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RESUMO

Em pacientes diabéticos, niveis plasmaticos elevados do fator de von Willebrand
(fvW) e reduzidos da ADAMTS13 e do peptideo C tém sido associados as
complicacfes da doenca. O presente estudo tem como obijetivo investigar alteracdes
renais, hemostaticas e inflamatérias em modelo animal de diabetes tipo 1 (DM1)
induzido pela estreptozotocina e avaliar o papel do peptideo C sobre estas
alteracdes na doenca renal do diabetes. A alteragdo renal nos camundongos
diabéticos foi caracterizada por hiperfiltracdo glomerular, com aumento da excrecao
urinaria de albumina e creatinina, o que é comumente observado na fase inicial da
nefropatia diabética. Nao foi observada diferenca significativa entre os niveis de
ADAMTS13 e fvW no plasma, entretanto, os niveis de ADAMTS13 urinarios foram
significativamente maiores no grupo diabético quando comparado ao controle. Além
disso, houve aumento da expressédo hepatica de ADAMTS13 no grupo diabético.
Ainda, os niveis urinarios da ADAMTS13 correlacionaram com 0s niveis de glicose,
a microalbumindria, a creatinuria e citocinas inflamatérias mostrando que a perda
urinéria da protease é proporcional a glicemia e a disfuncdo e inflamacao renal. O
tratamento com peptideo C né&o reduziu a glicemia e a excrecdo renal de albumina,
creatinina e ADAMTS13. No entanto, o peptideo C parece diminuir o processo
inflamatorio no rim, uma vez que houve reducao significativa da perda de IL17 e IL10
no grupo diabético tratado quando comparado ao grupo diabético ndo tratado com
peptideo C, além de aumento na expressdo génica renal de IL10 e ADAMTS13.
Concluimos que no modelo animal de DM1 com doenca renal inicial ndo ha
alteracdo nos niveis de fvW e ADAMTS13 no plasma, apesar da maior perda
urinaria de ADAMTS13, sugerindo que o aumento da expressado génica hepéatica é
fator importante na manutencao dos niveis plasmaticos desta protease. Além disso,
a perda de ADAMTS13 na urina acompanha a doenca renal e complicacGes
metabolicas e inflamatorias do diabetes, sendo que o peptideo C pode ter um efeito

anti-inflamatério no rim do animal diabético.

Palavras-chave: fator de von Willebrand, ADAMTS13, peptideo C, diabetes tipo 1,

inflamacéao.



ABSTRACT

In diabetic patients, high plasma levels of von Willebrand factor (VWWF), and reduced
ADAMTS13 and C peptide have been associated to diabetes mellitus complications.
The present study aims to investigate renal, hemostatic and inflammatory alterations
in animal model of type 1 diabetes (T1DM) induced by streptozotocin and to evaluate
the role of C peptide on these alterations in diabetic renal disease. Kidney alteration
in diabetic mice was characterized by glomerular hyperfiltration, with increased
urinary albumin excretion rate and creatinine, which is commonly observed in the
initial phase of diabetic nephropathy. There was no significant difference between the
levels of ADAMTS13 and VWF in plasma, however, ADAMTS13 urinary levels were
significantly higher in the diabetic group compared to the control. Moreover, there
was an increase in hepatic ADAMTS13 gene expression in diabetic group.
Furthermore, urinary levels of ADAMTS13 correlated with glucose levels, creatinine
and urinary albumin excretion, as well as inflammatory cytokines showing that the
loss of protease is proportional to glycemia, renal dysfunction and inflammation.
Treatment with C peptide is not able to reduce glycemia and renal excretion of
albumin, creatinine and ADAMTS13. On the other hand, C peptide seems to reduce
the renal inflammatory process, since it is observed a significantly reduction in IL17
and IL10 loss in the treated diabetic group when compared to the diabetic group not
treated with C peptide. Moreover, there were increase in renal IL10 and ADAMTS13
gene expression. We conclude that in the animal model of T1LDM there is no change
in plasma levels of VWF and ADAMTS13, despite the increased urinary loss of
ADAMTS13, suggesting that increased liver gene expression is an important factor in
maintaining plasma levels of this protease. In addition, the loss of ADAMTS13 in the
urine follows the evolution of renal disease, as well as metabolic and inflammatory
complications of diabetes. Furthermore C-peptide may have an anti-inflammatory

effect in diabetic kidney.

Keywords: von Willebrand factor, ADAMTS13, C peptide, type 1 diabetes,

inflammation.



1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) consiste em um distarbio metabdlico decorrente da
destruicdo progressiva das células 3 das ilhotas pancreaticas, levando a auséncia
progressiva e completa de insulina. Caracteriza-se pela presenca de hiperglicemia,
mas também por danos, disfuncdo e faléncia de vérios 6rgaos (IDF, 2017; WHO,
2016).

Sabe-se que a hiperglicemia é a principal causa de disfungcédo endotelial no diabetes.
O endotélio tem o papel fundamental de manter a homeostase da vasculatura por
meio, principalmente, da producdo de 6xido nitrico (NO), o qual € sintetizado pela
enzima Oxido nitrico sintase endotelial 3 (NOS3), também conhecida como eNOS
(endothelial nitric oxide synthase). No paciente hiperglicémico, o aumento do
estresse oxidativo pode levar ao desacoplamento da eNOS, diminuicdo da sua
atividade e, consequentemente, menor producdo de NO, o que pode culminar com
uma disfuncdo do endotélio com aumento da pressao arterial e maior probabilidade
de formacé&o de trombos (Hadi e Suwaidi, 2007; Forst et al., 2008).

Alguns estudos tém evidenciado aumento nos niveis do fator de von Willebrand
(fvW) e atividade reduzida da enzima ADAMTS13 (a desintegrin and metalloprotease
with thrombospondin type | motifs, member 13) em pacientes diabéticos, o que esta
associado ao aumento da hipercoagulabilidade e, consequentemente, ao risco de
desenvolvimento de aterosclerose e tromboembolismo (Lip e Blann, 1997; Rurali et
al., 2013). O fvW ¢é uma glicoproteina sintetizada nos megacariocitos e células
endoteliais, envolvida na adesdo de plaquetas ao subendotélio vascular e na
formacéo de trombos. O fvW pode ser um marcador de lesdo e disfuncao endotelial,
uma vez que seus niveis plasmaticos aumentam quando as células endoteliais séo

lesadas (Stehouwer et al., 1995).

A concentracdo plasmatica do fvwW é influenciada pela ADAMTS13, uma enzima
proteolitica responsavel pela degradacdo dos grandes multimeros do fvW. Esta
enzima é sintetizada principalmente pelo figado, mas também € expressa nas
plaquetas, nas células endoteliais e nos rins (Bowen e Collins, 2006). Nos pacientes
com diabetes e alteracdo da funcéo renal, os mecanismos envolvidos na alteracéo

dos niveis plasméticos da ADAMTS13 ainda ndo estdo bem estabelecidos. No

3



entanto, estudos tém demonstrado a perda da ADAMTS13 na urina; degradacéo da
ADAMTS13 por proteases plasmaticas; e sintese hepatica e/ou renal reduzidas da
ADAMTS13 (Manea et al., 2010; Ono et al., 2006; Cao et al., 2008).

Também existem evidéncias de que a resposta inflamatoria e o estresse oxidativo,
desencadeados pela hiperglicemia, sao fatores importantes no desenvolvimento e
progressdo das complicacdes microvasculares em pacientes com DM1. Citocinas
inflamatoérias como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 beta (IL1p) e
interleucina 6 (IL6), assim como as espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive
oxygen species), desempenham papel crucial no processo fisiopatoldgico destas

complicacdes (Luppi et al., 2013; Uwaezuoke, 2017).

Acompanhando a diminuicdo da producdo da insulina, o DM1 também é
caracterizado por baixos niveis plasméaticos de peptideo C. Até recentemente,
acreditava-se que o peptideo C era responsavel apenas por facilitar o dobramento
correto da molécula de pro-insulina e permitir a formacao de pontes dissulfeto entre
as cadeias. No entanto, novas evidéncias sugerem que este peptideo possa ter
algum papel bioldgico, como na prevencado de algumas complicacdes do diabetes
(Hills et al., 2010; Wahren e Larsson, 2015). Um estudo clinico realizado pela DCCT
(Diabetes Control and Complications Trial) revelou que a persisténcia de pequena
secrecdo de peptideo C em pacientes com DM1 esta associada a melhor controle
glicémico quando comparado aos pacientes diabéticos que ndo possuem mais a
secrecao do peptideo. Além disso, a secrecao residual deste peptideo também foi
associada a um menor risco para complicagdes microvasculares (Lachin et al.,
2014).

O tratamento com peptideo C em camundongos e ratos diabéticos demonstrou
efeitos benéficos na nefropatia e neuropatia, além de atividade antitrombdética
(Lindenblatt et al., 2006; Samnegard et al.,, 2001; Cotter et al., 2003). A
administracdo deste peptideo em animais ainda foi associada ao aumento do fluxo
sanguineo microvascular, melhora da funcdo endotelial, aumento na expressao do
gene da eNOS e da producao de NO (Scalia et al., 2000; Kitamura et al., 2003).

Considerando que o0 diabetes estd associado ao aumento no risco de

desenvolvimento de doencas ateroscleroticas e que os mecanismos fisiopatolégicos
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responsaveis pelas alteracdes dos niveis plasmaticos do fvwW e da ADAMTS13 ainda
nao foram completamente elucidados, o estudo destes marcadores pode ajudar a
compreender melhor a relacéo entre o diabetes e as complicacdes vasculares. Além
disso, o peptideo C vem se mostrando um agente que retarda o desenvolvimento
das micro e macroangiopatias, podendo estar associado a alteragbes da expressao
génica elou niveis dos marcadores de hipercoagulabilidade, marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo. Dessa forma, o presente estudo objetiva o
conhecimento dos mecanismos envolvidos neste processo e do potencial beneficio
do tratamento com este peptideo, o que podera no futuro contribuir com a reducao

do risco de complica¢Bes crénicas no DM1.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica de origem mdltipla, decorrente
de defeito da secrecdo de insulina e/ou da sua acdo, levando ao aumento da
concentracdo de glicose no sangue (hiperglicemia) (IDF, 2017). O estado
hiperglicémico pode causar, a longo prazo, danos, disfuncédo e faléncia de varios
tecidos e 6rgaos, especialmente rins, retina, nervos, coracdo e vasos sanguineos
(WHO, 2016).

A hiperglicemia se manifesta por sintomas como polilria, polidipsia, perda de peso,
polifagia e visdo turva. Nos casos mais severos, podem ocorrer complicacfes
agudas como a cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar hiperglicémica néo
cetdtica. A longo prazo, o DM esta associado a retinopatia com o risco de cegueira,
nefropatia que pode levar a faléncia renal e neuropatia, com risco de formacéao de
Ulceras nos pés, amputacdes, osteoartropatia (pé de Charcot) e manifestacdes de

disfuncéo autondémica, incluindo disfun¢éo sexual (WHO, 1999).

Dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia mostram que a hipertensdo e o
diabetes mellitus consistem nos dois principais fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca renal cronica (DRC) (Sesso et al., 2016). Além disso, o
risco de desenvolvimento de nefropatia € de cerca de 30% nos diabéticos tipo 1 e de
20% nos diabéticos tipo 2 (Romao Junior, 2004).

O DM e as outras alteracdes na regulacéo glicémica (tolerancia a glicose diminuida
e glicemia de jejum alterada) sdo frequentes na populacdo adulta e estédo
associados ao desenvolvimento de doenca cardiovascular e complicacbes
microvasculares. O diagndstico precoce dessas situacdes, por meio de investigacao
clinica e laboratorial, é importante para promover mudancas no estilo de vida e
melhor controle glicémico os quais podem prevenir, ou pelo menos retardar, o

aparecimento do diabetes ou a ocorréncia de complicacdes (Gross et al., 2002).



2.2 Epidemiologia do diabetes mellitus

O DM apresenta incidéncia crescente em todos os paises. De acordo com dados da
Federacéo Internacional de Diabetes (IDF, International Diabetes Federation), no
presente ano existem 425 milhdes (8,8%) de pessoas no mundo com DM e a
estimativa é que a doenca deverda atingir 629 milhdes (9,9%) em 2045. Ha cerca de
221 milhdes de homens acometidos pelo DM versus 204 milhdes de mulheres,
sendo que as pessoas mais afetadas estdo em grupos etarios entre 65 e 79 anos
(IDF, 2017).

Em 2012, 1,5 milhdes de mortes foram diretamente causadas pelo DM. Estima-se
gue o DM foi a oitava principal causa de morte em 2012 entre ambos 0s sexos e a
décima quinta principal causa de morte entre as mulheres (WHO, 2016).

Estimativas da IDF indicam que h& no Brasil 12,5 milhdes de portadores de DM com
idade entre 20 a 79 anos, o que coloca 0 nosso pais em primeiro lugar em numero
de pessoas com a doenca na Ameérica do Sul e Central. Os dados indicam ainda que
0,76 milhdes de brasileiros desconhecem essa condicdo. O DM foi a causa de morte
de mais de 108 mil brasileiros com idade entre 20 a 79 anos em 2017 (IDF, 2017).

2.3 Classificacdo e diagndéstico do diabetes mellitus

A classificacdo atual do DM, proposta pela Associacdo Americana de Diabetes
(American Diabetes Association, ADA) (ADA, 2017) inclui quatro classes clinicas:
diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes mellitus
gestacional e outros tipos especificos de diabetes mellitus (Quadro 1). Ainda ha
duas categorias, referidas como pré-diabetes, que sao a glicemia de jejum alterada e
a tolerancia a glicose diminuida. Essas categorias ndo sdo entidades clinicas, mas
fatores de risco para o desenvolvimento de DM e doencas cardiovasculares (SBD,
2017).



Quadro 1 - Classificacéo etioldégica do diabetes mellitus

1. Diabetes tipo 1

Destruicdo das células B, usualmente levando a deficiéncia completa de

insulina
A. Autoimune

B. Idiopatica

2. Diabetes tipo 2

Resisténcia a insulina frequentemente combinada com perda progressiva da

secrecao de insulina

3.Diabetes gestacional

Diabetes diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da gravidez, na
auséncia de critérios de DM prévio

4. Outros tipos especificos
A. Monogénicos (MODY)
B. Diabetes neonatal
C. Secundério a doencas do pancreas exocrino
D. Secundario a endocrinopatias
E. Secundéario a drogas ou produtos quimicos

F. Secundario a infec¢des

DM: diabetes mellitus; MODY': Maturity-Onset Diabetes of the Young

Fonte: adaptado de American Diabetes Association, 2017




O DM1 (anteriormente conhecido como insulino-dependente ou diabetes juvenil),
responsavel por 5 a 10% dos casos de pessoas diabéticas, € resultante da
destruicdo autoimune das células B do pancreas. Embora a taxa de destruicdo seja
muito variavel, sendo rdpida em alguns individuos e lenta em outros, o ultimo estégio
da doenca é caracterizado por pouca ou nenhuma secrecdo de insulina e de
peptideo C (ADA, 2017; Insel et al., 2015).

O DM2 representa 90-95% dos casos da doenca e anteriormente era denominado
diabetes insulino-independente ou diabetes do adulto. E causado por combinacéo de
resisténcia a acdo da insulina e resposta compensatéria inadequada de sua
secrecdo. Ja o diabetes gestacional € definido como qualquer nivel de intolerancia
aos carboidratos, resultando em hiperglicemia de gravidade variavel, com inicio ou
diagnéstico durante a gestacdo. Similar ao DM2, o DM gestacional associa-se tanto
a resisténcia a insulina quanto a diminuicdo da funcdo das células B e ocorre em
aproximadamente 1 a 14% das gestacoes, dependendo da populacdo estudada e
dos métodos de diagndstico empregados. Por fim, os outros tipos especificos de
diabetes menos frequentes podem resultar de defeitos genéticos na funcdo das
células p ou da acdo da insulina, doencas do pancreas exocrino, endocrinopatias,
induzido por medicamentos ou agentes quimicos, infec¢cdes e outras sindromes

genéticas associadas ao diabetes (ADA, 2017; Skyler et al., 2017).

Atualmente, os critérios de diagnéstico do DM propostos pela ADA sédo baseados
nos seguintes valores: (1) valor de glicemia plasmatica apds oito horas de jejum
igual ou superior a 126 mg/dL (em casos de pequena elevacdo de glicemia, o
diagnéstico deve ser confirmado repetindo o teste em outro dia); (2) valor de
glicemia plasmatica apds 2 horas da ingestdo de 75 g de glicose anidra dissolvida
em agua igual ou superior a 200 mg/dL (Teste Oral de Tolerancia a Glicose - TOTG)
(3) valor de hemoglobina glicada (HbA1c) igual ou superior a 6,5% (o teste deve ser
realizado em um laboratério utilizando método certificado pelo National
Glycohemoglobin Standartization Program (NGSP) e padronizado no DCCT; ou (4)
em pacientes com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica, valor

de glicemia plasmética aleatéria igual ou superior a 200 mg/dL (ADA, 2017).



2.4 Diabetes mellitus tipo 1

O DML1 é caracterizado por uma deficiéncia de insulina, devido a destruicdo das
células B do pancreas, e um quadro permanente de hiperglicemia, havendo a
necessidade de reposigéo insulinica exégena (Chiang et al., 2014). Nessa forma de
diabetes, a taxa de destruicdo das células B é bastante variavel, sendo, geralmente,
rapida em lactentes e criancas e lenta em adultos. Alguns pacientes, especialmente
criancas e adolescentes, podem apresentar cetoacidose como primeira
manifestacdo da doencga. Outros apresentam modesta hiperglicemia de jejum que
pode evoluir rapidamente para uma glicemia severa e/ou cetoacidose na presenca
de infeccdo ou outra forma de estresse (Insel et al., 2015; TEDDY Study Group,
2008).

Ha ainda individuos, principalmente adultos, que podem preservar uma funcéo
residual das células B, medida pelos niveis de peptideo C, o que esta associado a
um melhor controle glicémico e reducdo do risco de complicacbes microvasculares.
Niveis mais elevados de peptideo C estdo associados a menores niveis de HbAlc,
menor dose diaria de insulina, hipoglicemia menos grave e menor risco de
retinopatia (Lachin et al., 2014; Steffes et al., 2003).

O desenvolvimento do DM1 geralmente ocorre na infancia e adolescéncia, mas pode
ter inicio em qualquer idade. Embora pacientes com esse tipo de DM raramente
sejam obesos, a auséncia de obesidade ndo exclui o diagnostico de DM1. Esses
pacientes apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de outras doencas
autoimunes como doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto, doenca de Addison,
vitiligo, doenca celiaca, hepatite autoimune, miastenia gravis e anemia perniciosa
(ADA, 2017).

No DM1, os marcadores de destruicdo imune das células f mais utilizados na rotina
clinica incluem auto-anticorpos dirigidos contra as ilhotas pancreédticas e para
proteinas especificas das células B, incluindo a insulina, descarboxilase do acido
glutamico (GADG65, glutamic acid decarboxylase) e tirosina fosfatase-2 (IA-2).
Geralmente, um ou mais desses anticorpos estao presentes em aproximadamente

90% dos individuos quando a hiperglicemia é detectada (Insel et al., 2015; Leslie et
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al., 1999). Por outro lado, algumas formas de diabetes tipo 1 ndo tém etiologia
conhecida (ADA, 2017).

O desenvolvimento do DM1 envolve interagdes complexas entre fatores genéticos e
ambientais. Individuos que possuem parentes de primeiro grau com DM1
apresentam maior risco de desenvolverem a doenca. Além disso, a taxa de
concordancia entre a doenca € muito maior entre gémeos monozigoticos (30-40%)
do que dizigéticos (6%). Embora esses dados indiguem que ha fator genético
importante para o desenvolvimento da doenga, a concordancia relativamente baixa
entre gémeos idénticos sugere que importante componente ndo genético (ambiental)
esta associado a susceptibilidade no desenvolvimento da doenca (Redondo et al.,
2001).

Diversos fatores ambientais contribuem para o desenvolvimento do DM1 nos
individuos que possuem predisposi¢cao genética. Esses determinantes incluem: dieta
(proteinas do leite de vaca e gluten), infec¢des virais (caxumba, rubéola,
citomegalovirus) e toxinas (por exemplo, derivados N-nitroso). Outros fatores que
predispbe as alteracbes imunolégicas e ao desenvolvimento do DM1 sao:
administracdo de vacinas, pouco acesso aos cuidados de saude, estresse
emocional, influéncias climéaticas e certas composicbes da microbiota intestinal
(Kemppainen, et al., 2015; Knip et al., 1999; TEDDY Study Group, 2008).

