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RESUMO

Introducgao: A permeabilidade intestinal € uma caracteristica da barreira intestinal que
realiza o controle de substancias do meio externo para o meio interno do organismo.
Estudos mostram sua associagdo com diversas doengas crénicas, como obesidade,
doengas cardiovasculares, diabetes mellitus (DM) e doenga renal crénica (DRC).
Diversos marcadores tém sido estudados para avaliar a permeabilidade intestinal em
diferentes patologias entre eles, a zonulina, uma proteina responsavel por realizar a
abertura das jungdes firmes ou tight junctions (do inglés), encontradas entre os
enterocitos da barreira intestinal.

Objetivos: Avaliar a permeabilidade intestinal, através da zonulina sérica, em
individuos com doenca renal do diabetes (DRD), e associa-los com paréametros renais,
glicémicos, lipidicos, inflamatérios e antropométricos.

Metodologia: Este € um estudo caso-controle, que incluiu quatro grupos de
individuos: 1) controle ndo-DM2: sem DM2 ou DRC; 2) controle DM2: pacientes
diabéticos sem funcéo renal prejudicada; 3) DRD albuminuricos: pacientes diabéticos
com albuminuria (EUA) > 30 mg/g de creatinina, mas taxa de filtragdo glomerular
estimada (TFGe) > 60 ml/min/1,73 m3; 4) DRD avangada: pacientes diabéticos com
EUA > 30 mg/g de creatinina e TFGe < 60 ml/min/1,73 m3. Permeabilidade intestinal
foi determinada por niveis séricos de zonulina utilizando o teste de ELISA. Outros
parametros clinicos foram avaliados, como glicemia em jejum, hemoglobina glicada,
colesterol total, colesterol-LDL (LDL), colesterol-HDL, triglicerideos, interleucina-6,
proteina C-reativa, creatinina, albuminuria, proteinuria, gordura corporal e for¢a do
aperto de méo (FAM).

Resultados: Oitenta e seis pacientes foram incluidos no estudo (18 controles nao-
DM2, 26 controles DM2, 20 DRD albuminuricos e 22 DRD avangada). A maioria dos
sujeitos era do sexo feminino e de etnia caucasiana. Os pacientes dos grupos com
DM2 nao apresentaram diferenca na duragao do diabetes. Além disso, a maioria dos
pacientes diabéticos era hipertensa (p < 0,001), diferente do grupo ndo-DM2. Os
pacientes do grupo controle DM2 apresentaram os maiores niveis de zonulina quando
comparado ao grupo DRD avancgada ([131,3 (83,0-170,5) vs. 63,7 (45,0-106,0) pg/mL;
p = 0,004].). Apos transformacgao logaritmica e ajustes para LDL, FAM e percentual

de gordura corporal, ocorreram diferengas entre o grupo controle DM e os grupos



controle n&do-DM, DRD albuminuricos e DRD avangada (p = 0,003), demonstrando
uma permeabilidade intestinal prejudicada nos pacientes controles DM. Houve uma
correlagao positiva entre zonulina sérica e colesterol total (r = 0,29; p = 0,034), LDL (r
= 0,26; 0,021), TFGe (r = 0,22; p = 0,040) e FAM (0,28; p = 0,011) e, correlagdes
negativas entre zonulina e duragédo do DM (r = -0,24; p = 0,049), percentual de gordura
corporal (r=-0,27; p = 0,014), proteinuria (r = -0,21; p = 0,048), albuminuria (r =-0,24;
p = 0,024) foram observadas. N&o houve correlagbes significativas entre zonulina e
parametros inflamatorios. Menores concentragcdes de zonulina foram encontradas em
pacientes que apresentaram desfechos renais, como perda de funcido renal ou
hemodialise apos 5 anos da inclusdo no estudo (p = 0,007).

Conclusao: Os valores séricos elevados de zonulina sugerem que os pacientes do
grupo controle DM2 apresentam uma permeabilidade intestinal prejudicada, quando
comparado aos controles saudaveis. Ao avaliar diversos grupos de pacientes
diabéticos com fung¢des renais distintas, € possivel observar que menores niveis de

zonulina parecem apresentar piores desfechos renais.

Palavras-chave: permeabilidade intestinal; zonulina; doenca renal do diabetes;

diabetes mellitus; doenca renal crénica.



ABSTRACT

Introduction: Intestinal permeability is a gut barrier feature that controls the flux
between external and internal environment. Studies show its association with chronic
diseases, such as obesity, cardiovascular diseases, diabetes mellitus (DM) and
chronic kidney disease (CKD). Some markers have been studied to measure intestinal
permeability in illness, among them, zonulin, which is a protein responsible for opening
tight junctions found between the gut barrier.

Objectives: Evaluate intestinal permeability by measuring serum zonulin in subjects
with diabetic kidney disease (DKD), and correlate it with renal, glycemic, lipid,
inflammatory and anthropometric parameters.

Methods: This is a case-control study which included four groups of subjects: 1) non-
DM controls: without DM2 and without CKD; 2) DM controls: diabetic patients without
impaired renal function; 3) Albuminuric DKD: diabetic patients with albuminuria (UAE)
> 30 mg/g creatinin, but estimated Glomerular Function Rate (eGFR) > 60 ml/min/1,73
m?; 4) Advanced DKD cases: diabetic patients with albuminuria (UAE) > 30 mg/g
creatinin and eGFR < 60 ml/min/1,73 m?. Intestinal permeability was estimated by
serum zonulin levels by ELISA. Other clinical parameters were evaluated, such as
fasting glucose, glycated hemoglobin, total cholesterol, LDL-cholesterol (LDL), HDL-
cholesterol, triglycerides, interleukin-6, high sensitivity C-reactive protein, creatinine,
albuminuria, proteinuria, body fat and handgrip strength (HGS).

Results: Eighty-six patients were included in the study (18 non-DM control, 26 DM
control, 20 albuminuric DKD, 22 advanced DKD). Most subjects were female and
Caucasian. Diabetic patients had similar diabetes duration. In addition, most diabetic
patient were hypertensive (P < 0,001), unlike the non-DM subjects. Serum zonulin was
increased in control DM patients when compared to advanced DKD cases [131,3
(83,0-170,5) vs. 63,7 (45,0-106,0) pg/mL; P = 0,004]. After logarithmic transformation
and adjustments for LDL, HGS and body fat, control DM group showed higher zonulin
levels showing statistical difference between control DM group compared to non-DM
control, albuminuric and advanced DKD (P = 0,003), indicating an impaired intestinal
permeability in control DM subjects. There was a positive correlation between serum
zonulin and total cholesterol (r = 0,29; P = 0,034), LDL (r = 0,26; P = 0,021), eGFR (r
=0,22; P = 0,040) e HGS (0,28; P = 0,011) and, negative correlation between zonulin
and DM duration (r = -0,24; P = 0,049), body fat (r = -0,27; P = 0,014), proteinuria (r =



-0,21; P = 0,048) and albuminuria (r =-0,24; P = 0,024) were observed. No correlation
between zonulin and inflammatory parameters was found. Lowest zonulin levels were
found in patients who presented renal function loss or started hemodialysis after 5
years of study inclusion (P = 0,007).

Conclusion: Elevated serum zonulin levels suggests DM control group have an
impaired intestinal permeability compared to non-DM controls. After evaluating
different renal functions in diverse diabetic patients, we could observe that decreased

zonulin levels seems to be related to worse renal outcomes.

Key-words: intestinal permeability; zonulin; diabetic kidney disease; diabetes mellitus;
chronic kidney disease.
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1. INTRODUGCAO

O intestino € um 6rgao que constitui o trato gastrointestinal, dividido em dois
segmentos: delgado e grosso. Como principais fungdes, ele realiza a digestdo e
absorgao de nutrientes, agua e eletrdlitos vindos da dieta, produ¢do de enzimas e
muco, e por fim a formagéo de fezes (KONG; ZHANG; ZHANG, 2018). Seu efeito ndo
€ apenas local, o intestino possui complexos componentes que estido associados com
outras vias metabdlicas (TANG; KITAI; HAZEN, 2017).

A barreira intestinal € uma fina camada de células epiteliais que facilitam a
absorcdo, mas também serve como prevencdo fisica da entrada de moléculas
grandes como enzimas digestivas, toxinas e bactérias para a circulagao
(VANCAMELBEKE; VERMEIRE, 2017). O acesso dessas substéncias € controlado
por uma caracteristica da barreira definida como permeabilidade intestinal
(BISCHOFF et al., 2014). Entre as células epiteliais existem proteinas que separam
ou juntam os enterocitos, conforme o estimulo. Elas sdo conhecidas como tight
junctions (jungdes apertadas) e sdo essenciais para manter a homeostase intestinal
(ULLUWISHEWA et al., 2011).

