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RESUMO

PIZARRO, Marcela Haas. Influéncia dos fatores de risco tradicionais e ndo-tradicionais na
prevaléncia da doenga renal do diabetes no diabetes tipo 1.2019. 71 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Esse estudo analisa a associagdo entre a presenga de doenga renal cronica e niveis
séricos mais elevados de acido trico, cor auto-referida e ancestralidade em pacientes com
diabetes tipo 1. A tese inclui dois artigos, ambos com dados de estudos multicéntricos, com
pacientes de todas as regides geograficas do Brasil. Inicialmente, 1760 pacientes compuseram
a amostra dos dois estudos. Os individuos responderam a questionarios com dados clinicos e
realizaram exames laboratoriais e avaliagdo médica com coleta de dados antropométricos.
Esse estudo usou a formula de CKD-EPI para estimar a taxa de filtragdao glomerular (TFG) em
adultos e avaliou a albuminuria através de uma amostra isolada de urina coletada pela manha,
classificando os pacientes em: normoalbuminuria (albumina urinaria <30mg/dl) e presenca de
albuminuria (albumina urinaria > 30mg/dl). Dois subgrupos compdem o estudo: Pacientes
com funcdo renal normal (TFG > 60 ml/min e auséncia de albuminuria) e pacientes com
funcdo renal alterada (TFG <60ml/min ou presenga de albuminuria). O estudo avaliou as
etnias através de da cor auto-referida e a ancestralidade gendmica atrdves do uso de Ancestry
Informative Markers (AIMs). No primeiro artigo, a analise dos dados mostra que niveis mais
elevados de acido urico foram associados a menor TFG mesmo quando avaliados os pacientes
do grupo da fungao renal normal. Cada aumento de Img/dl nos valores de acido Urico sérico
resultavam em uma diminui¢do de 4.11ml/min da TFG. No segundo artigo, mais pacientes se
auto-declararam negros e pardos no grupo com disfung@o renal, mas a analise multivariada
ndo encontrou nenhuma associacdo entre categorias de cor auto-referida e a presenca de
doenga renal cronica. A andlise univariada demonstrou que um maior percentual de
ancestralidade africana foi associado a uma chance mais elevada de apresentar doenca renal
crOnica, mas a andlise multivariada ndo confirmou essa associag¢do apos o ajuste por fatores de
confundimento. A conclusdo do primeiro artigo foi de que existe uma associagdo entre niveis
mais elevados de 4acido Urico sérico e uma menor TFG, mesmo em pacientes com funcao
renal ainda normal. Isso sugere que os niveis séricos elevados de acido Urico ndo devem ser
totalmente atribuidos a diminuicdo da TFG. O segundo artigo concluiu que ndo existe
associacdo entre nenhuma categoria de cor auto-referida ou entre uma maior ancestralidade
africana e uma maior chance do paciente apresentar doenca renal cronica. Os pacientes sao
extremamente miscigenados, com baixa porcentagem de ancestralidade africana em
comparagdo com outras populagdes, o que pode justificar essa auséncia de associagdo. Novos
estudos sobre a associagdo de novos fatores de risco ou sobre fatores de risco ja previamente
estudados sdo extremamente importantes pois auxiliam na preven¢do ou na diminuigdo da
progressdao de uma das complicagdes do diabetes com maior morbimortalidade, que ¢ a
doenca renal do diabetes.

Palavras-chave: Diabetes tipo 1. Acido trico. Cor auto-referida. Ancestralidade gendmica.

Doenga renal do diabetes.



ABSTRACT

PIZARRO, Marcela Haas. The influence between traditional and non traditional risk factors
and the prevalence of diabetic kidney disease in type 1 diabetes. 2019. 71 f. Tese (Doutorado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

This dissertation analyses the association between the presence of chronic kidney
disease (CKD) and elevated serum uric acid levels, self-reported color race, and genomic
ancestry in patients with type 1 diabetes. This dissertation includes two articles, both
analyzing data from multicenter, cross-sectional studies, with patients from all geographic
areas of Brazil, that initially included 1760 patients. The studies used questionnaires to collect
clinical data of the patients, as well as a clinical examination with the evaluation of
anthropometric data and laboratory tests. Renal function was estimated by the CKD-EPI
formula in adults and was expressed as the glomerular filtration rate (GFR). Albuminuria
concentration was measured from a morning urine sample. The presence of albuminuria was
defined as albuminuria > 30mg/dl. The studies divided the patients into two groups: Normal
renal function group (GFR > 60 ml/min and the absence of albuminuria) and the CKD group
(GFR <60ml/min and/or the presence of albuminuria). The second study classified patients
according to self-reported color race and used autosomal Ancestry Informative Markers
(AIMs) to infer the genomic ancestry (GA). The GA was expressed as percentages, with the
sum of European, African and Native Amerindians equaling 100%. In the first study, the
multivariate analysis revealed an association between higher levels of uric acid and lower
GFR, even in patients in the normal renal function group. Every 1mg/dl increase in the levels
of serum uric acid was associated with a decrease in 4.11ml/min in the GFR. The second
study revealed that more patients self-reported themselves as Black and Brown in the CKD
group than in the normal renal function group. However, self-reported color-race was not
associated with CKD in the multivariate analysis. The binary logistic regression used to
evaluate the relationship between African GA and renal function showed a significant
association between a higher African ancestry and CKD. However, a multivariate logistic
regression between African GA and CKD, after the adjustment for confounding factors, did
not confirm this association. The conclusion of the first study is that higher levels of serum
uric acid were associated with a lower GFR, even in patients from the normal function group.
The second study concluded that self-reported color race or a higher African GA were not
associated with CKD after adjustments. This can possibly be explained, at least in part, by the
low percentage of African ancestry that the study encountered, indicating that our population
is extremely admixed and should be compared to other populations with caution. Further
studies should be conducted to better evaluate the relationship between new risk factors and
even between known risk factors associated with diabetic kidney disease since it is a
complication associated with an elevated morbi-mortality, high cardiovascular risk, and an
excessive burden to the health care system.

Keywords: Type 1 diabetes. Uric acid. Self-reported color race. Genomic ancestry. Diabetic

kidney disease.
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INTRODUCAO

Diabetes tipo 1 ¢ uma doenga autoimune, com aumento de prevaléncia mundial nos
ultimos anos. Trata-se de uma patologia que atinge principalmente criancas e adolescentes,
apresentando dificil controle glicémico, mesmo em paises com um maior grau de
desenvolvimento.

Uma das complicagcdes microvasculares mais prevalentes e com maior morbimor-
talidade associada ao diabetes ¢ a doencga renal do diabetes. Diabetes ¢ a maior causa de
doenga renal cronica que necessita de terapia de substituicdo renal no mundo, apresentando
elevada morbimortalidade, principalmente relacionada a doenga cardiovascular. A fisiopato-
logia da doenga renal do diabetes ainda ndo estd totalmente esclarecida, mas existem fatores
de risco comprovadamente relacionados ao aumento dessa complicagao.

O estudo desses fatores de risco € extremamente relevante pois estudos comprovam
que mesmo com um bom controle glicémico e controle de outros fatores como hipertensdo, a
incidéncia dessa complicagdo nao reduziu nos ultimos anos.

Um fator de risco que vem sendo estudado nos ultimos anos ¢ o acido urico sérico.
Niveis elevados ou até no limite superior da normalidade foram associados a maior chance de
desenvolvimento e até progressao da doenca renal do diabetes. Sendo um fator de risco
potencialmente modificavel, o estudo da relagdo entre niveis séricos de acido urico e essa
complicacdo torna-se importante para aumentar a chance de evitar uma complicagdo com
tamanha morbimortalidade associada.

Outro fator de risco historicamente associado com a doenca renal do diabetes sao
diferentes etnias, como negros e asidticos. Estudos revelam que pacientes africanos, afro-
americanos e asidticos apresentam uma maior incidéncia de doenca renal do diabetes. Porém,
esses estudos foram realizados com base na cor auto-referida e ndo com ferramentas para
avaliacdo de ancestralidade genomica.

A principal finalidade desse trabalho ¢ estudar a associacdo de dois fatores de risco
relacionados com o desenvolvimento e progressdo da doenca renal do diabetes em pacientes
com diabetes tipo 1, que sdo: os niveis séricos de acido urico e diferentes etnias (descritas

como cor auto-referida e ancestralidade genomica).
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1. OBJETIVOS

1.1. Avaliar a associagdo entre niveis séricos de acido urico e a presenga de doenga renal
cronica, avaliada pela taxa de filtragdo glomerular e presenca de albuminuria, em

pacientes com diabetes tipo 1 de um estudo multicéntrico no Brasil.

1.2. Avaliar a associagdo entre etnias (avaliadas através de cor auto-referida e ancestralidade
gendmica) e a presenca de doenga renal cronica, avaliada pela taxa de filtracdo
glomerular e pela presenga albuminuria, em pacientes com diabetes tipo 1 em um estudo

multicéntrico no Brasil.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Introducio a doenca renal do diabetes e DM1

O diabetes tipo 1 (DM1) ¢ uma doenca autoimune que acomete principalmente
criancas e adolescentes e que cursa com uma destruicdo das células beta no pancreas,
culminando com uma deficiéncia na producdo de insulina. Corresponde a cerca de 10-15%
dos casos de diabetes no mundo (International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas. ,
2017).

A prevaléncia mundial do DM1 vem gradativamente aumentando nos ultimos anos.
Cerca de 7-12% dos pacientes com diabetes em populagdes com elevado perfil econdomico
apresentam DM e a cada ano 132.600 novos casos de DM1 sdo diagnosticados no mundo
(International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas. , 2017). Dados europeus predizem
que entre 2005 e 2020 novos casos de DM1 em criangas com menos de 5 anos de idade vao
dobrar ¢ em criancas e adolescentes até 15 anos, vao aumentar em até 70%. Esse aumento
excede o que havia sido previsto de aumento e estd acontecendo tanto em paises de alto risco,
como a Finlandia e Suécia, como em paises com menor risco (Dabelea, 2009).

Pacientes com DM1 podem apresentar complicagdes relacionadas ao diabetes. Essas
complicacdes podem ser classificadas em micro e macrovasculares. As complicagdes
microvasculares sdo: doenga renal do diabetes, neuropatia diabética e retinopatia diabética
(American Diabetes Association, 2018).

Em relagdo ao rastreio para doenga renal do diabetes, os pacientes com DM1 com 5
anos ou mais de doenca devem ter anualmente uma avaliacdo da func¢do renal, que envolve
medida de albuminuria (preferencialmente spot urinario com relacdo de albumina/creatinina)
e dosagem de creatinina sérica para o estimar a taxa de filtragdo glomerular (TFG) (American
Diabetes Association, 2018).

Um estudo foi realizado nos Estados Unidos revelou um aumento de 1,16 para 3,44%
na prevaléncia anual de doenca renal do diabetes em criangas e adolescentes no periodo de
2002 até 2013 (Li et al., 2016). Esse estudo nao incluiu somente pacientes com DM1. Outro
estudo envolvendo pacientes com DM1 na Suécia mostrou uma baixa incidéncia cumulativa
da doenca renal do diabetes que evoluiu para terapia de substituicao renal, de 3,3% com 30

anos de doenga (Mollsten et al., 2010). No Brasil, a prevaléncia de DRC em pacientes com
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DMI ainda ¢ elevada, com 30.6% apresentando TFG <60ml/min ou TFG > 60ml/min com a
presenca de albuminuria (Pizarro et al., 2018).

Tradicionalmente, a microalbumintria (excre¢do de albumina > 30mg/24 horas) era
considerada o primeiro marcador de disfungdo renal, sendo rastreada de rotina nos pacientes
diabéticos. A evolugao esperada seria a progressao para a presenca de macroalbuminuria
(excrecdo de albumina urindria > 300mg/24 horas) e, eventualmente, para disfun¢do renal
com queda da TFG (Williams, 2005). Porém, ¢ importante ressaltar que alguns estudos
revelam que a microalbuminuria pode regredir espontaneamente e nem sempre seria um
marcador inicial de doenga renal do diabetes. Ela pode ser totalmente revertida e retornar a
normoalbumindria em cerca de 58% dos casos (Perkins ef al., 2003). A evolucao tradicional
de microalbuminuria para macroalbuminuria e posteriormente para uma TFG <60ml/min nem
sempre ¢ a evolucdo natural da doenga renal do diabetes. Existem casos em que a TFG declina
mesmo em pacientes com microalbumintria ou até mesmo naqueles que nao apresentam
perda de albumina na urina, sendo classificados como perda precoce de TFG (Perkins et al.,
2019).

A doenca renal do diabetes ¢ uma das complicagcdes mais prevalentes. A doencga renal
cronica estd associada a elevada morbimortalidade, principalmente relacionada ao risco
cardiovascular e ao elevado custo para o sistema de saide (Mcbrien et al., 2013; US Renal
Data System: 2018 Annual Data Report, 2018). Diabetes ¢ a principal causa de doenca renal
cronica no mundo e estd relacionada ao dobro de mortalidade, quando comparado com
pacientes que ndo apresentam doenca renal cronica (US Renal Data System: 2018 Annual

Data Report, 2018).

2.2. Fisiopatologia das complica¢des microvasculares

r

A fisiopatologia das complicagdes microvasculares ¢ complexa e ¢ mediada por
inimeros mecanismos causados pela hiperglicemia cronica. As complicagdes microvasculares
na retina, glomérulo e vasa nervorum apresentam fisiopatologia semelhantes. Uma das
primeiras alteragdes causadas pela hiperglicemia € o aumento do fluxo sanguineo e da pressao
intracapilar como consequéncia da diminui¢do do 6xido nitrico nos capilares renais do lado
eferente, aumento de substincias vasoconstrictoras (como angiotensina II e endotelina- 1) e da

liberacdo de fatores que aumentam a permeabilidade vascular como VEGF (vascular
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endothelial growth factor) (Brownlee, 2001; Papadopoulou-Marketou et al., 2017). Alteragdes
quantitativas e qualitativas na matriz extracelular também ocorrem e contribuem para um
aumento permanente da permeabilidade vascular.

Com o passar do tempo, ocorre perda celular por apoptose, obstrucdo capilar
progressiva por superproducdo de matriz extracelular induzida por fatores de crescimento e
deposito peridodico de algumas proteinas plasmaticas. Essas alteracdes levam a edema,
isquemia e neovascularizagdo na retina, proteinuria, expansao da matriz mesangial e
glomeruloesclerose nos rins (Brownlee, 2001).

Trés vias principais foram descritas como as principais responsaveis pelo
desenvolvimento da doenca renal do diabetes: anormalidades de vias intracelulares como a
ativacdo das vias dos polidis e proteina kinase C; formag¢ao dos produtos de glicagdo avangada
(AGESs) induzido pela hiperglicemia, com consequente disfun¢do das células glomerulares e
ativacdo da macrofagos; e hipertensdo glomerular induzida pela hiperfiltragdo glomerular
(Wada e Makino, 2013). Essas vias promovem a liberacdo de moléculas inflamatorias, como
adipocinas, citocinas e moléculas de adesdao que levam a dano das células endoteliais
glomerulares e infiltracdo de macrofagos nos tecidos renais (Rivero et al., 2009).

Existem 4 hipoteses principais de como a hiperglicemia seria responsavel pelas
complicacOes diabéticas. Sdo elas: aumento no fluxo nas vias dos polidis, aumento na
formagdo dos AGEs, ativacdo da proteina kinase C (PKC) e aumento do fluxo nas vias das

hexosaminas.

2.2.1. Aumento no fluxo nas vias dos poliois

A aldolase redutase € a primeira enzima da via dos poliois, ela catalisa uma redugao
dependente de NADPH de varios compostos incluindo a glicose. Em um ambiente com
hiperglicemia, o aumento da glicose intracelular resulta em um aumento do fluxo por essa via,
com maior conversdo da glicose em sorbitol com consequente diminuicio do NADPH. A
maior ativacao dessa via gera efeitos deletérios através do aumento do estresse osmotico pelo
aumento do sorbitol, que ndo ¢ facilmente difusivel através de membranas celulares e através
da diminuicdo citosolica do NADPH. O NADPH ¢ necessario para regenerar a glutationa
reduzida e sua diminui¢do pode induzir ou exacerbar o estresse oxidativo intracelular

(Brownlee, 2001; Papadopoulou-Marketou et al., 2017).
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2.2.2. Aumento intracelular dos produtos finais de glicacdo avancada:

A hiperglicemia intracelular parece ser a grande responsavel pela geragdo dos AGEs
intra e extracelulares. Esses AGEs sdo substancias formadas por reagdes ndao enzimaticas
entre acgucares redutores, como a glicose, com proteinas, acidos nucleicos ou lipideos.
(Huebschmann et al., 2006).

