1 e mostrou que 25% deles apresentaram DRR, ou seja,
um declinio maior que - 7 mL/min/1,73 m?/ano; esse grupo progrediu para DRT
dentro de 2 a 10 anos. Outros 25% apresentaram um DRM, entre -7 a - 3
mL/min/1,73 m?/ano), progredindo para DRT dentro de 10 a 30 anos. Os demais,
50%, apresentaram DRLA,; esse grupo progrediu para DRT apenas apds 30 anos
de doenga (7).

No presente estudo, a mediana do declinio foi de -2,43 mL/min/1,73m?,
com percentil 25 de -7,0 mL/min/1,73m?, valores estes que estiveram proximos
aos que foram observados no estudo de Krolewski (7). Da mesma forma, a
distribuicdo dos individuos, de acordo com o declinio da TFGe, mostrou
proporcbes semelhantes aquelas observadas por Krolewski: 26,9%
apresentaram DRR, 23,2% apresentaram DRM e 49,9% apresentaram DRLA.
Ha que se notar, contudo, no histograma apresentado na Figura 6, uma calda
mais alongada (area em vermelho), com cinco individuos abaixo do primeiro
quartil, que representam perdas extremas de funcdo renal (entre - 80,0
mL/min/1,73m? a -100,0 mL/min/1,73m?). Estes poucos individuos s&o outliers
na distribuicdo da coorte.

Varios estudos ja mostraram os fatores de risco associados ao
desenvolvimento e progresséo da DRD: controle glicémico inadequado, grau de
albuminuria, HAS, dislipidemia, duragdo do DM, tabagismo, concentragdes
séricas elevadas de acido urico e a concomitadncia de outras complicacbes

microvasculares (71). Varios desses fatores foram identificados no presente
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estudo, no qual, em comparacéo ao grupo DRLA, o grupo com DRR apresentou
pior controle glicémico, maior albuminuria e maior frequéncia de HAS e de
dislipidemia. Esse grupo também apresentou maior prevaléncia de NAC, de
individuos com hiperfiltracdo e de DRD no inicio do seguimento. Um dado que
chamou a atengao foi a menor duragdo do DM nesse grupo de individuos.

Um estudo realizado por Krolewski et al. mostrou que maiores valores de
HbA1c e de albuminuria associaram-se com um declinio renal rapido e muito
rapido (72). Na presente coorte, o valor médio da HbA1c no inicio do seguimento
foi de 8,8%, sendo 8,6% no grupo DRR e 8,3% no grupo DRLA. No inicio do
seguimento, 32,5% dos individuos foram classificados como albuminuria A2/A3,
0 que esta de acordo com dados da literatura, que mostram que 20 a 30% dos
individuos com DM1 apresentam algum grau de albuminuria apos 15 a 20 anos
de doenca (73). O grupo com DRR apresentou maior frequéncia de albuminuria
A3 em relacédo aos grupos DRM e DRLA. Esse achado estda em concordéncia
com estudos que mostram que a proteinuria € um fator de risco importante para
a progressao da DRC, por determinar lesdo no glomérulo e no compartimento
tubulo-intersticial (74).

A frequéncia de HAS e de dislipidemia foram maiores nos individuos com
DRR. No DM1, a hiperglicemia persistente promove disfungdo endotelial nas
artérias e arteriolas, levando ao comprometimento do ténus vasomotor e
vasoconstricao pré-capilar sustentada. A disfungdo endotelial e 0 aumento da
rigidez arterial promovem um aumento do risco de elevagéo da presséao arterial,
que contribui para a piora da fungéo renal (75).

O efeito das dislipidemias na progressdo da DRC ndo é ainda bem

compreendido. No DM, as células dos tubulos renais sdo expostas a um aumento
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dos acidos graxos livres tanto do lado apical quanto do lado basal, devido a
albuminuria presente nos individuos com DRD, uma vez que a hiperlipidemia
aumenta o conteudo de acidos graxos da albumina. Varios estudos sugerem que
os acidos graxos saturados de cadeia longa ligados a albumina podem
desempenhar um papel no dano tubular. Estudos ja mostraram que a captagéo
de acidos graxos por seu transportador CD36 em células tubulares promove
apoptose destas células e, em humanos, ja se observou aumento da expresséo
do CD36 nos rins de individuos hiperglicémicos (76).