Com relacdo ao componente genético, o DM1 esta associado ao sistema antigeno
leucocitario humano (HLA, human leukocyte antigens) localizado no complexo
principal de histocompatibilidade (MHC, Major Histocompatibility Complex). No locus
HLA-DR, os alelos -DRB1*03 e —DRB1*04 s&o os mais frequentes nos pacientes
diabéticos. Quanto ao locus HLA-DQ, os alelos —DQA, -DQB e —DRB também estao
associados a suscetibilidade para DM1 (Ferreira et al., 2009; Kockum et al., 1999).
Genes nao-MHC também podem ter participacdo como, por exemplo, 0s
polimorfismos no gene da insulina e do CTLA-4 (Bain et al., 1992; Bell et al., 1984;
Ferreira et al., 2009).
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2.5 Complicacgdes cronicas do diabetes

As alteracdes vasculares nos individuos diabéticos podem ocorrer nos grandes
vasos (macroangiopatia), como também nos pequenos vasos (microangiopatia) e
sdo decorrentes, principalmente, do processo de glicacdo ndo enzimatica das
proteinas e formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs, advanced
glycation end products), bem como da geracédo de radicais livres. A macroangiopatia
caracteriza-se por aterosclerose e tromboembolismo arterial, enquanto as
microangiopatias incluem a retinopatia, neuropatia e a nefropatia diabética (Wautier

e Guillausseau, 1998).

Sabe-se que pacientes com diabetes tém risco maior de desenvolver doenca
coronariana quando comparados a individuos sem diabetes (Emerging Risk Factors
Collaboration, 2010). A diretriz brasileira para prevencdo de doenca cardiovascular
no diabetes de 2017 recomenda a estratificacdo de risco em baixo, intermediario,
alto e muito alto, de acordo com a idade e a auséncia/presenca de doenca
aterosclerotica ou de eventos cardiovasculares prévios, como infarto agudo do
miocardio e acidente vascular encefalico. Para pacientes com DM e risco
cardiovascular muito alto, os alvos lipidicos recomendados s&o inferiores aos de
baixo risco, bem como as metas para HbAlc e presséo arterial s&o mais rigorosas, a
fim de prevenir o desenvolvimento e/ou a progresséo de complicacdes (Bertoluci et
al., 2017).

A retinopatia diabética € uma das principais causas de perda visual no mundo em
pessoas em idade produtiva (16 a 64 anos) e é a principal causa de cegueira em
adultos (Ting et al., 2016). Essa complicacdo ocorre em mais de 90% dos pacientes
com DM1 e em mais de 60% dos pacientes com DM2 (Fong et al., 2004). Desta
forma, a retinopatia € uma complicacdo comum no paciente com diabetes, além de
estar associada a duracdo e ao mau controle da doenca (Klein et al., 2008). As
neuropatias diabéticas sdo as complicagdes cronicas mais comuns em pacientes
com DM. Podem afetar diferentes partes do sistema nervoso, desta forma, as
manifestacdes clinicas sdo muito variadas. A polineuropatia difusa simétrica é a
causa mais importante de ulceracdo no pé e pode ser detectada ao exame fisico dos
pés (Pop-Busui et al., 2017).
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A doenca renal diabética pode ser diagnosticada pelo aumento da excrecao urinaria
de albumina, reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) ou outras alteracdes
renais identificadas em exames patologicos, urinarios, de sangue ou de imagem
(ADA, 2017). Os estagios da doenca renal diabética com base nos niveis de TFG
podem ser classificados de 1 a 5, sendo os estagios 1 e 2 definidos pela evidéncia
de dano renal (geralmente albuminuria) com TFG = 60mL/min/1,73 m?, enquanto 0s
estagios 3 a 5 correspondem a progressiva reducéo da TFG (Levey et al., 2011). A
ADA recomenda a classificacdo da albuminuria em apenas normal (<30mg/g cr) ou
aumentada (=30mg/g cr), sendo esta ultima em substituicdo aos termos
microalbumindria e macroalbuminudria (ADA, 2017). J4 a Kidney Disease Improving
Global Outcomes (KDIGO), a divide em trés tipos: normal (<30mg/g cr), aumentada
(30-300mg/g cr) e muito aumentada (>300mg/g cr) (KDIGO, 2013).

O aumento da excrecdo urinaria de albumina é fator de risco independente para
doencas cardiovasculares em pacientes diabéticos e para desenvolvimento de
formas mais avancadas de nefropatia (Jensen et al., 1987; Viana et al., 2012). O
aparecimento de microalbumindria estd associado ao desenvolvimento de leséo
endotelial no DM1. Contudo, mesmo em pacientes normoalbumindricos, tem sido
observado comprometimento da vasodilatacdo, indicando que a disfuncdo endotelial
possa ser um evento ainda mais precoce do que a microalbumindria ao longo da
histéria natural do DM1 (Meeking et al., 1999).

A relacéo entre excrecdo de albumina e lesé@o endotelial foi estudada por Stehouwer
e colaboradores (1995). Este estudo compreendeu uma coorte de dezessete
pacientes com DM1 normoalbuminuricos, avaliados no inicio do estudo (primeira
avaliacdo) e em outros trés momentos subsequentes. Apds trés anos de
acompanhamento, seis pacientes desenvolveram microalbuminuria. Esses pacientes
apresentaram ainda niveis mais elevados de fvW, marcador de lesdo endotelial,
guando comparados ao grupo normoalbumindrico. No entanto, este aumento
precedeu a microalbumindria, uma vez que foi observado desde a segunda
avaliacdo do estudo. Dessa forma, os resultados sugerem que o fvW € um marcador
de leséo endotelial mais precoce do que a microalbuminuria em pacientes com DM1
(Stehouwer et al., 1995).
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2.6 Inflamagéo no diabetes mellitus

O diabetes é caracterizado por um estado pro-inflamatério sub-clinico, o que pode
contribuir para o desenvolvimento de complicacées microvasculares (Schram et al.,
2005). A evidéncia de inflamacdo no diabetes inclui: niveis séricos aumentados de
PCR; niveis aumentados de PAI1 (plasminogen activator inhibitor type 1), aumento
da enzima superoxido dismutase (SOD) em mondcitos e da liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias (IL1p, IL6 e TNFa); aumento da adesdo de mondcitos ao endotélio;
aumento da atividade de NF«kB; e aumento da expressdo dos receptores Toll-like 2 e
4 em mondcitos de pacientes com diabetes (Devaraj et al., 2010). Ainda, foi
demonstrado em pacientes com DM1 niveis urinarios elevados de TNFa, IL6 e IL10,
sendo que os pacientes com macroalbumindria apresentaram niveis mais elevados
de TNFoa quando comparados a pacientes com microalbumindria. Isto sugere que
esta citocina pro-inflamatéria tem papel importante na doenca renal diabética e pode
ser (til na avaliagdo da progressao da nefropatia em pacientes com DM1 (Pestana
et al.,, 2016). Desta forma, as evidéncias corroboram que a inflamag&o tem papel
importante no desenvolvimento e na progressédo do diabetes e também da doenca

renal do diabetes.

Estudos tém demonstrado um papel importante das células T helper 17 (Th1l7) e
células T regulatdrias no desenvolvimento de DM1 em animais e humanos. As
células Th1l7 induzem a producéo de citocinas pro-inflamatoérias e quimiocinas que
afetam muitos tipos celulares. Foi demonstrado em modelo animal de diabetes com
STZ que IL23 promove o desenvolvimento de diabetes pela expansédo de células
Thl7. Ainda, a inibicAo das células Thl7 foi associada a prevencdo do
desenvolvimento desta doenca (Annuziato & Romagnani, 2009; Li et al., 2015). O
IFNy esta associado a patologia de diversas doencas autoimunes, incluindo o DM1.
E uma potente citocina pro-inflamatéria capaz de aumentar a expressdo dos
receptores Toll-like pelas células da resposta imune inata, induzir a apresentagéo
dos MHC de classe | e Il, induzir a secrecdo de quimiocinas, a ativacdo de

macrofagos e a fagocitose (Raphael et al., 2015).

A reducdo dos receptores para a citocina IL2 ou sua deficiéncia também possui

papel central na patogénese do diabetes. Estudos em modelos animais indicaram
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gue o0 aumento da sinalizagdo via IL2 esta associado a prevencdo ou reversao da

doenca, mediada pela acéo de células T reguladoras (Hulme et al., 2012).

J& a IL10 é uma molécula capaz de inibir a secrec¢do de citocinas pré-inflamatérias
pelos mondcitos ativados, assim como reduzir a sintese de ROS (Little et al., 2011,
Waehre et al., 2002). O mecanismo de acdo esta associado a inibicdo da transcricdo
de genes de citocinas inflamatérias pelo fator de transcricdo NFkB, inducdo do
supressor de sintese de citocina 3, estimulacao de citocinas Th2 e prote¢cdo contra a

disfuncéo vascular induzida por angiotensina Il (Janowska et al., 2016).

A citocina IL4, por sua vez, também é capaz de suprimir a producdo de citocinas
pré-inflamatorias, produzidas por células Thl, e estimular a producdo de citocinas
anti-inflamatorias, produzidas por células Th2. O redirecionamento de uma resposta
Thl para Th2 esta associado a reducao da destruicdo das ilhotas B pancreaticas (Li
et al., 2014; Mi et al., 2004).

Sabe-se que no endotélio integro normalmente ndo ha aderéncia de leucécitos,
porém, nas fases precoces da aterosclerose, as células endoteliais comecam a
expressar moléculas de adesdo, como VCAML1 (vascular cell adhesion molecule 1) e
ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1), as quais promovem a aderéncia de
monaocitos. A expressado dessas moléculas é induzida por estimulos inflamatoérios
gue incluem IL1B, TNFa, proteina C reativa (PCR) e da quimiocina ligante 2 (motivo
C-C) (CCL2, C-C motif chemokine ligand 2). Em seguida, h4 o recrutamento de
células inflamatdrias para o endotélio e transmigracéo para a camada intima do vaso
(Szmitko et al., 2003).

A liberacao continua de citocinas pelo endotélio e pelas células espumosas perpetua
o processo inflamatério e o acumulo de lipideos, estando associada a formacao da
placa aterosclerodtica e do trombo. A citocina TNFa pode induzir a produgéo de IL6
gue estimula a sintese de PCR. Além disso, essa citocina pode estimular a via NFkB
(nuclear factor kapa B) que, por sua vez, regula a expressdao de diversos genes
associados a patogénese da doenca vascular, como fator tissular, VCAM, ICAM,
IL1B, IL6, IL8. Dessa forma, esses mediadores inflamatorios podem causar
disfuncédo endotelial e contribuem para o processo de aterosclerose (Schalkwijk e
Stehouwer, 2005).

15



Os macrofagos, derivados dos mondcitos, sdo as principais células associadas a
inflamacédo renal. Através da ativacao de vias de sinalizacdo intracelular, incluindo
NFkB e MAPK (mitogen-activated protein kinase), os macrofagos produzem
citocinas pro-inflamatorias (TNFo, IL13, IL12, IL18, IL23, IL6), quimiocinas e geram
ROS e espécies reativas de nitrogénio, incluindo NO. No entanto, os macrofagos
também tém a capacidade de gerar citocinas que podem afetar o rim de forma
benéfica como IL10 (Duffield, 2010).

2.7 Disfuncao endotelial e estresse oxidativo no diabetes mellitus

O endotélio desempenha varias funcdes importantes na manutencdo da homeostase
da vasculatura por meio da sintese de substancias biologicamente ativas que
modulam o ténus vascular, bem como na inibicdo da agregacdo plaquetaria e da
proliferacdo de células musculares lisas. O endotélio pode estar alterado em
condicbes como o diabetes, que podem contribuir para a progressao da lesao
vascular (Vane et al., 1990; Hadi e Suwaidi, 2007).

A acao da insulina se inicia com a sua ligacédo a receptor especifico de membrana, o
gual consiste em duas subunidades o e duas subunidades B. A ligacédo da insulina a
subunidade a permite que a subunidade B adquira atividade quinase, levando a
alteracdo conformacional e autofosforilacdo. Uma vez ativada, a subunidade f
fosforila varios substratos protéicos em tirosina, dentre estes o0s substratos dos
receptores de insulina. Essas proteinas possuem sitios de reconhecimento para
diferentes moléculas, sendo a PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) essencial para o
transporte de glicose (Pessin & Saltiel, 2000). A insulina, em concentragdes
fisioldgicas, estimula a vasodilatacdo por meio da producédo endotelial de NO. No
endotélio, a ativacdo da via PI3K é capaz de regular a producdo de NO insulino-
dependente. Isto € comprovado com o fato de que a resisténcia a insulina,
secundéaria a um defeito sistémico na via PI3K, determina falha combinada no
transporte de glicose e na vasodilatagdo endotélio-dependente de insulina
(Schroeder et al., 1999; Zeng e Quon, 1996).
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Contudo, a hiperglicemia é o principal fator associado as complica¢des vasculares
no diabetes (Lee et al., 1989). A glicose contribui diretamente para a lesdo endotelial
através da glicacao irreversivel do colageno subendotelial e de outras proteinas
estruturais do vaso, formando os AGEs (Meigs et al., 2000). As interacdes entre os
AGEs com os seus receptores celulares tém papel importante na patogénese de
complicac@es diabéticas através do aumento da expressao de moléculas de adesao,
incluindo VCAM e ICAM, bem como o aumento da permeabilidade vascular e a
geracdo de fator tissular pro-coagulante (Schmidt e Stern, 2000). A formacado de
AGEs também esté associada aos elevados niveis de substéancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS, thiobarbituric acid reactive substances) em pacientes

diabéticos, indicativo de lipoperoxidacao (Wautier et al., 1994).

As ROS sao produzidas constantemente durante os processos metabdlicos. Em
individuos saudaveis, a concentracdo de ROS é controlada pela acdo dos sistemas
antioxidantes enzimaticos, tais como SOD, catalase e glutationa peroxidase, e nédo
enzimaticos, como vitaminas C e A. Contudo, em individuos diabéticos, ocorre
aumento da formacdo de ROS devido a auto-oxidagdo da glicose, o que leva a
ativacdo da via dos poliois, da hexosamina e da PKC (proteina quinase C) e a
formacdo de AGEs, além de estar associado a mudancas no contetdo e atividade
no sistema de defesas antioxidantes no tecido, levando a um quadro de estresse
oxidativo (Figura 1) (Baynes, 1991; Luppi et al., 2013; Schalkwijk e Stehouwer,

2005).

Conforme dito anteriormente, o endotélio tem o papel fundamental de manter a
homeostase da vasculatura por meio, principalmente, da producdo de NO, o qual é
sintetizado a partir da L-arginina pela enzima eNOS. Esse gas se difunde
rapidamente do endotélio para a camada de células musculares lisas e plaquetas
onde promove a producédo de GMP cilico (GMPc, cyclic guanosine monophosphate)
com consequente relaxamento vascular e inibicdo da agregagdo plaquetaria. A
meia-vida do Oxido nitrico € de apenas alguns segundos, sendo rapidamente

oxidado a nitrato (Moncada e Higgs, 1993).
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Figura 1 - Modelo esquematico do papel da hiperglicemia na lesdo vascular. A
hiperglicemia é acompanhada pela geragédo de ROS levando a ativac¢do das vias dos polibis
e das hexosaminas, da PKC e da producdo de AGEs, com subsequente ligagdo ao seu
receptor (RAGE), todos estes eventos culminam em disfungdo endotelial e apoptose.
Abreviacfes: NO, 6xido nitrico; eNOS, O6xido nitrico sintase endotelial; TGFa, fator de
crescimento transformador alfa (transforming growth factor alfa); TGFp, fator de crescimento
transformador beta (transforming growth factor beta); NFkB, nuclear factor kappa B; PAIL,

inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (Adaptado de Luppi et al., 2013).

Ainda, no paciente hiperglicémico, o aumento do estresse oxidativo pode levar ao
desacoplamento da eNOS, diminuicdo da sua atividade e, consequentemente, a
menor producdo de NO, o que pode desencadear aumento da presséo arterial e

maior frequéncia da formacéo de trombos (Brownlee, 2005; Forst et al.,2008).

Além de interferir na disponibilidade de NO, as ROS podem também interferir na
funcdo endotelial por meio da peroxidacédo de lipideos da membrana e ativacao da
via do NFxB. Essas espécies podem também afetar diversas vias de sinalizacao,
como das proteinas G e quinases, bem como canais de ions e fatores de transcricdo
(Schalkwijk e Stehouwer, 2005).
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2.8 Fator de von Willebrand (fvW)

O gene do fvW esté localizado no brago longo do cromossomo 12 (12g13.31) e
codifica uma glicoproteina multimérica sintetizada por megacariécitos e células
endoteliais, a qual pode ser encontrada no subendotélio, no plasma, nas plaquetas,
bem como no endotélio vascular. O fvW é secretado em uma forma de alto peso
molecular, os grandes multimeros do fvW, os quais constituem as formas mais
trombogénicas. No plasma, os grandes multimeros do fvwW séo clivados por uma
protease chamada ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin type 1 motifs, member 13) em multimeros menores, 0s quais
possuem menor capacidade de adesdo, o que limita a formacdo do trombo

plaquetéario (Reininger, 2008b).

O fvW é armazenado nos granulos alfa dos megacariocitos e nos corpos de Weibel-
Palade nas células endoteliais, 0os quais possibilitam mobilizacdo rapida em resposta
a moléculas ativadoras, como a trombina. Por isso, quando h& lesao endotelial, o
aumento dos niveis plasmaticos de fvW € marcante e expressa possivel estado de
hipercoagulabilidade (Jenkins e O’Donnell, 2006; Sumpio et al.,, 2002). A adeséo
plaguetaria mediada pelo fvW é especialmente importante nas regides onde ha alto

estresse de cisalhamento, como nas arteriolas (Savage et al., 1996).

As duas principais funcbes do fvwW sdo: (1) ligar-se ao colageno presente no
subendotélio lesado e nas plaquetas, promovendo a formacdo do tampéo
plaquetéario; e (2) ligar e transportar o fator VI, protegendo-o da protedlise no
plasma. As diferentes fungbes do fvW estéo relacionadas aos dominios especificos
da molécula e a sua estrutura modular. O fvW apresenta sitios de ligacdo ao
colageno, as glicoproteinas plaquetarias (Gp) Ib e llb/llla, bem como ao fator VIII da
coagulacédo, o que justifica o seu importante papel no sistema hemostatico (Lip e
Blann, 1997; Berber, 2012). O fator VIl liga-se ao dominio D’ e D3 do fvW, enquanto
0 colageno pode se ligar ao dominio A1 e ao dominio A3, sendo este Ultimo o

principal sitio de ligacdo para o colageno (Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura e dominios funcionais do fator de von Willebrand. Os principais
dominios do fator de von Willebrand séo: D1, D2 e D3 - participam do processo de
multimerizacdo; D’ e D3 — ligagéo do fator VIII; Al — ligacdo com a glicoproteina plaquetaria
GPlba. A2 — clivagem pela ADAMTS13; A3 — ligagédo para o colageno; C1 — ligagcdo com a
glicoproteina plaquetaria Gplib/llla. Abreviac8es: fvW, fator de von Willebrand; FVIII, fator
VIII; Gp Ib, glicoproteina Ib; Gp lIb/llla, glicoproteina llb/llla (Adaptado de Berber, 2012).

Dessa forma, uma lesdo no endotélio vascular com exposicédo do colageno presente
no subendotélio promove a ligacdo dos multimeros de alto peso molecular ao
colageno através do dominio A3. Logo em seguida, 0 multimero passa por processo
de desdobramento e mudanca conformacional, expondo assim o dominio Al, onde
ocorre ligacdo com a glicoproteina plaquetaria GP |ba (adeséo plaquetaria). Apés a
ativacao plaquetéria, uma outra glicoproteina plaquetaria, a Gpllb/llla, se liga ao fvwW
no dominio C1, onde encontra-se a sequéncia RGD (Arg-Gly-Asp), permitindo a
aderéncia das plaquetas entre si (agregacdo plaquetaria) e formacdo do trombo
(Jenkins e O’Donnell, 2006; Savage et al., 1996).

