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RESUMO

O Diabetes Mellitus é considerado um dos grandes problemas de salde publica do século XXI,
sendo que é um dos mais importantes fatores de risco para doenca renal crénica. As relacdes
neutrdfilo/linfécito e a plaqueta/linfécito sdo biomarcadores associados a inflamagdes
sistémicas, avaliadas através do hemograma que tem sido associadas como biomarcadores para
outras doencas inflamatdrias, apresentando resultados promissores. Neste sentido, a nefropatia
diabética esta associada hd uma inflamacéo cronica de baixo grau. Dessa forma, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a correlacdo entre os pardmetros leucocitarios com
biomarcadores de funcdo renal em pacientes com DM2. Para a realizacdo do estudo, 33
pacientes com Diabetes Melitus tipo 2 do sexo masculino, com média de 65 anos de idade,
passaram por avaliacdo clinico laboratorial para avaliar os parametros hematoldgicos e
bioquimicos. Foi realizada a andlise estatistica descritiva com o teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov e teste Pearson (dados paramétricos) ou teste de Spearman (dados néo
paramétricos), sendo considerado significativa quando P <0,05. As relag6es neutrofilo/linfocito
e plaqueta/linfdcito estdo correlacionadas inversamente com a diminuicdo da filtracdo
glomerular, assim como se relacionam positivamente com 0 aumento nas concentracdes de
ureia e creatinina. A utilizacdo da RNL e RPL mostraram-se como biomarcadores preditivos na
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular em pacientes dom diabetes melitus tipo 2, sendo
uma ferramenta de baixo custo na atencéo ao paciente.

Palavras chave: Nefropatia Diabética, Filtragdo Glomerular, Biomarcadores, Parametros

Hematoldgicos.

INTRODUCAO
O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é uma condicdo clinica que se caracteriza por uma
faléncia parcial ou total da producédo de insulina no pancreas, ou decorre de resisténcia a agdo

da insulina, levando a hiperglicemia cronica, a qual estd associada as complicacdes
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desenvolvidas na doenca, como a lesdo renal, e o consequente prejuizo nas fungdes do
respectivo 6rgdo’. Nesse contexto, a Nefropatia Diabética (ND), é a complicac&o cronica mais
comum relacionada ao DM2, que acomete cerca de 40% dos pacientes, sendo que em
aproximadamente 1/5 observa-se diminuicdo da eficiéncia das unidades funcionais do rim
(néfrons) a partir da reducio da Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG)?2,

O DM2 ¢ a principal causa de evolugéo para o estagio de doenca renal terminal®e ainda
o0 desenvolvimento desta leséo cronica esta associada a um risco de evolugéo para o 6bito 100
vezes maior comparado a populagdo ndo diabética, e de 50 vezes se comparado a pacientes
diabéticos sem nefropatia®. Se estima que em 2040 o nimero de pessoas diabéticas sera superior
a 642 milhdes no mundo®. Além disso, a expectativa de vida de individuos com diabetes é
reduzida entre 5 a 10 anos®. Segundo Batista et al., 68% dos pacientes com diabetes e/ou
hipertensos apresentam uma perda importante de funcéo renal (TFG< 30mL/min/1,73m?)’,
sendo a principal causa da doenca renal crénica (DRC) atualmente®. O desenvolvimento da ND
representa a maior causa de morbidade e mortalidade no DM28.

A DRC é definida como a presenca de lesdo renal ou de reducdo da TFG e pode ser
estimada com o célculo da equacdo de Cockcroft-Gault a partir do valor de creatinina sérica e
equagdes®. Na fisiopatologia da DRC o processo inflamatorio possui papel primordial, sendo
observado modificacfes em diferentes células sanguineas. Os neutrofilos se aderem as células
endoteliais e migram ao intersticio, resultando em mudancas na permeabilidade vascular e
endotelial, e na integridade das células tubulares renais, na medida em que os neutréfilos
também liberam proteases e citocinas, exacerbando a resposta inflamatéria. Ainda, a obstrucéo
capilar pode ocorrer pelo acimulo de neutréfilos, juntamente com plaquetas, acarretando a
prejuizos na estrutura e funcionalidade do tecido renal®®. Em vista do papel destas células da
resposta inflamatoria e hemodinamica, os biomarcadores Relacdo Neutrofilo/Linfocito (RNL)
e Relacdo Plaqueta/Linfocito (RPL), os quais avaliam agravos imuno-inflamatorios,
apresentam potencial para detectar agravos de lesdes teciduais, inclusive renais®?.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo é avaliar a associacdo entre oS
biomarcadores RNL e RPL com os parametros hematoldgicos e bioquimicos avaliados como
biomarcadores de funcao renal em pacientes com DM2.
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MATERIAIS E METODOS