Quando ha dano ou defeito da mucosa intestinal pode ocorrer o aumento da
entrada de antigenos ou microrganismos. Esse fluxo incontrolado pode ser o gatilho
para o inicio de mecanismos inflamatérios no intestino e em outros o6rgdos
(VANCAMELBEKE; VERMEIRE, 2017). A permeabilidade intestinal prejudicada pode
estar associada com diversas patologias, como doengas gastrointestinais, cerebrais,
autoimunes e metabdlicas (BISCHOFF et al., 2014). Estudos tém demonstrado que
pacientes com obesidade, diabetes mellitus e doenga renal parecem ter um maior
numero de bactérias produtoras de toxinas, influenciadas pelo seu consumo
alimentar, como reducgdo na ingestado de fibras, uso de antibidtico e estilo de vida
(TANG; KITAI; HAZEN, 2017; XING; PETTERSSON; KUNDU, 2020).

O estudo pioneiro em que avaliou a permeabilidade intestinal iniciou no século
XVII, através da introdugcdo de leite com corante azul no intestino de cachorros
(LISTER, 1673), demonstrando indicios de que ocorre um fluxo de substancias
através da barreira intestinal. No inicio do século XX, foi possivel observar que a
barreira intestinal ndo ¢é impermeavel, mas sim dindmica (HOBER, 1901;
OSTERHOUT, 1912). Entre as décadas de 1920 e 1930, iniciaram-se os testes com
diferentes tipos de agucares em modelos animais, sugerindo a seletividade de
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absorgdo no intestino (HEWETT, 1924; MCCANCE; MADDERS, 1930; HOBER;
HOBER, 1937). Ja no inicio dos anos 1960, a importancia da via paracelular (USSING;
WINDHAGER, 1964) foi definida a partir da descoberta das tight junctions
(FARQUHAR; PALADE, 1963), impulsionando a pesquisa em humanos. Assim, foi
utilizado o polietileno glicol (PEG), um marcador ndo absorvivel que sugeriu a
presenca de poros hidrofilicos no enterdcitos (FORDTRAM et al., 1965). Logo, iniciou-
se a procura por métodos menos invasivos (GRYBOSKI et al., 1963). Entédo, na
década de 1970, testes utilizando agucares com pesos moleculares diferentes foram
realizados em pacientes celiacos (WHEELER et al., 1978), introduzindo a combinagao
de dissacarideos e monossacarideos (COBDEN et al., 1978). Estes estudos
demonstraram que pacientes com doenga celiaca apresentam dissacariduria, ou seja,
maior permeabilidade intestinal. Entre as décadas de 1970 e 1980, os testes utilizando
PEG (CHADWICK et al., 1977) e ®'Cr-EDTA (acido etilenodiaminotetracetico)
(BJARNASON et al., 1983) pareciam ser mais indicados, tendo em vista que n&o s&o
degradados pelas bactérias intestinais, diferente dos carboidratos. Por fim, outros
testes podem ser considerados para quantificar o dano da permeabilidade intestinal,
como as proteinas responsaveis por manter a barreira intestinal intacta, como a
ocludina, claudina e zonulina, ou por substancias produzidas pelas bactérias, como o
lipopolissacarideo (LPS) (BISCHOFF et al.,, 2014). Uma revisdo sistematica
demonstrou que, nos estudos incluidos na analise, a zonulina, teste duplo de agucar
e LPS apresentaram boa correlagdo entre eles para avaliar a permeabilidade intestinal
(LEECH et al., 2019).

Os estudos que avaliam a zonulina sérica como marcador de permeabilidade
intestinal nas doengas metabodlicas tém aumentado durante os anos. Os
pesquisadores referem que ocorre um aumento nos niveis de zonulina em pacientes
diabéticos, mostrando uma barreira intestinal mais permeavel (HASSLACHER et al.,
2018). Ja pacientes com DRC em estagio pré-didlise ou pos-transplante renal
apresentam menores niveis séricos de zonulina quando comparado aos individuos
saudaveis (LUKASZYK et al., 2017; MALYSZKO et al., 2014). Seu efeito na fungao
renal, porém, nao foi totalmente elucidado. Por isso, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a permeabilidade intestinal através da zonulina sérica em pacientes
com Doenca Renal do Diabetes e compara-los com pacientes diabéticos em
diferentes estagios da doenca renal e individuos saudaveis.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Microbiota intestinal

O trato gastrointestinal (TGI) é um 6rgdo colonizado por microrganismos que
coexistem de forma simbidtica com o hospedeiro, sendo definido como microbiota
intestinal. A microbiota é constituida por 10 a 100 trilhdes de seres, como bactérias,
fungos e virus (SENDER; FUCHS; MILO, 2016), sendo sua maioria bactérias. Em
torno de 90% delas s&o representadas por apenas 4 filos: Firmicutes, Bacteroides,
Proteobacteria e Actinobacteria. A maioria das bactérias benéficas sdo as Firmicutes
e Citophaga-Flavobacterium-Bacteroides (BIBBO et al., 2016).

A composicido da microbiota inicia, primeiramente, na placenta. Apds o parto,
fatores como o aleitamento materno, introdugcdo alimentar, higiene e uso de
medicamentos condicionam a formagao da microbiota (TOJO et al., 2014). Além disso,
ela é variavel entre as populagdes, de acordo com a genética, etapa de vida, ambiente
e dieta. Atualmente, a microbiota tem sido considerada como um 6rgao enddécrino
(BUSNELLI; MANZINI; CHIESA, 2020). Como principais fungdes no corpo humano,
ela realiza a produgdo de vitaminas e nutrientes essenciais, prote¢cdo contra
patdégenos, regulagdo do sistema imune, além de atuar no metabolismo dos acidos
biliares e auxiliar na digestdo de nutrientes vindos da dieta (ARON-WISNEWSKY;
CLEMENT, 2016).

Alteragcdes na composicdo da microbiota e na produgao de seus metabdlitos
podem ser vistas de acordo com os fatores desencadeantes. A disponibilidade de
nutrientes ingerida tem forte influéncia na microbiota (BROWN et al.,, 2012). Um
consumo adequado de oligossacarideos e carboidratos complexos, principalmente
fibras, favorece o crescimento de bactérias sacaroliticas (Bifidobacteria spp. e
Lactobacillus spp.) e producéo de energia para a fermentagdo, e o consumo proteico
auxilia no seu crescimento (EVENEPOEL et al., 2009). O processo de fermentagao
bacteriana produz acidos graxos de cadeira curta (SCFA — short-chain fatty acids),
como butirato, acetato e propionato, que novamente sao utilizados como fonte de
energia pelos colondcitos e outras bactérias (ANDERS; ANDERSEN; STECHER,
2013) e contribui na saciedade e homeostase da glicose (CANI; DELZENNE, 2009).

Além disso, os SCFA reduzem o pH intestinal, prevenindo o crescimento de bactérias
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potencialmente patogénicas, como Escherichia coli e Enterobacteriaceae (BIBBO et
al., 2016).

Quando ha desequilibrio entre bactérias benéficas e maléficas, define-se como
disbiose intestinal. Além do uso da antibi6ticos e anti-inflamatérios ndo-esteroidais e
tabagismo, outro importante fator associado é o padréo dietético ocidental (elevado
consumo de gordura saturada e proteina animal), que esta relacionado com aumento
de Bacteroides e Enterobacteriaceae (WU et al., 2011). Estas bactérias, que sao
gram-negativas, possuem um componente estrutural de parede de fosfolipidios, onde
fragmentos sao liberados no intestino, acarretando no aumento de LPS, considerados
endotoxinas (BROWN; SADARANGANI; FINLAY, 2013). Estudos demonstraram que
o0 aumento de LPS esta associado com doencgas crénicas, como obesidade e diabetes
mellitus (DM) (TRJSEID et al., 2013) Além disso, ocorre a formagéao paralela de outros
cometabdlitos, como a amdnia, aminas, tidis, fendis e indol, excretados pelas fezes e
rins (EVENEPOEL et al., 2009; SABATINO et al., 2015; TANG; KITAI; HAZEN, 2017).

Alguns destes metabdlitos, como a trimetilamina (TMA) e os SCFA,
apresentam efeitos importantes em algumas vias metabdlicas. Apés a transformacgao
hepatica de TMA em N-oOxido trimetilamina (TMAOQO), seu efeito deletério nas células
endoteliais pode exacerbar o desenvolvimento de aterosclerose (BUSNELLI;
MANZINI; CHIESA, 2020; KOETH, 2013). Ainda, indoxil sulfato e p-cresil sulfato
parecem ser marcadores precoces de redugao de fungdo renal (BARRIOS et al.,
2015), pois tem efeito no aumento da fibrose renal. Por fim, a produgéo excessiva de
amoOnia e ureia causam injuria das células epiteliais.