A interacdo entre o fvW e as plaquetas s@o essenciais para a manutencdo da
hemostasia. A sua deficiéncia ou disfuncéo, bem como alteracdes no receptor Gp Ib
presente nas plaquetas, esta associada aos disturbios hemorragicos como a doenga
de von Willebrand e a sindrome de Bernard-Soulier, respectivamente (Bowen e
Collins, 2006).
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A deficiéncia dos multimeros de elevado peso molecular, bem como os de tamanho
intermediario na circulacdo, pode estar associada ao aumento da protedlise pela
ADAMTS13, devido as mutacdes no dominio A2 do fvW que promovem alteracdo na
sua conformacéo, deixando o sitio de acdo da enzima mais acessivel (Lyons et al.,
1992). Além disso, mutagBes que ocorrem em regides do fvW que estdo associadas
com a formacdo dos multimeros de alto peso molecular (dominios D1, D2 e D3)
levam a auséncia destas estruturas. Substituicbes de aminoacidos no fvW também
podem provocar alteragbes na conformacdo do dominio A2, aumentando
significativamente a sua protedlise pela ADAMTS13, o que predispde os individuos a

hemorragia na doenca de von Willebrand (Bowen e Collins, 2006).

Niveis elevados do fvW na presenca de microalbumindria em pacientes diabéticos
tém sido associados ao desenvolvimento de vasculopatia e doenga cardiovascular
(Stehouwer et al., 1995). Além disso, tem sido observado nesses pacientes atividade
reduzida da enzima ADAMTS13, o que aumenta o risco de desenvolvimento de

aterosclerose e tromboembolismo arterial (Lip e Blann, 1997).

2.9 ADAMTS13 (a desintegrin and metalloprotease with thrombospondin type |

motifs, member 13)

A protease que cliva o fvW foi isolada em 1996 (Furlan et al., 1996; Tsai e Lian
1996). Em 2001, essa protease foi identificada como ADAMTS13, por ser o 13°
membro da familia ADAMTS de metaloproteases, uma desintegrina e
metaloproteinase com dominios trombospondina, dependente de Zn?*/Ca?*
(Fujikawa et al., 2001; Zheng et al., 2001).

A Figura 3 apresenta os dominios da ADAMTS13 que incluem: peptideo sinal (S);
pré-peptideo (P); e dominio tipo metaloproteinase (M), onde est& localizado o motivo
de ligacdo ao zinco mostrado em vermelho, importante para a proteolise do fvW.
Ainda a Figura mostra: dominio desintegrina (Des); primeira repeticdo do dominio de
trombospondina tipo 1; dominio rico em cisteina (Cis); e dominio espaco (Esp),
sendo que todos estes sdo importantes para a ligagdo com o fvw. Por fim, &

possivel observar a segunda a oitava repeticdo do dominio de trombospondina tipo
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1; e dois dominios CUB (acrénimo de trés proteinas através das quais o dominio foi
caracterizado: Complemento C1r/C1ls, fator de crescimento epidérmico sea urchin,
Bone morphonetic protein 1), sendo que estes dominios sdo importantes para o

reconhecimento e clivagem do fvW (Lancelotti, 2013).

ADAMTS13 , |
N{s[P[ M ves DT p @QOOE-EOD@Hc1[c2)}-c
| | ] | |
Clivagem Interagao com fvW Interacao com fvW sob estresse
do fvW dominio A2 de cisalhamento

Figura 3 — Estrutura e dominios da ADAMTS13. Os principais dominios da ADAMTS13
sdo: S — peptideo sinal; P — pro-peptideo; M — metaloproteinase; Des — desintegrina; 1 a 8 —
motivos de trombospondina tipo 1; Cis — dominio rico em cisteina com sequéncia arginina-
glicina-aspartato; Esp — espacador; C1 e C2 — dominios CUB. Abreviacdes: fvW, fator de
von Willebrand; CUB, Complemento C1r/C1s, fator de crescimento epidérmico sea urchin,
bone morphonetic protein 1 (Adaptado de Lancellotti, 2013).

O gene da ADAMTS13 esta localizado no brago longo do cromossomo 9, contém 29
éxons e aproximadamente 37 kb de sequéncia genémica (Levy et al., 2001). Estima-
se gque a proteina traduzida apresente um peso molecular de aproximadamente 145
kDa, que difere do peso molecular de 190 kDa observado para ADAMTS13
purificada a partir de plasma humano. Essa diferenca entre os pesos calculado e o
molecular é provavelmente devido a glicosilacdo da proteina (Fujikawa et al., 2001;
Levy et al., 2005).

A ADAMTS13 € uma enzima proteolitica sintetizada principalmente pelo figado, mas
também é expressa nas plaquetas (Suzuki et al.,, 2004), nas células endoteliais
(Turner et al., 2006) e nos rins e estd presente normalmente no plasma (Manea et
al., 2010). A concentracdo plasmatica de ADAMTS13 varia de 0,5 a 1,0 mg/L. A
enzima € estavel e tem meia-vida no plasma de aproximadamente 2 a 3 dias
(Crawley et al., 2005; Furlan et al., 1999).
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Em condic¢Oes fisiolégicas, a ADAMTS13 cliva os grandes multimeros do fvwW e os
remove da circulacdo, o qual € o unico substrato conhecido para essa enzima. A
clivagem ocorre na ligacéo peptidica entre tirosina na posicdo 1605 e metionina na
posicdo 1606, localizado no dominio A2 do fvW e gera multimeros mais curtos
(Furlan et al., 1996; Tsai, 1996; Levy et al., 2001). Os grandes multimeros do fvW
nao sdo uniformemente clivados em fragmentos menores de tamanho idéntico pela
ADAMTS13, uma vez que sofrem protedlise parcial por esta enzima (Reininger,
2008a).

O fvW e a ADAMTS13 circulam juntos no plasma, onde a ADAMTS13 pode ligar-se
ao fvW em condi¢cOes estaticas ou sob condicdes de estresse de cisalhamento. No
entanto, esta interacdo pode ser ineficaz em relacdo a protedlise, a menos que a
tensdo de cisalhamento seja alta o suficiente para esticar o fvW e expor o dominio
A2 que possui o local de clivagem pela ADAMTS13 (Dong, 2005). A clivagem do
fvW resulta na libertacdo do fvW da superficie endotelial e permite que a molécula
adote conformacdo globular, o que reduz a sua acessibilidade as plaquetas
(Reininger, 2008b). A tensdo de cisalhamento também pode favorecer a adesédo de
plaguetas mediada pelos grandes multimeros do fvW, através da exposi¢cdo do
dominio de ligacdo a GPIb, 0 que € necessaria para a formacéo de trombos. Dessa
forma, a tensdo de cisalhamento pode tanto promover a formacdo do tampéo
plaquetario pelo fvW, quanto aumentar a sua protedlise limitando a interagdo com as
plaguetas (Bowen e Collins, 2006).

A deficiéncia ou disfuncdo da ADAMTS13 resulta na auséncia de clivagem ou
clivagem parcial dos grandes multimeros do fvW e predispde a formacao
espontanea de agregados plaquetarios intravasculares, resultando em puarpura
trombocitopénica trombética (PTT) (Figura 4). A PTT pode ser congénita, causada
por mutacdo no gene da ADAMTS13, ou adquirida, sendo causada pela presenca de
auto-anticorpos contra essa protease. Em todos as situagdes, ocorre deficiéncia
grave da atividade da ADAMTS13 (<5%), o que resulta em estado patolégico severo.
A deficiéncia de ADAMTS13 nesses pacientes esta associada a formacgdo de
trombos ricos em fvW e plaquetas na microcirculacdo do coracado, cérebro, rins,

figado, baco e supra-renais. Esses pacientes geralmente desenvolvem acidente
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vascular encefalico precocemente, bem como complica¢cbes renais (Feys et al.,
2010; Manea et al., 2007).

Gplb\

Parede do Vaso

Figura 4 — Patogénese da purpura trombocitopénica trombdtica causada pela deficiéncia de
ADAMTS13. A purpura trombocitopénica trombotica esta associada a presenca de trombos
ricos em plaquetas e fator de von Willebrand na microvasculatura do organismo devido a
deficiéncia grave da ADAMTS13. Abreviacdes: GPIb, glicoproteina plaquetaria Ib; fvw, fator
de von Willebrand; PTT, purpura trombocitopénica trombética (Adaptado de Sadler, 2008).

Alguns estudos tém demonstrado que a ADAMTS13 pode ser clivada por proteases
plasmaticas, tais como trombina, plasmina e elastase de granulécitos, resultando na
sua inativagdo. Por outro lado, a trombomodulina pode inibir a inativacdo da
ADAMTS13 mediada pela trombina. Dessa forma, a inativacdo da ADAMTS13 por
trombina e plasmina poderia promover o recrutamento de plaquetas pelo fvWw,
enguanto a trombomodulina poderia limitar a propagacéao da agregacéo plaguetaria
no endotélio ndo lesionado em torno do sitio da les@o vascular (Crawley et al., 2005;
Feys et al., 2010; Ono et al., 2006). Em condi¢fes clinicas associadas ao estado de
hipercoagulabilidade e inflamacédo, os niveis plasmaticos de trombina, plasmina e
elastase de granuldcitos sdo mais elevados, o que pode estar associado ao aumento
da degradacdo de ADAMTS13 e, consequentemente, a menor atividade desta
enzima (Ono et al., 2006).
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Sabe-se que niveis elevados do fvW estdo associados a diminuicdo da
concentracdo da ADAMTS13 no plasma (Mannuci et al., 2004). Foi demonstrado in
vitro que a IL6 inibe ou interrompe a clivagem do fvW pela ADAMTS13, enquanto IL8
e TNFa promovem a liberacdo do fvW através da ativagdo de células endoteliais
(Bernardo et al., 2004). Pelo fato do fvW ser produzido em excesso em condi¢bes
clinicas nas quais hd aumento da producdo de citocinas, o fvW excedente ndo €&
clivado pela ADAMTS13. Portanto, ha desequilibrio entre fvW e ADAMTS13
causado pelas citocinas pro-inflamatérias (Bernardo et al., 2004; Arimoto et al.,
2012; Gragnano et al., 2017).

O DM é uma condicéo clinica na qual a resposta inflamatoria também pode perturbar
o equilibrio entre a atividade da ADAMST13 e os niveis plasmaticos de fvW,
resultando em estado pro-trombaético (Skeppholm et al., 2009; Vischer, 2006). Nos
pacientes com diabetes, os mecanismos envolvidos na reducdo dos niveis
plasmaticos da ADAMTS13 ainda ndo estado bem estabelecidos. No entanto, estudos
tém demonstrado que condi¢cdes clinicas que cursam com hipercoagulabilidade
estdo associadas a perda da ADAMTS13 na urina; degradacdo da ADAMTS13 por
proteases plasméticas; e producdo hepatica e/ou renal reduzidas da ADAMTS13
devido a inibicdo da sintese por citocinas pro-inflamatérias (Manea et al., 2010; Ono
et al., 2006; Cao et al., 2008).

Um outro estudo demonstrou em pacientes com estado pro-trombotico (diabetes,
aterosclerose, cancer, sepse, leucemia proé-mielocitica aguda), menor atividade da
ADAMTS13 no plasma quando comparado ao grupo controle saudavel. Os niveis de
trombospondida 1 e fvW no grupo caso foram significativamente superiores em
relacdo ao grupo controle. A andlise de correlacdo demonstrou que a atividade da
ADAMTS13 se correlacionou negativamente com os niveis de trombospondina 1,
glicemia, pressdo sanguinea, dimero D, creatinina e niveis de PCR (proteina C
reativa), sugerindo que a reducdo da atividade da ADAMTS13 estd associada ao

aumento da hipercoagulabilidade (Sun et al., 2016).
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2.10 Peptideo C
2.10.1 Estrutura e funcao

O peptideo de ligacdo da pré-insulina humana, peptideo C, até ha pouco tempo era
conhecido apenas como uma molécula inativa, servindo para unir e estabilizar as
cadeias A e B da molécula de pré-insulina, facilitando o enovelamento da insulina e
a formacéo das pontes dissulfeto entre as cadeias (Figura 5) (Bhatt et al., 2014;
Wahren e Larsson, 2015).
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Figura 5 — llustracdo esquematica do peptideo C e o seu papel na biossintese da insulina. A
pré-pré-insulina é clivada enzimaticamente originando a pré-insulina. Apos a clivagem da
pré-insulina, ha a liberagdo equimolar de insulina e peptideo C para a corrente sanguinea
(Adapatado de Bhatt et al., 2014).

Durante o processo de clivagem da pré-insulina ha a liberacdo do peptideo C, o qual
€ secretado em concentracdes equimolares a insulina, sendo utilizado clinicamente

como marcador da secrecdo enddgena de insulina e da atividade das células B
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devido a sua meia vida mais longa (Hills et al., 2010). A meia vida da insulina é de
cerca de 4 minutos. O figado rapidamente degrada este hormoénio durante a sua
primeira passagem, sendo que apenas 50% atinge a circulacdo sistémica. Por outro
lado, o peptideo C ndo € removido em sua primeira passagem pelo figado e tem
uma meia vida circulante de cerca de 30 minutos. O nivel plasméatico de peptideo C
em jejum e poés-prandial varia entre 0,3-1 nM e 1,5-2,5 nmol / L, respectivamente
(Ghorbani e Shafiee-Nick, 2015).

Estudos recentes tém demonstrado efeitos biologicos do peptideo C em diferentes
tipos celulares, podendo contribuir para a prevengao de complicacdes do DM (Lim et
al., 2014; Pujia et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos nas ac¢bes biolégicas do peptideo C parecem estar
relacionados com as vias de sinalizacdo intracelular da proteina G. Como este
receptor € totalmente saturado em concentracdes fisiologicas de peptideo C, os
efeitos da administracdo exdgena deste peptideo s6 podem ser observados em
pacientes e animais que possuem deficiéncia de peptideo C (Hills et al., 2010; Rigler
et al.,1999; Wahren et al., 2012). A ligacdo do peptideo C ao seu receptor na
membrana da célula resulta na ativacdo de uma proteina G com o subsequente
influxo de Ca?* e ativacdo da eNOS, resultando na formacéo de NO. A fosfolipase C
e isbmeros especificos da PKC sdao, entdo, fosforilados, bem como o complexo da
proteina MAPK. Como resultado, ha ativacdo da atividade da Na*, K* ATPase e a
ligacdo ao DNA de diversos fatores de transcricdo. A PI3-K também ¢é ativada

promovendo regulacdo da atividade transcricional (Wahren e Larsson, 2015).

Sabe-se que, em pacientes com DM1, a persisténcia de alguma secrecao residual
de peptideo C é associada com melhor controle glicémico e a um risco menor de
desenvolvimento de complicagdes microvasculares (VanBuecken & Greenbaum,
2014). Além disso, tem sido demonstrado que o peptideo C pode aumentar a
captacdo de glicose em todo o corpo humano, além de ter mostrado efeitos
benéficos na nefropatia e neuropatia diabética (Brunskill, 2017; Ghorbani e Shafiee-
Nick, 2015).
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2.10.2 Peptideo C e as complica¢cdes do diabetes mellitus

Diversos estudos tém demonstrado que a patogénese das complicacdes
microvasculares no diabetes estd relacionada a hiperglicemia e a auséncia de
peptideo C, com consequente aumento da produgdo de ROS e morte celular
(Cifarelli et al., 2011; Wahren & Larsson, 2015).

O papel do peptideo C nas alteracbes renais est4d associado a reducdo da
hiperfiltracdo glomerular, da excrecdo de albumina na urina, do volume glomerular e
da expansdo da matrix mensangial. Além disso, reduz a produgédo de TNFa, o qual
estimula a inflamacao e morte das células do endotélio renal (Hills et al., 2010). J& é
bem estabelecido que o peptideo C inibe a via NFxB reduzindo as concentracdes
plasmaticas de citocinas e quimiocinas (Luppi et al., 2013). A inibicdo da via NFxB
pelo peptideo C poderia proteger contra a lesdo tubular renal mediada pelo TNFa
que é capaz de promover um amplo espectro de respostas celulares, incluindo
inflamacdo e morte celular, e estd aumentada em diabéticos com alteragédo renal.
(Al-Rasheed et al., 2006).

Foi demonstrado em ratos diabéticos tratados com STZ hiperfiltragdo glomerular e
perda de proteinas na urina. A administracdo de peptideo C promoveu melhora na
funcdo renal ao reduzir a hiperfiltracdo e a excrec¢do urinaria de proteinas (Sjoquist
et al., 1998). Outro estudo também demonstrou reducéo significativa na TFG e na
excrecdo de albumina na urina em ratos diabéticos tratados com peptideo C quando
comparados a controles que receberam cloreto de sdédio (NaCl) (Samnegard et al.,
2001). Além disso, o peptideo C limitou a hipertrofia glomerular e a expansao da
matriz mesangial, induzidos pelo diabetes (Samnegard et al., 2005). Nordquist et al.
(2009) demonstram ainda que o peptideo C € capaz de regular a expressdo da
eNOS e a producdo de NO nos capilares glomerulares, o que estd associado a

reducao da pressao intraglomerular e da hiperfiltracéo (Nordquist et al. 2009).

Os efeitos do peptideo C sobre os nervos periféricos tém sido demonstrado em
estudos realizados com humanos e animais e vém indicando um efeito significativo
deste peptideo sobre a funcdo neuronal (Ekberg & Johansson, 2008; Wahren &
Larsson, 2015).
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Em ratos BB, com desenvolvimento espontaneo de DM1, a administracdo de
peptideo C limitou as altera¢cdes funcionais na conducdo nervosa (Sima et al., 2001).
De forma semelhante, em ratos com diabetes induzida por STZ, o tratamento com
peptideo C melhorou a velocidade de conducdo nervosa motora e sensorial nestes
animais (Cotter et al., 2003). Stevens et al. (2003) administraram o peptideo C por
dois meses em ratos diabéticos com o objetivo de avaliar a fungcdo neurovascular.
Eles verificaram que o tratamento com peptideo C melhorou a perfusdo nervosa
(Stevens et al., 2003)

Também ja foram estudados os efeitos do peptideo C sobre a retinopatia diabética.
Sabe-se que nas células endoteliais, os AGEs causam a superproducdo de VEGF
(vascular endothelial growth factor) que, por sua vez, estimula a angiogénese e a
neovascularizacdo, ambas envolvidas na patogénese da retinopatia. Em
camundongos com diabetes induzida por STZ, a administracdo de peptideo C
promoveu reducdo da expressdao de VEGF (Lim et al.,, 2014). Um estudo
desenvolvido por Ido et al., 1997 ja havia demonstrado maior extravasamento de
albumina marcada com I'*® na retina de animais diabéticos quando comparados
agueles tratados com peptideo C, indicando que este peptideo reduz a
permeabilidade vascular da retina. Além disso, Chung et al., 2015 demonstraram
gue pacientes diabéticos tipo 2 que apresentam menores niveis de peptideo C

possuem prevaléncia maior de retinopatia diabética, associado com a sua gravidade.

Assim, mais estudos que avaliem o efeito do peptideo C nas varias complicacdes do

DM sé&o necessarios, a fim de criar perspectivas para o seu uso terapéutico.

2.11 Modelo animal de diabetes tipo 1

O diabetes experimental pode ser induzido cirurgicamente, pela administracdo de
agentes quimicos beta-citotoxicos, manipulacdo genética ou por meio da
manutencdo de linhagens que desenvolveram a doenca espontaneamente. A
maioria dos experimentos € realizada em roedores, embora alguns estudos sejam

realizados em animais maiores. O modelo murino é o mais usado em decorréncia da
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habilidade de deletar ou superexpressar genes especificos por meio da tecnologia

de knockout e transgénicos (Rees e Alcolado, 2005).

As substancias mais comumente utilizadas para a indugcdo do diabetes sdo o
aloxano e a estreptozotocina (STZ) que agem preferencialmente nas ilhotas
pancreaticas via canais GLUT-2 (Rees e Alcolado, 2005; Szkudelski, 2001). Esses
agentes quimicos causam toxicidade as células B principalmente por meio da
producdo de ROS e alquilagédo do DNA, respectivamente (Lenzen, 2008). O aloxano
apresenta instabilidade quimica, influéncia da dieta e estreita faixa de seguranca
entre as doses diabetogénicas e letais. Estes fatores tornam dificil o estabelecimento

da relacdo dose-resposta efetiva no pancreas (Szkudelski, 2001).

A STZ é uma glicosamina-nitrosureia isolada originalmente a partir da bactéria
Streptomycetes achromogenes, que apresenta atividade antibidtica e antineoplasica,
sendo comumente usada para a inducdo experimental do diabetes. Contém uma
molécula de glicose na forma de desoxiglicose, a qual é responsavel pelo
direcionamento quimico da STZ para a célula B pancreatica, e uma porcao
metilnitrosuréia que € responsavel pelos efeitos toxicos da STZ (Figura 6). Dessa
forma, a droga € captada pelas células pancreaticas devido a sua similaridade com a
molécula de glicose via GLUT-2 (Wu e Yan, 2015).