O presente estudo caracterizou-se como um estudo transversal, no qual foram avaliados
0s parametros bioquimicos e hematoldgicos em pacientes com DM2. A populacdo foi
constituida por pacientes em acompanhamento nos programas de pacientes diabéticos atendidos
pelas equipes das Estratégias da Sadde da Familia (ESFs) do municipio de Santo Angelo-RS
(dados disponibilizados dos medicamentos estdo na tabela suplementar 1). A participacdo do
estudo foi voluntaria e todos os participantes do mesmo assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Os pacientes foram selecionados com base nos critérios de

inclusao e excluséo.

Critérios de Inclusdo
Foram incluidos na pesquisa homens que estavam em acompanhamento médico através

dos grupos de pacientes diabéticos das ESFs, do municipio de Santo Angelo-RS.

Critérios de Excluséo

Foram excluidos todos os pacientes que ndo desejaram participar do estudo, ou que
aceitaram participar do estudo, mas que deixaram de realizar a avaliacdo laboratorial. Também,
foram excluidos os pacientes que possuiam alguma doenca autoimune, infeccdo aguda e cancer

com diagnostico anterior ao inicio do estudo.

Procedimentos

Incialmente foram realizados os contatos com as Secretarias de Salde e Unidades
Bésicas de Satde (UBSs) do municipio de Santo Angelo para apresentacdo do projeto, e apos
a aprovacéo da pesquisa foi encaminhado ao CEP da UNIJUI para aprovacio ética. Antes de
qualquer procedimento junto aos pacientes, estes receberam todas as informagdes sobre a
pesquisa e 0s que desejaram participar assinaram o TCLE. Os pesquisadores se dirigiram as
UBSs do municipio e apresentaram o projeto de pesquisa aos pacientes de cada unidade na
reunido mensal dos grupos de diabéticos, na qual os mesmos recebem sua medicacdo e séo

avaliados pela equipe multiprofissional.
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Os pacientes que aceitaram participar da pesquisa agendaram uma data para coleta de
material biologico e para as avaliacbes antropométricas. Cabe salientar que todos o0s
procedimentos foram realizados desde a coleta de dados e avaliacGes antropométricas em salas
especiais contemplando os aspectos de biosseguranca e individuais para preservar a privacidade
de todo e qualquer participante. Na entrevista foram coletados dados pessoais como nome,
telefone, endereco residencial, ocupacdo, data de nascimento, idade, género, médico
responsavel. Apds esta etapa foram realizadas as verificacdes de pressao arterial, peso, altura e
circunferéncia abdominal e do quadril.

Todos os procedimentos laboratoriais, desde a coleta até a emissao de laudos, foram
realizados por profissionais, pesquisadores e bolsistas treinados na execucao das atividades para
ndo haver prejuizo ou desconforto a qualquer participante. Uma equipe de pesquisadores
experientes realizou a coleta de sangue em datas agendadas com 0s participantes da pesquisa
junto as UBSs. Em seguida, as amostras foram transportadas em acordo com todas as normas
de biosseguranca até o Laboratorio, no qual foram processadas e triadas para separacdo das

amostras para cada tipo de avaliacédo laboratorial.