Ja a producdo de SCFA parece contribuir na prevencdo de obesidade e
hipertensao, além de apresentar efeito importante na modulagéo da permeabilidade
de células intestinais, promovendo a integridade da barreira intestinal (PENG et al.,
2009). A permeabilidade intestinal parece ter um papel na fisiopatologia de diversas
doencgas cronicas. Essa é uma caracteristica importante do epitélio intestinal e que

tem ganhado relevancia clinica.
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2.2. Permeabilidade intestinal

O intestino é um 6rgdo com uma camada unica de células epiteliais que
funcionam como uma barreira fisica entre o ambiente externo e a circulagao
sanguinea (OLIVEIRA; HAMMES, 2016; STURGEON; FASANO, 2016). A barreira
intestinal previne contra a perda de eletrdlitos e agua, além de impossibilitar a entrada
de antigenos e microrganismos para dentro do corpo. Ainda, ela permite a troca de
moléculas entre hospedeiro e ambiente, e realiza a absorcdo de nutrientes
(BISCHOFF et al., 2014). Esse controle de entrada de substancias para dentro da
célula é chamado de permeabilidade intestinal. Uma permeabilidade intestinal normal
é definida como “‘uma permeabilidade estavel encontrada em individuos saudaveis,
sem sinais de inflamagéao, intoxicagdo ou fungéo intestinal prejudicada” (BISCHOFF
et al., 2014).

Sabe-se que bactérias comensais tém efeito na permeabilidade intestinal
(STURGEON; FASANO, 2016). A Figura 1 demonstra a relacdo entre microbiota
intestinal, imunidade da mucosa e permeabilidade intestinal. Existem mecanismos de
defesa e regulagédo da barreira intestinal que modulam a entrada de substéncias. As
membranas dos enterdcitos, a secregdo de muco e o mecanismo de defesa
imunologico sdo alguns exemplos (SEKIROV et al., 2010). As proteinas chamadas de
tight junctions mantém a permeabilidade intestinal conforme as necessidades
fisiologicas. Elas possuem proteinas aderentes, conhecidas como ocludina, claudina
e zonulina (BAUMGART; DIGNASS, 2002).
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Figura 1: Relag&o entre permeabilidade intestinal, microbiota intestinal e imunidade
da mucosa.

Permeabilidade intestinal

/ \
/ Digestdo alimentar \
/  captagdo de liquidos

‘ Epitélio \
/e Células imunes \\\
o Vasos sanguineos \
/ Musculo liso \
Microbiota .*‘/ Sistema nervoso entérico \ Imunidade
intestinal da mucosa

Fonte: Bischoff et al., 2014.

O importante papel fisiologico da permeabilidade intestinal tem sido observado
tanto em aspectos fisiologicos quanto patologicos. Por isso, cada vez mais estudos
estdo descrevendo métodos de avaliagdo da permeabilidade intestinal em individuos,
mas os resultados s&o controversos. Inicialmente, eram utilizados métodos mais
invasivos, como bidpsia de tecido intestinal através da Camara de Ussing (USSING;
ZERAHN, 1951). Atualmente, dispomos de alguns marcadores nao-invasivos, que
podem ser orais, séricos, urinarios e fecais. O método mais comum é o teste duplo de
acgucar, que consiste na administracdo oral de dois componentes com composi¢cao
molecular e absorc¢éo diferentes, com posterior medi¢cao urinaria e expressa na razao
lactulose/manitol (BJARNASON; MACPHERSON; HOLLANDER, 1995).

Além disso, € possivel dosar alguns marcadores relacionados as bactérias,
como as endotoxinas (LPS) ou de dano epitelial (tight junctions), apos coleta de
amostras séricas, urinarias ou fecais. Uma reviséo sistematica demonstrou o uso oral
de lactulose/manitol, zonulina sérica ou fecal e LPS sérico para avaliar a
permeabilidade em diversas patologias (LEECH et al., 2019). Ao avaliarem os artigos
incluidos na revisdo, os autores relatam que a zonulina sérica apresentou alta
correlacdo com outros dois marcadores de permeabilidade intestinal, o teste duplo de
acucar (lactulose/manitol) e com o LPS, podendo assim ser considerado um marcador
de alta acuracia para avaliar a permeabilidade intestinal em pacientes com diferentes
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patologias (LEECH et al., 2019). Como o teste duplo de agucar demanda mais tempo
do paciente (em torno de 5-8h), o uso de outros marcadores pode ser mais vantajoso
do ponto de vista logistico (BISCHOFF et al., 2014).

Em 2000, o pesquisador Fasano descobriu uma toxina que realizava a abertura
do espaco entre os enterocitos, chamada de Zonula occludens toxin, apos a producao
da vacina de célera (FASANO et al., 2000). Anos depois, foi possivel encontrar uma
proteina produzida pelo corpo que realiza a mesma fungdo que a toxina, chamada
entdo de zonulina (FASANO, 2011). Ela foi descrita como uma proteina de
aproximadamente 47 dKa, que regula a permeabilidade intestinal de forma reversivel.
A zonulina faz parte das tight junctions, responsavel por regular a passagem de
moléculas entre o lumen intestinal e a corrente sanguinea, pela rota paracelular. Sua
liberagdo no lumen acarreta em aumento de permeabilidade intestinal e desmontagem
da zonulina do complexo das tight junctions. Seu estimulo se da, principalmente, pela
presenca de bactérias e a proteina do gluten, gliadina (STURGEON; FASANO, 2016).
Ela foi primeiramente observada em pacientes com doenga celiaca (FASANO et al.,
2000).

2.3. Permeabilidade intestinal em doengas cronicas

Inicialmente, os estudos evidenciavam que a microbiota estava associada com
doencas locais, que acometiam apenas o TGI, como doenca inflamatoria intestinal,
gastrite ou ulcera péptica (FLOCH; RINGEL; WALKER, 2016). Entretanto na ultima
década, os estudos referem que uma microbiota desequilibrada torna o intestino mais
permeavel (TANG; KITAI; HAZEN, 2017). Sendo assim, uma permeabilidade intestinal
prejudicada tem como caracteristica a perda da homeostase intestinal,
comprometimento funcional e doengas que podem afetar outras regides do organismo
(BISCHOFF et al., 2014).

O principal acometimento intestinal € a entrada de substancias que deveriam
ser excretadas nas fezes. A entrada de bactérias, DNA bacteriano e outros
metabdlitos provenientes do metabolismo bacteriano para dentro da célula e posterior
circulagao é chamado de translocagdo bacteriana (BAUMGART; DIGNASS, 2002).
Como defesa, o corpo realiza a ativagdo de macrofagos, células dendriticas e
linfécitos T (VAZIRI et al., 2012). Essa cascata ocasiona em inflamac&o local e
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sisttmica (ADELVANE; RODRIGUES, 2016), e esta relacionada com doencas
cronicas sistémicas ou “extraintestinais” e inflamagao sistémica de baixo grau
(BISCHOFF et al., 2014).

O rompimento da barreira intestinal pode ter um papel no desenvolvimento de
doencas, entretanto parece nao ser suficiente para o desenvolvimento das mesmas.
Tendo em vista que seu papel fisiopatoldégico ndo foi totalmente elucidado, sabe-se
que a permeabilidade intestinal prejudicada inicia uma cascata inflamatoria
(STURGEON; FASANO, 2016). Uma revisao sistematica recente teve como obijetivo
identificar os fatores de risco mais associados com a permeabilidade intestinal.
Inflamacgéo, dislipidemia, hiperglicemia, obesidade, dieta ocidental, comorbidades e
severidade de doengas graves parecem ser os fatores que mais influenciaram na
permeabilidade intestinal (LEECH et al., 2019).

Os dados sobre marcadores que avaliam a permeabilidade intestinal nas
doengas crbnicas s&o escassos e controversos. O teste duplo de agucar ja foi
associado com doencas hepatica avancgada e cirrose, mostrando uma permeabilidade
intestinal prejudicada, com elevado perfil inflamatorio nesses pacientes (CARIELLO
et al., 2010). Ja o LPS demonstrou permeabilidade prejudicada em pacientes com
obesidade (TRJSEID et al., 2013), DM2 (JAYASHREE et al., 2014), inflamagao por
Interleucina-6 (IL-6) (MORENO-NAVARRETE et al., 2012) e doencga renal crbnica
(DRC) (FICEK et al., 2017).

A zonulina também foi utilizada como um marcador de permeabilidade intestinal
na dislipidemia (OHLSSON; ORHO-MELANDER; NILSSON, 2017), obesidade
(MORENO-NAVARRETE et al., 2012) e no DM2. O aumento de zonulina sérica em
pacientes DM2 demonstrou uma permeabilidade intestinal prejudicada, quando
comparado aos individuos saudaveis (HASSLACHER et al., 2018). O mesmo foi
encontrado em pacientes diabéticos em pré-dialise, com elevados niveis de LPS e
TMAO (AL-OBAIDE et al., 2017). Estes resultados referem que elevados niveis de
zonulina parece demostrar uma permeabilidade intestinal prejudicada. Em
contrapartida, dois estudos demonstraram valores reduzidos de zonulina sérica em
pacientes com fung&o renal prejudicada, quando comparado a individuos saudaveis,
mostrando que o mecanismo da zonulina na fungdo renal ndo foi totalmente
compreendido (LUKASZYK et al., 2017; MALYSZKO et al., 2014). Esses dados

corroboram com uma revisao sistematica que encontrou resultados contraditérios em
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relacdo aos métodos de permeabilidade intestinal na DRC. Os autores concluem que
a avaliacio de D-lactato produzida pelas bactérias e quantificagcado bacteriana ndo séo
influenciadas pela fungdo renal, porém € necessario cautela ao interpretar os
resultados (TERPSTRA et al., 2016). Sendo assim, & possivel observar que a

avaliacao da permeabilidade intestinal ainda € um cenario controverso.