OH
OH 0 Porgdo de
Desoxiglicose
OH OH
NH
0}

— Porgao de

O=N-—N—CH, Metilnitrosuréia

Figura 6 — Estrutura molecular da estreptozotocina. Presenca de molécula de glicose na

forma de desoxiglicose e uma por¢édo metilnitrosuréia (Adaptado de Wu e Yan, 2015).
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O tratamento com STZ produz um estado diabético caracterizado pela perda de
peso, polidipsia, polidria, glicosuria, polifagia, hipoinsulinemia e hiperglicemia. A
citotoxidade causada pela STZ é devido, principalmente, a alquilacdo do DNA, uma
vez que a transferéncia de grupos metil promovem fragmentagdo do acido nucléico
(Figura 7). Na tentativa de reparo do DNA, a enzima poli-ADP-ribose polimerase é
super estimulada, o que leva a deplecdo de NAD* (dinucleétido de nicotinamida e
adenina oxidado) e ATP (trifosfato de adenosina) nas células pancreaticas, com
subsequente inibicdo da secrecdo e sintese da insulina (Bélzan e Bianchi, 2002;
Szkudelski, 2001). A administracdo de STZ também induz a liberagcdo de
guantidades toxicas de NO que causam dano ao DNA e inibem a atividade da
aconitase nas mitocondrias, 0 que esta associado a inibicdo do ciclo de Krebs. Além
disso, a defosforilacdo acentuada do ATP, apdés a administracdo de STZ, fornece
substrato para a acdo da xantina oxidase, resultando na formacéo de radicais
superoxido. As acdes conjuntas da STZ resultam entdo em destruicdo das células B
pancreaticas, levando consequentemente, a hipoinsulinemia e hiperglicemia
(Szkudelski, 2001).

Alquilagio de DNA

OH ONOO NO l

Dano no DNA ——————— Poli-ADP ribosilagio

P
NAD .B ATP @

Figura 7 — Mecanismo de acdo da estreptozotocina. A estreptozotocina atua como agente
alquilante sobre a estrutura do DNA levando a processos celulares que inibem a sintese e
secrecdo da insulina nas células B pancreaticas. A estreptozotocina também induz a
formacdo de oOxido nitrico e radicais superéxido que também causam dano ao DNA. MIT,
mitocondria; ATP, adenosina trifosfato; XOD, xantina oxidase; NO, o6xido nitrico; H20Oo,
peréxido de nitrogénio; Oz, OH’, ONNO, radicais superdxido; NAD*, dinuclettido de

nicotinamida e adenina oxidado (Adaptado de Szkudelski, 2001).
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Dentre os modelos experimentais obtidos quimicamente mais utilizados para o
estudo do DM1, se destaca o induzido por STZ, uma vez que a STZ é considerada o
melhor agente diabetogénico, principalmente devido a sua maior estabilidade se
comparada ao aloxano. Porém, apesar desses métodos serem apropriados para
gerar animais insulino-dependentes, esses modelos ndo exibem autoimunidade
espontanea de forma semelhante a observada em humanos (Chatzigeorgiou et al.,
2009; Kong et al., 2013).

Existem dois modelos mais utilizados que desenvolvem espontaneamente o
diabetes devido a destruicdo auto-imune das células B do pancreas: os
camundongos NOD (non-obese diabetic) e os ratos BB (Bio-breeding). No entanto,
esses também apresentam algumas desvantagens como altos custos de
manutenc¢do e susceptibilidade variavel para o desenvolvimento do diabetes. Além
disso, em camundongos NOD a incidéncia da doenca € diferente entre fémeas
(90%) e machos (60%) e camundongos BB podem apresentar severa leucopenia
(Rees e Alcolado, 2005).

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chatzigeorgiou%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19414410

3. JUSTIFICATIVA

Niveis plasmaticos elevados do fvW e reduzidos da ADAMTS13 tém sido
observados em pacientes diabéticos com alteracdo renal. Sabe-se que a doenca
renal no diabetes estd associada ao aumento no risco de eventos tromboticos,
principalmente cardiovasculares, sugerindo que as alteraces hemostéticas devido
ao desbalanco entre o fvW e a ADAMTS13, enzima que promove 0 clearance de
fvW, associadas a nefropatia, possam ser fator importante para o estado pré-

coagulante no diabetes (Domingueti et al., 2015; Lip e Blann, 1997; Vischer, 2006).

Sabe-se ainda que em pacientes diabéticos a deficiéncia de peptideo C também
pode estar associada ao estado pré-coagulante caracteristico dessa condicdo
clinica. Estudos com modelos animais de diabetes tém demonstrado que a
administracdo de peptideo C esta associada a reducdo da perda urinaria de
proteinas (Sjoquist et al., 1998), da hipertrofia glomerular (Samnegard et al., 2005) e
dos niveis de citocinas proé-inflamatérias como IL1B, IL6 e TNFa (Luppi et al., 2013),
bem como aumento da expressdo da eNOS e, consequentemente da producéo de
NO (Scalia et al., 2000; Kitamura et al., 2003). Além disso, o peptideo C demonstrou
acao anti-trombdtica ao reduzir os niveis de PAI1l (Lindenblatt et al., 2006) e a
expressdo de moléculas de adesdo como ICAM, VCAM e P-selectina (Scalia et al.,
2000; Luppi et al., 2008). No entanto, o papel do peptideo C na doenca renal
diabética e na disfuncdo endotelial precisa ser melhor estudado, incluindo se a

administracdo deste peptideo poderia alterar os niveis do fvW e da ADAMTS13.

Assim, a hipotese do presente estudo é que a nefropatia diabética est4 associada as
alterac6es nos niveis do fvW e da ADAMTS13, o que é influenciado pelo grau de
comprometimento renal ao longo da progressdo do diabetes. Os mecanismos
fisiopatoldgicos responsaveis pelas alteracdes dos niveis destes marcadores
incluem maior perda urindria e aumento da expressado génica. Ainda, o peptideo C é
capaz de reduzir o risco de complicacdes renais, hemostaticas (por meio de
alteracdes nos niveis do fvW e ADAMTS13) e inflamatoérias (por meio de alteracdes
nos niveis de citocinas pr6 e anti-inflamatérias) no DM1, criando novas

possibilidades terapéuticas para esta condi¢ao clinica.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Investigar alteracBes hemostaticas e inflamatérias em modelo animal de diabetes
mellitus tipo 1 e avaliar a influéncia do tratamento com peptideo C sobre estas

alteracdes e na doencga renal do diabetes.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar e comparar marcadores de funcéo renal e morfologia dos rins entre o

modelo animal de DM1 e o grupo controle.

e Comparar os niveis plasmaticos e urinarios de fvW e ADAMTS13 nos grupos
controle e diabético.

e Comparar a expressdo génica renal e hepatica da ADAMTS13, bem como

endotelial do fvW, nos grupos estudados.
e Comparar a expressao génica renal e endotelial da eNOS nos grupos estudados.

e Avaliar o efeito do peptideo C na glicemia, nos niveis plasméaticos e urinarios de
fvW e ADAMTS13 nos grupos controle tratado, diabético ndo-tratado e diabético

tratado com peptideo C.
e Avaliar os efeitos do tratamento com peptideo C na morfologia e na funcéo renal.

e Caracterizar o perfil inflamatério dos grupos por meio da avaliagcao sérica e urinaria
das citocinas 1L2, IL4, IL6, IL10, IL17, IFNy e TNFa nos grupos estudados.

e Avaliar o efeito do peptideo C na resposta inflamatoria.

e Analisar a expressao génica renal das citocinas IL6, IL10 e TNFa e do estresse

oxidativo (por meio da expresséo génica endotelial da SOD) nos grupos estudados.

e Correlacionar as variaveis metabdlicas, renais, hemostaticas e inflamatorias.
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5 MATERIAIS E METODOS

Aprovagao do Projeto de Pesquisa
comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG [CEUASUFMG]
M2 de protocolo: 193/2012

L

Requisicdo dos animais
Biotério Central (UFME)

PARTE 2

PARTE 1

L
Linhagem: C57BL/S
Sexo: machos
NOmero de semanas: 8 SEmanas

Tampao citrato T2
de sadio [somg/Eg/diz)

Controle Diabético ndo tratade
M =10 M=10

Eutanasia apos B semanas e
obtencdo das amostras de sangue,
urina e tecido I

Linhagem: C37BLSE

Sexd: machos
NUmero de semanas: 8 semanas
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Controle tratado Diabético ndo tratado Diabético tratado
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urina e tecido

Figura 8 — Fluxograma da inducéo do diabetes e tratamento com peptideo C. Na primeira
etapa do projeto (esquerda), os camundongos machos C57BL/6 com 8 semanas de idade
foram divididos em grupos controle e diabético. Na segunda etapa (direita), os animais

foram divididos em controle tratado com peptideo C, diabético ndo tratado e diabético

tratado com peptideo C.
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Amostra biolégica
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IMUBIND®FvW, respectivamente
(american Diagnostica®)

Citocinas: CBA
Kit BD™ Cytometric Bead Array
(CBA) Mouse Thi/Th2/Thi7 CBA
Cytokine (BD®)

Glicose: método da tira reagente
Free Style Optimum® (Abott
Laboratories®)

Creatinina e Ureia: método
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Kit Creatinina e Ureia-PP (Gold
Analisa Diagnastica®)

ADAMTS13: ELISA
Kit IMUBIND®ADAMTS13
[American Diagnostica®)

fwW: ELISA
Kit IMUBINDEFWWY  (American
Diagnostica®)
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[CBA) Mouse Thi/Th2,/Thi7 CBA
Cytokine (BD®)
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ADAMTS13: PCR em Tempo Real
Kit TagMan BMNA-to-CT ™ 1-5tep
(Applied Biosystems®) e sondas
TagMhan

eMNO0S5: PCR em Tempo Real

Kit TagMan RMNA-to-CT ™ 1-Step
(Applied Biosystems®) e sondas
Taghan

FVW, IL6, IL10, TNFo e SOD:

PCR em Tempo Real

TagMan Array 96-well FAST
(Applied Biosystems®)
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BX51) e Microscopio eletronico
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Anadlise Estatistica

Figura 9 — Fluxograma das analises laboratoriais realizadas no estudo.

*  Programa 5P55versédo 17.0

* MNormazlidade dos dados: meétodo Shapiro-Wilk
« Comparacdo das variaveis normais: Teste t de Student e ANOVA

* Comparacdo das varidveis ndo normais: Mann-Whitney e Kruskal-Wallis
* Correctes: Bonferroni

* Correlacdo: Pearson e Spearman

*  Andlise de regressdo linear multivariada
*  Significativo: p< 0,05

Figura 10 — Analises estatisticas realizadas no estudo.
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O projeto seguiu todas as normas sob o ponto de vista ético estabelecidas pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA/UFMG). A metodologia proposta foi aprovada segundo o protocolo 199/2012
(Anexo 1).

5.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6, com idade inicial de 7 semanas e
peso inicial médio de 20 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais. O modelo foi desenvolvido com camundongos machos
uma vez que, em geral, as fémeas sdo menos susceptiveis a inducdo de diabetes
por STZ. Ap6s a retirada dos animais do Biotério Central, os mesmos foram
mantidos no Biotério da Faculdade de Farméacia, em caixas contendo no méaximo 5
roedores (sob ciclo de luz de 12 horas, alimentados com ragédo padrao para
camundongos e agua ad libitum), até serem colocados em gaiolas metabdlicas
individuais quando, a partir de entdo, passaram a ser mantidos em caixas
individuais. Apés uma semana de ambientacdo (8 semanas de idade), os animais
foram submetidos a administracdo de STZ, conforme descrito por Barutta et al.
(2011). A porcentagem de animais que desenvolveram o diabetes em cada
experimento foi de aproximadamente 80%, em concordancia com estudos anteriores
(Leiter, 1982; Gurley et al., 2006; Kong et al., 2013).

5.2 Grupos experimentais

Os camundongos com 8 semanas de idade foram divididos na parte 1 do estudo em
grupos controle e diabético. Na parte 2, os animais foram divididos em controle
tratado (CT) com peptideo C, diabético ndo tratado (DN) e diabético tratado (DT)
com peptideo C (Figura 8). Os experimentos foram conduzidos em triplicata com
n=3-4 animais por grupo. A disposicdo dos grupos experimentais encontra-se
demonstrada na Figura 11. O célculo do tamanho amostral foi realizado com base
nos valores médios de marcadores de funcao renal e glicemia, que foram obtidos de

estudos semelhantes com camundongos diabéticos (média + desvio padrdo). A
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férmula foi baseada no teste T entre dois grupos independentes, considerando-se
poténcia=0,95; nivel de significancia = 0,05 (software G * Power versdo 3.1.2,

Universidade de Kiel, Alemanha).

Camundongos Camundongos
C57BL/6 machos C57BL/6 machos
Controle | [ Controle tratado
(n=10) (n=9)
Y, (.
N . - ~ A
Diabético Diabético n&o tratado
(n=10) L (n=12)
J
. L. N\
Diabético tratado com
peptideo C (n=11)

Figura 11 — Distribuicdo nos grupos experimentais na parte 1 (esquerda) e parte 2 (direita)
do experimento. Na parte 1 do estudo, os animais foram divididos em grupos controle e
diabético. Na parte 2, os animais foram divididos em controle tratado com peptideo C,

diabético néo tratado e diabético tratado com peptideo C.

5.3 Delineamento do protocolo experimental

Na primeira etapa do estudo, os animais foram submetidos a jejum de 6 horas e o
DML1 foi induzido por meio da administracdo intraperitoneal de 50 mg/Kg de STZ
(Sigma®) em tampéo citrato de sédio (0,1M, pH 4,5) durante 5 dias consecutivos
(Figura 12). O diabetes foi confirmado pelos niveis de glicose no sangue maiores ou
iguais a 250 mg/dL, 3 dias apOs a ultima dose de STZ. A avalicdo da glicemia
durante o experimento in vivo foi realizada por meio do glicosimetro Free Style
Optium® (Abbott Laboratories. Abbott Park, lllinois, U.S.A.), a partir de um corte na
veia da cauda. Os animais do grupo controle receberam apenas tampao citrato de
sodio (0,1M, pH=4,5), os quais constituiram o grupo controle ndo diabético (Barutta

et al., 2011). Os animais foram monitorados durante 8 semanas até a eutanasia.
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Na segunda etapa do projeto, o diabetes foi induzido nos camundongos de forma
idéntica a primeira etapa. A confirmacdo do diabetes foi realizada novamente 4
semanas apoés a ultima dose de STZ a fim de verificar se os animais do grupo
diabético continuavam hiperglicémicos. Logo em seguida, foi iniciado o tratamento
com peptideo C na dose de 500 pg/kg/dia (GenScript®), dissolvido em solucédo
salina, durante 4 semanas, por via subcutanea. O grupo diabético ndo tratado com
peptideo C recebeu apenas solucdo salina (Stevens et al, 2004; Sima et al, 2001,
Zhang et al., 2001). A eutanéasia dos animais foi realizada no dia seguinte a ultima
dose de peptideo C quando os animais ja estavam diabéticos por 8 semanas.

4 semanas:
confirmagéo do

2 . Z . ’ diabetes P
’ ’ ’ (Glicemia > 250mg/dL) ‘

Nascimento 8 semanas 4 semanas: 8 semanas:
TRATAMENTO EUTANASIA
(peptidec C ou
5 dias de STZ salina)

(50mg/Kgldia)

Figura 12 — Representa¢do esquematica do protocolo experimental do estudo. O diabetes
foi induzido em camundongos C57BL/6 machos com 8 semanas de idade por meio da
administracdo de estreptozotocina (STZ), por via intraperitoneal, na dose de 50mg/Kg/dia
durante 5 dias consecutivos. Os animais do grupo controle receberam apenas tampao
citrato de sédio. Trés dias ap6s a Ultima dose de STZ o diabetes foi confirmado pelos niveis
de glicemia maiores & 250 mg/dL. Quatro semanas apo6s a Ultima dose de STZ, a
confirmacao do diabetes foi realizada novamente e iniciou-se o tratamento com peptideo C
ou salina por 4 semanas, por via subcutanea. No dia seguinte a Ultima dose de peptideo C,

0s animais foram eutanasiados.

5.4 Parametros ponderais e metabdlicos

A medida do peso corporal foi realizada antes das administracdes de STZ, 4 e 8
semanas apos a inducado do diabetes, para todos os grupos experimentais. O peso

renal relativo foi obtido dividindo-se o peso do rim direito do camundongo em
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miligramas (mg) pelo peso corporal do mesmo animal em gramas (g). Foram
avaliados os seguintes parametros metabdlicos para cada grupo: ingestdo de agua e
volume urinario de 18 horas. Para isso, antes do tratamento com STZ, trés dias apos
o tratamento, e 4 e 8 semanas apo0s a inducdo do diabetes, os animais foram
mantidos em gaiolas metabdlicas (Tecniplast®, Italia) individuais. Os animais
permaneceram nas gaiolas por um periodo de 72 horas, com uma etapa de
adaptacdo de 54 horas e etapa experimental nas 18 horas seguintes. Apos o
periodo experimental de 18 horas, a urina produzida foi recolhida, mensurada,
centrifugada e armazenada em freezer -80°C para analises posteriores. O volume de
agua ingerido foi medido individualmente, assim como o peso corporal do animal ao

ser retirado da gaiola metabdlica.

5.5 Determinacéo dos niveis de glicose

A glicemia capilar foi medida apds jejum de 5 horas utilizando-se o glicosimetro Free
Style Optium® (Abbott Laboratories. Abbott Park, lllinois, U.S.A.), a partir de um corte
na veia da cauda. A primeira dosagem foi realizada antes da inducdo do diabetes a
fim de confirmar a normoglicemia dos animais. A segunda avaliacdo foi feita 3 dias
apos a administragdo da ultima dose de STZ para confirmacdo do sucesso na
inducdo do diabetes. A terceira dosagem foi realizada 4 semanas apds a indugéo
(na etapa 2 do projeto — antes da administracdo do peptideo C) e a ultima dosagem

foi feita 1 dia antes da eutanasia (8 semanas ap6s a inducao do diabetes).

5.6 Obtencdo das amostras e procedimento de eutanasia

Oito semanas apoés a inducdo do diabetes os camundongos foram eutanasiados.
Todos os camundongos foram anestesiados com cetamina (100 mg/Kg) e xilasina
(10 mg/Kg) por via intraperitoneal antes da eutanasia e da coleta de sangue, a qual
foi realizada pela veia braquial. O sangue (aproximadamente 400 pL) foi recolhido
em tubos do tipo eppendorf, devidamente identificados, sem anticoagulante. A
amostra foi centrifugada imediatamente a 10.000 g (3.000 RPM) por 15 minutos para

obtencdo do soro, que foi aliguotado e armazenado a -80°C para andlise de
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creatinina, ureia e citocinas. Uma amostra composta por 45 pL de citrato de sédio e
400 pL de sangue total (1 parte de citrato por 9 partes de sangue) também foi obtida
e centrifugada imediatamente a 10.000 g (3000 RPM) por 15 minutos, a 4°C para
obtencdo do plasma. O plasma foi aliquotado e guardado em tubos do tipo
eppendorf a -80°C para realizagdo dos testes de ELISA para ADAMTS13 e fvW.

Os animais anestesiados foram eutanasiados por deslocamento cervical e o rim
direito, o figado e a aorta abdominal foram retirados, armazenados em tubos do tipo
eppendorf, RNAse free contendo solucdo RNAlater (Qiagen®), e armazenados a -
80°C até a extracdo do RNA. O rim esquerdo foi retirado, pesado, armazenado em
tubo do tipo eppendorf contendo formol tamponado, ou solucdo karnovsky, e
armazenado a temperatura ambiente para posterior confeccdo das laminas para

histologia.

5.7 Determinacgao dos niveis de fvW e de ADAMTS13

Foram quantificados os niveis plasmaticos e urinarios de fvwW e ADAMTS13 nos
camundongos eutanasiados 8 semanas apos a inducdo do diabetes (Figura 9) por
ELISA de captura, utilizando-se os kits IMUBIND®FvVW (American Diagnostica®) e
IMUBIND®ADAMTS13, respectivamente (American Diagnostica®), de acordo com
instrucdes dos fabricantes. Os niveis urinarios foram expressos em relacdo a
concentracdo de creatinina urinaria obtida na mesma amostra de urina -
nanogramas por miligrama de creatinina. Também foram expressos em nanogramas

por mililitro em amostras de urina de 18 horas.