Coleta de sangue para realizacio da avaliacédo laboratorial

A colheita foi realizada em pacientes que estavam em jejum de 10 horas através de uma
puncao venosa, no qual foram coletados 10,0mL de sangue venoso. O sangue foi processado a
fim de se obter uma amostra de 4mL contendo sangue total com EDTA e uma amostra de 6,0mL
de sangue coagulado para obtencdo do soro, obtido através de centrifugacdo (15 minutos a 3.500

rpm).

Avaliacéo laboratorial

Foram realizados os seguintes exames laboratoriais:
Hematologia:

- Hemograma completo (sangue total com EDTA) utilizando a automagdo ABX Micros
60, com posterior avaliacdo microscopica de esfregaco sanguineo, corado em Giemsa May

Grunwald.
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A razdo entre plaquetas e linfécitos (RPL) foi realizada a partir da divisdo da contagem absolut
de plaquetas €ela contagem absoluta de linfécitos (Plaquetas/Linfocitos), enquanto que a razao
entre neutrofilos e linfocitos foi calculada pela divisdo entre o nimero absoluto de neutroéfilos
pelo nimero absoluto de linfocitos (Neutrdfilos/linfocitos) e a razdo entre mondcitos e
linfocitos (RML) foi calculada pela divisdo entre o nimero absoluto de mondcitos pelo nimero

absoluto de linfécitos (Mondcitos/linfocitos).

Bioguimica:

- Glicemia de jejum (através do soro), creatinina e ureia através do teste cinético do teste
colorimétrico realizados por automacdo - BS200 Mindray. Calculo da taxa estimada da filtracdo
glomerular através da equacao de Cockcroft-Gault:

Clearance Creat (mL/min) = [140 — Idade (anos)] X Peso (kg) =
Creat Plasm (mg/dL) X 72

Resultado multiplicado por 1.00 para homens.

Avaliacdo das medidas antropométricas
O peso foi mensurado em kg através de balanca especifica da unidade basica de salde,

estatura em cm (com fitamétrica/balanca) e indice de massa corporal (IMC = peso/altura?).

Andlise estatistica

A analise descritiva foi apresentada como média + desvio padrdo. Para varidveis
guantitativas foi realizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para analise de
associacdo entre variaveis (quantitativas e qualitativas) foi realizado o teste de Correlacéo de
Pearson (dados paramétricos) ou teste de Spearman (dados ndo paramétricos). A diferenca foi
considerada quando obtida um nivel de significancia de 5% (P <0,05).
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Aspectos éticos

O estudo foi projetado de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos segundo a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude
(CNS) n°. 466/2012. Foi submetido ao Comité de Etica da UNIJUI sendo aprovado sob nimero
1.173.158.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 33 homens avaliados apresentavam uma idade média de 65,88 anos + 12,07, em que
11 (33,33%) estdo com ureia acima do valor de referéncia e 25 (75,75%) estdo com a TFG
abaixo do valor normal e a glicemia em jejum média foi de 135,60mg/dL * 64,4, o qual €
caracteristico de uma populagio de pacientes com DM2. Em relacio ao indice de Massa
Corporea (IMC), 17 (51,51%) dos 33 pacientes estdo enquadrados na faixa de obesidade classe

| e 9 (27,27%) estdo na faixa de sobrepeso.
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Tabela 1: Pardmetros avaliados nos pacientes

Parametro Resultados (média e desvio | Valores de Referéncia
padrao)

Idade 65,88 + 12,07 -

IMC 29,40 + 4,69 18,5 a 24,9kg/m?

Glicemia em jejum 137,75 + 64,43 60 a 99mg/dL

Ureia 36,34 + 14,32 16 a 40mg/dL

Creatinina 1,19+0,28 0,7 a 1,3mg/dL

Taxa estimada de filtracdo glomerular | 71,27 + 23,03 90 a 120mL/min

RBC 4,87 £0,53 4,2 a 5,9 milhGes/uL

HGB 14,60 £ 1,67 13 a 18g/dL

HTC 42,33+ 7,14 38a52%

VCM 89,14 + 5,88 80 a 100fL

RDW 14,31+ 0,89 11 a 15%

HCM 29,65 * 2,34 27 a 32pg

CHCM 33,27+0,95 31a36%

WBC 7657,57 + 1905,09 40000 a 10000/uL.