2.4. Doencga Renal do Diabetes e Permeabilidade intestinal

De acordo com a International Diabetes Federation (IDF, Federacéo
Internacional de Diabetes), em 2017, a prevaléncia mundial de diabetes era de 8,8%,
ou seja, 424,9 milhdes de pessoas apresentavam algum tipo de diabetes mellitus.
Estima-se que, no ano de 2045, ocorra um aumento para 628,6 milhdes de casos. O
Brasil encontra-se em 4° lugar entre os paises com maior numero de casos de
diabetes no mundo, ficando atrds apenas da China, india e Estados Unidos
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Ja esta bem estabelecido que a hiperglicemia € a causa mais importante de
complicagdes vasculares em 6rgaos-alvo em pacientes diabéticos (ROCCO; BERNS,
2012). Cerca de 20 a 40% dos pacientes possuem algum acometimento renal, sendo
denominado Doenga Renal do Diabetes (DRD) (KDIGO, 2013). A prevaléncia de
ESRD (end stage renal disease — doenga renal em estagio final) ocorre 10 vezes mais
em pacientes com diabetes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Em pacientes com DM2, o rastreamento para avaliacdo de complicacbes em
orgao-alvo deve ocorrer anualmente. O diagnostico da DRD é clinico, baseado na
presencga de albuminuria (> 30 mg/g de creatinina) e/ou redugéo da Taxa de Filtragédo
Glomerular estimada (eTFG) (eTFG < 60 ml/min/1,73m?), além da auséncia de sinais
ou sintomas de outras causas de dano renal. Também s&o incluidos aqueles
pacientes que apresentam uma longa duragdo do DM, albuminuria sem hematuria e
perda gradual e progressiva da eTFG (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019).

A barreira intestinal do paciente com DMZ2 encontra-se comprometida
(KANBAY et al., 2018), uma vez que o numero de bactérias como Clostridium e
Proteobacterias encontra-se aumentada, ocasionando dano a mucosa e aumento da
permeabilidade intestinal (JAKOBSSON et al., 2015). Além disso, ocorre uma redugao
da populagao de bactérias como Lactobacillus e Bifidobacteria (KANBAY et al., 2018),
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cujas fungbes sao fortalecer a barreira intestinal, estabilizando as tight junctions, e
promovendo a secrecdo de muco e Imunoglobulina A (IgA) (OHLAND;
MACNAUGHTON, 2010). A disfungdo da barreira intestinal pode ser um fator
importante no desenvolvimento de DM2, ja que ocorre liberagdo de fragmentos pro-
inflamatorios como o LPS, que causa resisténcia a insulina (KANBAY et al., 2018).

Os pacientes DM2 apresentam alteracées na producdo de metabdlitos vindos
da microbiota intestinal. A producdo de SCFAs encontra-se reduzida no DM2
(KARLSSON et al., 2013). As principais consequéncias s&o o aumento da resisténcia
a insulina, reducédo da secregdo de peptideo semelhante a glucagon-1 (GLP-1) e
reducdo na secregao de insulina (SABATINO et al., 2017). Além disso, estudos
demonstram que pacientes com DM2 apresentam maiores niveis de TMAO que
pacientes ndo diabéticos. Esse aumento na concentracédo sérica foi associado com
aumento do risco de eventos cardiacos e mortalidade, independente de controle
glicémico e funcéo renal (TANG et al., 2017). Ainda, foi observado que as vias do
TMAO, SCFA e dos acidos biliares interage com outros horménios como a grelina,
leptina, GLP-1 e peptideo YY. Sendo assim, algumas delas podem impactar na
homeostase da glicose e outros processos metabdlicos relacionados a sindrome
metabdlica (TANG; KITAI; HAZEN, 2017).

Da mesma maneira que no DM2, sugere-se que a barreira intestinal possa
apresentar um aumento da permeabilidade na DRC (GULDRIS; PARRA; AMENOS,
2017). A populagdo de bactérias protetoras encontra-se reduzida, como o
Lactobacillus. Essas bactérias sao consideradas protetoras, pois produzem moléculas
nefroprotetoras, como o butirato e vitamina K (CASTILLO-RODRIGUEZ et al., 2018).
Ja as bactérias proteoliticas, como o Clostridium e Bacteroides, séo encontradas em
maior quantidade no intestino de pacientes com DRC, relacionadas com piores
desfechos (CASTILLO-RODRIGUEZ et al., 2018).
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Figura 2: Conceito hipotético sobre como o rim em estagio terminal e a
microbiota intestinal afetam uma a outra.
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Um estudo levantou a hipétese de que um ambiente urémico pode ocasionar
disbiose e perda da integridade da barreira intestinal (ANDERS; ANDERSEN;
STECHER, 2013), conforme a Figura 2. Estudos sugerem uma interagao entre o eixo
intestino-rim, onde as bactérias intestinais geram metabdlitos potencialmente toxicos
(COSOLA et al., 2018; LI; TANG, 2018). Esse processo pode estar envolvido na
inflamacéo sistémica da DRC e ter papel na progressdo da doengca (ANDERS;
ANDERSEN; STECHER, 2013). Ao mesmo tempo, a DRC pode impactar na
composi¢cado da microbiota, causando dano na barreira intestinal epitelial, ocorrendo
uma translocagado de endotoxinas e bactérias do lumen a corrente sanguinea pelo

aumento da permeabilidade intestinal (SABATINO et al., 2015), conforme Figura 3.
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Figura 3: Relagéo bidirecional entre a microbiota intestinal e progressado da DRC.
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Fonte: Castillo-Rodrigues et al., 2018.

Outros estudos observaram que a uremia, presente na DRC, aumenta o influxo
de ureia no lumen intestinal (RAMEZANI; RAJ, 2013). Isso acarreta em aumento da
concentracdo de bactérias que contém a urease microbial, uma enzima bacteriana
que realiza a hidrélise da ureia para altas quantidades de amodnia, e depois é
transformada em hidroxido de amoénia (VAZIRI; ZHAO; PAHL, 2016). Estas duas
ultimas substancias sao as responsaveis por causar ruptura das tight junctions
presentes na barreira epitelial e posterior aumento da permeabilidade intestinal. Um
estudo avaliou diversidade bacteriana de pacientes saudaveis e com ESRD e
observou um maior numero de familias de bactérias que possuem urease microbial
nos pacientes em hemodialise, 0 que contribui na toxicidade urémica e inflamacao
sistémica presente nesses pacientes (WONG et al., 2014).

Os metabdlitos, ou toxinas urémicas, sao produzidos pelas bactérias e séo
solutos que normalmente sédo excretados pelos rins de um individuo saudavel. Em
pacientes com DRC, porém, eles sao retidos pelo rim e se acumulam, por isso sao
chamados de toxinas urémicas microbianas (BORGES et al., 2016; NALLU et al.,
2017). Estudos observaram que a ruptura das tight junctions por essas toxinas parece
ser a maior causa de disfuncdo da barreira intestinal na DRC, ja que acarreta em
translocacdo de DNA bacteriano e toxinas a circulacdo sistémica, resultando em
inflamagao sistémica (SABATINO et al., 2015; TANG; KITAI; HAZEN, 2017),
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Tendo em vista o impacto das toxinas urémicas na progressédo da DRC, é
importante conhecer suas fontes. Dentro do grupo dos fendis, o p-cresol e o p-cresol
sulfato sdo produtos da fenilalanina e tirosina. Ja o indoxil sulfato € originado da
degradagao do triptofano e sulfatado no figado (GULDRIS; PARRA; AMENOS, 2017).
Além de causar a ruptura das tight junctions, estas toxinas estao relacionadas com o
desenvolvimento de fibrose e deterioragdo da fungao renal (MUTSAERS et al., 2015),
além de dano endotelial, rigidez arterial e calcificacado adrtica (BARRETO et al., 2009).

Ja as aminas também possuem um produto do metabolismo intestinal e tem
ganhado interesse na area clinica. O TMAO ¢é derivado da colina e L-carnitina e
excretado pelos rins (COSOLA et al., 2018). Suas fontes sdo a carne vermelha,
produtos lacteos e gema do ovo. Tendo em vista uma barreira intestinal mais
permeavel, seu efeito no rim € o aumento da esclerose glomerular e fibrose intersticial,
e seu aumento pode ser um preditor de risco cardiovascular e mortalidade em
pacientes com DRC (MEIJERS; EVENEPOEL, 2011).