5.8 Avaliacédo da funcao renal

A avaliagdo da funcédo renal foi realizada por meio da determinagdo dos niveis de
ureia no soro, de creatinina no soro e na urina, do calculo da depuracédo estimada de
creatinina (DEC), da determinacdo dos niveis urinarios de albumina e de cloretos.

Nestas analises foram utilizadas amostras de urina de 18 horas.
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A determinacdo dos niveis séricos de ureia foi realizada pelo método enzimatico-
colorimétrico, utilizando-se o kit diagnéstico Uréia-PP (Gold Analisa Diagndstica®)
(Figura 9). A determinacéo dos niveis séricos e urinarios de creatinina foi feita pelo
método colorimétrico de ponto final, utilizando-se o kit diagnostico Creatinina (Gold
Analisa Diagnéstica®). A avaliacdo dos niveis urinarios de albumina foi realizada por
ELISA de captura, utilizando-se o kit Mouse Albumin (Bethyl Laboratories®). Os ions
cloretos foram determinados utilizando o kit Cloretos (Gold Analisa Diagnéstica®). O

calculo da depuracao de creatinina foi estimado pela seguinte equacao:

DEC (mL/min) = creatinina na urina (mg/dL) X volume urinario por min (mL/min)

creatinina sérica (mg/dL)

5.9 Avaliacdo da expressédo génica da ADAMTS13 e eNOS

Apoés a eutanasia dos animais, o rim direito e o figado foram removidos, recolheu-se
entre 50 e 100 mg de cada 6érgdo e os mesmos foram conservados no reagente de
estabilizacdo de RNA RNAlater (Qiagen®), com o objetivo de preservar a integridade
do RNA tecidual. A aorta abdominal também foi removida e armazenada em
RNAlater. Posteriormente, as amostras foram lisadas em homogeneizador (Omni
International, TH®). O RNA foi extraido com TRIzol® (Ambion®), de acordo com
recomendacdes do fabricante, e foram utilizadas amostras com razédo 260/280 entre

1,9 e 2,1. O RNA foi quantificado utilizando-se o equipamento Nanovue®.

As reacdes de PCR (Polimerase Chain Reaction) em Tempo Real foram realizadas
em volume de 25 uL em placas de 48 pocos (MicroAmp optical, Applied Biosystems)
no equipamento StepOne System® (Applied Biosystems). As condigGes de
amplificagéo utilizadas consistiram de transcrigcdo reversa a 50°C por 30 minutos,
seguido de desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, 60 ciclos a 95°C por 15 segundos
e 58°C por 1 minuto. A transcricdo reversa e a quantificacdo por PCR em Tempo
Real foram feitas em uma unica etapa com a utilizacdo do TagMan RNA-to-CT™ 1-
Step Kit® (Applied Biosystems) e de sondas TagMan® (éxons 28-29 da ADAMTS13 e
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controle endégeno rRNA 18S) (Applied Biosystems®). Os niveis relativos de
expressdo da ADAMTSI13 entre os grupos de camundongos foram calculados
utilizando o método de quantificacdo relativa 22T, Para a eNOS, a quantificacédo
seguiu as etapas anteriores, sendo que também foram utilizadas sondas TagMan
(éxons 22-23 da eNOS e o controle enddégeno rRNA 18S) (Applied Biosystems®). Os
primers foram desenhados para uma regido localizada entre dois éxons, evitando-se
a amplificacdo de DNA gendmico por eventual contaminacdo. As sequéncias exatas
dos primers estdao disponiveis no site da Applied Biosystems (namero de
identificacdo dos ensaios: primers Mm03928990 g1 para 18S; Mm01218030 g1
para ADAMTS13; e MmM00435217 _m1 para eNOS). Para todas as reacoes, tomou-
se uma amostra com concentracdo estimada, foi realizada a diluicdo seriada (5
pontos) e quantificou-se a expressdo destas aliquotas para validar a correlacao
entre a fluorescéncia e o CT (cycle threshold). Para todas as curvas foi obtido um
valor de correlagdo r? = 0,98, com uma eficiéncia entre 90 e 110%. Todas as

analises foram feitas com amostras em triplicata.

5.10 Anélise histoldgica do rim por microscopia Otica e eletrénica

O rim esquerdo foi pesado e, em seguida, armazenado em formol tamponado até a
confeccdo das laminas. O 6rgéo foi embebido em parafina e, em seguida, cortado
em secc¢des consecutivas de 4 mm de espessura, as quais foram coradas com acido

periédico de Schiff (PAS) e hematoxilina eosina (HE).

Os cortes histolégicos foram examinados sob um microscopio de luz (Olympus
BX51®, Japao), em duplo-cego. Para avaliar o grau de lesdo glomerular e tubular,
foram avaliadas semi-quantitativamente seccdes coradas com PAS as quais foram
graduados em uma escala de 0 a 5 (Lan et al, 1995; Silveira et al, 2013.). Vinte
campos do cértex renal foram selecionados aleatoriamente para avaliar alteracfes
tubulares (atrofia e vacuolizacdo) e alteracdes intersticiais (fibrose e inflamacéo) e
graduados de 0 a 5, como segue: (0) nenhum dano aparente; (1) inflamacéo e
fibrose intersticial e atrofia tubular e vacuolizagdo envolvendo 0-10% do cortex; (2)
area de leséo entre 10-20% do cértex; (3) area de leséo entre 20-30% do cértex; (4)

area de lesao entre 30-40% do cortex; e (5) lesdes envolvendo 40-100% do cortex.

43



As lesBes glomerulares (exsudativa e bem desenvolvida, proliferagdo mesangial e
hipertrofia glomerular) foram avaliadas através do exame de pelo menos 15
glomérulos escolhidos aleatoriamente e classificados da seguinte forma: (0) nenhum
dano aparente; (1) leve dano glomerular da matriz mesangial e / ou com hialinose e
adesado focal envolvendo 10% dos glomérulos; (2) 10-20% de esclerose dos
glomérulos; (3) 20-30% de esclerose dos glomérulos; (4) 30-40% de esclerose dos

glomérulos; e (5) de 40-100% da esclerose dos glomérulos.

Para a determinacdo das alteragBes patologicas, foi utilizada ainda uma
classificacdo histolégica para nefropatia diabética, geralmente aplicada em
humanos, conforme descrito por Tervaert et al. (2010). As seccles de rim coradas
com PAS foram classificadas para os danos glomerulares em quatro classes: I,
nenhum dano ou apenas mudancas leves e ndo especificas evidenciadas pela
microscopia de luz e espessamento da membrana basal glomerular isolado; II,
expansdo mesangial leve (lla) ou grave (llb) sem esclerose nodular (lesbes de
Kimmelstiel-Wilson); 11, pelo menos um glomérulo com aumento nodular na matriz
mesangial (Kimmelstiel-Wilson); IV, mais de 50% de esclerose glomerular global
com outras evidéncias clinicas ou patolégicas de que a esclerose é devido a
nefropatia diabética. As lesdes intersticiais foram avaliadas separadamente levando-
se em consideracéo fibrose intersticial e atrofia tubular (IFTA), sendo classificada
como: 0, sem IFTA; 1, IFTA presente em menos de 25%; 2, IFTA envolvendo 25-
50%; 3, IFTA presente em mais de 50% do campo; e para inflamacgao intersticial,
classificada como: 0, sem infiltrado intersticial, 1, presente apenas em torno de
tubulos atroficos; e 2, infiltrado inflamatorio também esta presente em outras areas.
Além disso, as lesdes vasculares foram avaliadas da seguinte maneira: hialinose
arteriolar (0, ndo ha hialinose arteriolar; 1, presenca de uma arteriola com hialinose;
2, mais de uma arteriola com hialinose esta presente) e arteriosclerose (0, sem
espessamento da camada intima; 1, o espessamento da camada intima é inferior a
espessura da camada média; 2, o espessamento da camada intima é superior a
espessura da camada média). Finalmente, foi avaliado se grandes vasos estavam

presentes ou ndo com a seguinte classificagdo: sim / ndo.

Para a microscopia eletrbnica de transmissdo, um pequeno fragmento do rim

esquerdo foi armazenado, no momento da eutanasia, em solucéo karnovsky por 24
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horas e, em seguida, em tampao cacodilato de sédio 0,1M. O material foi
processado e colocado em resina para posterior obtencdo de cortes ultrafinos. As
secoes dos tecidos foram observadas em microscopio eletrénico de transmissao
(Tecnai G2 Spirit Biotwin FEI®, 120kV) em aumento de 16.500x. A aquisicdo de
imagens de pelo menos 5 diferentes alcas capilares glomerulares do rim de 4
camundongos do grupo CT, 4 do grupo DN e 4 do grupo DT com peptideo C foi
realizada. Para cada imagem obtida, foram realizadas 10 medidas do diametro em
toda a extensdo da membrana basal glomerular e obtida uma média de cada
imagem, utilizando-se o programa ImageJ®. A partir destas, foi obtida uma outra
média que consistiu no valor do diametro da membrana basal do rim de cada animal.
Como esta andlise foi realizada por 2 observadores independentes, a média final da

membrana basal glomerular consistiu na média destes dois observadores.

5.11 Avaliagado dos niveis de citocinas

Os niveis séricos e urinarios das citocinas IL2, IL4, IL6, IL10, IL17, TNFa e IFNy
foram avaliados por meio de CBA (Cytometric Bead Array) utilizando-se o kit BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 CBA Cytokine, no equipamento
BD FACSVerse™, de acordo com recomendagOes do fabricante. O software de
analise utilizado foi o FCAP Array v.3. Para todas as curvas foi obtido um valor de
correlacédo r? 2 0,99 e os resultados foram expressos em pg/mL. Nestas andlises
foram utilizadas amostras de urina e soro obtidas conforme descrito nos itens 5.4 e
5.6, respectivamente. Estas amostras ndo foram diluidas, nem passaram por
preparo diferenciado para analise por CBA. A razdo entre os niveis de interleucina
sérica e urinaria foi obtida dividindo-se os niveis da interleucina no soro, em pg/mL,

pelos niveis da mesma na urina, também em pg/mL.

5.12 Avaliacéo da expressao génica do FVW, SOD e citocinas

A expressao génica listada a seguir também foi avaliada: FVW, IL6, IL10 e TNFa e
SOD. Para isso, foi utilizada uma placa TagMan Array 96 — Well FAST, customizada

para este projeto, na qual todas as reacdes foram feitas em duplicata, e o ACT
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obtido pela comparacdo com dois genes de referéncia —18S e GAPDH. As reacdes
de PCR foram realizadas em volume de 10 pL em placas de 96 pocos (MicroAmp

optical, Applied Biosystems) no equipamento QuantStudio3® (Applied Biosystems).

As condi¢cOes de amplificagcédo utilizadas consistiram de transcricdo reversa a 25°C
por 10 minutos, seguido de 42°C por 60 minutos e 85°C por 5 minutos, utilizando-se
a enzima SuperScript™ VILO™ MasterMix (Invitrogen). A quantificagdo por PCR em
Tempo Real consistiu de 50°C por 2 minutos, seguido de desnaturacdo a 95°C por
10 minutos, 50 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, utilizando-se o
kit Universal Master Mix Il, With UNG (Applied Biosystems). Os niveis relativos de
expressao génica entre os grupos de camundongos foram calculados utilizando o
método de quantificacdo relativa 2-2CT. Em todas as andlises de expressdo génica,
quantificacao relativa, considerou-se como aumentada a expressdo no minimo 2 x

maior que a expressao do calibrador.

5.13 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa estatistico SPSS
versdo 17.0. Os dados que apresentaram distribuicdo normal por meio do teste
Shapiro-Wilk foram apresentados com média + desvio padrdo e foi empregado o
teste t de Student para a comparacdo entre dois grupos. Para os que nao
apresentaram, foi empregado o método de Mann-Whitney e a apresentagdo foi
realizada por meio de mediana (intervalo interquartilico). Para fazer comparacfes
entre trés grupos, foi utilizado o método ANOVA ou Kruskal-Wallis com correcéo de
Bonferroni para as variaveis paramétricas e nao-paramétricas, respectivamente. A
investigacdo de correlacdo entre os parametros avaliados foi realizada pelo método
de Pearson ou Spearman, considerando-se os dados dos grupos diabético e
controle juntos. Uma analise de regressao linear multivariada foi aplicada para
identificar as variaveis independentemente associadas aos niveis de ADAMTS13
urinaria. Para isto, selecionou-se as variaveis com valor p <0,2 na andlise

univariada. Foi considerado significativo o valor p < 0,05 (Figura 10).
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6. RESULTADOS

6.1 Aspectos metaboélicos, renais e hemostaticos no modelo animal de

diabetes mellitus tipo 1

6.1.1 Caracterizacdo do modelo experimental de DM1

Inicialmente, foi realizado um teste com um grupo piloto composto por 4 animais do
grupo controle e 4 diabéticos. O grupo diabético apresentou hiperglicemia,
confirmada pelos niveis de glicose superiores a 250 mg/dL, glicosuria positiva
(medida pelo teste de tira reagente), aumento no volume urinario e menor peso
corporal quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Também foi avaliada a
funcdo renal por meio da creatindria, antes da inducao do diabetes, trés dias apos a
Ultima administracdo de STZ e um dia antes da eutanasia. Foi observado aumento
na excrecao de creatinina urinaria apenas no grupo diabético, quando comparada a
creatinuria antes e depois da inducao do diabetes, bem como antes e no dia anterior

a eutanasia (p<0,001) (tabela 1).

Tabela 1 — Avaliacdo da funcao renal por meio da creatinaria (mg/18 horas), em trés
momentos diferentes (antes da inducéo do diabetes, trés dias depois e um dia antes

da eutanasia)

Antes Depois Eutanasia p

Controle (n=4)1 0,77 £ 0,20 0,85+0,14 0,86 = 0,09 0,657

Diabético (n=4)1 0,66 + 0,12% 1,86 + 0,93 2,64+0,78 0,001~

Valor p 0,365 0,043* 0,007*

1 — média e desvio-padrao — ANOVA post hoc LSD. 2 Diferenca significativa antes e depois;
b Diferenca significativa antes e na eutanasia. * Valor p significativo < 0,05.

Ainda, os grupos controle e diabético ndo apresentaram em relacdo a creatindria
diferencas quando comparados antes da inducédo do diabetes (p>0,05). Trés dias

depois da inducdo do diabetes e um dia antes da eutanasia, o grupo diabético
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apresentou niveis de creatinina urinaria significativamente superiores ao grupo
controle (p=0,043 e 0,007, respectivamente). Esses resultados mostraram que o0
modelo animal de diabetes estava adequado e, entdo, a caracterizacdo do modelo
foi realizada em grupo amostral maior, com 10 animais do grupo controle e 10

diabéticos.

6.1.1.1 Caracterizagdo bioquimica

Antes do tratamento com STZ, os valores de glicemia e peso corporal dos grupos
estudados foram similares (P>0,05), conforme esperado, ndo sendo encontrada
diferenca significativa entre os mesmos. Os animais também consumiram
guantidades similares de agua e comida. O diabetes foi confirmado trés dias apos a
tltima dose de STZ, pela presenca de hiperglicemia. No dia anterior a eutanasia, a
glicemia dos animais foi aferida novamente pelo mesmo processo, a fim de confirmar
se 0s animais diabéticos continuavam hiperglicémicos, enquanto o0s controles
permaneceram normoglicémicos. Os animais que apresentaram glicemia inferior a
250 mg/dL foram excluidos do estudo. A Tabela 2 mostra os valores de glicemia
capilar encontrados para cada grupo, bem como os parametros obtidos a partir da

utilizac&o das gaiolas metabdlicas no dia anterior & eutanésia.

Tabela 2 — Medidas descritivas para os grupos controle e diabético obtidas no dia

anterior a eutanasia.

Controle (n=10) Diabético (n=10) p
Glicemia (mg/dL)? 147,3 £+ 27,8 432,4 + 62,7 <0,001*
Volume de urina (mL)?! 1,52 + 0,61 20,25 + 7,46 <0,001*
Peso corporal (g)* 25,45 + 1,07 20,10 + 1,66 <0,001*
Ingesta hidrica (mL)* 6,56 + 3,79 27,36 + 10,48 <0,001*

1 — média e desvio-padréo. Test t-Student. *Valor p significativo <0,05.
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Foi encontrada diferenca significativa entre os grupos para todos esses parametros
(p<0,001), sendo a glicemia, volume urinario e ingesta hidrica maior, e peso corporal
menor no grupo caso quando comparado ao controle. Embora tenham sido apenas
dados observacionais, pode-se afirmar que o grupo diabético também apresentou
polifagia e aumento da excrecdo de fezes. Essas caracteristicas foram observadas a
partir do terceiro dia apdés a inducdo do diabetes e permaneceram até o dia da
eutanasia. Nos animais diabéticos, foi ainda observada glicosuria positiva (medida
pelo teste de tira reagente) em todos os animais, sendo que nenhum animal do

grupo controle apresentou positividade para este parametro.

6.1.1.2 Avaliagao da funcéao renal

O grupo diabético apresentou hiperfiltragdo, evidenciada por niveis elevados de
albumina na urina (p<0,001). Contudo, ndo houve diferenca significativa nos niveis
de creatinina e ureia séricas, bem como na DEC, quando comparados 0S grupos
estudados (p>0,05). A excrecédo de cloreto também foi significativamente superior no
grupo diabético em relagdo ao grupo controle (p=0,001). O peso renal relativo (peso
do rim/peso corporal) foi superior no grupo diabético quando comparado ao grupo
controle, no entanto, a diferenca néo foi significativa (p=0,104). Observou-se uma
maior perda urinaria de creatinina no grupo diabético quando comparado ao

controle, contudo ndo foi significativo (p=0,051) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comparacédo dos parametros para avaliacdo da fungdo renal entre os

grupos diabético e controle.

Controle (n=10) Diabético (n=10) p
Ureia sérica (mg/dL)? 69,05 +10,48 59,69 + 9,23 0,065
Creatinina sérica 0,48 +0,24 0,37 +0,24 0,381
(mg/dL)?
Creatinuria (mg/18h) ? 1,11 (0,35) 4,49 (3,73) 0,051
DEC (mL/min)? 0,50+ 0,78 0,76 £ 0,48 0,454
Microalbumindria 32,99 + 10,80 131,11 + 24,68 <0,001*
(ug/18horas) !
Peso renal relativo 0,67 (0,10) 0,73 (0,17) 0,104
(mg/g peso corporal)?
Cloreto (meqg/18h)* 0,41 + 0,05 0,78+0,18 <0,001*

1 — média e desvio-padrdo — Teste t-Student; 2 — mediana e intervalo interquartilico — Mann

Whitney. *Valor p significativo < 0,05. DEC - depuracéo estimada de creatinina.

6.1.2 Niveis de fvW e ADAMTS13 nos grupos controle e diabético

Os niveis urinarios da ADAMTS13 foram dosados apenas no grupo diabético antes
da inducdo da doenca, 30 dias apds e 1 dia antes da eutandsia, a fim de avaliar a
perda desta proteina ao longo da evolucdo do DM1 (Tabela 4). Este grupo
apresentou aumento significativo na perda urinaria de ADAMTS13, quando
comparado aos niveis desta proteina na urina antes da inducdo do diabetes e 30
dias depois da administracdo de STZ, bem como antes e no dia anterior a eutanasia
(p=0,033). Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas na excrecao
urinaria de ADAMTS13 quando comparados os niveis desta proteina 30 dias depois

da inducéo do diabetes e na eutanasia (p>0,05).
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Tabela 4 — Avaliacdo dos niveis urindrios da ADAMTS13 (ng/18 horas) no grupo
diabético ndo tratado em trés momentos diferentes (antes da inducdo do diabetes,

trinta dias depois e um dia antes da eutanasia)

Antes Depois Eutanasia p

Diabético (n=6)! 1,77 £ 0,6823P 22,89 + 9,33 31,01 +16,14 0,033*

1 — média e desvio-padrao — ANOVA post hoc LSD. 2 Diferenca significativa antes e depois;
b Diferenca significativa antes e na eutanasia, p<0,01. * Valor p significativo < 0,05.

A Tabela 5 apresenta os dados obtidos para ADAMTS13 no plasma e na urina, bem
como os niveis plasmaticos de fvW nos grupos controle e diabético. Cumpre

ressaltar que ndo foram detectados niveis de fvW na urina em ambos 0s grupos.

Tabela 5 — Medidas descritivas para ADAMTS13 plasmética e urinaria e fator de von

Willebrand plasmaético entre os grupos diabético e controle.

Controle (n=10) Diabético (n=10) p
ADAMTS13 (ng/mL) 474,16 (362,32) 317,24 (440,72) 0,266
plasma?