Existem inimeros mecanismos pelos quais os AGEs causam lesdes celulares. Esses
produtos de glicagdo avancada alteram a matriz extracelular e ela passa a interagir de forma
anormal com outros componentes da matriz extracelular ou com receptores celulares para a
matriz, que sdo as integrinas. A formacdo de AGEs altera as propriedades funcionais de
inimeras moléculas da matriz, alterando a intera¢do matriz-matriz, mas também a interagao
matriz-célula. Por exemplo, a modificagdo pelos AGEs dos dominios celulares do colageno
IV aumentam a adesao celular endotelial (Brownlee, 2001).

Além disso, as proteinas plasmaticas modificadas pelos AGEs se ligam a receptores de
AGE nas células endoteliais, mesangiais € nos macréfagos, induzindo a producdo de espécies
reativas de oxigénio. Essa ligacdo dos receptores de AGE ¢ responsavel pela ativacdo da
transcrigdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), causando alteragdes na expressdo génica

(Brownlee, 2001).

2.2.3. Ativacao da proteina kinase C:

A proteina kinase C corresponde a uma familia de serina/treonina kinases que engloba
11 isoformas, sendo que algumas, as chamadas convencionais (a, B1, B2, y), sdo ativadas pelo
segundo mensageiro lipidico diacilglicerol (DAG). A hiperglicemia intracelular aumenta a
quantidade de DAG na retina e glomérulo de animais diabéticos, ativando a PKC. As
isoformas mais ativadas nos glomérulos de ratos diabéticos sdo as: PKC a, B1, B2, 9, and ¢
(Koya et al., 1997; Huebschmann et al., 2006).

Ativagdo anormal da PKC esta relacionada com a diminui¢do na producao de 6xido

nitrico (NO) glomerular, aumento da ativagdo do NF-kB e com o actimulo de proteinas de
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matriz pela inducdo da expressdo de TGF-beta 1, fibronectina e colageno tipo IV (Brownlee,
2001).

Um estudo realizado com roedores (db/db), simulando animais com diabetes tipo 2
(DM2) mostrou que o uso de inibidores da PKC-f3 reduziu as taxas de excrecdo de albumina e
inibiu a ativacdo da PKC glomerular. Além disso, o uso desses inibidores diminuiu a
expansao mesangial encontrada nesses roedores, provavelmente por uma atenuacao do
aumento da matriz extracelular (Koya et al., 2000). Esse estudo corrobora a hipotese que a
ativacdo da PKC ¢ uma das principais vias responsaveis pelo desenvolvimento da doenca
renal do diabetes. Um estudo realizado em pacientes com DM2 e albuminuria persistente
revelou que pacientes que usaram um inibidor da PKC-B (Ruboxistaurin) tiveram menores
niveis de albumina urindria e continuaram com a TFG estavel, ao contrario dos pacientes que
ndo receberam a medicagdo que apresentaram piora da albuminaria e da TFG (Tuttle ef al.,

2005).

2.2.4. Aumento do fluxo pela via das hexosaminas:

O excesso de glicose intracelular pode ser desviado para a via das hexosaminas, o que
pode ser um dos responsaveis pelas complicagdes microvasculares. Nessa via, a frutose 6
fosfato ¢ desviada da glicolise e ¢ convertida em glucosamina-6-fosfato pela enzima
glutamina:frutose-6-fosfato aminotransferase (Brownlee, 2001).

A ativagdo excessiva da via das hexosaminas estd relacionada ao aumento da
expressdo génica do TGF-beta e fibronectina, expansdo mesangial, hipertrofia celular e

espessamento da membrana basal glomerular (Huebschmann et al., 2006; Zheng et al., 2008).

2.3. Fatores de risco tradicionalmente associados a doenca renal do diabetes

Apesar de ser uma complicacdo associada com elevada morbimortalidade e ser
responsavel por cerca de 30-50% dos casos de doenga renal crénica (DRC) no mundo

(Webster et al., 2017), sua fisiopatologia ndo esta totalmente esclarecida. Inimeros fatores de
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risco ja sdo conhecidos e sdo classicamente associados ao desenvolvimento e progressdo da
doenga renal do diabetes.

Um controle glicémico inadequado (com consequente aumento da HbAlc) ¢ um dos
principais fatores de risco estudados e bem documentados na literatura. O DCCT (Diabetes
Control and Complications Trial) e o estudo de follow-up EDIC (Epidemiology of Diabetes
Intervention and Complications) ja demonstraram a importancia de um controle glicémico
intensivo (alvo de HbAlc menor que 6,05%) na prevencao e no retardo do desenvolvimento
de micro e macroalbuminuria (Nathan et al., 1993; Group, 2003). Estudos mostram que o
controle glicémico inadequado seria um dos principais fatores de risco relacionado ao
desenvolvimento da doenca renal do diabetes (Perkins ef al., 2019).

Outros fatores de risco j& estudados e descritos na literatura incluem
hipertrigliceridemia, presenca de hipertensdo arterial, idade do paciente, maior tempo de
duracdo do diabetes ¢ a presenca de outras complicagdes microvasculares (em especial a
retinopatia diabética) (Radcliffe et al., 2017; Perkins et al., 2019).

Entretanto, apesar do aumento do uso de terapias nefroprotetoras € um controle e
tratamento mais agressivos da hipertensdo e do diabetes, o risco de doenca renal do diabetes
ndo se alterou nos ultimos anos, segundo um estudo envolvendo pacientes caucésicos que
frequentavam a clinica Joslin nos Estados Unidos (Rosolowsky et al., 2011). Isso reforca a
necessidade de estudos de outros fatores de risco potencialmente modificaveis relacionados ao
desenvolvimento e progressdo da doenca renal do diabetes, ja que ela estd relacionada com

tamanha morbimortalidade para os pacientes acometidos.

2.4. Acido urico sérico

Além dos fatores de risco classicamente relacionados com o desenvolvimento e
progressdao da doenca renal do diabetes que ja foram citados anteriormente, novos estudos
sugerem que o acido urico sérico também poderia ser um fator de risco para o
desenvolvimento dessa complicagao.

O 4cido urico € o produto final da degradacdo de purinas (guanidina e adenina). As
purinas apresentam varias func¢des, sendo a mais importante ser um precursor dos acidos

nucleicos (DNA e RNA). Ele ¢ produzido pelo figado, a maior parte ¢ eliminada pelos rins
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(cerca de 2/3) e o restante ¢ eliminado pela via intestinal. Niveis séricos normais variam de
2,6-6mg/dl em mulheres e 3,5-7,2 mg/dl em homens.

Quase todo o acido urico ¢ filtrado pelos glomérulos. O tibulo contorcido proximal ¢
o grande responsavel pela reabsorcdo e secre¢do de acido trico, sendo que 90% do acido
urico sérico ¢ reabsorvido nesse segmento. A hiperuricemia pode resultar do aumento da
producdo de acido urico, da dificuldade na excrecdo ou de ambas as causas (Maiuolo ef al.,
2016). A solubilidade do acido trico na agua ¢ baixa, entdo quando seus niveis séricos estao
elevados, podem-se formar cristais de urato monossodico que se depositam nos tecidos.

Existem estudos discordantes se o acido urico apresenta propriedades anti-oxidantes
ou oxidantes. Estudos in vitro sugerem que o acido urico sérico funcionaria fazendo uma
varredura de substancias oxidantes como radicais peroxil e hidroxila. O urato circulante no
sangue era considerado uma vantagem evolutiva em relagdo a outras espécies, ja que
funcionaria como uma potente substancia antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo e
aumentando a sobrevida da nossa espécie (Sautin e Johnson, 2008). Estudos sugerem que o
acido turico poderia ser um grande responsavel por evitar a peroxidagdo de membranas
lipidicas, principalmente de hemacias (Ames et al., 1981).

Um dos locais mais estudados em relagao aos efeitos anti-oxidantes do acido trico é o
sistema nervoso central. Alguns estudos envolvendo acidente vascular cerebral ja foram
publicados e o &cido trico foi descrito como uma substancia neuroprotetora. Um estudo
mostrou que a administragdo de acido urico 24 horas antes da oclusdo da artéria cerebral
média em roedores adultos diminuiu drasticamente a area de isquemia induzida pela oclusao
(Yu et al., 1998). Uma meta-analise realizada em 2016 mostrou que niveis mais elevados de
acido urico estavam associados a um melhor progndstico em pacientes que tiveram um
acidente vascular cerebral, sugerindo que o acido urico teria um efeito protetor na fase aguda
da isquemia cerebral (Wang et al., 2016).

Outros estudos sugerem o oposto, que o acido urico sérico nao teria efeito benéfico e
sim que funcionaria como uma substancia pro-oxidante. Ele reagiria com outros oxidantes e
esses radicais resultantes reagiriam especialmente com lipideos presentes nas membranas
celulares e LDL (low-density lipoprotein) colesterol, sugerindo que o efeito anti-oxidante do
acido urico poderia ser restrito a um ambiente hidrofilico e ndo hidrofobico (Bagnati et al.,
1999).

Essa hipotese de uma agao pro-oxidante do acido urico € corroborada por estudos que
mostram que o aumento dos niveis séricos de acido Urico promove disfun¢do endotelial,

hipertensdo arterial e sindrome metabolica. Um estudo com roedores, em que a sindrome
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metabolica foi induzida pela alta ingestdo de frutose, ajudou a comprovar essa hipotese
(Nakagawa et al., 2006). Os roedores desse estudo que recebiam uma dieta com altas
concentragdes de frutose e também recebiam alopurinol apresentavam menor ganho de peso,
menor hiperinsulinemia e menor pressao arterial sistélica em compara¢ao com roedores com
dieta rica em frutose mas sem uso de alopurinol. O uso do alopurinol reverteu ou preveniu o
aparecimento da sindrome metabdlica nesses roedores, reforcando a hipotese de uma forte
associagao entre niveis de acido urico sérico e a sindrome metabolica.

Outro estudo com roedores mostrou que o uso de uma substancia que inibe a enzima
uricase, usada para diminuir niveis séricos de acido Urico, também apresentava efeitos
benéficos como a diminui¢ao da hipertensao arterial sistémica, da hipertensdo glomerular e da
expansao mesangial (Sanchez-Lozada et al., 2008).

Estudos em humanos também comprovam essa teoria de que o acido urico teria
principalmente efeitos oxidantes, ja que elevados niveis de acido urico sérico também estao
associados a hipertensao arterial sist€émica (Buzas et al., 2018), ao desenvolvimento de DM2 e
de sindrome metabdlica (Yadav et al., 2013) e a presenga de doenca hepatica gordurosa nao-
alcoolica (Lanaspa ef al., 2012). Alguns estudos demonstraram que niveis séricos elevados de
acido urico seriam um fator de risco independente para o desenvolvimento de DM2 e pré-
diabetes, mesmo apoOs corre¢do por fatores de confundimento como os componentes da
sindrome metabolica, idade e historia familiar para diabetes (Krishnan ef al., 2012; Lv et al.,
2013). Para cada aumento de Img/dl nos niveis séricos de acido trico, houve um aumento de
6% da chance de desenvolvimento de DM2 (Lv et al., 2013).

Através de mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos, pacientes com DMI1
geralmente apresentam niveis mais baixos de acido Urico sérico em comparacdo com
pacientes saudaveis ou mesmo com os pacientes com DM2. Um estudo comparando pacientes
com DM e controles demonstrou que os pacientes com DM1 apresentavam menores niveis
séricos de acido urico apds correcao para a presenga de hipertensao, idade e uso de diuréticos.
Esses pacientes com DM1 também apresentavam uma maior excre¢do de acido urico na urina
de 24 horas, sugerindo que a hipouricemia estaria relacionada a um aumento na excre¢do de
acido tUrico e ndo a diminui¢do da producdo (Gotembiewska et al., 2005).

Cerca de 90% do acido urico filtrado ¢ reabsorvido pelo segmento S1 do tubulo
contorcido proximal. Essa reabsor¢do ocorre principalmente por dois transportadores i6nicos
que sdo o Urate transporter 1 (URAT 1) e o transportador de glicose 9 (GLUT 9) isoforma 2.
O GLUT 9 isoforma 2 secreta acido urico em troca da absor¢do da glicose no tubulo proximal

e reabsorve acido urico no ducto coletor. Uma das possiveis explicagdes para hipouricemia
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nesses pacientes com DM1 seria a glicosuria, que consequentemente causaria uma uricosuria,
mediada pela ativacdo do GLUT 9 isoforma 2 no tiibulo proximal do glomérulo. A explicacao
para niveis séricos baixos de acido urico em pacientes com DM1 normoglicémicos ainda nao
esta bem estabelecida (Lytvyn et al., 2015).

Alguns estudos revelam que niveis elevados ou proximos do limite superior de
normalidade de acido urico sérico em pacientes com DMI1 estdo associados a uma maior
prevaléncia de doenca renal do diabetes. Um estudo realizado com pacientes com DM1 recém
diagnosticados seguidos durante 18 anos mostrou uma associagao entre maiores niveis séricos
de acido urico ao diagnodstico e uma maior chance de desenvolvimento de macroalbumintria
(Hovind et al., 2009). Outro estudo também corroborou essa teoria ¢ avaliou a presenga de
doenca renal do diabetes em 652 pacientes com DM1 que foram revistos apds 6 anos. A
doenga renal do diabetes nesses pacientes foi definida como a presenca de albumintria
(relagdo albumina/creatinina > 30mg/dl em amostra isolada de urina) e/ou a presenca de uma
queda abrupta da TFG (diminui¢do maior do que 3,3% ao ano). A TFG foi estimada pelo
CKD-EPI usando a cistatina C. Os niveis séricos de acido urico foram relacionados com a
presenga de albumintria e a rapida queda da TFG, independente da idade, tempo de duracao
do diabetes, niveis pressoricos ou niveis de HbAlc (Bjornstad ef al., 2014).

Niveis elevados de acido urico sérico também foram associados a uma reducgdo da
TFG em outro estudo que usou a cistatina C para estimar a TFG. Esse estudo foi realizado em
adolescentes, que apesar de apresentarem niveis séricos de acido urico mais baixos do que os
encontrados nos controles, apresentavam uma associacdo entre niveis séricos mais elevados
de 4cido urico e uma menor TFG, mesmo apos a correcdo por idade, niveis pressoricos e
outros fatores de confundimento (Lytvyn, Mahmud, et al., 2016).

O mecanismo pelo qual os niveis mais elevados de 4cido urico, mesmo ainda dentro
dos limites de normalidade, teriam associagdo com doenga renal do diabetes ainda nao foi
totalmente esclarecido. Um estudo com pacientes com DM1 avaliou os efeitos da elevacao de
acido urico sérico na hemodinamica glomerular através da avaliagdo da pressao de filtragao,
pressdo hidrostatica glomerular e resisténcias das arteriolas aferentes e eferentes (Lytvyn,
Skrtié, et al., 2016). Esse estudo mostrou que niveis séricos de 4cido trico podem influenciar
na resisténcia da arteriola aferente, resultando na diminuicdo da pressdo de filtracdo e da
pressao glomerular hidrostatica. Esse aumento da resisténcia da arteriola aferente pode estar
relacionado a um aumento do tonus ou ao espessamento da arteriola aferente.Ainda sdo

necessarios mais estudos para uma melhor elucidag¢do dessa associagao.
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Outros estudos sugerem que niveis elevados de acido urico sérico estariam associados
a doenca renal do diabetes através de inumeras vias (Figura 1). Existem estudos que sugerem
que niveis aumentados de acido urico sérico estdo relacionados a uma diminui¢ao de NO,
tanto pela diminuicao da produgdo pelas células endoteliais, quanto por uma reagao com o NO
inativando-o. Essa diminui¢do dos niveis de NO levaria a uma disfun¢do endotelial (Jalal et
al., 2011). Um estudo com roedores, em que a hiperuricemia era induzida em alguns animais,
comprovou que eles apresentavam hipertensao glomerular e sistémica, arteriolopatia da
arteriola aferente e uma diminuicdo na sintese de NO (Sanchez-Lozada et al., 2007). O
tratamento desses roedores com a administracdo de L-arginina (de forma aguda ou crdnica),
que estimula a produgdo de NO pelo endotélio, preveniu a hipertensao glomerular e sistémica,
principalmente no grupo com tratamento cronico. Esse estudo corrobora a hipotese de que
niveis baixos de NO estariam associados a uma disfun¢ao endotelial e ao desenvolvimento da

doenga renal do diabetes.

