ARTIGO ORIGINAL

Analise da expressao do gene da proteina beta-trago

na urina de pacientes com diabetes mellitus tipo 2
Urinary beta-trace protein gene expression analysis in type 2 diabetes mellitus patients
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a expresséo do gene da proteina beta-trago na urina
de pacientes diabéticos, sem redugéo na taxa de filtragdo glomerular,
definida como abaixo de 60mL/min/1,73m2. Métodos: Foram recrutados
pacientes com diabetes mellitus tipo 2, e um grupo de individuos nao
diabéticos serviu como controle. A expressdo do gene da proteina
beta-traco foi analisada por PCR quantitativa. Amostras de sangue
foram coletadas para estabelecer niveis de glicemia e funcéo renal
inicial. A acurdcia foi analisada utilizando curvas ROC. Resultados:
Foram recrutados 90 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e 20 nao
diabéticos. A area sob a curva foi de 0,601, com sensibilidade de 20%
e especificidade de 89,47%. Entre os diabéticos, 18% apresentaram
expressao acima do ponto de corte. Conclusao: Estes resultados de
acuracia da expressao do gene da proteina beta-traco na urina de
pacientes diabéticos sao promissores, apesar de nao terem atingido
um nivel alto na 4rea sob a curva.

Descritores: Proteina beta-trago; Prostaglandinas D/biossintese;
Diabetes mellitus tipo 2; Expressao génica; Biomarcadores/urina

ABSTRACT

Objective: To evaluate the gene expression of beta-trace protein in
urine of diabetic patients, with no reduction in glomerular filtration
rate, which was defined as below 60mL/min/1.73m?. Methods:
Type 2 diabetes mellitus patients were recruited, and a group of
non-diabetic individuals served as control. Beta-trace protein gene
expression was analyzed by quantitative PCR. Blood samples were
collected to establish glucose levels and baseline kidney function.
Accuracy was analyzed using ROC curves. Results: Ninety type
2 diabetes mellitus patients and 20 non-diabetic individuals were
recruited. The area under the curve was 0.601, sensitivity of 20%

and specificity of 89.47%. Among diabetic participants, 18% showed
an expression above the cutoff point. Conclusion: These results of
accuracy of beta-trace protein gene expression in urine of diabetic
patients are promising, although they did not achieve a higher area
under the curve level.
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INTRODUGAO

A prostaglandina D-sintase, também conhecida como
proteina beta-trago (BTP - beta-trace protein) do tipo
lipocalina, é uma proteina de baixo peso molecular,
com 168 aminoacidos, codificada no cromossomo 9. A
BTP ¢ amplamente encontrada em uma variedade de
tecidos e fluidos corporais. O peso molecular da BTP
varia entre suas diferentes isoformas, sendo de 23 a
29kDa. Estas isoformas sdo produzidas por um proces-
so de N-glicosilacao pos-traducgao, sendo as isoformas
de menor peso molecular encontradas principalmente
no liquor, e as de maior peso, no sangue ¢ na urina.-?

As duas principais medidas séricas utilizadas no
diagnostico de diabetes sao a glicemia e a hemoglobina
glicada. Tal como acontece em outras doengas cronicas,
a busca por biomarcadores mais sensiveis e especificos
para o diabetes é importante, para permitir interven-
¢Oes mais precoces e minimizar a progressao da doen-
ca e suas complicacdes em possiveis 0rgaos-alvo, como
rins, coracao e cérebro.
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Um dos desafios na descoberta de novos biomar-
cadores € a dosagem, que deve ser simples e pratica,
para facilitar o uso clinico, mas pode interferir na deter-
minacdo das quantidades do biomarcador. Isso ocorre
especialmente no caso da BTP, ja que a concentragao de
BTP ¢ alta em locais que sofrem processos inflamat6-
rios ou, no caso do cérebro, que sofrem trauma. Assim,
os estudos da BTP como possivel marcador de disfun-
¢ao renal, por enquanto, tém se concentrado nos casos
em que niveis elevados da BTP foram encontrados no
sangue e na urina. Nos casos em que se verificam altos
niveis urindrios de BTP, € razoavel considerar a possibi-
lidade de lesao renal.® Como preditores de disfungao
renal inicial, os niveis urinarios de BTP mostraram va-
lor preditivo para doenga renal superior ao de outros
biomarcadores tradicionais.®)

OBJETIVO

Avaliar a expressao do gene da proteina beta-traco na
urina de pacientes com diabetes que nao apresentavam
reducao da taxa de filtracao glomerular, definida como
abaixo de 60mL/min/1,73m?.