ADAMTS13 (ng/mL) 4,56 + 3,56 14,94 + 5,57 0,001*
urinatl

ADAMTS13 (ng/18 horas) 6,49 (5,21) 493,51 (467,40) 0,014*
urina?

ADAMTS13 (ng/mg Cr) ! 7,71 + 5,66 53,17 + 17,40 0,001*

fvW (mU/mL)? 68,00 + 33,81 50,88 + 30,77 0,370

1 — média e desvio-padrdo — Teste t-Student; 2 — mediana e intervalo interquartilico — Mann

Whitney. *Valor de p significante <0,05. Cr, creatinina; fvW, fator de von Willebrand.
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N&o foi observada diferenca significativa entre os niveis de ADAMTS13 no plasma
guando comparados 0s grupos controle e diabético (p=0,266). Entretanto, os niveis
de ADAMTS13 urinarios foram significativamente superiores no grupo diabético
(p=0,001) quando comparado ao grupo controle. Essa diferenca também foi
significativa quando os niveis desse marcador foram corrigidos (normalizados) pelo
volume de urina de 18 horas e pela excrecdo de creatinina urinaria (ng/mg Cr). Para
0s niveis plasmaticos do fvW néo foi observada diferenca significativa entre os

grupos (p=0,370).

Considerando-se os dados dos grupos diabético e controle juntos, as analises de
correlacdo de maior relevancia clinica estao representadas na Tabela 6. A glicemia
apresentou correlagdo positiva com ADAMTS13 na urina, expressa em nanograma
por miligrama de creatinina (p<0,001). Foi também observada correlacdo positiva
entre os niveis de ADAMTS13 na urina e a microalbuminuria (p=0,001). No entanto,
essa variavel ndo apresentou correlagdo com os niveis plasmaticos de fWW e
ADAMTS13 (p>0,05). O fvW nado apresentou correlagdo com as variaveis

analisadas.

Tabela 6 — Variaveis correlacionadas com os niveis de ADAMTS13 na urina em

nanograma por miligrama de creatinina nos grupos diabético e controle.

Variavel dependente Variavel independente r p
ADAMTS13 urina Microalbumindria (18h) * 0,820 0,001*
(ng/mg Cr) fvW (mU/mL) ? -0,150 0,609
ADAMTS13 plasma (mg/mL) ? -0,314 0,274
Glicemia (mg/dL) * 0,901 <0,001*

1 — Correlacéo de Pearson; 2 — Correlacdo de Spearman. *Valor p significativo <0,05. Cr,
creatinina; fvW, fator de von Willebrand.

A analise de regressdo linear revelou que as variaveis associadas
independentemente aos niveis urinarios de ADAMTS13 sao microalbumindria
(p=0,001, beta=4,79) e glicemia (p<0,001, beta=6,57).
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6.1.3 Avaliacdo da expresséo renal e hepéatica da ADAMTS13 e endotelial do
FVW

Por meio da PCR em tempo real e quantificacdo relativa (utilizando como
normalizador o gene 18S que possui niveis de expressdo génica semelhantes no
tecido renal e hepatico), constatou-se maior expressao génica de ADAMTS13 no
figado quando comparado ao rim em ambos 0s grupos (p<0,05). Quando a
comparacao foi realizada entre os grupos, foi observada expressdo génica hepatica
maior (2,53x) no grupo diabético quando comparado ao grupo controle. Esta
diferenca néo foi observada quando comparada a expressdo da ADAMTS13 no rim
(1,00x) entre os grupos (Figura 13). Com relacéo a expressao na aorta abdominal do
FVW foi observada expressdo maior (2,20x) no grupo diabético quando comparada

ao grupo controle (Figura 14).
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Figura 13 — Quantificacao relativa da ADAMTS13 no rim e no figado dos grupos controle e
diabético. A expressdo da ADAMTS13 foi maior no figado quando comparada ao rim em
cada grupo (p<0,05). No figado, a expressdao da ADAMTS13 foi maior (2,53%x) nos animais
diabéticos quando comparada aos controles, entretanto ndo houve diferenca na expresséao
no tecido renal quando comparados os grupos diabético e controle (1,0x). *Valor de p

significante <0,05.
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Figura 14 — Quantificagéo relativa do fator de von willebrand (FVW) na aorta abdominal dos
grupos controle e diabético. A expressao do FVW foi maior (2,20x) nos animais diabéticos

guando comparada aos controles.
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6.2 O efeito do peptideo C nos pardmetros metabdlicos, renais, hemostaticos,

inflamatdrios e no estresse oxidativo no modelo animal de diabetes mellitus

tipo 1

6.2.1 Efeito do peptideo C sobre a glicemia, o peso e a funcao renal

Para examinar se o peptideo C tem efeito sobre a glicemia e o peso corporal dos
animais, estes parametros foram avaliados nos grupos estudados (CT, DN e DT com
peptideo C) em trés momentos diferentes (Tabelas 7 e 8). Antes da indugédo do
diabetes, os valores de glicemia e peso corporal dos grupos estudados foram
similares, conforme esperado, ndo sendo encontrada diferenca significativa entre
eles. Trinta dias apds a inducdo do diabetes (1 dia antes do inicio da administracédo
do peptideo C), a glicemia dos animais foi aferida novamente, a fim de confirmar os
niveis glicémicos elevados dos animais diabéticos e a normoglicemia do grupo

controle (Tabela 7).

Tabela 7 — Avaliacdo da glicemia (mg/dL) dos grupos testados em trés momentos
diferentes (antes da inducdo do diabetes, trinta dias depois e um dia antes da

eutanasia)

Antes Depois Eutanasia p

CT (n=9)! 192,50 + 7,40 204,50 + 15,89*¥ 180,33 +47,81**¥ 0,241

DN (n=12)t 177,50 £ 26,862 392,00 + 83,93 380,00 £ 63,29 <0,001*

DT (n=11)! 148,33 £ 14,573 426,33 + 84,72 388,67 + 80,64 <0,001*

Valor p 0,100 <0,001* 0,002*

1 — média e desvio-padrdo — ANOVA post hoc LSD. * Diferenca significativa entre os grupos
controle tratado e diabético. ¥ Diferenca significativa entre os grupos controle tratado e
diabético tratado. p<0,01. 2 Diferenga significativa antes e depois; ° Diferencga significativa
antes e na eutanasia. CT: controle tratado com peptideo C; DN: diabético ndo tratado com
peptideo C; DT: diabético tratado com peptideo C. * Valor p significativo < 0,05.
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Os animais diabéticos que apresentaram glicemia inferior a 250 mg/dL foram
excluidos do estudo. Os animais dos grupos DN e DT apresentaram niveis de
glicemia significativamente superiores quando comparados ao grupo CT,
mensurados 30 dias apds a inducdo do diabetes (p<0,001). Com relagdo ao peso
corporal, os animais do grupo CT ganharam peso em comparac¢éo aos grupos DN e

DT, no mesmo periodo de avaliacéo (p=0,003).

Apés o tratamento com peptideo C e um dia antes da eutanasia, a glicemia e o peso
dos animais foram aferidos novamente a fim de avaliar o efeito do peptideo C. Os
niveis glicémicos dos DN e DT permaneceram significativamente superiores aos
niveis do grupo controle tratado (p=0,002), enquanto 0 peso corporal se manteve
significativamente inferior (p=0,002). No entanto, ndo foi observada diferenga
significativa entre os grupos DN e DT com peptideo C com relagdo a glicemia e ao

peso corporal (p>0,05) na eutanasia (Tabelas 7 e 8)

Ao longo do experimento, foi possivel observar que os animais do grupo CT se
mantiveram normoglicémicos, enquanto os dos grupos DN e DT apresentaram
aumento da glicemia, quando comparados antes e 30 dias apds a inducdo do
diabetes (p<0,001 para ambos os grupos). No entanto, ndo houve diferenca
significativa quando os grupos DN e DT foram comparados 30 dias apés a inducéo
do diabetes (1 dias antes do inicio do tratamento com o peptideo C) e na eutanasia
(30 dias apds o inicio do tratamento com peptideo C) (p>0,05). O peptideo C
também ndo apresentou efeito sobre o peso corporal nos animais diabéticos, uma
vez que ndo houve ganho significativo de peso apds o tratamento com o peptideo
(p>0,05) (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 8 — Avaliagdo do peso (g) dos grupos testados em trés momentos diferentes

(antes da inducéo do diabetes, trinta dias depois e um dia antes da eutanasia)

Antes Depois Eutanasia p
CT (n=9)? 20,42 £0,9225 2492+0,86*% 2525+0,76%¥% <0,001*
DN (n=12)! 22,12 + 0,63 23,75+ 0,65 24,50 £ 0,71 0,570
DT (n=11)1 20,50 + 1,00 21,33 £ 3,05 22,50 + 3,50 0,925
Valor de p 0,352 0,003* 0,002*

1 — média e desvio-padrdo — ANOVA post hoc LSD. * Diferenca significativa entre os grupos
controle tratado e diabético. ¥ Diferenca significativa entre os grupos controle tratado e
diabético tratado, p<0,01. 2 Diferenca significativa antes e depois; ° Diferenca significativa
antes e na eutandsia. CT: controle tratado com peptideo C; DN: diabético ndo tratado com
peptideo C; DT: diabético tratado com peptideo C. * Valor p significativo < 0,05.

Antes da inducdo do diabetes, trinta dias apos a ultima dose de STZ (1 dia antes do
inicio do tratamento com peptideo C) e um dia antes da eutanasia, foi realizada a
coleta de urina para a dosagem de microalbuminidria no grupo composto por 6
animais do grupo CT, 7 animais do grupo DN e 7 animais do grupo DT (Tabela 9).
Antes da eutanasia, ndo foi observada diferencga significativa entre os grupos CT, DN
e DT (p>0,05). Contudo, 30 dias apés a inducdo do diabetes e na eutanasia, foi
observado aumento na excrecdo de albumina urinaria nos grupos DN e DT quando
comparada ao grupo CT (p=0,005 e 0,014, respectivamente). Avaliando apenas o
grupo CT, ndo foram observadas diferencas significativas na excrecdo de albumina
urinaria ao longo do experimento (p=0,103). Entretanto, no grupo DN e DT, foi
observada diferenga significava na microalbuminuria quando comparados o0s niveis
antes da inducado do diabetes e na eutanasia, bem como 30 dias depois da inducéo
do diabetes e na eutanasia (p=0,005 e 0,049, respectivamente). Para ambos o0s
grupos nao foram observadas diferencas significativas entre os niveis de albumina

na urina antes da inducao do diabetes e na eutanasia (p>0,05).
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Tabela 9 — Avaliacdo da funcdo renal por meio da microalbuminuria (ug/18horas)
dos grupos controle tratado, diabético ndo-tratado e diabético tratado em trés
momentos diferentes (antes da inducdo do diabetes, trinta dias depois e um dia

antes da eutanasia)

Antes Depois Eutanasia p

CT (n=6)1 25,54 + 8,03 14,93 +4,03%% 14,48+ 3,14*% 0,103

DN (n=7)! 21,18 £ 6,97° 32,05+9,55¢ 48,54 + 20,38 0,005*

DT (n=7)1 31,19 +11,68° 31,95+11,29°¢ 53,94 + 36,33 0,049*

Valor p 0,209 0,005* 0,014*

1 — média e desvio-padrdo — ANOVA post hoc LSD. *Diferenca significativa entre os grupos
controle tratado e diabético. ¥Diferenca significativa entre os grupos controle tratado e
diabético tratado, p<0,01. ® Diferenca significativa antes e na eutandsia;. ¢ Diferenca
significativa depois e na eutanasia. CT: controle tratado com peptideo C; DN: diabético nédo
tratado com peptideo C; DT: diabético tratado com peptideo C. * Valor p significativo < 0,05.

Apés a eutanasia, nos animais DN e DT com peptideo C foram observados, além de
hiperglicemia, menor peso corporal e microalbuminuria, aumento no volume de urina
e de agua ingerida, bem como maiores niveis urinarios de creatinina quando
comparados ao grupo CT (p<0,05 para todos estes parametros, Tabela 10). Nao
houve diferenca significativa para os parametros avaliados, quando comparados 0s

grupos DN e DT com peptideo C (p>0,05).
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Tabela 10 — Parametros avaliados para os grupos controle tratado com peptideo C,
diabético ndo-tratado e diabético tratado com peptideo-C apos eutanasia

CT (n=9) DN (n=12) DT (n=11) p

Volume urinario
2,00 (1,00) #* 21,00 (16,00) 21,00 (10,00) 0,001*
(mL/18h)?

Volume de 4gua
6,00 (1,00) #¥ 26,00 (22,00) 29,00 (10,00) <0,001*
ingerido (mL/18h)?

Creatinina urinaria
6,80 (2,24) #* 1,46 (0,77) 1,25 (0,90) <0,001*
(mg/dL)?

Creatinina urinaria
0,13+0,02 * 0,26 + 0,11 0,20 + 0,06 0,021*
(mg/18h)?

1 — média e desvio-padrao — ANOVA post hoc LSD. 2 — mediana (intervalo interquartilico) —
Kruskal, seguido de Mann-Whitney e correcdo de Bonferroni. *Diferenca significativa entre
0s grupos controle tratado e diabético n&o-tratado.*Diferenca significativa entre os grupos
controle tratado e diabético tratado. CT: controle tratado com peptideo C; DN: diabético ndo
tratado com peptideo C; DT: diabético tratado com peptideo C. * Valor p significativo < 0,05

6.2.2 Caracterizacao histolégica do rim

As analises histopatoldgicas das laminas dos rins de camundongos CT, DN e DT
com peptideo C, por meio de microscopia optica ndo apresentaram alteracdes sendo
classificadas como: zero (0) para lesdes tubulares (atrofia e vacuolizacao); zero (0)
para danos intersticiais (fibrose e inflamacé&o) e zero (0) para lesbes glomerulares
(Figura 15). Os cortes histoldgicos dos rins dos grupos CT, DN e DT ainda foram
classificados como: | (um) para lesbes glomerulares (nenhum dano ou apenas

mudancas leves e ndo especificas evidenciadas pela microscopia de luz e
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espessamento da membrana basal glomerular isolado); zero (0) para IFTA e
inflamacédo intersticial; zero (0) para hialinose arteriolar e arteriosclerose; e nao

foram evidenciados grandes vasos.

A microscopia eletrbnica revelou glomérulos com estrutura preservada, com
membranas basais de composicdo habitual, sem espessamento ou aumento da
matriz mesangial. Nao houve diferenca significativa na espessura da membrana
basal glomerular quando comparados os grupos CT (163,84 + 22,53 nm), DN
(167,51 + 4,04 nm) e DT (179,19 + 16,86 nm; p>0,05). Os poddcitos exibiram

arquitetura geral preservada em todos os grupos (Figura 15).

Controle + peptideo C Diabético Diabético + peptideo C

Ve

Figura 15 — Fotomicrografia em microscopia ética (A) e eletrbnica (B) mostrando rim de
camundongo dos grupos controle tratado com peptideo C, diabético e diabético tratado com
peptideo C. A) Glomérulo de camundongo dos grupos controle tratado, diabético e diabético
tratado com peptideo C apresentando matriz e celularidade mesangiais dentro dos limites da
normalidade. Espaco tubulo-intersticial bem preservado, sem sinais de fibrose, atrofia e
inflamacdo (coloragdo PAS, aumento 400x). B) Glomérulo de camundongo dos grupos
controle tratado, diabético e diabético tratado apresentando estrutura preservada, auséncia
de expansao da matriz mesangial e espessamento da membrana basal. N&o foi observada
perda da estrutura original dos poddcitos (aumento de 16.500x).
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6.2.3 Efeito do peptideo C sobre os niveis de fvW e ADAMTS13

N&o foi observada diferenca significativa entre os niveis plasmaticos de fWW e
ADAMTS13 nos grupos CT, DN e DT, nas amostras coletadas apds eutanasia
(p=0,100 e 0,867, respectivamente). Ja os niveis urinarios de ADAMTS13 foram
significativamente superiores nos DN e DT, quando comparado ao grupo CT
(p=0,003). Contudo, nédo foi observada diferenca significativa nos niveis urinarios de
ADAMTS13 entre os grupos DN e DT com peptideo C (p>0,05) (Tabela 11).

Tabela 11 — Avaliacdo dos niveis plasmaticos de fvwW e dos niveis plasmaticos e

urinarios de ADAMTS13 nos grupos estudados

CT (n=9) DN (n=10) DT (n=10) p
ADAMTS13 plasmatica 3,94+ 0,28 529+143 5,74+ 2,00 0,100
(ng/mL)*
ADAMTS13 urinéria (ng/mL)? 1,26 £ 0,29 152+0,42 1,36 £ 0,38 0,370

ADAMTS13 urinéria (ng/18 2,41+0,54%% 2532+17,09 28,16+17,81 0,005*

horas)?!

ADAMTS13 urinéria (ng/mg 18,53 +4,44%% 06,41 +5599 115,60+67,01 0,003*

cr)?

fvW plasmatico (mU/mL)* 5,19 +5,41 4,04 £4,43 569+7,34 0,867

1 — média e desvio-padrdo — ANOVA post hoc LSD. *Diferenca significativa entre os grupos
controle tratado e diabético n&o-tratado. YDiferenca significativa entre os grupos controle
tratado e diabético tratado. CT: controle tratado com peptideo C; DN: diabético ndo tratado
com peptideo C; DT: diabético tratado com peptideo C. * Valor p significativo < 0,05.
Abreviac@es: Cr, creatinina; fvW, fator de von Willebrand.
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6.2.4 Expresséao génicado FVW, da ADAMTS13 e da eNOS

Por meio da PCR em tempo real e quantificacdo relativa, constatou-se uma
expressao génica endotelial do FVW maior (3,52x) no grupo DN, quando comparado
ao grupo CT. O grupo DT com peptideo C também apresentou uma expressao maior
(3,31x) do que o grupo CT. Entretanto, a diferenca de expressao do FVW entre os

grupos DN e DT com peptideo C foi de apenas 1,06x (Figura 16).

3,31x
3,52x  1,06x Il Controle tratado
I Diabético
Diabético tratado

Quantificacao relativa
fator de von Willebrand

Aorta abdominal

Figura 16 — Avaliacdo da expressao génica do fator de von Willebrand (FVW) nos grupos
controle tratado, diabético nao tratado e diabético tratado com peptideo C apés 8 semanas
de diabetes. A expressdo do FVW foi maior (3,52x) nos animais diabéticos e diabéticos
tratados (3,31x) quando comparada aos controles tratados com peptideo C. Entre os grupos

diabéticos a diferenca de expressao foi de 1,06x.

Com relacao a expressao da ADAMTS13 no rim, foi observado que a expressao no
grupo DN foi apenas 1,32x maior que o CT. No entanto, esta mesma expressao foi
2,90x maior no grupo DT quando comparada ao grupo CT (Figura 17). A expressao
renal no grupo DT foi ainda 2,17x maior do que a do grupo DN. J4 a expressao
hepéatica de ADAMTS13 foi maior (2,22x) no grupo DN e no grupo DT (2,90x)
guando comparada ao grupo CT, enquanto a expressao no grupo DT em relacdo ao

grupo DN foi semelhante (1,32x).
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Quantificacdo relativa
ADAMTS13
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Figura 17 — Avaliacdo da expressao génica renal e hepatica da ADAMTS13 nos grupos
controle tratado, diabético nado tratado e diabético tratado com peptideo C apds 8 semanas
de diabetes. No rim, a diferenca de expressdao da ADAMTS foi de 1,32x nos animais
diabéticos e 2,90x nos diabéticos tratados quando comparada aos controles tratados com
peptideo C. Entre os grupos diabéticos a diferenca de expresséo foi de 2,17x. No figado, a
expressao da ADAMTS foi maior (2,22x) nos animais diabéticos e diabéticos tratados
(2,90x) quando comparada aos controles tratados com peptideo C. Entre 0s grupos

diabéticos a diferenca de expressao foi de 1,32x.

A expresséo génica da eNOS no rim foi semelhante nos grupos DN (1,35x) e DT
(1,82x), quando comparados ao grupo CT (Figura 18). A expressao renal da eNOS

no grupo DT foi também semelhante ao grupo DN (1,35x maior).