Figura 1: Mecanismos que possivelmente justificam a fisiopatologia do aumento de acido

urico sérico levando a doenca renal do diabetes.
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Fonte: Adaptado do Jalal ez al., 2011.
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Uma outra via que também estd associada ao desenvolvimento da nefropatia
relacionada a hiperuricemia € a arteriolopatia da arteriola aferente e fibrose tubulointersticial.
Essa disfuncao da arteriola aferente pode estar relacionada a ativacdo do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA). Um estudo com roedores com hiperuricemia induzida
dividiu os animais em dois grupos: um que recebeu enalapril (que bloqueia o0 SRAA) e outro
que recebeu o diurético tiazidico, que reduz os niveis pressoricos, sem interferir no SRAA
(Mazzali et al., 2002). Apesar do grupo que recebeu diuréticos tiazidicos apresentar uma
diminui¢do dos niveis pressoricos, ele ndo foi suficiente para prevenir a arteriolopatia nesses
roedores, como aconteceu no grupo que recebeu enalapril. Essa hipotese também foi testada
com o uso de losartana, que também preveniu o desenvolvimento da arteriolopatia, mas esse
efeito pode ser mediado em parte pela caracteristica uricosurica da medicagdo. Niveis
elevados de acido trico também podem induzir inflamagao intersticial € aumento da liberagao
de citocinas, como TNF-alfa (Jalal ez al., 2011).

Essa associagdo entre hiperuricemia e disfunc¢io renal pode ser confirmada através de
estudos que avaliam o uso de medicagdes que reduzem os niveis séricos de acido urico, como
o alopurinol. Um estudo com 176 pacientes com DM?2 e hiperuricemia assintomatica concluiu
que o uso de alopurinol durante 3 anos resultou em menores niveis séricos de acido urico,
menor pressao sistolica e diastdlica e uma maior TFG em comparagdo com o grupo controle
(Liu et al., 2015). Quando esse estudo avaliou a chance de progressdo para doenga renal do
diabetes desses pacientes, o grupo que recebeu alopurinol teve um menor nimero de casos de
doenca renal do diabetes em comparagdo com o grupo controle, mas o resultado nao foi
significativo.

Um estudo multicéntrico, duplo-cego esta sendo conduzido com o uso de alopurinol
em pacientes com DM1 para avaliar se a diminui¢do dos niveis de acido urico sérico estaria
associada a uma menor chance desses pacientes desenvolverem doenga renal do diabetes
(Maahs et al., 2013).

Portanto, o estudo da associagdo entre niveis sé€ricos de acido urico e a doenca renal do
diabetes em pacientes com DMI1 ¢ importante pois trata-se de um fator de risco
potencialmente modificavel, através de dieta e medica¢des que diminuem os niveis séricos de
acido trico, para uma complicagdo associada a elevada morbimortalidade e que acomete

tantos pacientes com diabetes.
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2.5. Ancestralidade e doenca renal do diabetes

Historicamente, pacientes negros, hispanicos ou asiaticos eram considerados
como grupos de risco por apresentarem uma maior chance de desenvolvimento de doenca
renal do diabetes em comparagdo com pacientes diabéticos caucasicos. Um dos primeiros
estudos publicados sobre o tema mostra que pacientes negros com diabetes apresentavam uma
incidéncia de doenga renal cronica 2,6 vezes maior em comparacao com pacientes caucasicos.
Esse estudo foi realizado com pacientes do estado de Michigan nos Estados Unidos com
doenca renal cronica presumivelmente atribuida ao diabetes (Cowie et al., 1989). Outro
estudo envolvendo pacientes com DM2 de 33 paises também mostrou que pacientes
hispanicos e asiaticos apresentavam maior prevaléncia de macroalbuminuria quando
comparados com pacientes caucasicos (Parving et al., 2006).

A associacdo entre diferentes grupos étnicos e a maior chance de desenvolvimento da
doenca renal do diabetes estd presente mesmo apds o ajuste por fatores socioecondmicos,
controle glicémico e diferencas na prevaléncia do diabetes. Estudos sugerem que existem
genes de susceptibilidade para o desenvolvimento da doenga renal do diabetes. Um estudo
realizado com 965 pacientes afro-americanos com DM2 e 1029 controles afro-americanos
sem diabetes foi realizado na tentativa de identificar genes de susceptibilidade para a doenca
renal do diabetes. Foram identificados 8 loci de susceptibilidade em pacientes com DM2
(Palmer et al., 2014), sugerindo que o desenvolvimento da doenca renal do diabetes ¢
multifatorial, envolvendo tanto uma maior predisposicao genética como relacionada a outros
fatores de risco como tempo de duragdo da doenga, niveis de HbAlc e a presenca de
hipertensdo. Outro estudo envolvendo pacientes com DM1 também corroborou essa hipotese
de que o desenvolvimento da doenga renal do diabetes seria multifatorial, j& que encontrou
dois outros Single nucletoide polymorphisms (SNPs) relacionados com a presenga de doenga
renal cronica nesses pacientes (Sandholm et al., 2012).

O Brasil tem uma populacdo extremamente heterogénea e miscigenada. Ela ¢ formada
principalmente por trés grupos, os Europeus (em especial os Portugueses), os Amerindios e os
Africanos. Nosso pais inicialmente era ocupado pela populagdo nativa indigena, os
amerindios. Posteriormente, ocorreu a colonizagao pelos portugueses em 1500 com a vinda de
cerca de 500.000 portugueses e depois em torno de 4 milhdes de africanos foram trazidos

como escravos. Por volta de 1910 e 1950, ocorreu uma segunda onda de imigracao, porém em
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menor nimero. Nesse periodo, o Brasil recebeu muitos espanhdis, italianos e alemaes. Nossa
populagdo, como resultado, ¢ extremamente heterogénea e reflete o cruzamento de diversos
grupos étnicos, em especial de Amerindios, Europeus e Africanos (Bernardo et al., 2014).

A maioria dos estudos ja publicados que associam alguma etnia a uma maior chance
de desenvolvimento de doenca renal do diabetes foram realizados com cor auto-referida e nao
com avaliagdo de ancestralidade. O censo do IBGE classifica os brasileiros por cor auto-
referida como: Branco, Preto, Pardo, Amarelo e Indigena (IBGE- Caracteristicas étnico-
raciais da populagdo: um estudo das categorias de classificagdo de cor ou raga, 2008).
Entretanto, a maioria dos estudos envolvendo cor auto-referida foi realizado em populagdes
mais homogéneas, diferente da populacao encontrada no Brasil.

A cor auto-referida leva em consideragao apenas a percepcao do individuo em relagao
ao grupo étnico ao qual pertence, ndo necessariamente levando em consideragdo
caracteristicas fenotipicas do individuo, como cor da pele, tipo de cabelo, formato da boca e
nariz. Um estudo realizado no Brasil com 86 pares de irmas (172 individuos) utilizou um
dermaspectdmetro para avaliacdo de pigmentagcdo cutanea que estimava a quantidade de
melanina na pele. Eles também realizaram a avaliagdo de ancestralidade através de 21
Ancestry Informative Markers (AIMs), avaliando o grau de contribui¢do da ancestralidade
europeia, africana e amerindia desses individuos. A proporcdo de cada ancestralidade era
parecida entre as irmas, porém 30 dos 86 pares de irmas se autodeclararam com dor diferente
entre si e isso ndo estava diretamente relacionado com a quantidade de melanina encontrada
pelo dermaspectometro (Leite et al., 2011). Outro trabalho que avaliou se o fenotipo do
individuo tinha relagdo com a quantidade de ancestralidade gendmica africana também
concluiu que caracteristicas fenotipicas como cor ndo apresentam boa correlacio com a
ancestralidade africana (Parra et al., 2003). Um outro estudo publicado em 2014 avaliou se
alguns SNPs relacionados a pigmentagdo da pele em humanos poderiam ser usados para
predizer a cor de individuos estudados no Rio de Janeiro e Sdao Paulo. Quatro SNPs eram
significativamente associados a pigmentacao cutanea, porém eles ndo conseguiam predizer a
cor auto-declarada desses individuos estudados (Durso ef al., 2014). Esses estudos ajudam a
concluir que o uso de cor auto-referida na nossa populagdo, extremamente miscigenada, pode
nao ser a melhor ferramenta para a classificagdo e estudo de etnias.

Ja que existe uma baixa correlagdo entre cor auto-referida e ancestralidade genomica,
o estudo de ancestralidade genOmica através de métodos genéticos seria o ideal para
realmente avaliar se existe uma associagdo entre etnias ¢ a doenca renal do diabetes. Existem

varias formas de avaliar a ancestralidade genomica. Os AIMs mostram as diferencas entre
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populacdes distintas do ponto de vista geografico ou ancestral e sdo extremamente Uteis para
inferir a origem ancestral de um individuo e calcular a propor¢do de ancestralidade em
individuos de populagdes muito miscigenadas (Pereira ef al., 2012).

O nosso grupo realizou previamente um estudo de ancestralidade gendmica nos
pacientes com DM1 de todas as regides geograficas do Brasil. Nos encontramos uma maior
contribuicdo de ancestralidade gendmica europeia em individuos com DMI1 quando
comparados com controles (67,8% vs 56,3%), o que se manteve mesmo subdividindo os
pacientes de acordo com as 5 regides geograficas. Mesmo pacientes que se auto-declaravam
pardos ou negros apresentavam uma elevada propor¢ao de ancestralidade europeia (figura 2),
comprovando que nossa populagdo, incluindo pacientes com DMI, ¢ extremamente

miscigenada (Gomes et al., 2018).

Figura 2: Boxplot representando a ancestralidade genomica nas categorias de cor auto-

referida.
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Ainda existem poucos estudos que avaliam a ancestralidade em pacientes diabéticos
levando em considera¢do a ancestralidade genomica e ndo a cor auto-referida. Um estudo
publicado em 2015 nos Estados Unidos, com 9048 pacientes que eram acompanhados em um
centro, avaliou o percentual de ancestralidade gendomica africana desses pacientes e
correlacionou com a TFG estimada pela formula do CKD-EPI (Udler et al., 2015). Nesses
pacientes, o aumento da ancestralidade africana estava relacionado a uma diminui¢do da TFG.
Porém, esse estudo ndo foi realizado em pacientes com DM1 e somente cerca de 16-32% dos
pacientes em cada subgrupo apresentavam DM2.

Como existem poucos estudos avaliando ancestralidade gendmica e a doenga renal do
diabetes, principalmente em pacientes com DMI1, novos estudos sdo necessarios para
confirmar ou ndo a associacdo de diferentes grupos étnicos, como negros e asidticos, a uma
maior prevaléncia dessa complicagdo, principalmente em populacdes altamente miscigenadas

como a populagao encontrada no Brasil.
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3. RESULTADOS

3.1. Artigo 1: Serum uric acid and renal function in patients with type 1 diabetes: a

natiowide study in Brazil (Artigo Publicado)

Pizarro et al. Diabetol Metab Syndr (2018) 10:22
https://doi.org/10.1186/s13098-018-0324-7
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Abstract

Background: Diabetes nephropathy is a microvascular complication associated with high morbidity and mortality
in patients with type 1 diabetes, and its pathogenesis is not fully understood. Our aim was to evaluate the association
between levels of serum uric acid and renal function assessed by glomerular filtration rate (GFR) and albuminuria in
patients with type 1 diabetes.

Methods: This is a multicenter, cross-sectional, observational study with 1686 patients, conducted between August
2011 and August 2014 in 14 public clinics from ten Brazilian cities. Renal function was estimated by CKD-EPI (adults)
and by Schwartz (adolescents).

Results: We analyzed 1686 patients, aged 30.1 £ 12.0, with 15.4+ 9.3 years of duration of diabetes; 55.8% were
female and 54.0% were Caucasians. Serum uric acid was related to renal function, with a mean of 48+ 1.4 (in the
normal renal function group) vs 5.2 2.0 (GFR> 60 ml/min and albuminuria) vs 6.5 £ 2.6 mg/dl (GFR <60 ml/min). In
the pooled group, multivariate analysis showed an inverse correlation between serum uric acid and GFR (r=—0.316,
p <0.001) with a decrease of 4.11 ml/min in the GFR for every increase of 1 mg/dl in serum uric acid. Considering only
patients with normal renal function (n=1170), a decrease of 2.04 ml/min in the GFR for every increase of 1 mg/dl in
Serum uric acid was noted using multivariate analysis.

Conclusions: Patients with higher levels of serum uric acid have worse renal function, independently of HbA1c or
duration of diabetes, which persisted even in patients with normal renal function. Further prospective studies are
necessary to establish if patients with higher serum uric acid may have an elevated risk for developing chronic kidney
disease.

Keywords: Type 1 diabetes, Serum uric acid, Glomerular filtration rate, Chronic renal disease, Alouminuria

Background

Type 1 diabetes (T1D) is a chronic autoimmune disease
which incidence is increasing worldwide [1]. Diabetes-
related chronic complications resulting in elevated mor-
bidity and mortality is still a concern in these patients
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[2]. Even though diabetic nephropathy (DN) is one of the
most prevalent of such complications, its pathogenesis is
not fully understood. Diabetes is responsible for 30-50%
of all chronic kidney disease (CKD) [2] and is the main
cause of renal failure requiring renal replacement therapy
worldwide. This leads to a significant burden to public
health [3]. Additionally, in T1D, the presence or sever-
ity of end-stage kidney disease was the main determinant
of excess mortality, mainly from cardiovascular disease,
independently of the use of statins or inhibitors of the
renin-angiotensin system [4].



The physiopathology of chronic microvascular com-
plications of T1D is complex, involving the interaction
between genetic susceptibility, metabolic, and environ-
mental factors. Many risk factors have already been asso-
ciated with the development and progression of diabetic
nephropathy, such as elevated HbAlc, duration of dia-
betes, presence of concomitant microvascular complica-
tions (especially retinopathy [5]) and elevated albumin
excretion rate [6]. However, despite the increase in the
use of renoprotective treatment and a more aggres-
sive treatment of hypertension and diabetes, the risk of
end-stage renal disease did not change over the years
in a population of Caucasians patients with T1D that
attended the Joslin Clinic [7].

Recent studies reveal that high serum uric acid (SUA)
could also be a risk factor for DN [8, 9]. Studies disagree
on whether uric acid has oxidant or antioxidant proper-
ties. In vitro studies show that uric acid may have anti-
oxidant properties. SUA works as a scavenger of free
radicals, reacting with a series of oxidants, especially per-
oxynitrite [10]. Other studies, both in vitro and in vivo,
suggest that high levels of SUA may promote endothelial
dysfunction [11], hypertension, and metabolic syndrome
by inducing oxidative stress [10]. In fact, there is evidence
that the use of drugs that lower serum uric acid can
revert these conditions [12, 13].

Due to mechanisms not yet fully understood, patients
with T1D usually have lower levels of SUA compared
with healthy individuals or patients with T2D [14, 15].
One possible cause is glycosuria, leading to uricosuria
mediated by activation of glucose transporter 9 (GLUT
9) isoform 2 on the apical membrane of the proxi-
mal tubule [14]. However, high-normal levels of SUA
in patients with T1D have been recently associated to
higher prevalence of DN [8, 9]. Studies found an 80%
elevation in the risk of developing albuminuria per 1 mg/
dl increase in SUA concentration, even in high-normal
ranges of SUA [16]. Higher levels of SUA were also asso-
ciated with a reduced glomerular filtration rate (GFR)
estimated by serum Cystatin C [17]. Another study
showed that the use of allopurinol was associated with
a reduction of SUA, systolic and diastolic blood pres-
sure, and urinary albumin excretion rate in patients with
T2D [18], supporting the association between elevated
SUA and DN. Studies with the use of allopurinol are still
being conducted in patients with T1D [19]. Since SUA is
a potentially modifiable risk factor for DN, a complica-
tion associated with high morbimortality, further inves-
tigation is needed.

The goal of this study is to examine the association
between levels of SUA and the presence of CKD, deter-
mined by the GFR and albuminuria, in patients with T1D
in a multicenter, cross-sectional, observational study.
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Methods

This is a multicenter, cross-sectional, observational study
performed by the Brazilian type 1 Diabetes Study Group
(BrazDiab1SG) with 1760 patients with T1D, from 14
public clinics of the secondary and tertiary care levels
located in ten cities among all geographical areas of Bra-
zil. Data were collected between August 2011 and August
2014. The methods have been described previously [20].