METODOS

Os pacientes com diagndstico de diabetes mellitus tipo
2 (DM2) e histérico de, pelo menos, 5 anos de doenca,
determinada de acordo com os critérios estabelecidos
pela American Diabetes Association, foram recrutados
entre 2013 e 2014, dentre pacientes ambulatoriais de
nefrologia e endocrinologia, na regiao metropolitana
de Sao Paulo. Os critérios de exclusao foram existén-
cia de infecclo, neoplasia maligna ativa no momento
da incluséo, presenca de sindrome de imunodeficiéncia
adquirida e diagndstico de doenca renal terminal, com
tratamento conservador ou em diélise.

Este estudo transversal foi desenhado para avaliar
a expressao de BTP durante o diabetes e nao envolveu
alteracoes no esquema de tratamento dos participantes.
Os dois grupos estudados foram classificados pela pre-
sencga ou auséncia de DM2.

Os critérios de inclusdo do Grupo Controle foram
a auséncia de diagnodstico de diabetes e doenga renal
cronica, bem como sem histéria familiar de diabetes e
doenca renal cronica.

Amostras de sangue e urina foram coletadas no
momento do recrutamento para analise dos niveis de
glicemia de jejum, hemoglobina glicada, creatinina sé-
rica e BTP urinéria.

A expressao do gene da BTP na urina foi medida
por meio do isolamento do RNA urinéario (1ug, inicial-
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mente), que foi, entdo, convertido em cDNA de pri-
meira cadeia, com o auxilio do SSIII First Strand gPCR
Supermix (Invitrogen, no. de catalogo 11752050), de
acordo com o protocolo do fabricante.

A expressao do gene especifico da BTP foi avalia-
da por reacao em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (RT-qPCR - real-time-quantitative polymerase
chain reaction). Para padronizar e determinar a expres-
sao relativa do gene alvo, o gene de referéncia glice-
raldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) também
foi expresso. Os iniciadores especificos dos genes alvo e
de referéncia foram desenvolvidos com a ajuda do pro-
grama Primer3 Input 0.4.0, e a especificidade deles foi
verificada pelo programa Primer-BLAST.

Para o RT-qPCR, foi utilizado um termociclador
Applied Biosystems 7500 Real Time PCR Systems
(Applied Biosystems, Foster City, EUA). Cada amostra
teve um volume final de 15uL, contendo 1 x SYBR
Green mix (kit Quantitec SYBR Green PCR, QIAGEN
no. catalogo 204 054), 10pmol de cada iniciador espe-
cifico e 2uL. de cDNA diluido 10x. Os parametros de
amplificacao incluiram um hot start inicial a 95°C du-
rante 15 segundos e a 60°C para a sequéncia iniciadora.

Para verificar as diferencas na expressao do gene da
BTP na urina entre os grupos, a média e o desvio pa-
drao foram analisados usando o teste ¢ de Student para
amostras independentes. A mediana, e o primeiro e o
terceiro quartis foram analisados utilizando o teste de
Mann-Whitney.

Para verificar a expressao do gene da BTP na uri-
na acima e abaixo do ponto de corte de 6,34, confor-
me estabelecido na literatura, utilizou-se a frequéncia
relativa. A verificacado de possivel associacao entre as
quantidades expressas entre os dois grupos foi realizada
com o teste 2.

Para determinar a sensibilidade e especificidade da
BTP como preditor do diabetes, utilizou-se curva receiver
operating characteristic (ROC). A chance de resultados
positivos ou negativos em pacientes diabéticos com
base na expressao da BTP foi avaliada, respectivamen-
te, pelas razdes de verossimilhanga positiva e negativa.
O nivel de significancia foi de 95%. As andlises estatis-
ticas foram realizadas usando o software Stata®, versao
11.0 (EUA).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina do ABC, sob o
numero 295.177, CAAE: 16235413.0.0000.0082.

RESULTADOS

No total, 110 pacientes foram recrutados para este es-
tudo, sendo 90 individuos com DM2 e 20 nao diabéticos
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no Grupo Controle. O objetivo do Grupo Controle foi
validar a analise da expressao génica de BTP.

O Grupo Diabético apresentou hemoglobina glicada
média de 8,38% e eGFR média de 79,1mIL/min/1,73m?
Dos 90 pacientes, 48,8% eram homens e a média de ida-
de foi 61,3 anos. Dos 20 pacientes no Grupo Controle,
25% eram homens e a média de idade foi 38,3 anos.