Da mesma forma, na aorta, a expressao entre os grupos foi semelhante: 1,04x entre
DN e CT,; 1,03x entre DT e CT; e 1,03x entre DN e DT.
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Figura 18 — Avaliacdo da expressdo génica no rim e na aorta abdominal da eNOS nos
grupos controle tratado, diabético ndo tratado e diabético tratado com peptideo C apés 8
semanas de diabetes. A expressao génica da eNOS no rim foi semelhante entre 0s grupos:
1,35x entre DN e CT; 1,82x entre DT e CT,; 1,35x entre DT e DN. Na aorta, a expressao
entre os grupos também foi semelhante: 1,04x entre DN e CT; 1,03x entre DT e CT; e 1,03x
entre DN e DT. Abrevia¢fes: DN, diabético ndo tratado; DT, diabético tratado com peptideo

C; CT, controle tratado com peptideo C.

6.2.5 Efeito do peptideo C na inflamacao e no estresse oxidativo

Para avaliar o perfil inflamatério no modelo animal de DM1 de inicio recente, no
presente estudo os valores séricos e urinarios das citocinas inflamatoérias 1L2, IL4,
IL6, IL10, IL17, IFNy e TNFa foram medidos (Tabela 12). Foram observados niveis
urinarios aumentados no grupo DN quando comparado ao grupo CT de IL4
(p=0,023) e de TNFa (p=0,021). Para estas citocinas n&o foram observadas
diferencas significativas quando comparados os grupos DN e DT com peptideo C
(p>0,05). Ja para as citocinas IL10 e IL17 foram observados niveis urinarios
significativamente maiores no grupo DN quando comparado aos grupos CT e DT

com peptideo C (p=0,015 e p=0,007, respectivamente).
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Tabela 12 — Avaliacdo dos niveis de citocinas dos grupos controle tratado com
peptideo C, diabético e diabético tratado com peptideo C apdés 8 semanas de
diabetes.

CT (n=9) DN (n=10) DT (n=11) D
IL2 sérica 0,87+213 1,25+3,67 0,10+0,19 0,559
(pg/mL)*
IL2 urinaria 0,62 (2,40) 7,15 (43,88) 0,00 0,283
(pg/18horas)? (14,15)
Razdo IL2 soro/urina? 0,00 (-) 0,00 (1,28) 0,10 (-) 1,000
IL4 sérica 1,98 + 3,77 0,63 + 0,57 0,49+1,20 0,360
(pg/mL)*
IL4 urinaria 1,00 (0,72) 18,35(16,86) 8,53 (8,17) 0,023*
(pg/18horas)? ¥
Razdo IL4 soro/urinal 4,75 + 0,49+0,48 1,32+3,25 0,524

10,44

IL6 sérica 0,25(0,86) 1,11 (13,99) 2,90 (-)
(pg/mL)? 0,224
IL6 urinaria 1,76 (2,19) 16,72 (58,76) 0,00 0,161
(pg/18horas)? (25,55)
Razdo IL6 soro/urinat 1,27+1,38 3,67+4,03 6,15+8,51 0,578
IL10 sérica (pg/mL)* 3,87+4,45 9,18+10,69 254+257 0,615
IL10 urinaria 14,10 + 344,00 £ 80,56 + 0,015*
(pg/18horas)? 10,65 # 343,23 § 118,28
Raz&o IL10 soro/urina 0,86 (-) 0,15 (1,08) 0,13 (-) 0,169

2

Continua
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IL17 sérica (pg/mL)? 0,55+ 0,78 2,89 + 3,59 2,21 +3,13 0,870
IL17 urinaria 2,29+158 26,07 +23,23 4,65+8,97 0,007*
(pg/18horas)? F 8§

Razdo IL17 soro/urina 0,82 + 1,15 1,90 + 2,27 1,99+282 0,938
1

IFNy sérico (pg/mL)2 0,36 (1,90) 0,00 (3,08) 0,36 (2,65) 0,698
IFNy urinario 2,43+198 17,97 +22,37 16,64 + 0,177
(pg/18horas)? 17,04

Razado IFNy 0,25(2,89) 0,00(1,32) 0,13 (1,77) 0,687
soro/urina?

TNFa sérico (pg/mL)2 2,68 (3,27) 3,76 (3,64) 4,49 (1,10) 0,832
TNFa urinario 6,95+299 88,49 +86,47 35,29 + 0,021*
(pg/18horas)? ¥ 22,78

Razdo TNFa 1,48 £+ 1,25 0,98 + 0,62 1,96 +1,03 0,328

soro/urinal

1 — média e desvio-padrao — ANOVA post hoc LSD. 2 — mediana (intervalo interquartilico) —
Kruskal, seguido de Mann-Whitney e corre¢do de Bonferroni. FDiferenca significativa entre
0s grupos controle tratado e diabético. SDiferenca significativa entre os grupos diabético e
diabético tratado. CT: controle tratado com peptideo C; DN: diabético ndo tratado com
peptideo C; DT: diabético tratado com peptideo C. *Valor p significativo <0,05.
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A expressdo génica renal das citocinas IL6, IL10 e TNFa foi avaliada por meio de
PCR em tempo real (Figura 19). Para a citocina IL6, foi observada maior expressao
no grupo DN em relacdo ao grupo CT (2,22x), mas semelhante ao grupo DT com
peptideo C (1,81x). Por outro lado, a expressédo no grupo DT foi semelhante quando
comparada ao grupo CT (1,22x maior apenas). Da mesma forma, para a citocina
TNFa, foi observada expressédo maior no grupo DN em relagéo ao CT (2,83x), mas
semelhante ao grupo DT com peptideo C (1,79x). O grupo DT apresentou expressao

de TNFa de apenas 1,58x maior do que o grupo CT.

Por fim, para a expressdo da citocina anti-inflamatoria 1L10, foi observada maior
expressao no grupo DT com peptideo C quando comparado aos grupos CT (4,86x) e
DN (2,94x). O grupo DN apresentou um aumento de apenas 1,63x na expressao de

IL10 quando comparado ao grupo CT.

4,86x
7.5+
2,94x I Controle tratado
1,22x 1,58x I Diabético
5.0 - Diabético tratado
2,22x 1,63x 2.83x 1,79

2.5+

Quantificagcao relativa
citocinas no rim

0.0

IL6 IL10 TNFa

Figura 19 — Avaliacdo da expressdo génica renal de citocinas nos grupos controle tratado,
diabético nao tratado e diabético tratado com peptideo C apés 8 semanas de diabetes. A
expressao génica renal para a citocina IL6 entre os grupos foi: 2,22x entre DN e CT; 1,22x
entre DT e CT; 1,81x entre DT e DN. Para IL10, a expresséo entre os grupos foi: 1,63x entre
DN e CT; 4,86x entre DT e CT; e 2,94x entre DN e DT. Para TNFa, a expressao entre os
grupos foi: 2,83x entre DN e CT; 1,58x entre DT e CT; e 1,79x entre DN e DT. Abreviacoes:
DN, diabético nédo tratado; DT, diabético tratado com peptideo C; CT, controle tratado com

peptideo C.
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A expressdo da enzima SOD na aorta abdominal foi 2,50x maior no grupo DN
guando comparado ao grupo CT, mas semelhante ao grupo DT (1,04x maior). O
grupo DT apresentou expressao de SOD 2,41x maior quando comparado ao grupo
CT (Figura 20).

2,41x
3- 2,50x 1,04x
I Controle tratado
[ Diabético
Diabético tratado

Quantificacao relativa
superéxido dismutase

Aorta abdominal

Figura 20 — Avaliagdo da expressdo génica na aorta abdominal da superéxido dismutase
(SOD) nos grupos controle tratado, diabético ndo tratado e diabético tratado com peptideo C
apos 8 semanas de diabetes. A expressao da SOD foi maior (2,50x) nos animais diabéticos
e diabéticos tratados (2,41x) quando comparada aos controles tratados com peptideo C.

Entre os grupos diabéticos a diferenca de expressao foi de 1,04x.

As andlises de correlacdo de maior relevancia clinica estao representadas na Tabela
13, levando-se em consideracdo os trés grupos simultaneamente, em funcdo do
tamanho amostral. A ADAMTS13 urinaria em nanograma por miligrama de creatinina
apresentou correlacdo significativamente positiva com microalbumindria, creatindria
e niveis de glicose. Ainda, apresentou correlacdo significativa positiva com as
citocinas urinérias IL4, IFNy, IL6 e TNFa. As citocinas TNFa e IFNy na urina
apresentaram ainda correlagdo positiva com niveis urinérios de glicose plasmatica,
microalbuminuria, creatindria e com todas as citocinas estudadas na urina. Para IL2,

IL4, IL6, IL10 e IL17 foi observada correlacdo com as demais citocinas, no entanto,
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com os demais parametros ndo foi observada correlagdo ou a mesma foi fraca. O

fvW plasmatico ndo apresentou correlagcdo com as variaveis analisadas.
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Tabela 13 — Analises de correlagdes

ADAMTS13 Microalbumindria Creatinuria Glicose TNFa IL2 IL4 IFNy IL6 IL10 IL17
urina (ng/mg Cr) (ng/18h) (mg/18h) (mg/dL) (pg/18h) (pg/18h) (pg/18h) (pg/18h) (pg/18h) (pg/18h) (pg/18h)
ADAMTS13 urina (ng/mg Cr) - r=0,874 r=0,561 r=0,751 r=0,556 r=-0,874 r=0,421 r=0,707 r=-0,504 r=0,394 r=0,332
p<0,001* p=0,002* p=0,001* p=0,004* p=0,626 p=0,036* p<0,001* p=0,014* p=0,051 p=0,104
Microalbumindria (ug/18h)* r=0,874 - r=0,520 r=0,527 r=0,483 r=0,158 r=0,423 r=0,683 r=-0,317 r=0,480 r=0,371
p<0,001* p=0,016* p=0,044* p=0,036* p=0,517 p=0,071 p=0,001* p=0,215 p=0,038* p=0,118
Creatindria (mg/18h)* r=0,561 r=0,520 - r=0,556 r=0,572 r=-0,217 r=0,639 r=0,454 r=-0,636 r=0,655 r=0,625
p=0,002* p=0,016* p=0,011* p=0,003* p=0,625 p=0,001* p=0,023* p=0,001*  p<0,001* p=0,001*
Glicose (mg/dL)? r=0,751 r=0,527 r=0,556 - r=0,723 r=-0,300 r=0,586 r=0,566 r=-0,659 r=0,514 r=0,586
p=0,001* p=0,044* p=0,011* p<0,001* p=0,259 p=0,017* p=0,022* p=0,010*  p=0,041* p=0,017*
TNFa (pg/18h) r=0,556 r=0,483 r=0,572 r=0,723 - r=0,476 r=0,904 r=0,746 r=0,766 r=0,730 r=0,873
p=0,004* p=0,036* p=0,003* p<0,001* p=0,016* p<0,001* p<0,001* p<0,001*  p<0,001* p<0,001*
IL2 (pg/18h)? r=-0,874 r=0,158 r=-0,217 r=-0,300 r=0,476 - r=0,531 r=0,534 r=0,752 r=0,518 r=0,470
p=0,626 p=0,517 p=0,625 p=0,259 p=0,016* p=0,006* p=0,006* p<0,001*  p=0,008* p=0,018*

1 — Pearson; 2 — Spearman;

*Valor p significativo <0,05. Abreviagéo: Cr, creatinina.
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Tabela 13 — Analises de Correlag¢des (continuacao)

ADAMTS13 Microalbumindria Creatindria Glicose TNFa IL2 IL4 IFN IL6 IL10 IL17
urina (ng/mg Cr) (ng/18h) (mg/18h) (mg/dL) (pg/18h) (pg/18h) (pg/18h) (po/18h) (pg/18h) (po/18h) (pg/18h)
IL4 (pg/18h)* r=0,421 r=0,423 r=0,639 r=0,586 r=0,904 r=0,531 - r=0,666 r=0,689 r=0,798 r=0,913
p=0,036* p=0,071 p=0,001* p=0,017* p<0,001* p=0,006* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*
IFNy (pg/18h)* r=0,707 r=0,683 r=0,454 r=0,566 r=0,746 r=0,534 r=0,666 - r=0,900 r=0,679 r=0,638
p<0,001* p=0,001* p=0,023* p=0,022* p<0,001* p=0,006* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,001*
IL6 (pg/18h)2 r=-0,504 r=-0,317 r=-0,636 r=-0,659 r=0,766 r=0,752 r=0,689 r=0,900 - r=0,784 r=0,833
p=0,014* p=0,215 p=0,001* p=0,010* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*
IL10 (pg/18h)* r=0,394 r=0,480 r=0,655 r=0,514 r=0,730 r=0,518 r=0,798 r=0,679 r=0,784 - r=0,911
p=0,051 p=0,038* p<0,001* p=0,041* p<0,001* p=0,008* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*
IL17 (pg/18h)* r=0,332 r=0,371 r=0,625 r=0,586 r=0,873 r=0,470 r=0,913 r=0,638 r=0,833 r=0,911 -
p=0,104 p=0,118 p=0,001* p=0,017* p<0,001* p=0,018* p<0,001* p=0,001* p<0,001* p<0,001*

1 — Pearson; 2 — Spearman; *Valor p significativo <0,05. Abreviagdo: Cr, creatinina.
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7 DISCUSSAO

7.1 Aspectos metabdélicos, renais e hemostaticos no modelo animal de

diabetes mellitus tipo 1

O DM1 experimental pode ser induzido quimicamente pela administracdo de
substancias que destroem seletivamente as células B pancreaticas. No entanto,
deve-se levar em consideragdo que a nefrotoxicidade no modelo pode ocorrer
devido a administracdo de altas doses dessas substancias (Lenzen, 2008;

Szkudelski, 2001), e ndo necessariamente devido a complicagdo do DM1.

A STZ foi considerada a droga diabetogénica mais apropriada para o presente
estudo, uma vez que sua acdo € mais especifica para o pancreas. Esta droga pode
aumentar a glicosilacdo protéica pela inibicdo da O-GlcNac-seletiva N-acetil-B-D-
glicosaminoxidase (enzima que remove o O-GlcNac das proteinas), sendo o
pancreas mais sensivel a STZ do que a mesma enzima em outros tecidos (Konrad
et al., 2001).

Além disso, a fim de reduzir uma possivel nefrotoxicidade inespecifica da STZ, o
esquema de inje¢cdes multiplas de baixas doses da droga para induzir o diabetes foi
utilizado. Para isso, foram realizadas administracées diarias, por via intraperitoneal,
0 que normalmente induz um repetido e baixo grau de dano as células B,
acompanhado por insulite autoimune secundaria (Alghamdi e Advani, 2014; Kong et
al., 2013).

No presente estudo, os animais foram submetidos a pesagem e a afericdo da
glicemia no dia anterior a inducdo experimental do diabetes com STZ ou a
administracdo de tampdo citrato de sodio (grupo controle) e ndo foi encontrada
diferenca entre os grupos, prevenindo a insercao de viés experimental na escolha

dos animais.

A andlise da excrecéo urinaria de creatinina de um grupo piloto revelou que trés dias
apos a inducao do diabetes ja foi possivel evidenciar um aumento significativo da

hiperfiltracdo, o qual se manteve constante até o final do experimento (tabela 1).
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Trés dias ap0s a administracdo intraperitoneal de STZ ou tampdao citrato de sédio
(grupo controle), o diabetes foi confirmado pelos niveis de glicose superiores a
250mg/dL. Ao longo do experimento, 0s animais diabéticos mantiveram
caracteristicas clinicas do estado insulinénico, como perda de peso corporal
(embora apresentassem polifagia) e hiperglicemia. Por outro lado, o grupo controle
apresentou ganho de peso corporal significativo, bem como normoglicemia. A
inducdo do DM1 causou reducdo de aproximadamente 20% no peso corporal dos
animais e aumento de duas a trés vezes nos niveis da glicemia capilar apés 8
semanas de administracdo da STZ (tabela 2). Em suma, as observacdes acima
citadas corroboram para a conclusado de que a administracdo de STZ foi suficiente
para mimetizar o status de DM1 (Barutta et al., 2011; Matsushita et al., 2011; Okada
et al., 2003).

Os animais diabéticos mantidos em gaiolas metabdlicas mostraram aumento
significativo na ingestdo de agua, bem como aumento do volume urinario. Estes
achados justificam-se pela hiperglicemia presente nestes animais que, ao exceder o
limiar renal de reabsorcao de glicose, promove a glicosuria. Esta, por sua vez, esta
associada a diurese osmotica com consequente perda de fluidos e eletrélitos (o que
justifica a polidria), bem como a ingestdo de agua compensatoria (polidpsia) (SBD,
2017). Portanto, é clara a relacao entre a ingestao hidrica e a perda urinaria nesses
animais em fungéo da hiperglicemia induzida por STZ. Além disso, observou-se que
a excrecao de cloretos foi maior no grupo diabético em relagcdo ao grupo controle
(tabela 3). Os cloretos sdo os anions mais abundantes nos fluidos corporais e a
diurese excessiva € sempre acompanhada de maior excrecdo de cloretos, uma vez
gue séo livremente filtrados nos glomérulos (Burtis e Ashood, 2008) o que corrobora

com os resultados acima descritos.

No presente estudo o grupo diabético apresentou niveis significativamente elevados
de albumina na urina em relacdo ao grupo controle (tabela 3). Sabe-se que além da
polidria, polidipsia, perda de peso e polifagia, a hiperglicemia no DM1 esta, a longo
prazo, associada a nefropatia (WHO, 1999). A nefropatia diabética € inicialmente
caracterizada pela excrecdo de pequenas quantidades de albumina na urina e o
diagnéstico consiste no encontro de uma TFG inferior a 60 mL/min/1,73m? durante

um periodo de trés meses ou mais (KDOQI, 2002). Cumpre ressaltar que, sem
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intervencdes especificas, 80% dos pacientes portadores de DM1 com
microalbumindria evoluirdo para nefropatia clinica e hipertensdo e 50% destes
apresentardo insuficiéncia renal crénica terminal, num prazo de 10 anos, sendo

necessario recorrer a dialise ou ao transplante renal (ADA, 2004).

Em nosso estudo, ndo foi observada diferenca significativa entre os niveis séricos de
creatinina e ureia entre os grupos diabético e controle, o que justifica ndo ter sido
observado aumento da DEC quando comparados os grupos estudados (tabela 3).
De fato, os modelos de diabetes induzidos por STZ apresentam apenas modesta
alteracdo nos niveis séricos dos compostos nitrogenados, como creatinina e ureia, o
gue nos leva a concluir que o modelo utilizado simula a primeira fase da nefropatia
diabética, caracterizada pela hiperfiltracdo glomerular (Kong et al., 2013). A
hiperfiltracdo glomerular pode ser observada desde as fases iniciais do diabetes e
estd associada ao aumento da pressao intra-renal e a diminuicdo do numero de
néfrons funcionais. O aumento da perfusao glomerular e da pressao intraglomerular
em cada néfron ocorrem devido a reducédo adaptativa da resisténcia vascular intra-
renal associada a dilatacdo inapropriada das arteriolas aferente, principalmente, e
eferente (Brenner et al., 1996). Além da hiperfiltracdo glomerular, o inicio do
diabetes pode ser caracterizado por presenca de albumindria e aumento da TFG,
devido a vasodilatacao inapropriada da arteriola aferente (Hills et al., 2010). Apenas
na fase seguinte da doenca h& diminuicdo progressiva da TFG, o que caracteriza a
DRC (KDOQI, 2002).

Corroborando nossos resultados, Samnegard et al. (2005) observaram uma TFG
semelhante entre grupos diabéticos e ndo diabéticos 8 semanas apds inducdo de
diabetes com STZ, embora esses camundongos tenham apresentado hiperfiltracao
glomerular 4 semanas apés o inicio do diabetes (Samnegard et al., 2005). Em
contraste, estudos prévios com ratos diabéticos demonstraram elevacao da TFG e
aumento da excrec¢do urinaria de albumina quando comparados a animais controles,
2 semanas apos a administracdo de STZ (Sjoquist et al., 1998; Samnegard et al.,
2001). Segundo estes estudos, os animais diabéticos quando avaliados 2 e 4
semanas apos o inicio da doenca desenvolveram alteracdes renais semelhantes as
encontradas na fase inicial de DM1 em humanos (Hills et al., 2010). ApGs 8

semanas, houve uma diminui¢do da hiperfiltracdo glomerular, ndo sendo observadas
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diferencas entre os grupos diabético e controle, o que sugere a existéncia de uma
etapa de pos-hiperfiltracdo na fase inicial da nefropatia diabética (Kong et al., 2013).
Em concordancia com nossos achados, estudos ja demonstraram aumento na
excrecdo de albumina no grupo diabético apds a indugdo da doenca (Okada et al.,
2003; Matsushita et al., 2011). Desta forma, os resultados obtidos nestes estudos
confirmam ser este 0 modelo mais apropriado para a investigacdo das alteracdes
renais comumente observadas na primeira fase da nefropatia diabética. Cumpre
ainda ressaltar que a microalbuminuria presente na nefropatia diabética inicial esta
fortemente relacionada a disfuncdo do endotélio renal e a ocorréncia de eventos
cardiovasculares, justificando a importancia de se diagnosticar precocemente esta
disfuncdo para a aplicacdo de devidas medidas preventivas as complicacdes do
DM1 (Stehouwer et al., 1995).