Briefly, all patients received health care from the
National Brazilian Health Care System. Each clinic
provided data from at least 50 patients with T1D that
attended the center. An endocrinologist followed all
patients in secondary or tertiary centers. Inclusion crite-
ria were: patients with 13 years of age or older, medical
follow-up for at least 6 months at the respective center,
patients with at least 5 years of diagnosis of T1D, and
diagnosis of T1D by a physician. T1D was diagnosed
based on the presence of classic clinical presentation at
the moment of the diagnosis, such as polyuria, weight
loss, polydipsia, and the need for continuous insulin use
since the moment of the diagnosis. Exclusion criteria
were: pregnancy or lactation at the moment of inclusion,
history of renal transplant, and acute infection or ketoac-
idosis in the 3 months before the recruitment.

Patients between 13 and 19 years of age were classified
as adolescents, and patients older than 19 years were con-
sidered adults, based on the American Diabetes Associa-
tion (ADA) criteria [21].

The study was approved by the ethics committee of
Pedro Ernesto University Hospital (State University
of Rio de Janeiro) and by the local ethics committee of
each center. All participants or their parents signed the
informed consent form.

Patients with disease duration greater than or equal to
5 years were submitted to a screening of chronic compli-
cations related to T1D, such as screening for microvas-
cular disease (retinopathy, nephropathy, and peripheral
neuropathy).

The following variables were obtained using a question-
naire during a clinical visit: gender, current age (years),
race, age at diagnosis of T1D, duration of diabetes (years),
smoking status, consumption of alcohol, daily dose of
insulin, use of other medications, and associated diseases.

The following clinical variables were evaluated: weight
(kg), height (m), body mass index [BMI (kg/m?)], sys-
temic blood pressure, heart frequency, and abdominal
circumference.

Fasting plasma glucose, levels of HbAlc, creatinine,
urea, triglycerides, total cholesterol, high-density lipo-
protein (HDL) cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol levels measured during the last clinical visit
were obtained from the patient’s medical record. The lev-
els of HbAlc and SUA were measured in a single center.



HbAlc was measured using high-performance liquid
chromatography (HPLC, Bio-Rad Laboratories, Hercu-
les, California, USA). Fasting plasmatic glucose, HDL
cholesterol, total cholesterol, triglycerides, and SUA were
measured using enzymatic techniques. SUA was meas-
ured using an uricase-based commercial kit (BioSystem)
with results expressed in milligrams per deciliter (mg/
dl) and normal range between 3.5-7.2 mg/dl in men and
2.6—6.0 mg/dl in women. Friedewald’s equation was used
to calculate LDL cholesterol values [22]. Creatinine was
measured using a colorimetric assay kit (Biosystems).

Albuminuria was measured from a morning urine sam-
ple. This procedure was repeated twice with a minimal
interval of 1 week and maximal of 6 months between
each collected sample. The dosage of urinary albumin
was evaluated by immunoturbidimetry and the results
were expressed as mean (mg/dl). Albuminuria was
defined as albuminuria>30 mg/dl [2]. Samples with
hematuria or urinary infection were excluded based on
a urinalysis performed before the collection of urine for
albuminuria. All patients were instructed to avoid physi-
cal exercise before the collection of the urine sample.

Renal function was estimated by the CKD-EPI equa-
tion [23] in adults and by the Schwartz formula in ado-
lescents [24] and expressed as glomerular filtration
rate (GFR) in milliliters per minute per 1.73 m? (ml/
min). Patients were divided according to levels of renal
function into three groups for comparison purposes.
Group 1 included patients with a GFR >60 ml/min with
absence of albuminuria. Group 2 included patients with
a GFR>60 ml/min and the presence of albuminuria.
Finally, patients in group 3 had a GFR<60 ml/min with
or without albuminuria.

Statistical analysis

Continuous variables are presented as the means & stand-
ard deviations (SD), and medians and interquartile range
(IQR) that were also used to perform a boxplot graph.
Frequencies and percentages were used to present cat-
egorical variables. Differences between categorical vari-
ables were assessed using Chi square and differences
between independent continuous variables were assessed
using Student’s t tests or ANOVA with Sidak correction.
A Pearson’s correlation coefficient was calculated when
applicable. A partial correlation was run to determine
the relationship between SUA and GFR while controlling
for mean albuminuria in the pooled group. All variables
included in the multivariate analysis had a significant
Pearson coefficient, except for economic status, smoking,
and HDL cholesterol (data not shown). We performed a
multivariate linear regression using Generalized Linear
Models (GLM) to explore the association between SUA
and renal function expressed in GFR as the dependent
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variable. Adjustments were made for potential confound-
ers, such as: HbAlc, BMI, gender, duration of diabetes,
ethnicity, years of education, economic status, smoking,
systolic and diastolic blood pressure, use of diuretics,
statin or inhibitors of the renin-angiotensin system, LDL
and HDL cholesterol, and mean albuminuria. The result
was not adjusted for age because age is already included
in the CKD-EPI equation. The tests were performed ini-
tially in all patients (pooled group) and then in a sub-
group with normal renal function. All statistical analyses
were performed with Statistical Package for Social Sci-
ences (SPSS) 24.0 for Mac. Confidence intervals (95%)
were expressed when indicated. A two-sided p value less
than 0.05 was considered significant.

Results

Participants’ demographic and clinical characteristics
according to levels of renal function

Among 1760 patients, we excluded 62 patients because
data were not available, and twelve because they had a
history of renal transplant. The study, therefore, included
1686 (96%) patients. Clinical characteristics of the
patients included in the study are summarized in Table 1.
Clinical and demographic data of the studied population
stratified into levels of renal function are summarized in
Table 2.

The duration of diabetes was longer and the diagno-
ses of hypertension and dyslipidemia were more preva-
lent in patients with albuminuria or lower renal function
(p<0.001). The distribution of gender varied according
to different levels of renal function, with the percent-
age of female patients increasing from 53.9 to 69% when
comparing patients with normal renal function and
GFR < 60 ml/min, respectively (p <0.001).

Serum uric acid and renal function in the pooled group
Higher SUA was observed in patients with GFR <60 ml/
min in comparison to patients in other levels of renal
function. A box plot graph (Fig. 1) illustrates the medi-
ans of SUA levels in groups, stratified by renal func-
tion. Median SUA was 4.8 £1.4 mg/dl in the group with
normal renal function, 5.2+2.0 mg/dl in patients with
a GFR>60 ml/min and micro or macroalbuminuria,
and 6.5+2.6 mg/dl in patients with GFR<60 ml/min
(p<0.001). A negative correlation was observed between
the levels of SUA and GFR (r=—0.316, p<0.001). There
was a negative partial correlation between SUA and
GFR while controlling for mean albuminuria (—0.302,
p<0.001).

Multivariate analysis in the pooled group
A multivariate regression analysis revealed that levels of
SUA were negatively correlated with the GFR, even after



Table 1 Clinical and demographic data of patients in the
pooled group

Variables All patients
N 1686
Gender, n (% female) 942 (55.8)
Age, year 30.14£120
Duration of diabetes, year 154493
Years of study 122+338
Ethnicity, n (%)
Caucasian 911 (54)
Non-caucasian 774 (46)
Economic status, n (%)
High 52 (3.1)
Medium 764 (45.3)
Low 815 (48.3)
Very low 55(3.3)
Geographic region, n (%)
Southeast 787 (46.7)
South 223(13.2)
North/Northeast 470 (27.9)
Mid-West 206 (12.2)
Diabetes management and glycemic control
Insulin dose (units/kg/day) 08+04
HbATc (%) 9.0+2.1
HbATc (mmol/mol) 75423
Cardiovascular risk factors
Cigarette smoking, n (%) 89(5.3)
Hypertension, n (%) 294 (174)
Dyslipidemia, n (%) 359(21.3)
Systolic blood pressure (mmHg) 1216+16.2
Diastolic blood pressure (mmHg) 750+£104
Body mass index (kg/m?) 241441
Serum uric acid (mg/dl) 5119
Mean albuminuria (mg/dl) 59.3+£3094
Waist circumference (cm) 82.7(11.5)

y years, data are presented as number (percentage) or mean £ SD

adjustment for the confounding factors (p <0.001). Every
1 mg/dl increase in SUA was associated with a decrease
of 4.11 ml/min in the GFR. The final adjusted model
using Generalized Linear Models is described in Addi-
tional file 1: Table S1.

Serum uric acid in patients with normal renal function

These 1170 patients had very similar clinical and demo-
graphic characteristics when compared to the pooled
population. No difference was noted in the HbAlc, with
9.04+2.1% (75423 mmol/mol) in the overall studied
population and 8.9 £2.0% (73.2+22.2 mmol/mol) in the
group with normal renal function. Patients with normal
renal function had a lower prevalence of hypertension
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(11.1% vs 17.4%) and dyslipidemia (17.4% vs 21.3%), and a
lower SUA (4.8+1.4 vs 5.1 £1.9 mg/dl) when compared
to patients in the pooled group. SUA had a negative cor-
relation with the levels of renal function (r=—0.093, p:
0.001) in these patients with normal renal function.

Multivariate analysis in the group of patients with normal
renal function

In patients with normal renal function, every 1 mg/
dl increase in SUA was associated with a decrease in
2.04 ml/min in the GFR. This association persisted even
when corrected by the confounding factors. The final
adjusted model using Generalized Linear Models is
described in Additional file 1: Table S2.

Discussion

Our cross-sectional study indicates that patients, from
an admixed and multi-ethnic population, with worse
renal function have higher levels of SUA, independ-
ent of HbAlc, duration of diabetes and other demo-
graphic and clinical variables. Patients with normal GFR
(GFR> 60 ml/min) and the presence of albuminuria have
a higher SUA when compared to those with absence of
albuminuria. The partial correlation used to determine
the relationship between SUA and GFR while control-
ling for mean albuminuria showed that albuminuria had
very little influence in the relationship between SUA and
GEFR. This association of SUA and GFR persists even in
patients with normal renal function without albuminuria,
suggesting that patients with an elevated SUA may have a
higher chance of developing CKD.

The causality relationship between SUA and DN is still
controversial. Some studies have already confirmed the
association between high-normal SUA and the devel-
opment or progression of DN. A study conducted with
adolescents with T1D showed that a higher SUA was cor-
related with a lower GFR, even when corrected for gen-
der, HbA1lc, duration of diabetes, and other confounding
factors [25]. This is relevant because adolescents had
lower levels of SUA when compared to healthy control
subjects [25] and generally don’t have other comorbidi-
ties such as hypertension or dyslipidemia that are also
related to the development of diabetic nephropathy.
In our study, the majority of patients were adults. As
expected, we found a higher prevalence of comorbidi-
ties such as hypertension and dyslipidemia. However,
similar results concerning the relationship between SUA
and GFR were observed despite correction for these and
other confounding factors.

A study conducted with 355 patients with T1D, with
6 years of follow-up, revealed that for each 1 mg/dl
increase in serum uric acid, there was a 40% increase
in the risk of developing early GFR loss. They defined
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Table 2 Characteristics of patients with type 1 diabetes according to groups of renal function

Variables Groups p value
Normal renal function GFR >60 ml/min and albuminuria GFR <60 ml/min

n=1686 1170 246 270

Age, (year) 2874+117 281+100 3794+11.7% p<0.001
Gender, (% female) 631 (53.9) 125 (50.8) 186 (68.8)* p<0.001
Duration of diabetes, (year) 141491 152475 20.8+9.8* p<0.001
Years of study, (year) 123£39 119435 11.8+£38 p = 0.086
Insulin dose, (units/kg/day) 0.86+0.36 0.94+046% 0.794+0.36* p<0.001
Cigarette smoking, (%) 58(5.0) 15(6.1) 16 (5.9) p=0.233
Hypertension, (%) 130(11.1) 45 (18.3)* 119 (44)* p<0.001
Dyslipidemia, (%) 203 (174) 51(20.8) 105 (39)* p<0.001
Systolic blood pressure (mmhg) 119.1£14. 1242+£16.1% 129.5+£20.7% p<0.001
Diastolic blood pressure (mmhg) 733494 781+106* 796+123* p<0.001
BMI (kg/m?) 240+40 24.14+40 249+43 p = 0.005
HbA1c (%) 89420 9942.5* 89420 p<0.001
HbATc (mmol/mol) 7324222 84.8427.2% 735£213 p<0.001
Serum uric acid (mg/dl) 48+14 52+£20* 6.5+2.6* p<0.001

GFR Glomerular filtration rate (ml/min), SD standard deviation, y years, data are presented as number (percentage), mean + SD. ANOVA was used for continuous

variables and Chi square test for categorical variables

* p<0.05 vs Normal Renal function group

20
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GFR <60 ml/min
(n=270)*

Normal renal function | GFR 2 60ml/min and
(n=1,170) micro and
macroalbuminuria
(n=246)*

Groups divided by renal renal function

Fig. 1 Boxplot of serum uric acid levels in groups stratified by renal

function

progressive renal decline as a loss higher than 3.5 ml/
min/year of estimated GFR measured by cystatin. There
was a linear increase in this risk of early GFR loss across
the normal range of SUA levels [9]. Our study showed
similar results, even considering that it is a cross-sec-
tional study. There was a decrease of 4.11 ml/min with
every increase in 1 mg/dl in SUA, and even patients with
normal renal function had a decrease in the GFR with an
elevation of SUA. However a recent FINISH cohort study
with a follow-up of 3895 patients during 7 years have
suggested that serum uric acid was not causally related to
diabetic nephropathy but instead, appears to be a down-
stream marker of kidney damage [26].

Studies show conflicting results as to whether uric acid
is a biomarker of renal dysfunction or if it has an etiologic
role in the progression of CKD. For instance, patients
with CKD that were randomized to receive treatment
with allopurinol 100 mg/day had a slower progression of
renal disease in comparison with the control group, inde-
pendently of age, gender, and albuminuria. They also had
lower risk of cardiovascular events [27]. Another study
showed that hyperuricemic rats had a worse renal func-
tion, a higher prevalence of proteinuria, hypertension,
and thickening of preglomerular vessels, mediated by the
activation of the renin angiotensin system by uric acid.
This system could be responsible for an increased glo-
merular and systemic pressure and also for a direct fibro-
genic effect on renal and vascular cells [28]. These effects
can be attenuated with the use of their inhibitors [29].
However, in our study, SUA was correlated with a worse
GEFR, despite the use of inhibitors of the renin angioten-
sin system, suggesting that other mechanisms could be
involved in the renal dysfunction associated with a high
SUA. Another possible mechanism could be an impaired
nitric oxide production, associated with endothelial dys-
function. Previous data from our group showed similar
results, with SUA, even in the upper limit of normality,
functioning as a strong predictor of impaired microvas-
cular endothelial function in patients with T1D [30].

A particular strength of our study is the population-
based ascertainment of diabetes cases in a large sample of
Brazilian patients with T1D, from a wide range of ethnic



groups, from all geographic regions of the country. All
participating centers followed a uniform and standard-
ized protocol. Similar to other population-based studies,
we used a clinical definition of T1D assigned by health-
care providers that was applicable to all patients.

We found that patients with a normal GFR but with the
presence albuminuria had a higher SUA when compared
to those with normal renal function. However, the differ-
ence between the two groups was modest and should be
interpreted with caution.

Our study has some limitations. First, it was a cross-
sectional study so we cannot establish causality between
levels of SUA and CKD. We cannot determine if elevated
SUA is only a biomarker of the decline of renal function
or is also a risk factor for CKD. SUA is eliminated mainly
by the kidneys, so it increases as a result of the decline in
the GFR. However, the rise in SUA in CKD is generally
mild because of enhanced uric acid enteric excretion and
a decrease in its production, by reduced xanthine oxi-
dase activity [31]. In the subgroup of patients with nor-
mal renal function, without albuminuria, we still found
an independent relationship between higher levels of
SUA and GFR. This suggests that the elevation of SUA
cannot be entirely attributed to the decrease of uric acid
filtration rate that accompanies the worsening of renal
function. Second, we only included patients that were
followed in secondary and tertiary centers, so patients
treated in primary clinics were excluded. This prob-
ably had little impact in our study since the majority of
patients with T1D are followed in secondary and tertiary
centers in Brazil. Third, we used the measurement of
albumin concentration from a morning sample of urine
instead of measurement in urine collected in 24 h. How-
ever, studies show that the urinary albumin concentration
in a random spot urine is a reliable predictor of diabetic
nephropathy and cardiovascular events [32]. Finally, we
evaluated albuminuria with a spot urine sample meas-
uring albumin alone, without simultaneously measur-
ing urine creatinine, consequently elevating the risk of
false-negative and false-positive results. We decided to
measure only the albumin concentration because it is less
expensive considering the large sample group analyzed in
this study and because it has already been described as a
reliable measure in previous studies [32].