Neutrofilos segmentados 4991,33 + 1701,63 1600 a 8000/ uL

Neutrofilos bastonetes 144,81 + 137,15 0 a 800/ uL

Eosinofilos 168,87 + 94,86 0a 500/ uL

Basofilos 0 0a 200/ uL

Mondcitos 337,36 £ 99,23 100 a 1000/ uL

Linfécitos 2027,57 £ 590,91 900 a 4000/ uL

RNL 2,89+ 155 -

RML 0,17 £ 0,046 -

RPL 119,39 + 40,87 -

Legenda: IMC: indice de massa corporea; RBC: contagem de hemécias; HGB: concentracdo de hemoglobina;
HTC: hematdcrito; VCM: volume corpuscular média; RDW: amplitude de distribui¢do dos glébulos vermelhos;
HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo da hemoglobina corpuscular média; WBC:
contagem global de leucécitos; RNL: razdo entre neutrdfilos e linfécitos; RPL: razdo entre plaquetas e linfécitos;
RML.: razéo entre mondcitos e linfdcitos.

Conforme a Tabela 1 acima, ureia e creatinina ainda estdo dentro dos intervalos de
referéncia, entretanto, a taxa estimada de filtragdo glomerular apresenta-se diminuida. A TFG
estimada é considerada um marcador mais sensivel do que creatinina e ureia, de forma que apos

sua reducdo iniciam-se as elevagdes nas concentragdes de creatinina, uréia e acido urico.
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O célculo da TFG é recomendado para todos os pacientes sob o risco de desenvolver
DRC. Todos 0s pacientes que se encontram no grupo de risco devem dosar a creatinina sérica
e ter a sua TFG estimada. O clearance de creatinina € um dos marcadores mais usados na
avaliacdo da fungéo renal®.

O Programfor Detection and Management of Chronic Kidney Disease, Hypertension,
Diabetes, and Cardiovascular Disease in Developing Countries, recomenda para diagndstico
precoce, que sejam colhidas amostras de sangue para determinacdo da concentracdo de
creatinina, com o objetivo de calcular a filtragdo glomerular estimada, uma vez que o célculo
da taxa de filtracdo é uma medida sensivel e de baixo custo para monitorar o desenvolvimento
de complicagdes renais*?.

Conforme os valores de referéncia de IMC, os pacientes avaliados estdo na faixa
caracterizada de pré-obesidade, com sobrepeso (IMC 25-29,9kg/m?), conforme observamos o
resultado na Tabela 1 acima. Além disso, a glicemia em jejum também esta elevada nesses
pacientes, o qual era esperado em funcdo de serem pacientes com DM2, uma vez que a insulina
que € produzida em pacientes com DM2 ndo é suficiente para controlar a producédo de glicose
pelo figado ou promover capacitagdo de glicose pelo misculo esquelético®®. Kiya et al. também
observaram que nos seus resultados o aumento da glicemia, esta relacionado com a elevacéao
do valor do IMC que é um fato relacionado ao aumento da resisténcia insulinica (RI) e
dislipidemia®®. Dessa forma, o aumento da glicemia esta relacionado com a elevagéo do valor
IMC.

A obesidade provoca inflamagdo cronica de baixo grau, sendo que as adipocinas,
advindas do tecido adiposo, tém sido relacionadas diretamente a resisténcia a acdo da insulina
e a base da sindrome metabdlica (SM), sendo inclusive um fator para pior controle glicémico e
desenvolvimento de comorbidades como a hipertensio e nefropatias diabéticas'®. Sendo assim,
pacientes com DM2 estdo em um estado de inflamagdo cronica de baixo grau que induz
hipersecrecdo de fatores inflamatorios, como PCR, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e MCP-1, 0 que resulta em uma contagem de granuldcitos neutrofilicos
constantemente elevada®®. Ainda a associagdo da atividade inflamatoria e da SM com o déficit

da funcdo renal’. O que vai de encontro nosso estudo, em que a diminuicdo da filtragéo
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glomerular esta associada a quadros de sobrepeso e diabetes, demonstrado pelos parametros
leucocitérios.