A frequéncia de NP, de RDP e de NAC instalada foram maiores nos
individuos com DRR, o que provavelmente reflete o pior controle glicémico,
pressorico e lipidico deste grupo de individuos. E importante ressaltar, no
entanto, que ja se mostrou que a NAC esta fortemente associada a um declinio
renal progressivo e precoce, aumentando em quatro vezes o risco de perda da
TFG precoce e em trés vezes o risco de DRD incidente. E possivel que o
aumento do ténus simpatico secundario a denervagao parassimpatica que se
estabelece no inicio da evolugdo da NAC possa piorar a disfungéo renal (77).

Uma maior frequéncia de individuos com hiperfiltracdo foi observada nos
grupos DRR e DRM. A hiperglicemia pode causar um aumento da TFG, como
sugerido por Carmines. Em seus experimentos, a administragdo de glicose a
individuos sadios aumentou tanto a glicemia quanto a TFG. E possivel que tais
efeitos possam ter ocorrido devida a uma acao vasodilatadora sobre a parede
das arteriolas aferentes, aumentando assim, simultaneamente, o fluxo
plasmatico renal, a pressao hidraulica intraglomerular e, em consequéncia, a
TFG. Efeitos hemodinamicos indiretos também parecem estar implicados. A

glicosuria pode aumentar a expressao do SGLT2 no tubulo contorcido proximal,
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aumentando a reabsorgao proximal de sddio e, em consequéncia, diminuindo o
aporte do ion a macula densa e deflagrando um sinal que provoca vasodilatagéo
aferente e hiperfiltragéo (78).

Da mesma forma que observado por Krolewski et al. (72) e por Lovshin et
al. (79), a hiperfiltragdo também se associou com um DRR no presente estudo.
Molitch et al., no entanto, avaliaram participantes dos estudos Diabetes Control
and Complications Trial (DCCT)/Epidemiology of Diabetes Interventions and
Complications (EDIC) que realizaram a mensuragéo do clearance de iotalamato
marcado com iodo radioativo no inicio do estudo e ndo encontraram uma maior
incidéncia cumulativa de TFGe < 60 mL/min/1,73 m? nos individuos
hiperfiltrantes, apos um seguimento de 28 anos (80). Elucidar a importancia da
hiperfiltracdo como um fator de risco renal independente no DM é uma tarefa
dificil, dada a etiologia multifatorial da DRD e a falta de estudos que avaliam a
influéncia da hiperfiltragdo em desfechos de longo prazo. Portanto, estudos
clinicos prospectivos devem ser realizados para confirmar a participacdo da
hiperfiltracdo na progressao da DRD (80).

Finalmente, o achado de menor duragdo do DM no grupo que apresentou
DRR talvez reflita a presenca de individuos hiperfiltrantes com pouco tempo de
doenca que apresentaram declinio precoce muito rapido da funcéo renal.

A DCV é a principal causa de mortalidade em individuos com DM1,
sobretudo em decorréncia da doenga arterial coronariana, que reflete um
processo aterosclerodtico acelerado (81). Individuos com DM1 apresentam um
risco de duas a oito vezes maior de desenvolverem DCV e insuficiéncia cardiaca.
O controle glicémico rigido no DM1 pode reduzir a incidéncia de DCV em 42%

(82).
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A albuminuria € um importante preditor de mortalidade cardiovascular e
deterioracao da funcéo renal, ndo somente em individuos com DM, mas também
na populagdo geral (83, 84). Supde-se que a EUA reflita ndo apenas dano
glomerular, mas também disfungdo endotelial sistémica. A reducdo da
albuminuria esta associada a um melhor desfecho renal e cardiovascular (85,
86). No presente estudo, a frequéncia de albuminuria A3 foi maior nos individuos
com DCV tanto no inicio quanto ao final do seguimento, atingindo significancia
estatistica apenas no final do seguimento.