Conclusions

To our knowledge, this is the first study to establish the
association between levels of SUA and renal function
in patients with T1D in Brazil. We found an association
between a decrease in GFR and higher levels of SUA,
even when patients had a normal renal function, inde-
pendently of other confounding factors such as HbAlc,
gender, and duration of diabetes. Further prospective
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studies are necessary to establish if patients with a higher
SUA may have an elevated risk for developing CKD.
Ongoing randomized, controlled trials with drugs that
lower SUA in T1D will establish the relationship between
SUA and renal function.

Additional file

Additional file 1: Table S1. Adjusted regression model for GFR in the
pooled group (n=1686). Table S2. Adjusted regression model for GFR in
patients with normal renal function (n=1170).
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Aims: Patients with diabetes that are African-Americans or Asians have a higher chance of
developing diabetic nephropathy than Caucasian. Our objective was to evaluate the associa-
tion between self-reported color-race, genomic ancestry, and the presence of chronic kidney
disease (CKD), assessed by glomerular filtration rate and albuminuria in patients with type 1
diabetes.

Methods: This is a multicenter, observational, cross-sectional study with 1564 patients,
conducted between August 2011 and August 2014 in 14 public clinics from 10 Brazilian
cities. The ethnic aspects of the patients were evaluated using self-reported color-race and
genomic ancestry (divided in European, African, and Amerindian). We divided the patients
into groups: normal renal function and CKD.

Results: More patients self-declared themselves as black and brown in the group with CKD.
The multivariate logistic analysis revealed that self-reported color-race was not associated
with CKD and that a higher African ancestry was also not associated with CKD (p=0.06).
Patients with an African ancestry of 50% or higher had an association with CKD that did not
persist after the multivariate analysis.

Conclusion: In our patients, from an admixed, multi-ethnic population, we did not find an
association between self-reported color-race, genomic ancestry and CKD. It is important to
note that despite the fact that we did not find a significant p-value in the multivariate analysis
concerning African ancestry and CKD, we found a narrow confidence interval (0.961-3.98)
with an OR of 1.956. Further studies should be conducted to confirm the lack of association
between African ancestry and CKD, especially from populations with higher African or
Amerindian ancestries to better understand the association between self-reported color-race
and genomic ancestry with CKD.

Keywords: Self-reported color-race, genomic ancestry, Chronic kidney disease, Ethnicity

Plain language summary

Our study was conducted with people that have type 1 diabetes, that is a type of diabetes that is
diagnosed generally in children and adolescents and that is always treated with insulin. Patients
that have diabetes have a risk of developing a chronic complication that affects the kidney
function. We already know some of the risk factors that cause a higher risk of developing this
complication, such as high blood pressure and high glucose levels. Some studies show that
patients that are Black or Asians have a higher chance of developing this complication, but
there are few studies that investigate this relationship with genetic testing to calculate the
percentage of our ancestry. Our study tested the relationship between African ancestry (the
amount of our ancestry that is from African heritage) and the kidney complication. We did not



find a clear association between having a higher African ancestry
and a lower kidney function. More studies are necessary to study
this association in a highly admixed population such as the one in
Brazil, where the study was done.

Introduction

Diabetic nephropathy is one of the most common micro-
vascular complications that occur in patients with type 1
diabetes (T1D). Currently, 40% of the patients with chronic
kidney disease (CKD) have diabetes in the USA.' CKD is
associated with an elevated morbi-mortality, high cardio-
vascular risk, and an excessive burden to the health care
system.” Patients with CKD have more than double the
mortality rate when compared with patients without CKD,
even when corrected for gender, age and different
ethnicities." This excessive mortality is especially related
to cardiovascular disease.

Despite the fact that diabetes is the main cause of CKD
worldwide,” the physiopathology of diabetic nephropathy
is still not fully understood. It seems to result from the
interaction between several genetic and environmental
factors. Known risk factors for the development and pro-
gression of diabetic nephropathy include high HbAlc, the
presence of other microvascular complications, the dura-
tion of diabetes, and the presence of hypertension.’

Diabetic patients that are African-Americans, Hispanics,
and Asians, have a higher chance of developing diabetic
nephropathy when compared with Caucasians.® This fact
cannot be completely explained by social economic differ-
ences, differences in the prevalence of diabetes, or in their
glycemic control. Genetic factors can account for a higher
prevalence of diabetic nephropathy in these groups, as studies
indicate the presence of diabetic nephropathy susceptibly
genes in these patients.” Most of these studies use self-reported
color-race to study different ethnicities and the association to
CKD. However, it is important to note that the majority of
these studies were performed in homogenous populations, and
not in a highly admixed population, such as the Brazilian
population.

The Brazilian population is formed by three main ances-
tral contributions: Europeans (EUR), Africans (AFR) and
Native Amerindians (NAM). Originally, Brazil was occupied
by Native Amerindians and was colonized by Europeans,
especially the Portuguese. The Portuguese-Amerindian
admixture started soon after their arrival. After that, in the
16th century, Africans were brought in great numbers as
slaves. The Brazilian population is heterogeneous as a result
of five centuries of interethnic miscegenation among these
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three groups.'® The Brazilian census uses self-reported color-
race and separates them into five categories: White, Black,
Brown (parda), Asian (amarelo) and Indigenous (indigena)."!

However, studies show that there is a poor correlation
between self-reported color-race and genomic ancestry in
the Brazilian population and in patients with T1D in
Brazil.'*'* The study of genomic ancestry (GA), with
methods such as autosomal Ancestry Informative Markers
(AIMs), can be used to better stratify these patients from a
highly admixed population, providing a lower risk of mis-
classification. A more precise stratification has a better
chance of identifying groups that have a higher risk for
developing CKD.

So far, there are few studies about CKD and ethnicity
in patients with T1D in highly admixed populations such
as the one encountered in Brazil. Our study aimed to
evaluate the association between GA, self-reported color-
race, and CKD in patients with T1D in Brazil.

Materials and methods

This is a cross-sectional, observational, multicenter study
performed by the Brazilian type 1 Diabetes Study Group
(BrazDiab1SG). Initially, 1760 patients with T1D were
included. Data were collected between August 2011 and
August 2014. The patients were from all geographical
areas of Brazil, from 14 public clinics of the secondary
and tertiary care levels located in ten cities. The methods
have been described previously.'*

Briefly, all patients received health care from the
National Brazilian Health Care System. All patients were
followed by an Endocrinologist in secondary and tertiary
centers. Patients that were included had at least 13 years of
age, medical follow-up of six months or more at the
respective center, at least five years of diagnosis of T1D,
and diagnosis of T1D by a physician based on the presence
of classic clinical presentation at the moment of the diag-
nosis. Patients that were pregnant or lactating at the
moment of inclusion, had an acute infection or ketoacido-
sis in the three months before the recruitment, or had a
history of renal transplant were excluded from the study.
Patients between 13 and 19 years of age were classified as
adolescents, and patients older than 19 years were consid-
ered adults, based on the American Diabetes Association
criteria."®

The following variables were obtained using a ques-
tionnaire during a clinical visit: gender, current age
(years), duration of diabetes (years), associated diseases,
self-reported color-race, and other variables of interest.



The following clinical variables were evaluated: weight
(kg), height (cm), body mass index BMI (kg/m?), systemic
blood pressure, and abdominal circumference.

Socioeconomic status was defined according to the
Brazilian economic classification criteria and was divided
in high, middle, low, and very low socioeconomic status.
This classification takes in consideration the household
income, possession of certain home appliances, and the
level of educational status.'®

The study was approved by the ethics committee of
Pedro Ernesto University Hospital (State University of Rio
de Janeiro), and by the local ethics committee of each
center. All participants or their parents signed the informed
consent form.

HbAlc was measured in a single center, using high-
performance liquid chromatography (HPLC, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA). Serum creati-
nine, urea, urinary albumin concentration, serum uric

acid were also measured in a single center.

Evaluation of renal function

Creatinine was measured using a colorimetric assay kit
(Biosystems). Renal function was estimated by the CKD-
EPI equation'” in adults and by the Schwartz formula in
adolescents'® and was expressed as glomerular filtration
rate (GFR) in milliliters per minute per 1.73 m? (mL/min).
We considered all patients as non-African-American in the
CKD-EPI equation, since our patients had a low percen-
tage of AFR ancestry, even the ones that self-reported as
Blacks. Albuminuria concentration was measured from a
morning urine sample. Patients were instructed to avoid
physical exercise before collecting the urine sample, and
samples with urinary infection or hematuria were
excluded. This procedure was repeated twice with a mini-
mal interval of one week and maximal of six months
between each sample. The dosage of urinary albumin
was evaluated by immunoturbidimetry. The presence of
albuminuria was defined as albuminuria >30 mg/dl. The
dosage of albuminuria was only considered if patients
collected at least two urine samples and the mean of the
samples was calculated to classify the patients as having
albuminuria or not.

Patients were divided into two groups: Normal renal
function and CKD. Patients with normal renal function
had a GFR >60 mL/min and the absence of albuminuria.
CKD was defined as a GFR <60 ml/min and/or the pre-

sence of albuminuria.'’
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DNA extraction and AlM-Indel genotyping
We used the commercial kit SP QIA symphony by automa-
tion with QIA symphony equipment, following manufac-
turer’s instructions (Qiagen, USA) to extract Genomic
DNA from peripheral blood. The global and individual
GA were inferred using a panel of 46 AIM-INDEL, with a

protocol described by Pereira et al.?

Genotyping was done
by multiplex PCR followed by capillary electrophoresis
with the ABI 3500 sequencer. The software Gene Mapper
V.4.1 (Life Technologies, USA) was used for Allele nam-
ing. We used the Structure V.2.3.3 software to estimate
ancestry and the HGDP-CEHP diversity panel (Sub-Set
H952) as

Genotyping was carried out independently by two analysts

reference date of ancestral populations.
using GeneMapper Analysis Software v.4.1 (Applied
Biosystems) and results were compared for consistency.
GA was expressed as percentages, with the sum of EUR,
AFR and NAM equaling 100%.

Statistical analysis

Continuous variables are presented as the medians
[Interquartile range (IQR)] and frequencies and percentages
were used to present categorical variables. Differences
between categorical variables were assessed using chi-
squared and between independent continuous variables
were assessed using Mann-Whitney U test.

We performed a binomial logistic regression using
Generalized Linear Models (GLM) to explore the association
between self-reported color-race and renal function as the
dependent variable. Renal function was divided into normal
renal function and CKD. We repeated a binary logistic
regression using GLM to explore the association between
genomic ancestry and renal function. We included only the
AFR ancestry as a continuous variable to study GA. A third
analysis was performed dividing the patients into two groups:
the first with an AFR ancestry of 50% or higher and the
second with less than 50% of AFR ancestry. A binomial
logistic regression using GLM was also performed.

Adjustments were made for potential confounders,
such as: HbAlc, hypertension, dyslipidemia, gender, dura-
tion of diabetes, BMI, years of education, and economic
status. These variables were included in all multivariate
analyses and were selected since they were significant in
the exploratory analysis. Estimates of individual and glo-
bal ancestry were performed with the Structure software
v2.3.3.2! Structure ran with 100,000 burning steps fol-
lowed by 100,000 Markov Chain Monte Carlo (MCMC)



interactions using the “Admixture MODEL” default corre-
lating allele frequencies and the number of populations
(K =3), designated as EUR, AFR and NAM. All statistical
analyses were performed with Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) 24.0. Confidence intervals (95%)
were expressed when indicated. A two-sided p-value less
than 0.05 was considered significant.

Results
Participants’ demographic and clinical
characteristics according to levels of renal

function

Among 1760 patients, we excluded 184 that had less than
5 years of diabetes, had a history of receiving a renal
transplant or lacked data on GA or renal function. The
study, therefore, included 1564 (89%) patients. Clinical
and demographic data of the studied population stratified
into levels of renal function are summarized in Table 1.

The median EUR ancestry in our sample was 68.0
[30.9], AFR was 16.3 [23.1] and NAM was 10.2 [15.9].
Figure 1 shows the global admixture distribution per indi-
vidual considering the proportion of EUR, AFR and NAM
ancestries and dividing the patients into normal renal func-
tion group and CKD group.

CKD was encountered in 417 (26.7%) of the patients in
our study. Patients with CKD had a higher prevalence of
hypertension and dyslipidemia and had a longer duration
of diabetes (p<0.001).

More patients self-declared themselves as Black
(11.3% vs 6.6%) and Brown (36.7% vs 35.1%) in the
CKD group than in the normal renal function group
(»<0.001). The percentage of EUR, AFR and NAM ances-
tries did not differ between the two groups.

Multivariate analysis concerning self-reported color-
race

When we analyzed self-reported color-race and the groups
of renal function using a binary logistic regression, self-
reported color-race was not associated with CKD
(»=0.486). A multivariate logistic regression was used to
correct this possible association for social factors and
comorbidities. This second analysis revealed that self-
reported color-race was still not associated with CKD,
even when corrected by the confounding factors as
shown in Table 2. The variables that had a significant
association with the presence of CKD were: the duration
of diabetes, female gender, HbAlc, a lower economic
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status, and the presence of hypertension. The final adjusted
data are described in Table 2.

Multivariate analysis concerning genomic ancestry
The binary logistic regression used to evaluate the rela-
tionship between African GA and renal function showed a
significant association between a higher African ancestry
and CKD, with an OR of 2.387 (1.247-4.572), p=0.009.
However, a multivariate logistic regression between
African GA and CKD, after the adjustment for confound-
ing factors, such as HbAlc, hypertension, and social eco-
nomic aspects, did not confirm this association (p=0.064).
The final adjusted data are described in Table 3.

Multivariate analysis concerning two groups of AFR
ancestry

Only 96 patients in our study had a percentage of AFR ancestry
higher or equal to 50%. We compared them with the 1468
patients that had a percentage of AFR ancestry <50%. When
we analyzed the group with AFR ancestry >50% in a binary
logistic regression, there was an association between higher
percentages of AFR ancestry and the presence of CKD (OR:
1.7, p=0.014). However, a multivariate logistic regression
between African genomic ancestry groups and CKD, after
the adjustment for confounding factors, was not significant
(p=0.213). The final adjusted data are described in Table 4.

Discussion

Our study indicates that in our patients with T1D, from an
admixed, multi-ethnic population, self-reported color-race
and a higher AFR GA were not associated with CKD after
adjustments. There was also an association between patients
with AFR ancestry >50% and CKD, which did not persist
after the correction for the confounding factors, possibly due
to the small number of patients with an AFR ancestry >50% .

It is important to note that despite the fact that we did
not find a significant p-value in the multivariate analysis
concerning AFR GA and CKD, we found a narrow con-
fidence interval (0.961-3.98) with an OR of 1.956. This
suggests that further studies should be conducted to con-
firm the lack of association between AFR ancestry and
CKD, especially in admixed populations, such as the one
encountered in Brazil.