Diversos fatores relacionados ao maior dano a barreira e permeabilidade
intestinal estdo presentes na vida de pacientes com DRC. Além da uremia, que ja foi
discutida, o uso de quelantes de fosforo, de antibidticos e da alimentagdo contribuem
para as alteragdes da microbiota e consequente permeabilidade intestinal (SABATINO
et al., 2017). Os pacientes com DRC, principalmente no seu estagio final, possuem
diversas restricdes alimentares para o controle da hipercalemia. Os alimentos-fonte
de potassio, como as frutas e legumes, sao ricas em fibras; sua redugdo no consumo
promove reducdo no numero de bactérias produtoras de SCFA, que séao
nefroprotetoras (WONG et al., 2014) e aumenta o numero de bactérias que possuem
a urease microbial. Esta mudanca da alimentagdo pode colocar a producéo
microbiana de nutrientes em risco e afetar a saude dos enterdcitos (LAU; KALANTAR-
ZADEH; VAZIRI, 2015).

E possivel observar que em ambas as condigdes clinicas (DM2 e DRC),
ocorrem efeitos negativos na microbiota intestinal, na permeabilidade intestinal e no
intestino em si. Os estudos que relacionam a saude intestinal e as complicacdes
renais no DM2 s&o escassos. Vale recordar o aumento de marcadores que
possibilitam a avaliagdo da permeabilidade intestinal, como o teste duplo de agucar,
LPS e zonulina. Foi observado que pacientes diabéticos com complicagdes renais

podem ter maiores lesbes na mucosa intestinal que pacientes com fungao renal
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normal (ZHONG et al., 2016). Outro estudo que avaliou a microbiota e marcadores de
permeabilidade intestinal em pacientes diabéticos com TFGe < 30 ml/min/1,73m?
demonstrou que o grupo DM2-DRC apresentou maior numero de bactérias produtoras
de TMAO, intestino mais permeavel, pelos niveis de zonulina e LPS, e disfuncéo
endotelial, quando comparado aos individuos saudaveis (AL-OBAIDE et al., 2017).
Tendo em vista a escassez de estudos relacionados e a DRD como uma doenga
multifatorial, torna-se necessario a avaliagcdo da permeabilidade intestinal em
diferentes estagios da DRD, podendo auxiliar na compreensdo do impacto da
permeabilidade intestinal na doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar a permeabilidade intestinal nos individuos com Doenga Renal do
Diabetes, pacientes controles diabéticos sem DRD e individuos saudaveis através

dos niveis séricos de zonulina.

3.2. Objetivo especifico
Correlacionar a permeabilidade intestinal com parametros renais,
glicémicos, lipidicos e inflamatorios entre os grupos.
Avaliar o desfecho cardiovascular e renal e 6bito apds 5 anos da inclusao
no estudo.
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Resumo
A zonulina foi reconhecida como uma proteina responsavel por realizar a
abertura das tight junctions no epitélio intestinal. Ela esta relacionada com doencgas
como obesidade, doengas cardiovasculares, diabetes mellitus (DM) e doenga renal
cronica (DRC). Seu mecanismo na DRC n&o foi totalmente elucidado. O objetivo deste
estudo € avaliar a permeabilidade intestinal através da zonulina sérica em pacientes
com Doencga Renal do Diabetes. Este € um estudo caso-controle que incluiu quatro
grupos de estudos: 1) controle n&do-DM2: sem DM2 ou DRC; 2) controle DM2:
pacientes diabéticos sem fungao renal prejudicada; 3) DM2 albuminuricos: pacientes
diabéticos com albuminuria (EUA) > 30 mg/g de creatinina, mas taxa de filtragao
glomerular estimada (TFGe) > 60 ml/min/1,73 m3; 4) DRD: pacientes diabéticos com
EUA > 30 mg/g de creatinina e TFGe < 60 ml/min/1,73 m3. Os niveis séricos de
zonulina foram dosados por teste ELISA, e correlacionados com parametros renais,
glicémicos, lipidicos, inflamatérios e de composi¢cdo corporal. Foram incluidos 86
individuos. O grupo controle DM2 apresentou os maiores niveis de zonulina quando
comparado ao grupo DRD ([131,3 (83,0-170,5) vs. 63,7 (45,0-106,0) pyg/mL; p =
0,004].), apresentando diferenga com todos os outros grupos apos transformacgao
logaritmica e ajustes para LDL-colesterol, forca do aperto de m&o e percentual de
gordura corporal (p = 0,003), mostrando uma permeabilidade intestinal prejudicada
quando comparado aos outros grupos. Houve correlagdo positiva entre zonulina e
colesterol total, LDL-colesterol e forga de aperto de mao. Correlagdes negativas entre
zonulina e proteinuria, albuminuria, gordura corporal e duragdo do DM foram
observadas. A zonulina sérica demonstrou uma barreira intestinal mais permeavel nos
pacientes controles DM2. Menores niveis séricos de zonulina foram associados com

maiores desfechos renais, porém seu mecanismo deve ser melhor compreendido.
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ABSTRACT

Zonulin is a protein responsible for opening the tight junctions complex at the
intestinal epithelium. It is related with diseases such as obesity, cardiovascular
diseases, diabetes mellitus (DM) and chronical kidney disease (CKD). It functions in
CKD wasn't totally elucidated yet. This study aimed to evaluate intestinal permeability
measuring serum zonulin in patients with diabetes kidney disease (DKD). This is a
case-control study that included four study groups: 1) non-DM controls: without DM2
nor CKD; 2) DM2 controls: diabetics patients without impaired kidney function; 3) DM2
albuminurics: diabetics patients with albuminuria (UAE) > 30mg/g creatinine, but with
estimated glomerular filtration rates (eGFR) > 60ml/min/1,73 m*4) DKD: diabetics
patients with UAE > 30mg/g creatinine and eGFR < 60ml/min/1,73 m?. Serum levels
of zonulin were dosed by ELISA kit and correlated with kidney, glycemic, lipidic,
inflammatory and corporal composition parameters. Eighty-six individuals were
included. DM2 control group presented higher levels of zonulin when compared to DKD
group ([131,3 (83,0-170,5) vs. 63,7 (45,0-106,0) pg/mL; P = 0,004]), showing
difference with all other groups after logarithmical transformations and adjusts to LDL-
cholesterol, handgrip strength and body fat (P= 0,003), showing an impaired intestinal
permeability. Positive correlations have been occurred between zonulin and total
cholesterol, LDL-cholesterol and handgrip strength. Negative correlations have been
showed between zonulin and proteinuria, albuminuria, body fat and DM duration.
Serum zonulin showed a more permeable intestinal barrier in DM2 control subjects,
Lower zonulin levels were associated with greater renal outcomes, however its

mechanisms should be better understood.
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Introducgao

Tem-se observado um possivel papel da microbiota intestinal na fisiopatologia
do DM [1] e da DRC [2]. Em ambos os casos, sugere-se uma redugao da populagao
de bactérias benéficas e proliferacdo de bactérias maléficas, como Clostridium e
Proteobacterias [3], 0 que € chamado de disbiose. Em pacientes com DRC avangada,
ocorre aumento de bactérias que possuem a enzima urease microbial, responsavel
por hidrolisar a ureia em excesso encontrada no intestino, transformando-a em aménia
[4]. Tendo em vista a fungdo renal reduzida, seu acumulo torna-se toxico, impactando
na permeabilidade intestinal e na progressédo da DRC [5,6], formando um ciclo que se
retroalimenta.

Quando a barreira intestinal encontra-se prejudicada, instala-se um quadro de
inflamacgéo sistémica, o que permite a entrada de bactérias (transloca¢ao bacteriana)
e outras substancias patdgenas para a circulagao pelo aumento da permeabilidade
intestinal [7]. Fatores como dieta, uso de alguns medicamentos, microbiota, ingestao
alcoolica e tabagismo influenciam na barreira e em sua permeabilidade [8].

A zonulina € uma proteina produzida no intestino e em células hepaticas, que
regula um complexo proteico chamado de tight junctions [9]. Sua fungao é regular a
passagem de moléculas entre o lumen intestinal e a corrente sanguinea. A zonulina é
estimulada, principalmente, por bactérias e pela proteina do gluten (gliadina),
realizando a abertura das células intestinais, tornando o intestino mais permeavel [10].
Altos niveis de zonulina tém sido associados com o aumento da permeabilidade
intestinal, uma vez que a zonulina induz a quebra das jungbes entre as células
epiteliais do intestino [11].

A Doenca Renal do Diabetes (DRD) acomete 20 a 40% dos pacientes

diabéticos [12]. Estudos mostram associagao entre zonulina sérica e DM2 [13], e DRC
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[14], porém existem inconsisténcias em relagao aos resultados de estudos com essas
patologias. Sendo a DRD uma doenga multifatorial, torna-se necessario a avaliagéao
da permeabilidade intestinal em diferentes estagios da DRD. Dessa forma, este
trabalho tem como objetivo avaliar a permeabilidade intestinal através dos niveis
séricos de zonulina em pacientes com DRD e compara-los com individuos saudaveis

e individuos diabéticos com e sem albuminduria.