Atualmente, os dois principais marcadores bioquimicos utilizados na
avaliagao da fungao renal, a creatinina sérica e a EUA, apresentam importantes
limitagbes na identificagdo precoce do desenvolvimento e da progressao da
DRD. Assim, a utilizag&o isolada destes marcadores deixa a desejar (87, 88), o
que tem estimulado a procura por novos marcadores.

Um segundo objetivo deste estudo foi complementar analises
previamente realizadas no sedimento urinario, abordando a expressao de trés
mMRNAs candidatos a preditores do declinio da fungao renal, dos genes TXNIP,
B2M e TXN. A expressdo do mRNA do TXN nao influenciou a taxa de declinio
da funcio renal neste estudo.

A TXNIP, que tem sua expressdo aumentada pela hiperglicemia (41) e
pelos AGEs (89), esta implicada no desenvolvimento das complicagdes cronicas
do DM (36-38). A participacdo da TXNIP na etiopatogenia da DRD ja foi
evidenciada em inumeros estudos em modelos animais de DM, nos quais o
aumento de sua expressao foi associado com geracdo de EROs (90), apoptose
de células mesangiais (91), ativagdo do inflamassoma NLRP3 (39), disfung&o na

autofagia e na mitofagia (92), entre outros efeitos deletérios.
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Para melhor investigar o potencial da expressdo do mRNA da TXNIP no
sedimento urinario com um fator preditivo de declinio da funcéo renal, os 46
individuos com DM1 investigados no primeiro estudo transversal de Monteiro et
al. (2016) tiveram suas medidas de creatinina sérica avaliadas
longitudinalmente, desde os primeiros anos de seguimento até a ultima visita
ambulatorial, nos anos de 2020 ou 2021. Os resultados mostraram que, se as
demais variaveis fossem constantes, a cada incremento de uma unidade na
expressao de mRNA da TXNIP no sedimento urinario, haveria um decremento
de 2,4 mL/min/1,73 m? na TFGe. Embora essa analise tenha incluido um nimero
pequeno de pacientes, ela abrangeu um periodo médio de mais de 10 anos e
reforcou os achados prévios de que a expressdo do mRNA de TXNIP no
sedimento urinario esta associada com a magnitude de declinio da TFGe em
individuos com DM1, sendo um candidato a biomarcador urinario para a DRD
que merece investigagdo adicional em coortes independentes.

A mesma avaliagéo longitudinal foi realizada para explorar a expresséo
do mRNA da B2M no sedimento urinario com um fator preditivo de declinio da
funcao renal na coorte de 46 individuos com DM1. Os resultados do primeiro
estudo transversal realizado nesta coorte de pacientes por Monteiro et al. (46)
ja haviam sido corroborados por Zhang et al., que também encontraram que a
expressado da B2M em amostras de rins de pacientes com DRD correlaciona-se
negativamente com a TFGe (93). Os resultados ora apresentados adicionam
mais uma evidéncia da participagcdo da B2M na etiopatogenia da DRD; se as
demais variaveis fossem constantes, a cada incremento de uma unidade na
expressdo de mRNA da B2M no sedimento urinario, haveria um decremento de

27 mL/min/1,73 m? na TFGe. Portanto, na analise longitudinal abrangendo um
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seguimento meédio de mais de 10 anos, a expressao deste mMRNA também
demonstrou potencial para ser um biomarcador de DRD.

Consideramos o ponto mais forte desta investigagdo o longo periodo de
seguimento na avaliagdo de toda a coorte, que totalizou 4.158 anos, com média
de 10 anos de acompanhamento. Deve-se considerar, no entanto, que as
analises dos mRNAs-alvos no sedimento urinario, pelo reduzido numero de
individuos incluidos, podem ser afetadas pelo erro do tipo Il.

Este estudo mostrou a incidéncia de DRC e de DRT em uma coorte
acompanhada em um hospital terciario da cidade de S&do Paulo e pode nao
refletir a incidéncia desses desfechos na populagao brasileira. Ele possibilitou a
identificac&o de variaveis presentes no inicio do seguimento associadas a maior
velocidade do declinio da fungdo renal. Essas variaveis sdo importantes
marcadores da heterogeneidade da coorte e podem fornecer, além da
perspectiva prognostica, o melhor conhecimento de fatores que devem ser
considerados nos ajustes dos modelos estatisticos, para controle de efeito de
confuséao.