It is important to identify groups that have a higher
risk of developing chronic complications, especially dia-
betic nephropathy, so we can intensify the treatment of
diabetes and of other risk factors associated with the
development and progression of diabetic nephropathy
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Table | Characteristics of patients with type | diabetes according to groups of renal function

Variables Normal renal function CKD#* p-value
n=1,564 1,147 417
Age, () 27.0 [17.0] 33.0[18.0] <0.001
Gender, (% female) 625 (54.5) 260 (62.4) 0.006
Duration of diabetes, (y) 13.0 [11.0] 18.0 [13.0] <0.001
Years of study, (y) 12.0 [3.0] 12 [4.0] 0.019
Geographic Region, n (%) 0.121

Southeast 540 (47) 215 (51.6)

South 137 (11.9) 58 (13.9)

North/Northeast 330 (28.8) 105 (25.2)

Mid-West 140 (12.2) 39 (94)
Economic Status, n (%) 0.001

High 44 (3.8) 5(1.2)

Medium 545 (47.5) 179 (42.9)

Low 527 (45.9) 210 (50.4)

Very low 31 (27) 23 (5.5)
Insulin dose, (units/kg/day) 0.82 [0.44] 0.80 [0.44] 0.623
Cigarette smoking, (%) 58 (5.1) 29 (7.0) 0.149
Hypertension, (%) 139 (12.1) 147 (35.3) <0.001
Dyslipidemia, (%) 212 (18.5) 138 (33.2) <0.001
Systolic blood pressure (mmhg) 118.7 [17.7] 125.0 [25.0] <0.001
Diastolic blood pressure (mmhg) 73.8 [12.0] 787 [14.7] <0.001
BMI (kg/m?) 23.6 [5.0] 242 [5.1] 0.03
HbAIc (%) 8.4 [2.4] 8.8 [2.8] <0.001
HbAIc (mmol/mol) 68.3 [25.7] 72.7 [30.6] <0.001
Self-reported color-race 0.015

White 644 (56.1) 213 (51)

Black 76 (6.6) 47 (11.3)

Brown 403 (35.1) 153 (36.7)

Asian 14 (1.2) 2 (0.48)

Indigenous 10 (0.9) 2 (0.48)
Genomic Ancestry

European ancestry 68.2 [29.7] 66.2 [32.6] 0.293

African ancestry 16.4 [21.8] 15.7 [28.3] 0.098

Amerindian ancestry 10.6 [16.2] 9.1[14.2] 0.088

Note: *Chronic Kidney Disease defined as a GFR <60ml/min and/or the presence of albuminuria.

and try to avoid their disproportionate progression to
CKD. There are some risk factors that are modifiable,
such as the glycemic control, hypertension, and dyslipi-
demia, and others that we cannot alter, such as GA and
family history. Rosolowsky et al showed that despite the

efforts to control these modifiable risk factors with the
use of renoprotective treatments, a stricter glycemic
control, and the treatment of hypertension, the risk of
end-stage renal disease did not change over the years in
a population of patients with T1D.*
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Figure | Individual ancestry estimates obtained for the HGDP-CEPH reference samples (POPFLAG =1) and TID participants tested from the Brazilian population
(POPFLAG =0) using 46 AIMs-INDELS. Ancestry estimates were obtained using STRUCTURE, with the following options: MAXPOPS =3; BURNIN =50.000;

NUMREPS =50.000; NOADMIX =0; USEPOPINFO =1; PFROMPFOPLAGONLY =|.

Abbreviations: AFR, African; EUR, European, NAM, Native Amerindian.

Table 2 Final adjusted regression model according to self-reported color-race

Parameter B Std. Error OR 95% confidence interval for OR Sig.
Lower Upper
Self-reported color-race
White 0.98 08131 2.663 0.541 13.107 0.228
Black 1.514 0.8306 4.547 0.893 23.159 0.068
Brown 1.175 0.8133 3.238 0.658 15.942 0.149
Asian 0.382 1.1179 1.465 0.164 13.101 0.733
Indigenous 0* |
Economic status
High —1.808 0.611 0.164 0.05 0.543 0.003
Middle —0.674 0.3371 0.51 0.263 0.986 0.045
Low -0.579 0.3245 0.56 0.297 1.058 0.074
Very low 0* |
Hypertension 1.084 0.1613 2.955 2.154 4.054 0.000
Dyslipidemia 0218 0.1496 1.243 0.927 1.667 0.146
Gender, female 0.282 0.1267 1.325 1.034 1.699 0.026
Duration of diabetes,y 0.037 0.0074 1.037 1.022 1.052 0.000
Years of study, y 0.008 0.0176 1.008 0.974 1.043 0.647
HbAlc (%) 0.145 0.0299 1.156 1.09 1.226 0.000
BMI —1.8E-05 0.0157 | 0.97 1.031 0.999

Note: 0°, reference.
Abbreviations: SD, standard deviation; OR, Odds Ratio; y, years.

The disparities in the incidence of CKD in patients
with diabetes according to different ethnicities have been
described for a long time. One of the first studies to
identify this difference was published in 1989 and revealed
that Black patients with diabetes had a 2.6 fold increase in
risk of CKD when compared to Caucasian patients.® Other
studies were performed to verify if the improvements in
the treatment of diabetes changed those disparities
between ethnicities. One study showed that patients with
diabetes that were Black, Latino, or Asian had a higher
risk of CKD when compared with diabetic patients that
were White. This association persisted even after the cor-
rection for social factors such as annual income and

educational levels.” Another study showed that Asian and
Hispanic patients with type 2 diabetes (T2D) had a higher
prevalence of micro and macroalbuminuria, when com-
pared to Caucasian patients.”> There are few studies that
evaluate the association between diabetic nephropathy and
self-reported color-race, in a highly admixed population,
especially studies involving patients with T1D. We did not
find a significant association between any category of self-
reported color-race and CKD.

In Brazil, color is a poor predictor of GA, especially of
AFR ancestry.'? The self-reported color-race is based pri-
mordially in phenotype, taking into account skin color, hair
type, shape of the nose and mouth. In a study involving



Table 3 Final adjusted regression model concerning genomic ancestry
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Parameter B Std. Error OR 95% confidence interval for OR Sig.
Lower Upper
African genomic ancestry 0.671 0.3624 1.956 0.961 3.98 0.064
Economic status
High -1.827 0.6052 0.161 0.049 0.527 0.003
Middle —0.658 0.3311 0518 0.271 0.991 0.047
Low —0.541 0.3191 0.582 0.311 1.088 0.09
Very Low 0* |
Hypertension 1.085 0.1603 2.959 2.162 4.052 0.000
Dyslipidemia 0.216 0.1493 1.241 0.926 1.663 0.148
Gender, female 0.267 0.1263 1.306 1.02 1.673 0.034
Duration of diabetes,y 0.035 0.0073 1.036 1.021 1.051 0.000
Years of study, y 0.01 0.0175 1.01 0.976 1.045 0.561
HbAIlc (%) 0.143 0.0299 1.154 1.088 1.223 0.000
BMI 0.001 0.0156 1.001 0.971 1.032 0.96
Note: 0 reference.
Abbreviations: SD, standard deviation; OR, Odds Ratio; y, years.
Table 4 Final adjusted regression model according to groups of AFR ancestry
Parameter B Std. Error OR 95% confidence interval for OR Sig.
Lower Upper
Patients with 50% or more of AFR ancestry 0.302 0.2435 1.353 0.84 2.181 0214
Economic status
High —1.85 0.6044 0.157 0.048 0.514 0.002
Middle —0.686 0.3309 0.504 0.263 0.964 0.038
Low —0.552 0.3194 0.576 0.308 1.077 0.084
Very low 0* |
Hypertension 1.087 0.1604 2.966 2.166 4.063 0.000
Dyslipidemia 0.215 0.1492 1.239 0.925 1.66 0.15
Gender, female 0.269 0.1261 1.309 1.022 1.676 0.033
Duration of diabetes,y 0.035 0.0073 1.035 1.021 1.05 0.000
Years of study, y 0.009 0.0175 1.009 0.975 1.044 0.609
HbAIc (%) 0.145 0.0299 1.156 1.09 1.225 0.000
BMI 0 0.0156 | 0.97 1.031 0.984

Note: 0%, reference.

Abbreviations: SD, standard deviation; OR, Odds Ratio; y, years.

siblings, 35% of the siblings reported themselves in a dif-

ferent color category, despite having no significant differ-

ence in their skin pigmentation. This indicates that

stratifying our population using self-reported color-race is

not ideal.* To avoid this bias and avoid misclassifications,

we performed the analyses of the GA, using AIMs.

In our study we found an association between AFR

ancestry and CKD that did not persist after the correction

by the confounding factors. This can possibly be explained

by our low percentage of African ancestry in our highly

admixed population. Patients that present a percentage of

any ancestry higher than 95% are considered non-admixed



patients.?® These patients were not encountered in our sam-
ple. Our group showed in a previous study that patients with
T1D had a higher median EUR ancestry, and lower median
AFR and NAM ancestries, when compared to controls in
Brazil.*® Another study, conducted in American patients
from Manhattan revealed a mean African ancestry of 82%
in African American patients®” which is much higher than
our median African ancestry in patients that self-reported as
Blacks (41.8 [31.5]). However, the study mentioned above
was not conducted with patients with T1D and had an
average of only 16-30% of participants with diabetes.
Further studies in this area reveal that non-diabetic
African-Americans have an elevated risk of developing
CKD that is in great part associated with genetic variants
in the apolipoprotein L1 gene (APOL1). Africans have a
higher prevalence of this APOLI risk variants, because it
conferred protection against lethal Trypanosoma brucei
infections. APOL1 variants are associated with an elevated
risk of hypertension-attributable CKD, HIV-nephropathy,
and lupus kidney disease.”® However, the association
between APOLI1 still
controversial.?® Studies in patients with T2D reveal that
the risk for developing CKD is in fact, attributable to the
combination of several genes,”® and not just the APOLI

and diabetic nephropathy is

variant.

A particular strength of our study is the population-
based ascertainment of diabetes cases in a large sample of
Brazilian patients with T1D, from a wide range of ethnic
groups, from all geographic regions of the country. To our
knowledge, this is the first study to evaluate the associa-
tion between ethnicity, studied as self-reported color-race
and GA, and CKD in patients with TID from a highly
admixed population. This historical association between
different ethnicities and CKD in patients with diabetes
has not yet been studied using GA. Our study raises the
question if patients from ethnic groups such as African-
Americans and Asians should be screened earlier for this
complication or have a stricter therapy as to prevent the
development of CKD, since they were known as a group
with a higher chance of developing this complication.

Our study has some limitations. First, we only included
patients that were followed in secondary and tertiary cen-
ters, so patients treated in primary clinics were excluded.
This probably had little impact in our study since the
majority of patients with T1D are followed in secondary
and tertiary centers in Brazil. Second, we used the mea-
surement of albumin concentration from a morning sample
of urine instead of measurement in urine collected in
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24 hrs. However, studies show that the urinary albumin
concentration in a random spot urine is a reliable predictor
of diabetic nephropathy and cardiovascular events.*’

Conclusion

Our results did not confirm an association between self-
reported color-race or AFR ancestry and CKD. However,
as we studied patients from a highly admixed population,
with a low proportion of AFR ancestry, further studies should
be conducted to better establish if the historical association
between ethnicity and CKD is confirmed, especially in
patients with a higher percentage of AFR or NAM ancestries.

Abbreviations

CKD, Chronic Kidney Disease; T1D, Type 1 diabetes; EUR,
European; AFR, African; NAM, Native Amerindian; AIMs,
Ancestry Informative Markers; GA, genomic ancestry; BMI,
body mass index; GLM, Generalized Linear Models; T2D,
Type 2 diabetes; APOL1, Apolipoprotein L1 gene.
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4. DISCUSSAO

As caracteristicas dos pacientes dos dois estudos divididos por regides gerograficas do
Brasil estdo descritas na tabela suplementar 1 (APENDICE B).

Nosso primeiro estudo incorporado nos resultados ¢ um estudo multicéntrico,
transversal, que estudou a associacdo dos niveis séricos de acido urico e a presenga de doenga
renal cronica em pacientes com DM1. Ele revelou que pacientes com DM1 de uma populagao
altamente heterogénea, multiétnica, que apresentavam niveis mais elevados de acido urico
sérico tinham uma pior fun¢do renal, independente da duragdo do diabetes, HbAlc e outros
fatores de confundimento. Pacientes incluidos no subgrupo com TFG normal (> 60ml/min)
mas com a presenca de albuminuria apresentavam 4cido urico mais elevado do que pacientes
que apresentavam TFG normal e auséncia de albuminuria. Porém, a correlacdo parcial
realizada para determinar a relacdo entre niveis séricos de 4cido trico e TFG controlando por
albuminuria revelou que a albumintria teve pouca influéncia na relagdo entre niveis séricos
do acido urico e a TFG. Essa associacdo entre niveis séricos mais elevados de acido urico e
uma menor TFG também estd presente mesmo em pacientes com funcdo renal normal,
sugerindo que os niveis séricos mais elevados de acido Urico poderiam estar associados a uma
pior funcao renal.

Nos também realizamos a correcao pelo sexo dos pacientes na analise multivariada, ja
que os niveis séricos de acido Urico eram mais baixos nas mulheres incluidas no nosso estudo
do que nos homens, com uma média de 4,7 £ 1,9mg/dl vs 5,6 £ 1,7mg/dl respectivamente. A
tabela suplementar 2 (APENDICE C) inclui o resultado da anélise multivariada realizada para
avaliar a associacdo entre niveis séricos de acido urico e a TFG nos pacientes do sexo
masculino da populagio total. A tabela suplementar 3 (APENDICE D) inclui o resultado da
andlise multivariada realizada para avaliar a associa¢do entre niveis séricos de acido Urico e a
TFG nos pacientes do sexo feminino da populacdo total. Em ambas as andlises, mesmo
separando por sexo, os niveis séricos de acido urico foram associados a uma diminui¢do da
TFG.

Estudos publicados com pacientes com DMI e 4cido urico sugerem que a
hiperuricemia ou até niveis de 4cido trico proximos do limite superior da normalidade seriam
um fator de risco tanto para o desenvolvimento quanto para a progressdo da doenca renal do
diabetes. Um estudo conduzido com 355 pacientes com DM1 com um acompanhamento de 6

anos mostrou que para cada aumento de 1mg/dl nos niveis séricos de 4cido trico houve um
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aumento de 40% no risco de desenvolver uma perda precoce da funcao renal. A perda precoce
da fun¢do renal foi definida como uma diminui¢do maior que 3,3 ml/min/ano na TFG
estimada pela cistatina C (Ficociello et al., 2010). Houve também um aumento linear no
aumento da chance de perda precoce da func¢do renal conforme o aumento dos niveis séricos
de acido turico, mesmo nos valores normais. Nosso estudo, apesar de transversal, também
mostrou resultados semelhantes, com uma diminui¢ao de 4,1 1ml/min da TFG a cada aumento
de 1mg/dl dos niveis de 4cido urico. Essa diminui¢do da TFG persistia mesmo nos pacientes
do subgrupo de fungao renal normal.

Um outro estudo transversal, incluindo 675 pacientes com DM1, também demonstrou
que niveis séricos nos limites superiores da normalidade apresentavam uma correlagdo inversa
com a TFG calculada pela cistatina C. Essa correlacdo inversa foi encontrada tanto em
pacientes com normoalbumintria, quanto em pacientes com macroalbuminuria. Esse estudo,
apesar de ser transversal, concluiu que existe uma associagdo entre maiores niveis de acido
urico sérico (mesmo ainda dentro dos limites de normalidade) e uma menor TFG
(Rosolowsky et al., 2008). Nosso estudo, também transversal, encontrou resultados
semelhantes, em uma populagdo altamente miscigenada e distinta da popula¢do estudada no
estudo anterior que incluiu uma amostra com cerca de 90% dos participantes brancos e todos
oriundos do estado de Massachusetts.

Um estudo realizado com 188 adolescentes com DM e 65 adolescentes usados como
controles também encontrou uma associa¢ao entre niveis séricos mais elevados de acido urico
e uma menor TFG, mesmo apos correcao por HbAlc, idade, sexo e outras variaveis. Esses
pacientes, j4 que sdo jovens, apresentam menor prevaléncia de outras comorbidades como
hipertensdo e dislipidemia, que atuam como fatores de confundimento e também estdo
associadas a presenca de doenca renal do diabetes (Lytvyn, Mahmud, et al., 2016). Os
pacientes incluidos no nosso estudo eram majoritariamente adultos, com uma pequena parcela
de adolescentes, e conforme esperado nds encontramos uma maior prevaléncia de hipertensao
arterial sistémica e dislipidemia do que as encontradas no estudo anterior. Porém, também
encontramos uma associagdo negativa entre niveis séricos elevados de acido urico e a TFG.

Estudos com roedores com hiperuricemia provocada mostrou que esses animais
apresentavam pior func¢do renal, uma maior prevaléncia de hipertensdo, proteintria e fibrose
renal intersticial. Esses achados ndo foram associados ao actimulo de cristais de urato e
podem ter sido parcialmente mediados pela ativagdo do SRAA, que resulta no aumento das
pressoes glomerular e sistémica e em uma agdo fibrinogénica direta nas células vasculares e

renais (Kang et al., 2002). O uso dos inibidores do SRAA atenua esses efeitos, reduzindo a
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arteriolopatia, independente do controle pressorico. Isso ja foi demonstrado em um estudo
com roedores em que parte dos animais receberam enalapril enquanto outro grupo recebeu
hidroclorotiazida, que apresentava efeitos de reducdo dos niveis pressoricos, sem alterar o
SRAA (Mazzali et al., 2002). Entretanto, no nosso estudo os niveis séricos de 4cido urico
foram correlacionados com uma pior fungdo renal, mesmo corrigindo pelo uso de inibidores
do SRAA. Isso sugere que outros mecanismos além da ativagdo excessiva do SRAA estdo
relacionados a disfun¢do renal associada ao aumento dos niveis de acido trico.