Na Figura 1 constam os resultados das correlagdes entre os marcadores de funcao renal
com os parametros leucocitérios, sendo que a RNL esté correlacionada negativamente com a
diminuicéo da filtragdo glomerular estimada, o que esta associado com 0 aumento da creatinina
sérica (Figura 1A,C). Nesse sentido, a RNL foi um biomarcador promissor, uma vez que
detectou sensivelmente a reducéo da filtracdo glomerular antes mesmo dos valores de creatinina
e ureia elevarem-se (Tabela 1).

Da mesma forma, a RPL estd correlacionada negativamente com a diminuicdo da
filtracdo glomerular estimada (Figura 1B), o que leva ao aumento da ureia sérica, que esta
correlacionada positivamente com a RPL (Figura 1D). Nesse sentido, a RPL também se
mostrou um biomarcador promissor, ja que detectou sensivelmente a reducdo da filtracdo

glomerular.
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Figura 1: Correlacdes dos parametros hematoldgicos com a funcéo renal.

Legenda: a) Correlacdo de Spearman entre creatinina e razdo entre neutrofilos e linfécitos
(RNL); b) Correlagdo de Pearson entre a taxa estimada da filtragdo glomerular e razéo entre
plaquetas e linfécitos (RPL); c) Correlacdo de Spearman entre filtragdo glomerular e RNL; d)
Correlacéo de ureia com RPL.

A RNL é considerada um novo marcador de inflamacdo crénica, pois representa dois

marcadores: neutrofilos, que representam o mediador inespecifico ativo que inicia a primeira

linha de defesa e linfocitos, representando o componente regulador ou protetor da inflamag&o®®.

Experimentos recentes demonstraram acéo direta dos linfécitos T no desenvolvimento precoce

da leséo renal aguda (LRA), assim como o provavel papel modulatorio dos linfocitos B na fase

de extensdo da lesdo renal®.
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O quadro imunoinflamatorio associado ao desenvolvimento e progressdo da nefropatia
diabética (ND) pode ser avaliado pela RNL, de forma que tal biomarcador pode ser Gtil na
avaliacdo do progndstico desses pacientes?. Estudos anteriores ja demostraram que a RNL e
RPL associam-se positivamente com desenvolvimento de doenca renal em pacientes diabéticos,
apontando a RNL como importante fator para predicdo de ND e complicacdes vasculares 212223,
Além disso, a RNL pode estar relacionada a presenca de ND e tem sido correlacionada como
um indicador de estagio final da DRC?*,

Conforme Huang et al., o aumento da RNL foi significativamente associado a ND, e
altos valores de RNL podem ser um marcador preditivo confiavel de ND em estagio inicial, que
€ 0 gue se observa no presente trabalho, correlacdo do aumento da RNL com a diminuicdo da
TFG e aumento da creatinina'®. O que também vai de encontro com outro trabalho em que foi
analisado que a RNL pode ser considerada um preditor e um marcador prognostico de risco de
ND?, uma vez que o biomarcador esta associado com com a inflamagéo crénica e também
complicacdes vasculares??.

A RPL é um marcador inflamatdrio emergente que, em combinacdo com a RNL e outros
indices hematoldgicos, pode ajudar no diagnostico e avaliagdo da atividade e gravidade de
varias doencas, entre elas a ND. Desse modo, a utilizacdo da RNL e RPL como possiveis
biomarcadores inflamatorios sdo Uteis para prever a progressdo do DM2 e da ND, auxiliando
na avaliacdo progndstica e tomada de decisdes em relacdo as condutas clinicas?.