A observacao de que um individuo com DRR apresentou um risco 48
vezes maior de desenvolver DRD do que um individuo com DRLA evidencia a
importancia de se avaliar, na pratica clinica, os valores de TFGe ao longo do
seguimento ambulatorial, para identificar o padrao de declinio renal do individuo
e os fatores que podem ser modificados com a intensificacdo da terapia, na

tentativa de retardar a progressao para DRT.



6 CONCLUSAO




66

Na populacdo de individuos com DM1 avaliada, 50% apresentaram um
padrao de declinio renal rapido ou moderado, que se associou a um pior controle
glicémico e a presencga de outras comorbidades. Os mRNAs de TXNIP e de B2M
no sedimento urinario sdo candidados a biomarcadores para predizer a

progressédo da DRD e requerem avaliagdo em coortes independentes.



7 ANEXOS
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ANEXO A - Termo de consentimento livre e esclarecido — Parte 1

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

TITULO DA PESQUISA

Avaliacdo da participacdo do sistema arginina vasopressina na doenca renzl diabética em portadores de diabetes
mellitus tipo 1

PESQUISADOR PRINCIPAL: Profa. Dra. Maria Licia Cardillo Corréa-Giannella

UNIDADE DO HCFMU SP: Servigo de Endecrinologia do Departamento de Clinica Médica

Convite a participagdo

Convidamos o{s) Sr{Sra.) 8 participar desta pesquisa que busca identificar em exames de sangue e urina um risco

aumentado de apresentar doenga nos rins relacionada ao diabetes mellitus.

Justificativa e objetivos do estudo

O disbetes mglifus tipo 1 (DM1) é uma doenca que se caracteriza por aumento da glicemia (aglcsr no sangue) e
necessidade de tratamento com insulina.

O descontrole do disbetes por tempo prolongado pode levar so desenvolvimente de complicagdes como
diminuicdo ou perda da visdo, problemas nos rins e nos nerves.

O objetivo desta pesquisa é avaliar o papel do horménio vasopressina, identificado em exame de sangue e urina,
na doenga nos rins em pacientes com DM1. A melhor compreensdo da ps:ticipsgéo deste horménio nesta

complicacéo cronica pode sjudar a buscar novas formas de prevencdo e tratamento da doenca rensl.
Procedimentos que serdo realizados e métodos empregados

Caso o(a) SriSra.) concorde em participar deste estudo, vamos colher uma amostra de sua urina para fazer
anslises de células e proteinas referentes a fungdo do seu rim. Este material serd usado no estudo de marcadores
de problemas nos rins que possam ser testados na urina. Sera coletada ainda uma amostra de sangue para

dosagem do exame copeptina, um marcador de secrecdo do horménio vasopressina.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou resporsdve

Rubfca do pes
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Coleta de urina em tubo pléstico estéril

Sera reslizada a coleta de urina para obtencdo de material genético. Seré utilizads uma amostra de 10 (Al para
reslizacdo de um exame de Urina tipo 1. para checar se o (a) Sr. (Sra.) estd com infeccdo urindris. Caso esteja
com infecco sus amosfra seré descartads e s sua infecgdo serd tratads. Apds & cura, colheremos uma nova

amostra outro dis, caso o{a) Sr. (Sra.) concorde.

Coleta de amostrs de sangue
Seré reslizads a coleta de uma amostra de sangue pars exiragdo de plasma, que sers utilizado para dosagem da
copeptina, um marcador de secregde do horménio vasopressina.

Desconfortos e riscos decorrentes da participagdo na pesquisa

O procedimento serd exatamente como colher urina para qualquer outro tipo de exame e coletar uma amostra de
sangue. O risco & minimo, relativo & coleta de sangue. Os participantes do estudo poderdo apresentar um possivel

desconforto e formagdo de hematoma no local da coleta de sangue por pungdo venosa.
Beneficios para o participante

Ndo hé beneficio direto para o participante. Apds a reslizacdo desse estudo existe & possibilidede de que a melhor
compreenséo do papel do hormdnio vasopressina no aparecimento ou progressso da doenga renal em pacientes
com disbetes possa sjudar a identificar agueles pacientes com maior risco de desenvolver esss complicagé'o

crénica e a buscar novas formas de prevencéo e tratamento, como por exemplo sumentsr a ingesta de sgus.
Acompanhamento e assisténcia no Ambulatorio de Diabetes do Servigo de Endocrinologia

O(a) Sr. (Sra.) tem liberdade para recusar a participacdo no estudo ou para retirar seu consentimento a qualkquer
momento, deixando de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo & continuidade da assisténcia médica que
recebe no Hospitsl das Clinicas.