Um dos possiveis mecanismos, até¢ previamente discutido na revisdo da literatura, ¢ a
diminui¢do dos niveis de NO, que estaria associada a disfuncao endotelial (Jalal et al., 2011).
Dados publicados anteriormente pelo nosso grupo corroboram essa teoria, mostrando que
niveis séricos de acido urico nos limites superiores de normalidade funcionam como forte
preditor de disfuncdo endotelial microvascular nos pacientes com DMI1, o que poderia ser
justificado pela diminuic¢do da biodisponibilidade do NO (Matheus et al., 2011).

Estudos ainda apresentam resultados conflitantes se os niveis elevados de 4cido urico
sérico estariam realmente associados ao aparecimento e progressao da disfuncdo renal ou se
seriam simplesmente um marcador da disfun¢do renal. Como o acido turico ¢ eliminado
principalmente pelos rins, ele aumenta no sangue como resposta a uma diminuicdo da sua
filtragcdo pela queda da TFG. Porém, a elevagdo dos niveis séricos de &cido urico tende a ser
discreta, devido ao aumento da excrecdo de acido Urico pelo sistema digestivo e pela
diminui¢do da sua producdo pela diminui¢do da atividade da enzima xantino-oxidase (Vaziri
et al., 1995). Um outro estudo realizado com roedores, que foram submetidos a nefrectomia
parcial para simular uma doenga renal crénica, encontrou que os roedores nefrectomizados
apresentavam uma diminui¢do da filtragdo do acido urico, mas ndo apresentavam um aumento
do 4cido trico sérico (Yano et al., 2014). Além disso, esses roedores apresentavam um
aumento da expressdo de um transportador de acido urico no ileo o que corrobora a hipotese
de que o aumento da eliminacdo entérica do acido urico ajuda a compensar a diminui¢do da
excrecdo renal, sendo um dos mecanismos pelos quais a diminui¢do da TFG nao resultaria em
niveis tdo elevados de acido Urico sérico.

Em 2016, Suliman et al estudou pacientes com DRC que iriam iniciar o tratamento de
substitui¢do renal com hemodidlise (com TFG <15ml/min) e revelou que somente cerca de
50% desses pacientes apresentavam hiperuricemia (Suliman ef al., 2006), confirmando que
nem todos os pacientes que evoluem para hemodidlise apresentam hiperuricemia. No nosso
estudo, tivemos um baixo percentual de pacientes com TFG <15 ml/min, somente 23

pacientes, que foi a populagdo estudada no estudo citado. Porém, esse estudo indica que nem
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sempre pacientes com baixa TFG apresentariam niveis séricos elevados de acido trico,
sugerindo que provavelmente o aumento de 4cido Urico sérico que encontramos nos nOssos
pacientes com disfun¢d@o renal ndo seria totalmente explicado pela diminuig¢do da TFG.

Para diminuir esse viés, fizemos a andlise multivariada também nos pacientes com
fun¢do renal normal, que ndo teriam a principio uma diminui¢do tdo importante da TFG a
ponto de resultar em uma diminuicao da filtragdo do acido trico. Mesmo nesse subgrupo com
funcdo renal normal, os niveis de acido urico também estavam associados a uma menor TFG,
mesmo corrigindo pelos fatores de confundimento. Isso sugere que o aumento dos niveis
séricos de acido urico ndo deve ser totalmente atribuido a diminuigdo da filtracao do acido
urico relacionada a uma menor TFG.

Ainda existem resultados discordantes se o tratamento com medicag¢des que diminuem
os niveis séricos de acido Urico realmente diminuiriam a progressdo da disfuncdo renal. Um
estudo realizado em 113 pacientes com DRC que foram randomizados para receber
tratamento com alopurinol 100mg/dia mostrou que esses pacientes tiveram uma progressao
mais lenta da disfun¢do renal quando comparados ao grupo que nao recebeu o alopurinol,
independente de fatores de confundimento como idade, sexo e a presenga ou ndo de
albuminuria (Goicoechea et al., 2010). Por outro lado, uma meta-anélise publicada em 2014,
incluindo 8 estudos, mostrou que ndo existe diferenca significativa entre a TFG entre os
grupos que usaram alopurinol e o grupo controle, e concluiu que ainda existem poucos dados
envolvendo o tratamento com terapias que diminuem os niveis séricos de acido Urico e o seu
efeito na progressao da DRC (Bose et al., 2014). Esse ultimo estudo também sugere que o
acido urico poderia ser somente um marcador da disfuncdo renal e ndo o responsavel pelo
desenvolvimento e progressdo da disfun¢do renal nesses pacientes. Um estudo recente
questiona se realmente o aumento dos niveis séricos de 4cido urico estariam relacionados ao
desenvolvimento da doenga renal do diabetes em pacientes com DM1 (Pilemann-Lyberg et
al., 2019). Ele conclui que pacientes com niveis séricos de dcido Urico no maior quartil teriam
uma menor TFG em comparagdo com os pacientes nos trés menores quartis de acido urico.
Porém, ele ndo encontrou relagdo entre o maior quartil de acido urico e a presenca de
albuminuria e nem com a progressao da disfung¢ao renal, que ele definiu como diminui¢do da
TFG >3ml/min/ano. Um estudo envolvendo pacientes com DM1 e o uso de alopurinol ainda
estd em andamento e vai ajudar a esclarecer melhor a relacdo entre o 4cido urico e fungdo
renal nos pacientes com DM1 (Maahs et al., 2013).

O segundo estudo incorporado na discussdo revela que nos nossos pacientes vindos de

uma populagdo heterogénea, multiétnica, a cor auto-referida ndo estava associada a presenga
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de DRC apos os ajustes para os fatores de confundimento. Em relagdo a associagdo entre uma
maior ancestralidade africana e a presenca de DRC, a maior ancestralidade africana também
ndo foi significativa apds ajustes pelos fatores de confundimento. Uma anélise também foi
realizada comparando pacientes com ancestralidade africana = 50% e os com menos de 50%.
Essa andlise também ndo encontrou uma associa¢ao entre uma ancestralidade africana > 50%
com a presenca de DRC, possivelmente pelo nosso baixo numero de pacientes com
ancestralidade = 50%.

A disparidade na incidéncia da DRC nos pacientes com diabetes de acordo com etnia
jé foi descrita ha muitos anos. Um dos primeiros estudos a abordar o tema foi publicado em
1989 e foi citado na revisdo da literatura. O estudo revela que pacientes negros com diabetes
apresentavam uma incidéncia 2,6 vezes maior de desenvolver DRC quando comparados com
pacientes caucasicos com diabetes. Vale notar que esse estudo separava os pacientes
diabéticos em nao-insulinodependentes e insulinodependentes, sendo que a maioria dos
pacientes do estudo eram ndo-insulinodependentes (Cowie et al., 1989). Outro estudo sobre o
tema, envolvendo 62.432 pacientes com diabetes, amostra composta principalmente por
pacientes com DM2, também encontrou um aumento da incidéncia de DRC nos pacientes
negros, latinos ou asidticos, mesmo apos corre¢do por fatores sociais como renda anual e nivel
educacional (Karter er al., 2002). Outro artigo envolvendo somente pacientes com DM?2
mostrou que pacientes que eram asiaticos, hispanicos ou negros apresentavam maior
prevaléncia de micro ou macroalbuminuria quando comparados com pacientes caucdsicos
(Bhalla et al., 2013). Esses estudos foram realizados usando cor auto-referida. Entretanto,
contrariamente aos achados descritos, nosso estudo ndo encontrou nenhuma associa¢ao entre
nenhum grupo de cor auto-referida e a presenca de DRC, nem na andlise univariada e nem
depois da correcdo por fatores de confundimento. Nossa amostra, porém, ¢ extremamente
heterogénea, ja4 que a populagdo brasileira ¢ muito miscigenada, sendo dificil comparar com
estudos envolvendo populacdes mais homogéneas. Outro ponto que deve ser ressaltado ¢ que
os estudos anteriores envolveram principalmente pacientes com DM2, ndo estudando a
associacdo entre diferentes etnias e a presenca de DRC nos pacientes com DMI1 como o
N0sso.

Na figura suplementar 1 (APENDICE E) encontra-se um boxplot que mostra a
porcentagem de cada ancestralidade para cada grupo de cor auto-referida, mostrando como os
pacientes incluidos nesse estudo sdo muito miscigenados e como existe uma maior
prevaléncia de ancestralidade europeia. Como ja exposto anteriormente na revisao

bibliografica, a cor auto-referida ndo ¢ um bom preditor de ancestralidade gendmica no Brasil.
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A cor auto-referida leva em consideracdo apenas a percepcdo do individuo em relacdo ao
grupo ¢étnico ao qual ele pertence, ndo necessariamente levando em consideragdo
caracteristicas fendtipicas do individuo, como cor da pele, tipo de cabelo, formato da boca e
nariz. Um estudo avaliou duas populagdes brasileiras distintas, uma delas envolvendo
pacientes de uma regido rural no Brasil, aonde avaliaram o fen6tipo do individuo e separaram
os individuos em brancos, negros e indeterminados. Ele também avaliou outra populagdo que
consistia em uma outra amostra de 200 individuos, das principais regides geograficas do
Brasil, que se auto-declaravam brancos. Eles realizaram a analise da ancestralidade genética
desses pacientes e concluiram que a cor ¢ um preditor fraco para ancestralidade africana
(Parra et al., 2003). Na nossa amostra, mais pacientes se auto-declaravam negros e pardos no
grupo com DRC. Porém, na andlise multivariada, a cor auto-declarada ndo apresentava
associagdo com a presenca de DRC.

Ja que a classificacdo por cor auto-referida ndo ¢ a melhor ferramenta para estratificar
os nossos pacientes de acordo com etnia, também fizemos uma andlise levando em
consideracdo a ancestralidade gendmica usando AIMs dos pacientes para tentar confirmar ou
ndo a associacdo entre algumas etnias e a presenca de DRC nos pacientes diabéticos. Nos
encontramos uma associa¢ao entre uma maior ancestralidade africana e a presenga de DRC na
andlise univariada, mas isso ndo persistiu apos corre¢do pelos fatores de confundimento. Nos
encontramos um p de 0,06 com um intervalo de confianga estreito, com um OR de 1,956. Isso
sugere que novos estudos devem ser realizados para realmente confirmar a auséncia de
associagdo entre uma maior ancestralidade africana e DRC em pacientes com DM1.

Um dos possiveis motivos pelo qual ndo encontramos uma associagdo entre uma maior
ancestralidade africana e a presenca de DRC pode ser o fato da nossa populagdo apresentar
uma baixa porcentagem de ancestralidade africana. Pacientes que apresentam uma
ancestralidade maior que 95% sdo considerados ndo-miscigenados (Homburger et al., 2015).
Nos nao encontramos nenhum paciente com ancestralidade africana maior que 95% na nossa
amostra.

Nosso grupo demonstrou em um estudo anterior que nossos pacientes com DMI
apresentam uma maior ancestralidade europeia e menor ancestralidade africana e amerindia
em comparagdo com os pacientes controles no Brasil (Gomes et al., 2018). Outro estudo,
conduzido em pacientes afro-americanos revelou que esses pacientes apresentavam uma
média de ancestralidade africana de 82% (Udler et al., 2015). Essa média de ancestralidade
africana ¢ muito maior que a média de ancestralidade africana encontrada nos nossos

pacientes que se auto-declaravam negros (42,0 + 21,0), que ainda apresentavam um elevado
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percentual de ancestralidade européia (42,7 £ 21,5). Esse estudo serve de comparagdo para
demonstrar como nossos pacientes sdo altamente miscigenados em relacdo a outras
populagdes e como uma comparagdo entre negros ou pacientes de outras etnias de diferentes
regides deve ser feita com cautela. Porém, o estudo anterior ndo foi conduzido em pacientes
com DMI1 e apresentava somente 16-30% dos pacientes do estudo com diabetes (Udler ef al.,
2015).

Historicamente, outras complica¢des do diabetes também estariam associadas a afro-
descendentes, como a retinopatia diabética (Emanuele et al, 2005). Um estudo recente
avaliou a associacdo entre a propor¢ao de ancestralidade africana e a presenca de retinopatia
diabética proliferativa. Esse estudo encontrou inicialmente uma associagdo entre uma maior
propor¢do de ancestralidade africana e a presenga de retinopatia diabética proliferativa, mas
ela ndo se manteve apds o ajuste por fatores socioecondmicos e por outros fatores de risco
relacionados ao desenvolvimento de retinopatia (Tandon et al., 2015). Os autores sugerem
que essa associagdo previamente demonstrada poderia estar sendo confundida por fatores
clinicos e socioecondmicos e que novos estudos sdo necessarios. Esse estudo, diferente do
nosso, incluiu somente pacientes com DM2 que se auto-declaravam negros e que
apresentavam um percentual elevado de ancestralidade africana (maior que 80%). Porém, ele
também demonstra que a associacdo entre uma maior ancestralidade africana e uma
complica¢do microvascular do diabetes ndo foi confirmada.

Estudos realizados sobre nefropatias em geral revelam que pacientes afro-americanos
ndo diabéticos apresentam um risco elevado de desenvolver DRC, que estd associada em
grande parte com variagdes genéticas do gene da apolipoproteina L1 (APOL1). Pacientes
africanos apresentam uma maior prevaléncia de variantes de risco APOL1 pois esse gene
confere uma prote¢ao contra uma infec¢ao letal chamada doenca do sono, que ¢ causada pelo
Trypanosoma brucei. Porém, pacientes com variantes do APOL1 apresentam risco elevado de
desenvolver DRC atribuida a hipertensdo, nefropatia pelo HIV, doenca renal associada ao
lupus (Friedman e Pollak, 2016). Em relagdo a doenga renal do diabetes, a associagdo com
variantes do APOL1 ainda ¢ controversa. Estudos sugerem que a doenga renal diabética esté
associada a varios genes e ndo somente a uma variagdo do APOL1 (Palmer e Freedman,
2012). Um estudo envolvendo 1705 pacientes com DMI, todos de origem europeia, sendo
que 820 desses pacientes apresentavam doenca renal do diabetes, identificou 14 SNPs e 10
genes que poderiam estar relacionados a susceptibilidade para o desenvolvimento de doenca

renal do diabetes nesses pacientes com DM1 (Lee e Song, 2016).
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Um dos pontos fortes do nosso estudo ¢ o fato de ser um estudo multicéntrico,
envolvendo uma amostra grande de pacientes com DMI1, de uma populagdo altamente
miscigenada, de todas as regides geograficas do pais. No nosso conhecimento, esse ¢ o
primeiro estudo realizado para avaliar a associacdo entre etnia, estudada com cor auto-
declarada e com base na ancestralidade gendmica, e a presenga de doenca renal cronica, em
pacientes com DMI1. Nosso estudo levanta um questionamento se pacientes de diferentes
etnias deveriam ou ndo ser rastreados de forma mais precoce ou até mesmo receber um
tratamento mais rigoroso, como forma de tentar prevenir ou retardar o aparecimento de uma
complicacdo tdo séria e com tamanha morbimortalidade.

Em conclusdo, nossos resultados ndo encontraram uma associagdo entre cor auto-
referida ou ancestralidade africana e a presenca de DRC nos pacientes com DM1. Entretanto,
como estudamos pacientes de uma populacdo altamente miscigenada, com baixo percentual
de ancestralidade africana, mais estudos sdo necessarios para estabelecer melhor se realmente
existe ou ndo uma associagdo entre diferentes grupos étnicos e a DRC.

Nossos estudos apresentam algumas limitagdes. Primeiramente, sdo estudos
transversais, entdo ndo podemos estabelecer uma relagdo causal entre niveis séricos de acido
urico, etnias e a DRC. Nao conseguimos estabelecer se os niveis elevados de acido urico sdo
um biomarcador da diminui¢ao da fun¢do renal ou um fator de risco para o desenvolvimento
da DRC. Segundo, nossos estudos incluiram somente pacientes acompanhados em clinicas
secunddrias e tercidrias. Pacientes acompanhados em centros primarios ndo foram incluidos.
Porém, isso provavelmente teve pouco impacto na nossa amostra ja que no Brasil a maioria
dos pacientes com DMI1 sdo acompanhados em centros secundarios e terciarios. Por ltimo,
nds avaliamos a albuminuria somente com uma amostra isolada de urina com medida somente
de albumina, sem a dosagem concomitante de creatinina. Isso aumenta a quantidade de falsos
positivos e negativos. Nos optamos pela medida isolada de albumina pois apresenta menor
custo ja que estamos lidando com uma grande amostra de pacientes de todas as regides

geograficas do Brasil.
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CONCLUSOES

O objetivo dessa tese foi avaliar se existe uma associa¢do entre alguns possiveis
fatores de risco (niveis séricos elevados de acido urico, cor auto-referida e ancestralidade
gendmica) e uma das complicagdes do diabetes com elevada morbimortalidade.