A RPL é introduzida como novo biomarcador de resposta inflamatoria sistémica, além
de atuar como preditor de complicacdes microvasculares no DM2, como ND?6. Além disso, a
RPL também oferece informac&o sobre as vias de agregacéo e de inflamacéo, sendo valiosa na
predicdo da carga inflamatoria®’, sendo um biomarcador inflamatério usado como fator
prognostico em varias doengas?®29%,

H& evidéncias de que as plaquetas sdo mediadores fundamentais na iniciacdo e
manutencdo de um meio pré-inflamatorio cronico, desencadeado pelas interagdes diretas com
células endoteliais e inflamatdrias®!. A correlacdo positiva entre 0 RPL e a contagem
leucocitaria evidencia que esse marcador de inflamagdo eleva-se gradualmente, e esta

relacionado com o aumento de leucocitos na circulagcdo decorrente de neutrofilia o que
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demonstra mais uma vez, a inflamacdo cronica de baixo grau decorrente do DM2 nos
pacientes®.

Uma elevacdo na RPL também se associa com um pior prognostico em varias doencas,
como céancer e Doenga Arterial Coronariana (DAC)3*34. Sunbul, Gerin, Durmus descobriram
que a RPL é um preditor significativo do status de nio aderente em pacientes com hipertensio®°.
Ainda ja foi demonstrado que pacientes mais idosos apresentaram valores médios de RPL
maiores que pacientes mais novos®®. A RPL pode somar aos fatores de risco tradicionais e
contribuir com informacdes sobre as vias de agregacgdo plaquetéria e inflamagéo em idosos.
Além disso, de acordo com as recomendacGes europeias e japonesas, a RNL em pacientes com
DRC melhora o diagndstico e a terapéutica, reduzindo dessa forma a mortalidade®’. A
investigacdo de biomarcadores inflamatdrios € importante em doencas crénicas ndo
transmissiveis como o diabetes, na medida que pode monitorar agravos relacionados com o0s
mecanismos patoldgicos da doenca®. Existem poucos estudos no Brasil correlacionando RNL
e RPL com estados hiperglicémicos. Diante disso, nossos resultados séo relevantes, visto que,
no Brasil, a prevaléncia do DM2 ¢ elevada e com alta demanda de recursos assistenciais e
financeiros, sendo as razGes RNL e RPL de baixo custo e facil acesso e assim, possibilita-se
utilizar recursos mais simples para o seu diagndstico e acompanhamento®.

De forma geral, a utilizacdo da RNL e da RPL como possiveis parametros auxiliares no
prognoéstico do DM2, bem como no cenério da alteracdo renal, sdo alternativas simples, de
rapida obtencdo e baixo custo que podem ser Gteis na atencdo ao paciente, auxiliando na
avaliacdo prognoéstica e na tomada de decisbes em relacdo a terapéutica escolhida em

determinadas situacdes.

CONCLUSAO

A RNL e RPL sdo novos parametros hematolégicos de baixo custo utilizadas para
avaliar quadros imuno-inflamato6rios. Em nosso estudo evidenciamos que estes marcadores se
correlacionam com a diminui¢do da TFG, marcador mais sensivel para a doenca renal, assim
como, também se relacionam com o aumento nas concentragcdes de ureia e creatinina. Dessa
forma, podem ser importantes biomarcadores preditivos para o desenvolvimento de

complicagdes renais nos pacientes diabéticos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR:

Tabela suplementar 2: Lista dos medicamentos utilizados pelos usuarios do estudo.

19

Medicamento

Principal efeito do principio ativo

Participantes

que utilizam
(%)

Acido acetil salicilico | Analgésico e anti-agregador plaquetario | 56
(AAS)

Alenobronato de sodio Tratamento de osteoporose 4
Atenolol Antihipertensivo 4
Biperideno Anticolinérgico 8
Captopril Antihipertensivo 24
Cinarzina Antihistaminico 8
Diclofenaco de potéssio Anti-inflamatério, analgésico e|4

antipirético

Enalapril Antihipertensivo 24
Fluoxetina Antidepressivo 4
Glibenclamida Antidiabético 8
Haloperidol Antipsicotico 8
Hidroxido de aluminio Antiacido 4
Insulina Antidiabético 8
Levotiroxina Hormonio tireoidiano sintético 4
Losartana Antihipertensivo 8
Metformina Antidiabético 16
Omeprazol Antiacido 24
Propanolol Antihipertensivo 8
Sivastatina Anti-hiperlipémico 24
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