Todos os dados obtidos, tais como: resultados de exames e testes, bem como do prontudrio, somente serdo
acessiveis a0s pesquisadores envolvidos e ndo serd permitido o acesso a terceiros (seguradoras, empregadores,
supervisoras hierdrquicos etc.b. de forma a impedir qualquer tipo de discriminagéo elou estigmatizagéo. individual
ou colefiva no caso de resultsdos indicativos de doencs rensl. As informagdes cobtides serdo anslisadss em

conjunto com outres pacientes, ndo sendo divulgads s identificagdo de nenhum paciente.

Despesas e compensagoes

Rubsica do sujeito de pesquisa ou resporsdvel

Rubnca do pesquisodor,
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3

N8o hé despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas pois &
coleta de urina sera realizada no mesmo que dia que o(a) Sr.(Sra.) vier para a consulta médica. Também néo ha

compensacdo financeira relacionada & sus participagdo.
Armazenamento de Material Biologico

O material bioldgico obtido sob a forma de amostras de uring e sangue seré armazenado de acordo com &
resolugdo 441/2001 no biorrepositério do Laborstério de Endocrinclogia Celulsr e Moleculsr (LIM-25), podendo ser
utilizado em outros estudos que envolvam s avslisgdo de doengs renal no disbetes tipe 1.

Novas pesquisas s serdo reslizadas com s aprovagdo do sistema da Comité de Etica em Pesquisa.

Garantia de acesso

Em guslquer etapa do estudo, o(a) Sr.(Sra.) terd acesso sos profissionais responséveis pels pesquisa para
esclarecimento de eventuais ddvidas. O principal investigador é & Dra. Maria Licia Cardillo Corréa-Giannella; Se
vocé tiver slguma consideraco ou ddvids sobre a pesquiss poderé entrar com contsto com a Dra. Maria Licis no
Departamento de Clinica Médics, Disciplina de Endocrinologis. na Av. Dr. Arnaldo, 455, sala 4305 e no Telefone(s)
3061-7467. Se vocé tiver siguma consideracdo ou dilvids sobre a ética da pesquisa, enfre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2861-7585, (11)
26681-1548, (11) 26681-1548; — e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Acredito ter side suficientemente informado s respeito das informacées que li ou que foram lides pars mim,
descrevendo o estudo 'Avslis;éo da participacdo do sistema arginina vasopressina na doencs renal disbética em
portadores de disbetes mellitus tipo 17

Eu discuti com a Dra. Maria Licia Cardillo Corréa Giannella ou pessoas por ela delegadas, sobre a minha decisdo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os procedimentos & serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencislidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacdo & isents de despesas e que tenho garantia do acesso & tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntarismente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento &
quslquer momento, antes ou durante p.mesma, sem penalidades ou prejuizo ou perds de qualquer beneficio que
eu possa ter adguirido, ou no meu atendimento neste Servigo. Assino este termo de consentimento e recebo uma

via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do paciente/representante legal Data ! /

Rubrica do sujeite de pesquisa ou resporsdve

Rubrica do pesquisador,
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Assinatura do responsével pelo estudo Data ! /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTQ DE IDENTIDADE N®: ... SEXO: MO Fao

DATA NASCIMENTO: _....... -

ENDERECO ... NO APTO: ..o
BAIRRO: ..o CIDADE ...

2 RESPONSAVEL LEGAL ..ot
NATUREZA (grau de parentesco,

DATANASCIMENTO.: .../ ... ...
ENDERECO: ....
BAIRRO:
CEP: .

Rubrica do sujeito de pesquisa ou resporsave!