A tabela 1 mostra a média e a mediana da expressao
de BTP observada. Tanto a média (p=0,08) como a me-
diana (p=0,70) foram mais altas no Grupo Diabético,
em comparagao ao controle, mas nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

Tabela 1. Andlise da expresséo de proteina beta-trago entre grupos

Mediana Valor de

- .
Grupo  Média (DP) CV (p.25;p,75) p* Valor de p
Controle 107(5.27) 493 2,01(-2,66; 4,15) 0,158 0,080
DM2 3,57(5,21) 1,46 2,80(0,13; 5,42)

* teste t de Student; " teste de Mann-Whitney. DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variabilidade; p.25-p.75: percentil 25
€ 75%; DM2: diabetes mellitus tipo 2.

A figura 1 mostra a capacidade diagndstica da BTP
como preditor de lesao renal em pessoas com diabetes,
usando a curva ROC. Préximo ao ponto de corte esta-
belecido na literatura (6,34), a BTP como preditor de
lesdo renal teve sensibilidade de 20%), especificidade de
89,47%, acuracia de 39,13%, razao de verossimilhanca
positiva de 1,90 e razdo de verossimilhanga negativa de
0,89, com uma area sob a curva ROC de 0,610.
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Figura 1. Curva ROC da expressao génica da proteina beta-traco na urina entre
pacientes com e sem diabetes mellitus tipo 2

DISCUSSAO

A metodologia utilizada neste estudo nio tem prece-
dentes na literatura, porque, ao invés de investigar a
concentracao de BTP, foi medida a variacao com base

na expressao génica da BTP. Foi verificada possivel re-
lagao entre presenca ou auséncia de funcdo renal anor-
mal em diabéticos e a expressdo da BTP.¢:9

A BTP é amplamente encontrada nos tecidos e flui-
dos corporais, € 0 aumento na concentracao da BTP
foi estudado como possivel biomarcador de reducao
da taxa de filtracao glomerular. No entanto, tal como
outros marcadores, a concentracio de BTP encontra-
da demonstrou grande variabilidade, dependendo do
método de medicao utilizado, além de flutuagoes in-
traindividuais. Selvin et al.,(” avaliaram o coeficiente de
variabilidade entre os diferentes marcadores de taxa de
filtracao glomerular, como cistatina C, beta-2-microglo-
bulina e BTP. De todos os marcadores avaliados, a BTP,
quando medida em termos de massa e concentracao, foi
0 que apresentou maior variabilidade intraindividual.

Essa variabilidade €, no minimo, parcialmente cau-
sada pela existéncia de varios isdmeros da BTP. As
medidas dispares sao resultado das mudancas nas con-
centracoes relativas de cada isomero. Além disto, as di-
ferencas na glicosilacao de cadeia lateral, bem como as
diferencas de clearance, dependem do fluido especifico
(sangue, urina ou liquor) em que se encontra a BTP.¢9)
A BTP no liquor, com glicosilacao relativamente baixa,
¢ excretada pelo figado, enquanto os isdmeros com al-
tas taxas de glicosilacao sao eliminados pelos rins.® A
medicao da BTP com base na expressao génica, em vez
da concentracao, elimina as variagdes decorrentes dos
isOmeros.

Dada esta vantagem metodoldgica, a anélise da
curva ROC mostrou resultados satisfatorios, consi-
derando-se que o valor 0,7 é geralmente considerado
como o limite inferior para um bom marcador, e valores
acima de 0,9 sdo considerados excelentes. E promissor
o fato de esta andlise, usando a expressao génica, ter
atingido um valor de 0,61.

Viérios estudos verificaram aumento na concentra-
¢do de BTP em pacientes diabéticos que ja apresenta-
ram outros sinais de funcio renal reduzida.®'") Um au-
mento no BTP também foi verificado em pacientes com
sindrome metabdlica e pacientes que apresentaram
eventos cardiovasculares, sugerindo que a BTP também
pode ser usada como preditor de diabetes.” No en-
tanto, nenhum destes estudos correlacionou a presenga
de diabetes sem doenga renal ou outras alteracoes pa-
toldgicas, como infecgdes ou alteragdes no liquor, com
aumentos na BTP.

CONCLUSAO

A expressao do gene da proteina beta-traco em pacien-
tes diabéticos apresentou boas sensibilidade e especifi-
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cidade. Estes resultados sao promissores, apesar de a
area sob a curva alcangada nao ter sido tdo alta.
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