Encontramos uma elevada prevaléncia de DRC nos nossos pacientes com DM1, com
30.6% apresentando TFG <60ml/min ou TFG > 60ml/min com a presenca de albuminuria.

Encontramos uma associagdo entre niveis séricos elevados de acido urico e uma menor
TFG, com cada aumento de 1mg/dl nos niveis séricos de 4cido Urico associados a uma
diminui¢do de 4,1 Iml/min na TFG desses pacientes. Essa associacdo negativa persiste mesmo
em pacientes com func¢do renal normal.

Nao encontraram uma associacao entre a presenga de DRC e cor auto-referida e nem
entre uma maior ancestralidade africana e a presenca de DRC. Nossa amostra de pacientes ¢
extremamente miscigenadas e apresenta baixo percentual de ancestralidade africana sugerindo
que novos estudos, principalmente estudos prospectivos, devem ser realizados para realmente
confirmar a auséncia de associacdo entre uma maior ancestralidade africana e DRC em

pacientes com DM1.
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APENDICE A: Supplementary material of serum uric acid and renal function in patients
with type 1 diabetes: a natiowide study in Brazil

Supplementary Table S1: Adjusted regression model for GFR in the pooled group

(n=1,686)
95% Confidence
interval for B
Std. p-
Parameter B Error Lower Upper value
(Intercept) 161.3 8.76 144.2 178.5 0.000
Gender, female -14.17 1.43 -16.97  -11.37  0.000
Serum uric acid (mg/dl) -4.11 0.39 -4.87 -3.35 0.000
Use of statins -2.25 1.75 -5.68 1.18 0.198
Use of inhibitors of the -2.55 1.71 -5.90 0.79 0.134
renin-angiotensin system
Use of diuretics -13.38 2.62 -18.51 -8.25 0.000
Non caucasian 1.14 1.34 -1.48 3.75 0.394
High economic status 10.17 5.51 -0.62 20.96 0.065
Medium economic status 4.43 4.00 -3.41 12.27 0.268
Low economic status 2.92 3.90 -4.72 10.57 0.453
Very low economic status 0*
Non- smokers or ex-smokers 0.40 2.88 -5.25 6.05 0.889
Educational years, y -0.84 0.189 -1.21 -0.47 0.000
BMI -0.17 0.17 -0.50 0.16 0.322
Mean systolic blood 021 0.064 -0.34 -0.09 0.001
pressure (mmHg)
Mean diastolic blood 0.05 0.09 -0.22 0.13 0.599
pressure (mmHg)
Duration of diabetes, y -0.69 0.08 -0.85 -0.53 0.000
HbAlc (%) 1.21 0.33 0.58 1.85 0.000
LDL cholesterol -0.036 0.016 -0.07 -0.004  0.027
HDL cholesterol 0.012 0.035 -0.056 0.081 0.723
Albuminuria (mg/dl) -0.006 0.0021 -0.010  -0.002  0.599
(Scale) 582.405b 21.8419 541.132 626.827

0Oa: reference ,SD: standard deviation, GFR: Glomerular filtration rate, BMI: body mass

index, LDL: low-density lipoprotein, HDL: high-density lipoprotein



Supplementary Table S2: Adjusted regression model for GFR in patients with normal

renal function (n=1,170)

95% Confidence
interval for B
Std. p-
Parameter B Error Lower Upper  value
(Intercept) 143.4 10.1 123.6 163.2  0.000
Gender, female -9.77 1.54 -12.78 -6.76 0.000
Serum uric acid (mg/dl) -2.04 0.52 -3.06 -1.01 0.000
Use of statins -1.62 1.98 -5.51 2.27 0.414
Use of inhibitors of the renin- -3.27 2.07 -7.33 0.78 0.113
angiotensin system
Use of diuretics -5.37 3.46 -12.15 1.4 0.120
Non caucasian -0.15 1.39 -2.87 2.57 0.914
High economic status 3.81 5.71 -7.40 15.01 0.505
Medium economic status 3.12 4.39 -5.49 11.72  0.478
Low economic status 1.38 4.289 -7.03 9.79 0.747
Very low economic status 02
Non- smokers or ex-smokers -4.30 3.26 -10.70 2.10 0.188
Educational years, y -0.81 0.198 -1.200 -0.422  0.000
BMI -0.50 0.187 -0.865 -0.132  0.008
Mean systolic blood pressure -0.141 0.068 -0.275 -0.007  0.039
(mmHg)
Mean diastolic blood pressure 0.058 0.094 -0.127 0.243  0.537
(mmHg)
Duration of diabetes, y -0.523 0.085 -0.69 -0.36  0.000
HbAlc (%) 1.54 0.351 0.85 2.23 0.000
LDL cholesterol -0.025 0.019 -0.06 0.011  0.178
HDL cholesterol 0.012 0.038 -0.063 0.086  0.762
(Scale) 487.149b 20.8576 447.937 529.793

0Oa: reference, SD: standard deviation BMI: body mass index, LDL: low-density lipoprotein,

HDL.: high-density lipoprotein
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Tabela suplementar 1:Caracteristicas dos pacientes de acordo com as regides do Brasil

Sudeste Sul Norte/Nordeste Centro-Oeste p valor

n=1,564 755 195 435 179
Variaveis:
Idade (anos) 31,4+ 124 356+12,6 27,2498 30,8 11,5 <0,002
Sexo feminino (n,%) 428 (56,7) 110(56,4) 238 (54,7) 109 (60,8) 0,577
Duragdo do diabetes,(anos) 17,5 +9,3 19,2+ 9,0 13,3+7,4 15,9+ 8,0 <0,001
Anos de educacdo, (anos) 12,1+34 12,2 +3,9 12,3+ 4,0 13,4 +4,5 <0,001
Hipertensao (n,%) 139 (18,4) 59 (30,3) 54 (12,4) 34 (19) <0,001
Dislipidemia (n,%) 186 (24,7) 52 (26,7) 73 (16,8) 39 (21,8) 0,007
IMC (kg/m?) 245+43 248+37 236435 243+473 0,001
HbAlc (%) 8,8+2,0 9,0+2,0 9,3+2,3 9,0+1,9 <0,001
Acido trico sérico (mg/dl) 52+£1,9 47+1,6 51+1,8 5,624 <0,001
Uso de diuréticos (n,%) 77 (10,3) 32 (16,4) 23 (5,3) 14 (7,8) <0,001
Cor auto-referida (n,%) <0,001

Branco 467 (61,9) 166 (85,1) 138 (31,7) 86 (48)

Preto 55(7,2) 12 (6,2) 49 (11,3) 7 (3,9)

Pardo 221(29,3) 16(8,2) 234 (53,8) 85 (47,5)

Amarelo 10 (1,3) 1 (0,5) 5(1,2) 0(0)

Indigena 2(0,3) 0(0) 9(2) 1 (0,6)
Ancestralidade
gendmica (n,%)

Ancestralidade europeia 65,8 £19,3 78,5+17,9 61,2+21,4 68,4 +19,7 <0,001

Ancestralidade africana 20,3+ 15,8 11,6 £15,1 24,0+18,5 19,2 +14,8 <0,001

Ancestralidade amerindia 13,9+ 11.2 9,9+9,0 14,8+ 122 12,4+ 10,9 <0,001
Gru a
renall)(z;,d"/i)fungao 0,121

Funcdo renal normal 540 (71,5) 137(70,3) 330(75,9) 140 (78,2)

Doenga renal cronica 215(28,5)  58(29,7) 105 (24,1) 39 (21,8)




APENDICE C: Tabela suplementar 2

Tabela Suplementar 2: Modelo de regressdo final para TFG em homens da populacdo original

Parametro

(Intercept)

Acido urico sérico

Uso de estatina

Nao tabagistas ou ex-
tabagistas

Classe econdmica alta
Classe economica média
Classe economica baixa
Classe economica muito
baixa

Uso de diurético

Uso de inibidor do SRAA
Nao-caucasicos

HbAlc

Niveis de LDL colesterol
Niveis de HDL colesterol
Albuminuria (mg/dl)
Média pressao sistolica
(mmHg)

Média pressao diastolica
(mmHg)

IMC

Anos de educacao

Duracio do diabetes

B

157,5
-3,03
-7,30
-0,98

5,66
3,57
0,78

0°

-18,65
-0,43
0,53
1,56
-0,04
0,12
-0,01
-0,24

-0,09

-0,097

-0,97
-0,74

Erro
padrao

12,73
0,57
2,71
4,23

7,95
5,67
5,54

4,06
2,51
1,95
0,51
0,023
0,058
0,003
0,092

0,129
0,268

0,265
0,124

Intervalo de confianca

Inferior

132,5
-4,15
-12,6
-9,07

-9,92
-7,53
10,08

26,62
-5,35
-3,29

0,57
-0,08
0,005
-0,02
-0,42

-0,34
-0,62

-1,49
-0,98

(95%)

Superior

182,4
-1,90
-1,99

7,09

21,23
14,68
11,64

-10,69
4,48
4,35
2,56
0,009
0,23
-0,004

-0,056

0,16
0,43

-0,45
-0,50

valor

0,000
0,000
0,007
0,811

0,477
0,528
0,888

0,000
0,863
0,786
0,002
0,120
0,042
0,001
0,010

0,478

0,72

0,000
0,000
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APENDICE D: Tabela suplementar 3

Tabela Suplementar 3:

Parametro
(Intercept)

Acido urico sérico
Uso de estatina
Nao tabagistas ou
ex-tabagistas
Classe economica
alta
Classe economica
média
Classe economica
baixa
Classe economica
muito baixa
Uso de diurético
Uso de inibidor do
SRAA
Nao-caucasicos
HbAlc
Niveis de LDL
colesterol
Niveis de HDL
colesterol
Albuminuria (mg/dl)
Média pressao
sistolica (mmHg)
Média pressao
diastdlica (mmHg)
IMC
Anos de educagdo
Duragéo do diabetes

Modelo de regressao final para TFG em mulheres da populacédo original

B
146,7
-4,73
1,43
1,70
14,10
6,90

5,93

Oa
-9,79

-3,12
1,51
0,93

- 0,03

- 0,04
-0,01

-0,24

0,033
-0.20
-0.74
- 0,67

Erro padrao

11,85
0,52
2,267
3,98
7,52

5,53

5,373

3,42

2,31
1,81
0,42

0,022

0,043
0,003

0,089

0,125
0,22
0,27

0,108

Inferior

Intervalo de confianga (95%)

Superior

123,5 169.,9
-5,75 -3,71
-3,02 5,87
- 6,10 9,50
-0,63 28,84
-3,95 17,74
- 4,60 16,46
-16,48 -3,10
-7,70 1,35
-2,02 5,05
0,11 1,75

- 0,076 0,01
-0,13 0,04
-0,016 - 0,005
- 0,41 - 0,06
- 0,21 0.28
-0.63 0,23
- 1,27 - 0,21
- 0,88 - 0,46

p-valor
0,000
0,000
0,529
0,669
0,06

0,21

0,270

0,004

0,17
0,40
0,027

0,146

0,336
0,000

0,008

0,789

0,35
0,006
0,000
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APENDICE E: Figura suplementar 1
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Figura Suplementar 1: Boxplot representando a ancestralidade genomica nas categorias de cor auto-referida do
segundo artigo . Mediana (linha sélida), caixa corresponde ao primeiro e terceiro quartis. Medianas: Branco
(74,3% ancestralidade européia, 11% africana e 9,6% amerindia), Preto (38,7% européia, 41,8% africana 11,9%
amerindia) e Pardo ( 61,4% européia, 23,8% africana e 10% amerindia).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagéo entre niveis plasmaticos de &cido urico e filtragdo glomerular em pacientes
com Diabetes Mellitus tipo 1: Estudo multicéntrico nacional, BrazDiab1SG.

Pesquisador: Marcela Haas Pizarro

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 53525815.3.0000.5259

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.440.312

Apresentacao do Projeto:

Pacientes com Diabetes Mellitus (DM) tipo 1 apresentam elevada morbidade e mortalidade por
complicagbes micro e macrovasculares. A nefropatia

diabética (ND) é uma das complicagbes mais prevalentes, acometendo 5-10% dos pacientes com DM tipo 1.
Porém, sua patogénese ainda néo foi

totalmente esclarecida. Alguns artigos correlacionam o nivel normal-alto do acido Urico sérico com uma
maior prevaléncia de ND, mostrando

associacéao significativa e independente com o desenvolvimento de macroalbuminiria e a uma elevagdo de
80% do risco de desenvolver micro e

macroalbuminuria nos pacientes com DM1 a cada aumento de 1mg/dl na dosagem sérica de acido Urico 3.
Por se tratar de um fator de risco

potencialmente modificavel para uma complicagdo associada a elevada morbidade e mortalidade, o estudo
da associagéo dos niveis séricos de

acido Urico e a ND, no diabetes tipo 1, seria importante.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Priméario:
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UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
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Continuagao do Parecer: 1.440.312

Objetivo geral: Determinar a associagao entre niveis séricos de acido Grico e o desenvolvimento de
nefropatia diabética em uma coorte multicéntrica

de pacientes DM1 no Brasil.

Objetivo Secundario:

Secundario: Determinar a associagdo de ancestralidade e marcadores genéticos e o desenvolvimento de
nefropatia diabética nesses pacientes

DM1.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Esse estudo é observacional e ndo apresenta riscos para a populagdo estudada.

Beneficios:

Complicagdes microvasculares acrescentam elevada morbidade e moratlidade aos pacientes diabéticos tipo
1. O estudo da associagdo dessas

complicagbes com os niveis séricos de acido Urico pode ser benéfico, pois trata-se de um fator de risco
potencialmente modificavel.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Estudo coorte transversal, multicéntrico, com pacientes DM1 (BrazDiab1SG), desenvolvido de 2008 a 2010
em 28 clinicas publicas de atengéo

secundéria e terciaria, localizadas em 20 cidades distribuidas nas 5 regibes geogréficas brasileiras.
Pacientes com duragdo de doenga igual ou

maior que 5 anos foram submetidos a rastreio de complicagdes crbnicas relacionadas ao diabetes:
microvasculares (retinopatia, nefropatia e

neuropatia periférica) e macrovasculares (doenga arterial coronariana, AVC, doenga vascular periférica e pé
diabético).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Foram avaliadas as informag¢bes contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das
normas vigentes e sem riscos eminentes ao participante de pesquisa envolvido.

Recomendacodes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
O trabalho pode ser realizado da fora como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS
n°466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO. Para ter
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Continuagao do Parecer: 1.440.312

acesso ao PARECER CONSUBSTANCIADO: Clicar na "LUPA" (DETALHAR) - Ir em "DOCUMENTOS DO
PROJETO DE PESQUISA ", clicar na opc¢ao da ramificagdo (pequeno triangulo no entrocamento do
organograma) de pastas chamada — "Apreciagédo", e depois na Pasta chamada "Pareceres", o Parecer
estara nesse local.

Considerac6es Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagédo vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: 1. Comunicar toda e qualquer
alteragdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas circunstancias a inclusdo de
pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apoés analise das mudancas
propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por
5 anos para possivel auditoria dos 6rgdos competentes. 3. O Comité de Etica solicita a V. S, que
encaminhe relatérios parciais e anuais referentes ao andamento da pesquisa ao término da pesquisa
encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacgdes Basicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_641752.pdf 10:19:25
Outros aprovacaoCEPprojetoanterior.docx 21/01/2016 |Marcela Haas Pizarro| Aceito
10:39:52

TCLE / Termos de |justificativaausenciadeTCLE.docx 21/01/2016 |Marcela Haas Pizarro| Aceito

Assentimento / 10:37:51

Justificativa de

Auséncia

Outros ProjetoCnpg.doc 10/12/2015 |Marcela Haas Pizarro| Aceito
07:49:22

Orcamento orcamento.doc 10/12/2015 |Marcela Haas Pizarro| Aceito
07:47:54

Outros termo.jpeg 10/12/2015 |Marcela Haas Pizarro| Aceito
07:47:10

Folha de Rosto folhaRosto.docx 10/12/2015 |Marcela Haas Pizarro| Aceito
07:44:58

Projeto Detalhado / | Projetofinal.docx 08/12/2015 [Marcela Haas Pizarro| Aceito

Brochura 13:26:13

Investigador
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Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 07 de Margo de 2016

Q=

Assinado por:
WILLE OIGMAN
(Coordenador)
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