Materiais e Métodos

Desenho e Pacientes

O desenho deste estudo foi previamente descrito [15]. Foram incluidos
pacientes que realizavam atendimento no Ambulatério de Endocrinologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. Os pacientes foram separados em 4 grupos, pareados
conforme sexo, idade e indice de massa corporal (IMC) e de acordo com a taxa de
filtracdo glomerular estimada (eTFG), albuminuria (EUA) e presenca de diabetes. 1)
DRD: pacientes DM2 com albumindria e TFGe < 60 ml/min/1,72m?. 2) DM2
albuminuricos: pacientes DM2 com albuminuria (EUA > 30mg/g de creatinina) e
TFGe = 60 ml/min/1,72m?; 3) controles diabéticos: pacientes com DM2, EUA <30
mg/g de creatinina e eTFG = 60 ml/min/1,72m?, 4) controles n&o-diabéticos:
individuos sem diabetes, EUA < 30 mg/g creatinina e TFGe > 60 ml/min/1,72m?; Os
critérios de exclusao do estudo consistiram em idade menor que 18 anos, cancer,
pancreatite, estar realizando dialise, infecgdo aguda, transplante prévio, gravidez,
abuso de alcool ou drogas. O critério de exclusédo do atual estudo foi a ndo autorizagao

do uso de dados para novos estudos e zonulina sérica maior que 400 ng/mL.
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Os pacientes foram definidos com DM2 conforme os critérios da Associagao
Americana de Diabetes (ADA) [16]. O diagnostico de redugao da fungéo renal foi feito
de acordo com a formula de Chronic Kidney Disease — Epidemiology Collaboration

(CKD-EPI) [17].

Avaliagdo de dados clinicos, antropométricos e bioquimicos

Todos os pacientes foram submetidos a uma entrevista apos assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, além de exame fisico e laboratorial. Os
dados clinicos e sociodemograficos foram coletados por questionarios e prontuario
eletrénico, incluindo idade, género, etnia, duracdo do DM2, hipertensdo e uso de
medicamentos.

A avaliagdo antropométrica consistiu em peso e estatura aferidos em balanca
antropométrica com estadibmetro acoplado, para posterior calculo de IMC. A
composic¢ao corporal foi avaliada por bioimpedancia elétrica (InBody 230; Biospace,
Seul, Korea). Todas as medidas foram realizadas com o paciente em jejum, roupas
leves e sem sapatos [18]. A forca de preensdo palmar (FPP) foi avaliada pelo
Dinamdmetro mecanico Jamar, enquanto o paciente encontrava-se sentado, com
apoio nas costas e o brago flexionado em angulo de 90°. O paciente deveria segurar
o aparelho com o maximo de forga por 3 segundos, com trés repetigdes. O valor mais
alto entre as trés medidas foi utilizado [19].

Amostras de sangue foram coletadas apds 12 horas em jejum Foram avaliados
0s niveis de glicose em jejum (Hexoquinase UV enzimatica), hemoglobina glicada
(HbA1c) (HPLC), colesterol total (CT) (colorimétrico enzimatico), colesterol-HDL
(colorimétrico enzimatico homogéneo), triglicerideos (TG) (colorimétrico enzimatico),

proteina C-reativa ultrassensivel (PCRus) (imunoturbidimetria), albuminuria
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(imunoturbidimetria), proteinuria (turbidimetria) e creatinina sérica (método de Jaffé).
Colesterol-LDL foi calculado de acordo com a férmula de Fridelwald: LDL = CT — (HDL
+ TG/5), quando TG menor que 400 pg/mL. Além disso, amostra de urina também foi
coletada.

As amostras de sangue foram coletadas, centrifugadas e armazenadas em -
80°C para posterior quantificagdo de zonulina e interleucina-6 (IL-6). As
concentracdes de zonulina foram avaliadas por amostras séricas, utilizando o kit de
ELISA para zonulina (USCN, China). A sensibilidade do teste foi de 2,92 ng/mL e a
faixa do teste foi 6,25-400 ng/mL, enquanto que a variabilidade entre testes foi menor
que 12% para amostras séricas. Todas as amostras de zonulina foram feitas em
duplicata. As concentragdes de IL-6 foram medidas em amostras séricas, utilizando o
kit ELISA Human IL-6 Quantikine (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Apenas
30,7% das amostras foram realizadas em duplicata para a analise de IL-6.

Os desfechos avaliados apds 5 anos foram: perda de fung¢ao renal (pacientes
que apresentaram piora da TFG ou albuminuria), inicio de dialise ou transplante renal,
acidente vascular cerebral (AVC), infarto (IAM), procedimentos cardiovasculares e
obito. Eles foram definidos como desfecho renal, cardiovascular e morte, e foram

coletados de prontuario ou ligagao telefonica.

Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa Statistical Package for Social
Sciences, v18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Variaveis continuas foram testadas por
Shapiro-Wilk. Para realizar as comparagdes entre os grupos, foi realizada a Analise
de Variancias (ANOVA) com testes de Levene ou Tukey, Qui-Quadrado ou Kruskal-

Wallis com teste de Dunn, conforme necessario. Como as concentragdes de zonulina



46
apresentaram distribuigdo assimétrica, a variavel foi transformada em logaritmo para
a realizagdo das correlagdes por Pearson ou Spearman. As variaveis significativas
nas correlagdes e que nao foram utilizadas para o diagnostico de DM2 e DRC foram
utilizadas no modelo de regressao linear multivariavel, sendo a zonulina a variavel
dependente, com ajustes para LDL, FAM e percentual de gordura corporal. Os
desfechos foram avaliados por teste t de student e regressao de Poisson.

O calculo do tamanho amostral foi baseado em estudo prévio [20],
considerando um desvio padréao = 4, tamanho de efeito = 0,54, poder de 95% e nivel

de significancia menor que 5%. A amostra total estimada foi de 56 individuos.

Resultados

Este estudo incluiu 86 pacientes divididos em quatro grupos, conforme
presenca de diabetes e funcdo renal. Os dados sociodemograficos e clinicos
encontram-se na Tabela 1. A faixa etaria foi semelhante entre os grupos (controle nao
DM: 59,50 + 10,37; controle DM: 59,73 £ 9,15; DM2 albuminuricos: 64,05 + 8,63; DRD:
61,68 £ 9,99; p = 0,391). A maioria dos sujeitos era do sexo feminino e caucasiano,
sem diferenga entre os grupos (p = 0,755 e p = 0,808; respectivamente). A duragao
da doenca foi similar nos pacientes diabéticos, ademais apresentavam um prevaléncia
maior de hipertensao que o grupo controle ndo-DM (p < 0,001). Além disso, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em relagao ao tabagismo.

Em relacdo as variaveis antropométricas e laboratoriais, os niveis de PCRus,
colesterol total, IMC e composigao corporal ndo demostraram diferenga significativa
entre os grupos (Tabela 1). O grupo DRD apresentou maiores niveis de IL-6 (p<0,001),

menores niveis de HDL (p=0,026) e LDL (p=0,008), quando comparado aos outros
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grupos. Elevados niveis de triglicerideos também foram observados nos grupos DM2
albuminuricos e DRD (p=0,007).

Maiores niveis zonulina sérica foram encontrados no grupo controle DM2,
quando comparado ao grupo DRD [131,3 (83,0-170,5) vs. 63,7 (45,0-106,0) ug/mL; p
= 0,004] antes da transformacgéo logaritmica. Os grupos controle ndo-DM [87,35 (54,7-
111,8) pg/mL] e DM2 albuminuricos [73,4 (57,2-122,2) pg/mL] ndo apresentaram
diferenga entre si e os outros grupos.

Na Figura 1 podem-se observar os niveis de zonulina nos diferentes grupos
apos transformacgao logaritmica e analise de regressao multivariada com ajustes para
LDL, gordura corporal e FAM, sendo observada diferenga entre o grupo controle DM
e os outros trés grupos [(131,35 (83,0-170,5) vs. controle ndo-DM 87,25 (54,7-111,8);
DM2 albuminuricos 73,37 (51,8-122,2); e DRD 63,72 (45,03-106,0); p=0,003]. O grupo
DM2 permaneceu com os maiores niveis de zonulina sérica (p = 0,003). Os grupos
controle ndo-DM, DM2 albuminuricos e DRD n&o apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre si nas concentra¢des de zonulina.

A zonulina apresentou correlagao positiva com TFGe (r = 0,222; p=0,040),
colesterol total (r = 0,299; p=0,034), LDL (r = 0,258; p=0,021), e FAM (r = 0,276;
p=0,011) e negativa com proteinuria (r = -0,214; p=0,048), albuminuria (r = -0,243;
p=0,024), duragéo do diabetes (r = -0,239; p=0,049) e gordura corporal (r = -0,271;
p=0,014) (Tabela 2).

Apos 5 anos, 65 pacientes (75,6% da amostra) foram avaliados para desfechos
renais, cardiovasculares e obito. Em relagcdo aos desfechos renais, 24 pacientes
tiveram reducgéo da fungao renal (39,3%), 10 pacientes iniciaram dialise (15,5%), e
apenas 1 paciente realizou transplante renal (1,5%). Entre os desfechos

cardiovasculares, 6 pacientes sofreram infarto agudo do miocardio (9,2%), 3 pacientes
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tiveram AVC (4,6%), 7 pacientes realizaram algum tipo de cirurgia cardiovascular
(10,8%) e 9 pacientes faleceram (13,8%).