Rubrica do pesquisodor,



ANEXO B - Cadastro e Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo — Parte 1

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DIRETORIA CLINICA
COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA -
CAPPesq

CADASTRO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Registro (uso reservado & Secretaria da CAPPesq )

N° do Protocolo: Tipo: Humanos

Instituto: ICHC

Registro on-line n®: 16175 Data de Entrada: 06/02/2017

Este projeto envolve:

Pacientes HC ... Sim
Médicos ou Funcionarios HC (como sujeitos de pesquisa) ............ Nao
Documentos HC(Prontuarios € OUtros) ..........ccooceeeieiiiiiiieiicees Sim
Materiais estocados NO HC ... Nao
Pecas anatdmicas de cadaveres ............cccooviiiiiiieniiiiieeeceeees Nao

Havera necessidade de recrutamento de pacientes na midia ........ Nao



ANEXO B - Cadastro e Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo — Parte 2

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa

Avaliacado da participaga@o do sistema arginina vasopressina na doenga renal

diabética em portadores de diabetes mellitus tipo 1

2. Palavras-chaves que caracterizam o assunto da Pesquisa

Vasopressina, diabetes mellitus, doencga renal diabética

3. Resumo do Protocolo de Pesquisa:
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ANEXO B - Cadastro e Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo — Parte 3

Introdugdo. A doenca renal diabética (DRD) € uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em pacientes com diabetes mellitus (DM). Apesar da
implementacao quase universal das terapias nefroprotetoras e do controle
glicémico intensivo nos ultimos anos, o risco de DRT em pacientes com DM tipo
1 (DM1) ndo esta diminuindo. A DRT continua sendo a principal causa de
morbidade e mortalidade prematura nestes pacientes. A fisiopatologia da DRD
envolve fatores metabdlicos, hemodinamicos, inflamatdrios e genéticos.
Recentemente tém sido sugerido a participacao do Sistema Arginina
Vasopressia na patogénese dessa complicag@o. Estudos tém mostrado
associacao da copeptina, marcador da vasopressina, com o desenvolvimento
de albuminuria, declinio da fungao renal e progressao da doencga renal. Outros
estudos sugerem que a maior ingestao hidrica diminui o risco de
desenvolvimento de doenca renal cronica. Objetivos. Neste trabalho sera
realizada avaliagao clinica dos pacientes com DM tipo 1 em diferentes estagios
de DRC, buscando avaliar a participacao do sistema arginina vasopressina na
DRD, através da expressdo do mRNA dos genes AVP2R e AQP2 nas células do
sedimento urinario, expressao de AQP2 em exossomas urinarios e frequéncia
de polimorfismos de um Unico nucleotideo no gene AVP. Casuistica e métodos.
Serao incluidos no estudo pacientes com diagnéstico de DM1 acompanhados
no Ambulatério de Diabetes do Servigo de Endocrinologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Esses
pacientes serao classificados de acordo com a taxa de filtragcao glomerular
(TFG) e excregdo urinaria de albumina. Serdo coletados dados clinicos,
laboratoriais (exames de sangue e urina) e sera avaliada, através de
questionario, a ingestao hidrica média diaria. Sera feita avaliacao retrospectiva
do declinio da TFG para definicao dos pacientes evoluindo com progressao da
doenca renal. Para a realizacdo da expressao de mRNA alvos no sedimento
urinario serao coletadas amostras de urina em que sera feita extragdo de RNA
total, com posterior conversio para cDNA e realizagdo dos ensaios de
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4. Pesquisador Responsavel:

Maria Lucia Cardillo Corréa Giannella
http://lattes.cnpq.br/5205676344593195
Graduacgao: Medicina

Vinculo: FMUSP

5. Pesquisador Executante:
Tatiana Souza Pelaes

http://lattes.cnpq.br/1924474907216662

6. Possui co-autores?

Sim

Nome dos co-autores: Marcia Silva Queiroz, Maria Beatriz Monteiro, Daniele
Pereira Santos-Bezerra, Karina Thieme
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Departamento: Clinica Médica

Disciplina: Endocrinologia e Metabologia
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8. Existe entidade externa envolvida?
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9. Possui participacdo Estrangeira
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10. O projeto é multicéntrico
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