Os pacientes que apresentaram desfechos renais tinham menores
concentragdes de zonulina (p=0,007). Outros desfechos n&o apresentaram diferencga
significativa nos niveis de zonulina (Tabela 3). Ao analisar todos os desfechos juntos
foi observado que concentragdes de zonulina abaixo do terceiro tercil (127 pug/mL)
aumentam o risco de algum destes desfechos em 176%), conforme descrito na Tabela

4.

Discussao

No estudo em questao, os pacientes diabéticos com fungao renal normal e sem
albuminuria apresentaram maiores niveis de zonulina quando comparado aos grupos
controle ndo-DM, DM2 albuminuricos e DRD. Além disso, foram observadas
correlagdes dos niveis seéricos de zonulina com fungdo renal, perfil lipidico e
composigao corporal. Ja em relacdo aos desfechos maiores, concentragoes reduzidas
de zonulina sérica foram significativamente associadas com desfechos renais.

A zonulina tem sido utilizada como marcador de permeabilidade intestinal no
DM2 [21]. Ao compararmos apenas o grupo controle ndo-DM2 e o controle DM2, os
resultados deste trabalho - niveis séricos de zonulina maiores em pacientes com DM
- corroboram com outros estudos. Um estudo encontrou maiores niveis de zonulina
em pacientes com DM2, cuja duragao da doencga era de 13 anos, ao comparar com
o grupo controle [22]. Independente da duragcdo do DM, essa associagao parece estar
bem estabelecida. Em pacientes chineses recém-diagnosticados com DM2 foi
demonstrado maiores niveis de zonulina, quando comparado aos controles [13]. Outro

estudo observou concentragdes maiores de zonulina em pacientes com pré-diabetes
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quando comparados aos individuos saudaveis, ambos os grupos com fungéo renal
semelhante [23]. Estes estudos sugerem que o aumento de zonulina em pacientes
DM2 demonstra uma maior permeabilidade intestinal que individuos saudaveis,
podendo estar relacionado com a fisiopatologia do diabetes.

Poucos estudos avaliaram a zonulina em pacientes renais, e seus resultados
séo divergentes. No presente estudo, pacientes dos grupos DRD e DM2 albuminuricos
apresentaram niveis semelhantes de zonulina que controle ndo-DM. Ao avaliar a
zonulina como um possivel marcador inflamatério, valores similares foram
encontrados entre pacientes em pré-dialise e individuos saudaveis [24] em um estudo
de coorte prospectiva, corroborando com os nossos resultados. No entanto, dois
estudos poloneses demonstraram menores concentragcdes de zonulina em pacientes
com DRC (estagios 2 a 4) e em transplantados renais estaveis (TFG 52 + 16
ml/min/1,73 m?) [25], quando comparado aos controles. Um estudo americano
também encontrou resultados diferentes que os nossos achados, onde o grupo DM2
em pré-didlise (TFG 16 + 3 ml/min/1,73 m?) apresentou maiores niveis de marcadores
de permeabilidade intestinal, como zonulina, LPS e TMAO, que individuos saudaveis
[26].

Em outro estudo, ao avaliar pacientes em hemodialise (HD), os valores de
zonulina encontrados sao maiores comparando tanto individuos saudaveis [20] e
como em pré-didlise [24]. Uma hipotese que os autores trazem é de que o aumento
de zonulina seja resultado da sua menor eliminagdo renal [20]. Entretanto, chama
atengao que grupos com menor fungéo renal nem sempre apresentam maiores niveis
de zonulina, ou seja, outros fatores, que ndo somente a fungéo renal podem estar

envolvidos com os niveis séricos de zonulina.
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Em relacdo aos parémetros inflamatérios, nosso estudo ndo encontrou
correlagdes significativas com niveis de PCRus ou IL-6. Estudos que avaliaram
pacientes com pré-diabetes e diabetes encontraram associagdo positiva entre os
niveis de IL-6 e de zonulina [13,27], referindo que a zonulina e resisténcia a insulina
podem ser mediadas pela aumento de IL-6 relacionado a obesidade. Vale ressaltar
que nossos achados demonstram que o grupo DRD avangada foi o unico a apresentar
elevados valores de IL-6. Outro estudo que avaliou a zonulina como possivel
marcador inflamatério em pacientes com diferentes estagios da DRC observou que os
pacientes que apresentaram IL-6 elevada tinham menores niveis de zonulina que os
controles [14].

Nossos achados demonstram uma correlagéo positiva de zonulina sérica com
TFGe, além de uma correlagdo negativa com albuminuria e proteinuria, ou seja, o
aumento de zonulina foi correlacionado com o aumento da fung&o renal. O aumento
da permeabilidade é resultante da expressao de zonulina, com posterior ativacdo de
moléculas como o receptor de fator de crescimento epidérmico e receptor ativado por
proteinase 2 [11]. Da mesma forma, estudos demonstraram uma correlagdo negativa
entre zonulina e proteinuria em pacientes ha 13 anos com DM2 [22], e positiva com
TFG em pacientes com insuficiéncia cardiaca [28], corroborando com os resultados
deste estudo. Ambos os estudos sugerem que a deplegcédo da zonulina ocorre no rim,
devido a perda de funcdo renal. Ao excluirmos os controles nido-DM, podemos
observar que aqueles com algum comprometimento renal, como albuminuria e
proteindria e/ou TFG <60 ml/min/1,73 m?, parecem ter menores niveis de zonulina,
possivelmente sendo excretada no rim.

Um estudo avaliando a zonulina em pacientes pré-dialise e hemodialise sugere

que ela pode ser utilizada no monitoramento da progressdo da doencga renal [24].
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Entretanto, o possivel mecanismo renal envolvido ainda € desconhecido e sugere-se
qgue a zonulina possa ter outra fungdo na DRC, que n&o a avaliagao da permeabilidade
intestinal. Uma revisao sistematica encontrou resultados conflitantes em relagdo aos
meétodos de avaliagdo de permeabilidade na DRC, principalmente o teste duplo de
acucar. Os autores concluem que pacientes com DRC apresentam uma
permeabilidade intestinal prejudicada, porém deve-se interpretar os dados com
cautela, e novos marcadores que nao sofram influéncia renal ou de bactérias
intestinais sao necessarios [29].

Ainda, os estudos que avaliaram pacientes com pré-diabetes observaram a
zonulina elevada associada ao aumento de triglicerideos e colesterol total [13,27], com
a possivel explicacdo de que a comunicagao entre intestino e tecido adiposo € um
fator na dislipidemia. Um estudo demostrou que a zonulina permaneceu elevada,
mesmo apods reducao de peso e melhora de parametros lipidicos e glicémicos no final
de uma intervengao dietética de 12 semanas, e apresentou correlagdo positiva com
LDL, colesterol total e triglicerideos, com a possivel explicagdo que a melhora ocorreu
por alteragdes enddcrinas € ndo da microbiota intestinal [30]. Nossos resultados
encontraram uma correlagédo positiva entre zonulina e aumento do perfil lipidico pelo
colesterol total e LDL, o0 que corroborou com outros estudos.

Quando avaliamos desfechos maiores, observamos menores concentragdes
de zonulina sérica em pacientes que apresentaram desfechos renais, como reducao
da funcao renal e inicio de hemodialise em § anos apos a inclusdo no estudo. Os
grupos DM2 albuminuricos e DRD apresentaram menores niveis de zonulina. Este
resultado parece sugerir que a redugcdo de zonulina pode ser um indicador de
gravidade da doenca, tais como desfechos renais e maior numero de Oobitos.

Recordando que os pacientes DM2 com fungao renal preservada apresentaram
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maiores niveis de zonulina. Uma hipotese para o possivel mecanismo é o aumento de
permeabilidade do glomérulo renal, com o aumento de albuminuria e proteinuria,
permitindo a entrada de zonulina, o que impacta na saude renal. Um estudo que
avaliou a integridade intestinal de pacientes com HIV mostrou que maiores niveis de
zonulina parecem predizer sobrevida [31]. Ainda, ao avaliar marcadores relacionados
com mortalidade cardiovascular e por todas as causas, um estudo com pacientes com
insuficiéncia cardiaca demostrou uma associacdo inversa entre zonulina e
calprotectina, quinurenina e homoarginina, ou seja, menores niveis de zonulina
podem indicar pior progndstico [28].

Este estudo apresenta algumas limitagdes, como né&o ter sido possivel realizar
a dosagem urinaria de zonulina. Além disso, tendo em vista que este € um subestudo,
os outros fatores que podem influenciar na permeabilidade intestinal ndo foram
avaliados na época de coleta. O tamanho da amostra é relativamente pequeno, porém
tivemos poder de 99,6% para conducéo do estudo, baseado em calculo de tamanho
amostral prévio.

E importante notar que este é o primeiro estudo que avalia as concentracdes
de zonulina sérica nas complicagdes renais do DM2 em individuos brasileiros, com
avaliacdo de desfechos maiores. A zonulina sérica parece ser um marcador de
permeabilidade intestinal prejudicada em pacientes diabéticos com funcéo renal
normal. Entretanto, o impacto da DRC nos niveis séricos de zonulina n&o é totalmente
elucidado. Sendo assim, o uso deste marcador como indicador de aumento de
permeabilidade intestinal na DRD deve ser melhor estabelecido e ser utilizado com

cautela.
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas, parametros renais, inflamatérios, glicémicos, lipidicos e composi¢ao corporal entre os grupos

54

Controle nao-DM (n =18) Controle DM2 (n =26) DRD Albuminuricos (n =20) DRD avangada (n = 22) P valor
Idade (anos) 59,50 + 10,37 59,73 £ 9,15 64,05 + 8,63 61,68 £ 9,99 0,391
Sexo feminino, n (%) 11 (61,1) 14 (53,8) 13 (65,0) 11 (50,0) 0,755
Caucasiano, n (%) 11 (61,1) 18 (69,2) 15 (75) 14 (63,6) 0,808
Nao tabagista, n (%) 9 (50,0) 14 (53,8) 9 (45,0) 13 (59,1) 0,540
Duragao do DM2 (anos) - 15,57 £ 9,49 14,3+ 7,98 18,22 + 9,24 0,353
Hipertensao, n (%) 5 (33,3)° 25 (96,2)° 20 (100)° 22 (100)° <0,001
TFGe (mL/min/1,73m?) 100,0 (88,45-114,25)? 95,1 (85,38-116,25)? 98,0 (92,0-106,0)° 23,0 (17,0-33,64)° <0,001
Albuminaria (mg/L) 7,40 (2,99-12,30)* 11,70 (4,65-19,95)° 98,70 (61,30-209,97)" 618,15 (200,15-1854,7)° <0,001
Creatinina sérica (mg/dL) 0,69 (0,58-0,87) 0,73 (0,60-0,95)° 0,72 (0,55-0,84)° 2,51 (2,02-3,29)° <0,001
Glicemia em jejum (mg/dL) 90,0 (83,0-94,0)° 140,0 (113,75-169,50)° 162,0 (88,25-191,25)° 126,0 (73,0-171,5)" <0,001
HbA1c (%) 5,5 (5,3-5,7)° 7,85 (7,0-9,12)" 8,7 (7,6-9,4)° 7,9 (7,2-9,4)° <0,001
Colesterol Total (mg/dL) 200,28 + 33,08 179,15 £ 48,28 179,40 + 40,52 181,73 £ 53,03 0,413
Colesterol-HDL (mg/dL) 45,67 + 8,97° 40,65+7,71° 38,75+ 11,0° 36,5+10,48° 0,026
Colesterol-LDL (mg/dL) 125,8 (101,95-144,3)® 97,7 (72,4-136,1) % 94,0 (84,85-99,9)° 89,0 (72,0-122,5)"° 0,008
Triglicerideos (mg/dL) 126,56 + 51,55° 156,69 + 69,78 %" 253,05 +213,10° 255,64 + 177,42° 0,007
PCRus (mg/dL) 3,06 (1,72-9,29) 3,44 (1,36-8,01) 2,66 (1,75-4,28) 4,54 (1,81-17,52) 0,262
IL-6 (pg/dL) 3,12 (3,12-3,18)® 3,12 (3,12-3,5)° 3,12 (3,12-4,06)° 7,03 (3,94-9,66)° <0,001
IMC (kg/m?) 28,2 (25,5-33,0) 30,0 (26,3-32,8) 31,7 (27,7-38,1) 30,9 (28,0-38,5) 0,078
Gordura corporal (%) 37,1 (29,5-43,5) 34,8 (28,0-42,7) 38,35 (23,7-46,1) 38,25 (27,9-47,2) 0,700
FAM (kg/f) 20,5 (15,75-33,25) 24,5 (14,75-32,0) 19,75 (14,75-38,0) 19,0 (10,0-28,25) 0,374

Dados expressos em n (%), média + DP ou mediana e intervalo interquartil (P25 — P75). Letras diferentes indicam p <0,05. DM2: diabetes mellitus tipo 2;
FAM: forga do aperto de mao; HbA1c: hemoglobina glicada; IL-6: interleucina-6; IMC: indice de massa corporal; PCRus: proteina C-reativa ultrassensivel,

TFGe: taxa de filtragao glomerular estimada.
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Figura 1: Niveis séricos de zonulina, em mediana, nos diferentes grupos de estudo.
Valores em negrito indicam p < 0,05.

DM: diabetes mellitus; DRD: doenca renal do diabetes.
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Tabela 2: Correlagdes entre zonulina sérica e parametros renais, glicémicos, lipidicos,

inflamatorios e de composi¢ao corporal, com e sem o grupo controle ndo-DM2.

r (p)
N = 86
TFGe (ml/min/1,73 m?) 0,222 (0,040)
Proteinuria (mg/L) -0,214 (0,048)
Creatinina (mg/dL) -0,171 (0,116)
Albuminuria (mg/L) -0,243 (0,024)
Duragao DM (anos) -0,239 (0,049)

Glicemia em jejum (mg/dL)
HbA1c (%)

HOMA-IR

Colesterol Total (mg/dL)
Colesterol-HDL (mg/dL)
Colesterol-LDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
IL-6 (pg/mL)

PCRus (mg/dL)

IMC (kg/m?)

Gordura corporal (%)
Massa magra (kg)
Massa livre de gordura
Agua corporal total (kg)
FAM (kg/f)

0,136 (0,211)
0,045 (0,681)
-0,018 (0,873)
0,229 (0,034)
-0,117 (0,285)
0,258 (0,021)
0,102 (0,384)
-0,180 (0,099)
-0,135 (0,220)
-0,198 (0,067)
-0,271 (0,014)
0,182 (0,102)
0,178 (0,109)
0,173 (0,121)
0,276 (0,011)




Tabela 3. Associagao entre zonulina (log) e desfechos renais, cardiovasculares e

obito.

Pacientes (n=66) Zonulina p

Desfechos renais 0,007
Sim (n = 30) 4,27 £ 0,50
Nao 4,64 + 0,57

Desfechos cardiovasculares 0,204
Sim (n = 16) 4,31+ 0,47
Nao 4,52 + 0,59

Obito 0,060
Sim (n=9) 4,13 £ 0,40
Nao 4,52 + 0,58

Valores expressos em meédia + desvio padréao
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Tabela 4: Analise multivariada entre presenca de desfecho e zonulina e comorbidades

por Regresséo de Poisson.

RP (IC 95%)

RP ajustada

Variavel bruta P (1C95%) P
Zonulina
1 tercil 2,35 (1,06; 5,22) 0,035 2,36 (1,06; 5,26) 0,035
2 tercil 2,51 (1,16; 5,68) 0,020 2,76 (1,24; 6,15) 0,013
3 tercil 1,0 - 1,0 -
HAS
Sim 1,74 (0,35; 8,75) 0,500 0,455 (0,03; 6,61) 0,564
Nao 1,0 - 1,0 -
DM
2,36 (0,48;
Sim 0,325 2,40 (0,14; 41,38) 0,546
13,05)
Nao - 1,0 -
1,0
DSLP
Sim 2,06 (0,89; 4,78) 1,70 (0,62; 4,63) 0,301
0,092
Nao 1,0 1,0 -
Fumo
Sim 1,21 (0,79; 1,86) 0,374 1,32 (0,87; 2,01) 0,193
Nao 1,0 - 1,0 -
Obesidade
Sim 0,90 (0,59; 1,38) 0,642 0,89 (0,59; 1,34) 0,588
Nao 1,0 - 1,0 -
Idade (anos) 1,00 (0,98; 1,03) 0,518 0,99 (0,97; 1,01) 0,564

*Ajustado para tercis de zonulina, HAS, DM, DSLP, fumo, obesidade e idade. DM:

diabetes mellitus; DSLP: dislipidemia; HAS: hipertens&o arterial sistémica.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados encontrados neste trabalho demonstram a importancia de avaliar
a permeabilidade intestinal em doencas crbénicas, tendo em vista a complexa
fisiopatologia acerca do diabetes mellitus e da doenga renal. Diversos fatores
influenciam na saude intestinal e na DRD, porém nao se sabe ao certo o que € causa
e consequéncia: o acometimento da microbiota e do intestino ou os elevados niveis
de glicose com reduzida fungdo renal. Sugere-se que ambos compartilham vias
fisiopatologicas semelhantes, tais como o sistema imunoldgico.

Embora o estudo atual tenha demonstrado algumas contradicbes em relagéo
ao encontrado na literatura, os dados sugerem que o aumento de zonulina em
pacientes controle DM pode ser indicativo de lesdo na barreira intestinal, mesmo sem
ter apresentado correlagdes significativas com parametros glicémicos.

Os dados mostram a escassez de informacdes referentes aos marcadores de
permeabilidade intestinal na doenca renal. Sendo assim, € de extrema importancia
que sejam avaliados novos marcadores que incluam essa populagédo. Por fim, a
identificac&o dos fatores de risco de uma permeabilidade intestinal prejudicada pode
ser incluida nas rotinas dos profissionais de saude, a partir de novos estudos com

alvos terapéuticos.
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