No presente estudo, o grupo diabético ndo apresentou aumento do peso renal
relativo (p>0,05) 8 semanas apo0s o diabetes. Isto sugere que as alteracdes renais
provocadas pela STZ foram recentes, sendo precoces para demonstrar hipertrofia
renal significativamente maior nos animais diabéticos (tabela 3). No entanto, ja foi
demonstrado aumento do peso do rim em camundongos diabéticos (Barutta et al.,
2011; Matsushita et al., 2011) e a hipertrofia renal pode ser observada
precocemente em pacientes com nefropatia diabética secundaria ao DM1 (Qi et al.,
2005). Esta divergéncia entre os estudos citados pode ser justificada pelo tempo de
avaliacdo apds a inducdo do diabetes — no estudo de Barutta et al. (2011), os

animais foram avaliados por 14 semanas apos a inducéo do diabetes.

Os modelos que empregam ratos e camundongos tratados com STZ sé&o
amplamente utilizados no estudo da nefropatia diabética precoce devido a sua
relacdo custo-beneficio e a auséncia de lesdes renais avancadas. Embora grande
namero de modelos murinos de nefropatia diabética (incluindo as induzidas
artificialmente, espontanea e geneticamente modificadas - knockout e transgénicos)
tenha sido desenvolvido, nenhum deles apresenta alteracdes renais que refletem as
observadas em humanos (Kong et al.,, 2013). O comité do Consércio de
Complicagbes Diabéticas (DCC — Diabetic Complications Consortium) propde trés
critérios para modelo murino desejavel de nefropatia diabética: (1) declinio maior ou

igual a 50% na TFG; (2) aumento superior a 5000% na albuminuria, comparado a
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controles com a mesma idade e género; (3) achados histopatolégicos que incluem
esclerose mesangial (aumento de 50% no volume do mesangio), qualquer grau de
hialinose arteriolar, espessamento da membrana basal glomerular (aumento superior
a 50% em comparacdo com o0s valores basais) e fibrose tabulo-intersticial.
Entretanto, até o momento, ndo ha modelos murinos que atendam a todos os trés

critérios.

Ainda, no presente estudo, os niveis de ADAMTS13 foram avaliados no grupo
diabético antes da indugéo do diabetes, 30 e 60 dias ap0s a Ultima dose de STZ, a
fim de verificar a relacdo entre a alteracédo renal e excrecdo de ADAMTS13. Assim
como foi observado para creatindria e microalbumindria, os niveis urinarios de
ADAMTS13 aumentaram significativamente ao longo da evolucdo do diabetes,
contudo ndo ha diferenca significativa quando comparados 30 e 60 dias apds o

tratamento com STZ (tabela 4).

Estudos anteriores do nosso grupo com doengas que cursam com disfuncéo renal,
como pacientes sob hemodidlise, transplantados renais e mulheres com pré-
eclampsia, demonstraram reducdo nos niveis plasmaticos de ADAMTS13 quando
comparado a um grupo controle higido (Alpoim et al., 2011; Rios et al., 2012a; Rios
et al., 2012b; Rios et al.,2011). Sabe-se que nos pacientes com diabetes e alteracao
da funcdo renal, também ha redugcdo nos niveis da ADAMTS13 plasmatica, no
entanto os mecanismos envolvidos ainda néo estdo bem estabelecidos. Estudos tém
sugerido a perda da ADAMTS13 na urina; degradacdo da ADAMTS13 por proteases
plasméticas; e sintese hepética e/ou renal reduzidas da ADAMTS13 em vérias
condi¢cdes clinicas associadas as complicacdes hemostaticas (Manea et al., 2010;
Ono et al., 2006; Cao et al., 2008).

No presente estudo, os camundongos diabéticos ndo apresentaram alteracdes
significativas nos niveis plasméticos de fvW e de ADAMTS13, quando comparados
ao grupo controle. Contudo, foram observados niveis significativamente elevados da
ADAMTS13 na urina do grupo diabético, sugerindo perda dessa protease na urina, o
gue pode estar associado a hiperfiltracdo observada nestes animais (tabela 5). A
auséncia de alteracdo nos niveis plasmaticos de ADAMTS13, apesar da perda da

protease na urina, pode ser explicada por um mecanismo compensatério, no qual a
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sintese da ADAMTS13 estaria aumentada a fim de contrabalancear a atividade do
fvW.

E importante ressaltar a correlagdo positiva dos niveis urinarios da ADAMTS13 com
a glicemia capilar e microalbuminuria (tabela 6). Esses resultados sugerem que a
perda urinaria desta protease € proporcional a hiperglicemia e disfuncdo renal,
podendo ser indicativo destas complicacdes. Além disso, a andlise de regressao
linear demonstrou que a microalbumindria e glicemia estdo independentemente

associadas aos niveis da ADAMTS13 urinéria, corroborando os resultados acima.

Constatou-se ainda uma expressao génica hepatica de ADAMTS13 maior (2,53x) no
grupo diabético quando comparado ao grupo controle (figura 13). Contudo, a
expressao renal nao foi diferente entre os grupos (1,00x). Dessa forma, os dados
sugerem que o aumento da expressdo hepatica da ADAMTS13 no grupo diabético
contribui para a manutencdo dos niveis plasmaticos de ADAMTS13, apesar da
excrecdo aumentada da proteina na urina, tornando-os semelhantes ao grupo
controle. Ao compararmos a expressao hepatica e renal da ADAMTS13 no grupo
diabético, foi observada uma expressdo muito maior no figado (10,97x) em relacéo
ao rim (p<0,05), corroborando mais uma vez com a hipitese de que a expressao
hepética é importante na manutencdo dos niveis plasméticos da enzima. De fato,
sabe-se que a ADAMTS13 é produzida principalmente no figado (Watanable et al.,
2009), embora também ocorra, em menor magnitude, a producdo desta protease no
rim (Manea et al., 2007; Shen et al., 2013). Nao se pode ainda descartar a hipotese
de que os niveis plasmaticos da ADAMTS13 sejam mantidos também pela
expressdo aumentada nas plaquetas (Suzuki et al., 2004) e nas células endoteliais
(Turner et al., 2006), entretanto esta hipétese ndo foi investigada no presente

estudo.

Apesar do aumento da expressdo génica endotelial do FVW no grupo diabético
guando comparado ao controle, ndo observamos diferenga nos niveis plasmaticos
do fvW entre os grupos estudados (Figura 14). Este achado pode ser explicado pela
presenca de niveis da ADAMTS13 suficientes para a degradacdo dos grandes
multimeros no grupo diabético, provenientes principalmente da producédo hepética.
Além disso, os niveis do fvW podem ainda ser regulados por outras proteases como
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a plasmina (Tersteeg et al., 2014), contribuindo para a clivagem dos multimeros.
Sabe-se que os niveis de fvW aumentam quando as células endoteliais sdo lesadas
ou estimuladas, podendo ser utilizado como marcador de lesdo e disfuncao
endotelial (Stehouwer et al., 1995; Lip e Blann, 1997; Vischer, 2006). Niveis
elevados do fvW tém sido descritos em associagdo com aterosclerose e diabetes
(Lip e Blann, 1997; Rurali et al., 2013). Lopes et al. (2007) observaram niveis séricos
elevados do f'vW em ratos diabéticos tratados com STZ, eutanasiados 8 semanas
apos a inducdo do diabetes, quando comparados ao grupo controle, mas sem
avaliacdo dos niveis de ADAMTS13. Embora, o fvW tenha sido descrito como
marcador de disfuncdo endotelial, o seu papel na lesdo vascular presente no
diabetes ainda nao esta bem estabelecido. O fvW pode ser um fator de risco para a
disfuncéo endotelial, e ndo apenas marcador de lesdo no endotélio no DM. Além da
elevacdo dos niveis do fvW, outros mecanismos podem estar associados a lesdo
endotelial que incluem reducéo da sintese de NO, aumento da sintese de AGEs e

producdo de mediadores inflamatérios (Schalkwijk e Stehouwer, 1995).

7.2 O efeito do peptideo C nos parametros metabadlicos, renais, hemostéaticos,
inflamatérios e no estresse oxidativo no modelo animal de diabetes mellitus

tipo 1

A fim de estudar o efeito do peptideo C mais especificamente, a administracao
concomitante com insulina nao foi realizada. O grupo controle também foi tratado
com o peptideo C para verificar se o tratamento poderia levar a alguma alteracéo na
funcdo renal, uma vez que sua excre¢do é realizada pelos rins (Henriksen et al.,
1987; Melles et al., 2004). A auséncia de alteracdes nos niveis de albumindria, antes
e apés a administracdo do peptideo, neste grupo sugere que ndo ha alteracdo na
filtracdo renal, corroborando com os resultados obtidos em outros estudos que
mostram que em animais e humanos saudaveis o peptideo C nado tem efeito

fisiologico renal (Johansson et al., 1992a; Wahren & Larsson, 2015).

Foi observado que o peso corporal e a glicemia nédo foram influenciados pelo
tratamento com peptideo C (Tabelas 7 e 8). Em um estudo desenvolvido por

Kamikawa et al. (2008) em ratos com diabetes induzido por STZ, a administracéo de
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peptideo C levou a recuperagdo da perda de peso dos animais, mas nao reduziu a
concentracdo plasmatica de glicose (Kamikawa et al., 2008). Por outro lado, de
acordo com Sato et al. (2004), o peptideo C € capaz de aumentar a utilizacdo de
glicose em ratos diabéticos (Sato et al., 2004). A administracdo de peptideo C em
pacientes com DM1 aumentou o fluxo sanguineo e a captacdo de glicose no
musculo esquelético durante exercicio fisico (Johansson et al., 1992a), bem como
em todo o organismo (Johansson et al., 1992b). Contudo, a melhora do controle
glicémico ndo foi observada em um estudo subsequente desenvolvimento pelo
mesmo grupo de pesquisadores (Johansson et al., 2000). Diferengcas no protocolo
experimental, selecdo de pacientes e/ou metodologia analitica podem explicar essas
discrepancias. Contudo, os resultados sugerem que o peptideo C possui papel na

regulacéo do metabolismo da glicose.

Samnegard et al. (2005) observaram reducdo da hipertrofia glomerular e da
expansdo da matriz mesangial em ratos Wistar apds tratamento com concentracées
fisiologicas de peptideo C. Semelhante ao nosso estudo, os animais ficaram
diabéticos durante 8 semanas, sendo que nas primeiras 4 semanas 0s animais nao
receberam nenhum tipo de tratamento e nas 4 semanas seguintes 0s ratos
diabéticos foram tratados com peptideo C por via subcutanea na dose de 50
pmol/kg/min. Maezawa et al. (2006), utilizando a dose de 290 pmol/kg/min de
peptideo C por via subcutanea durante 24 horas, verificaram reducao significativa da
albuminudria em camundongos C57BL/6 com diabetes induzida por STZ. Ainda,
Zhang et al. (2001) avaliaram em ratos diabéticos o efeito do peptideo C na
neuropatia utilizando as doses de 10, 100, 500 e 1000 upg/Kg/dia. Apds 2 meses de
tratamento, as doses iguais ou maiores a 500 pg/Kg/dia (aproximadamente 100
pmol/kg/min) preveniram a diminuicdo da atividade neural da Na+/K+ - ATPase,
sendo a protecdo dependente da dose. Desta forma, no presente estudo, o esquema
de tratamento escolhido para administracdo nos camundongos C57BL/6 diabéticos
foi de 500 pg/kg/dia por via subcutanea por 4 semanas, ap6s um periodo de 4

semanas sem tratamento com o peptideo.

No presente estudo, o peptideo C ndo levou a reducdo nos niveis urinarios de
albumina no grupo DT quando comparado ao DN que recebeu apenas solucdo

salina (Tabela 9). Também n&o foram observadas diferencas significativas entre

79



estes grupos com relacdo ao volume urinério, volume de agua ingerido e creatinina
urinaria (Tabela 10). A controvérsia em relacdo ao achado anteriores pode estar
associada ao fato de que o tratamento no presente estudo consistiu na
administracdo diaria do peptideo por via subcutdnea, enquanto em outros estudos
em animais as administragdes foram realizadas por meio de bombas subcuténeas
com infusdo continua. Em modelo animal, Nordquist et al. (2009) e Samnegard et
al., (2005) reportaram reducéo da taxa de filtracdo em animais DT com peptideo C
guando comparados ao grupo controle. Em outro estudo, o peptideo C reduziu
significativamente a excrecdo de albumina urinaria em camundongos C57BL/6 com
diabetes induzida com STZ (Maezawa et al., 2006). Foi demonstrada, em pacientes
com DM1, diminuicdo da hiperfiltracdo glomerular e da excrecdo urinaria de
albumina apés administracdo do peptideo C (Johansson et al., 1992b; Johansson et
al., 1993).

Uma metanalise realizada por Shaw et al. (2015) revelou que apdés a inducédo de
diabetes utilizando STZ ha, em grande parte dos estudos, um periodo de
monitoramento dos animais que varia de 24 horas a 8 semanas antes da
administracéo de peptideo C ou veiculo, o que mostra grande heterogeneidade nos
protocolos experimentais baseados na administracdo de peptideo C em animais
diabéticos. Ainda de acordo com este estudo, os protocolos experimentais diferem
com relagdo a dose, sendo que a mais comum corresponde a 50 pmol/kg/dia (0,2
po/kg/dia), e o tempo de administracdo do peptideo C, que varia de 1 hora a 3
meses (Shaw et al., 2015). Isto mostra a dificuldade em se estabelecer metodologia
ideal cujos resultados sejam comparaveis aos diversos estudos com objetivos

semelhantes.

No entanto, na analise histologica por meio de microscopia Optica e eletrénica
(Figura 15), ndo foram observadas expansao intersticial, atrofia tubular e hialinose
arteriolar que estariam associadas ao maior comprometimento do tecido renal,
confirmando que o modelo desenvolvido se adequa ao status de nefropatia inicial.
Em outro estudo desenvolvido com modelo animal de diabetes induzido por STZ, a
hiperglicemia levou a lesdo renal leve a moderada com presenca de discreta
expanséo da matriz mesangial (Alghamdi e Advani, 2014). Entretanto, as alteragdes

mais tardias como, hialinose arteriolar e glomerulosclerose nodular, s6 ocorreram
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entre 15 e 30 semanas de hiperglicemia (Breyer et al., 2005) e, por isso, ndo eram

esperadas no modelo do presente estudo.

No presente estudo as microscopias Otica e eletrdnica ndo revelaram alteragdes no
tecido renal dos animais CT, DN e DT com peptideo C, apesar da hiperfiltracdo
observada nestes grupos. Isto sugere que as alteracdes renais induzidas por STZ
nao sdo suficientes para provocar mudancas estruturais capazes de serem vistas

por meio das técnicas utilizadas.

A fisiopatiologia da nefropatia diabética ainda ndo esta bem estabelecida, mas esta
associada a glicosilacdo nao enzimatica com consequente espessamento da
capsula de Bowman e hipertrofia glomerular (Hills et al., 2010; Mader et al., 2013;
Tsilibary, 2003). Histologicamente, é caracterizada pelo acumulo de proteinas da
matriz extracelular mesangial e no intersticio tubular. As caracteristicas avancadas
da nefropatia diabética incluem mesangiolise, aneurisma capilar glomerular e lesdes
nodulares (Nakagawa, 2009). De forma semelhante ao nosso estudo, Samnegard et
al., 2005 ndo observaram na microscopia eletronica diferengas significativas na
espessura da membrana basal glomerular de ratos Wistar quando comparados 0s
grupos controle, DN e DT com peptideo C. No entanto, estes pesquisadores
evidenciaram por meio de microscopia Otica nos animais diabéticos aumento no
volume glomerular e expansdo da matriz mesangial, sendo que estas alteragdes
foram prevenidas no grupo diabético tratado com peptideo C (Samnegard et al.,
2005). Em estudo anterior, Samnegard et al., 2001 demonstraram que a
administracdo de peptideo C em ratos Sprague-Dawley diabéticos preveniu o
desenvolvimento de hipertrofia glomerular, reduziu a hiperfiltragdo glomerular e a

excrecao de albumina (Samnegard et al., 2001).

Estudo recente, utilizando microscopia eletrénica de transmissdo, demonstrou em
rim de ratos apés 8 semanas de diabetes induzida por STZ, a presenca de
membrana basal glomerular irregularmente espessada, principalmente em torno de
lacos capilares periféricos, mas que o aumento da matriz mesangial foi encontrado
ocasionalmente (Miko et al., 2016). Desta forma, € possivel ainda que no presente
estudo as alteracdes morfoldgicas ndo tenham sido evidenciadas devido ao pequeno
tamanho amostral (4 animais de cada grupo foram avaliados) e a quantidade de
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imagens aleatoriamente adquiridas, sendo possivel que as regides da membrana

basal glomerular com alteracdo ndo tenham sido identificadas.

Quando comparados os niveis urinarios de ADAMTS13 (em ng/18 horas e ng/mg cr)
nos grupos estudados, foi observada diferenca significativa entre o grupo CT e 0s
grupos DN e DT com peptideo C (p<0,01) (Tabela 11). No entanto, para estes dois
tltimos grupos, ndo foram observadas diferencas entre os niveis urinérios desta
proteina, sugerindo que o peptideo C nao foi capaz de alterar a excrecdo renal de
ADAMTS13. Além disso, o0s niveis plasmaticos de ADAMTS13 e o0s niveis
plasmatico e urinarios de fvW ndo apresentaram diferencas significativas entre os

grupos experimentais.

Os niveis de fvW estdo associados a disfungdo endotelial, que é mais grave na
nefropatia diabética avancada, bem como nos estados de hipercoagulabilidade,
comuns em pacientes diabéticos (Lip & BLann, 1997; Nakagawa et al., 2011; Rurali
et al., 2013). Sabe-se que a protedlise do fvw pela ADAMTS13 pode ser
influenciada por uma variedade de fatores, incluindo deficiéncia ou disfungéo desta
protease (Bowen & Colins, 2006). No entanto, em pacientes diabéticos com
insuficiéncia renal, os mecanismos envolvidos nas alteracbes nos niveis da
ADAMTS13 e do fvW ainda n&o foram completamente esclarecidos. Desta forma,
s8o necesséarios mais estudos com modelos animais que apresentam nefropatia
diabética moderada a severa, a fim de avaliar as alteracdes nos niveis plasmaticos e
urinarios destes marcadores ao longo da evolucdo da doenca. Um estudo
desenvolvido recentemente por nosso grupo revelou niveis plasmaticos elevados de
fvW e de ADAMTS13 em pacientes diabéticos tipo 1 com nefropatia moderada e
severa. No entanto, apenas os pacientes com nefropatia severa apresentaram maior
atividade da ADAMTS13, sugerindo que as alteracdes nos niveis do fvwW e da
ADAMTS13 se correlacionam com a severidade da nefropatia diabética em

pacientes com DM1 (Domingueti et al., 2015).

Considerando que as alteracdes renais descritas nos estudos de histologia renal
acima citados foram observadas em glomérulos de animais com 8 semanas de
diabetes, nossa hip6tese é a de que a perda de ADAMTS13 na urina pode ser

devido a hiperfiltracdo e, consequentemente, a ruptura na barreira glomerular. Além
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disso, pode estar ocorrendo a perda desta proteina a partir das células tubulares
renais danificadas que produzem ADAMTS13 (Manea et al., 2010). Entretanto, estas
hipoteses nédo foram investigadas no presente estudo. O diabetes induzido neste
grupo pode ter causado danos a barreira de filtracdo que nao foram revertidos com o
subsequente tratamento com o peptideo por 4 semanas, o0 que justifica nao ter sido
observada diferenca significativa entre os niveis urinarios de ADAMTS13, bem como
de albumina e de creatinina, quando comparados os grupos DN e DT. Além disso,
os estudos citados, nos quais foram avaliados o efeito do peptideo C no rim
diabético, foram realizados com ratos e ndo com camundongos C57BL/6, 0s quais

podem diferir em relacao as alteracdes morfoldgicas e funcionais.

Sabe-se que o figado é o principal sitio de producdo da ADAMTS13, principalmente
nas células estreladas hepéticas (HSCs, Hepatic Stellate Cells) (Uemura et al.,
2005). De fato, nossos resultados mostraram que a expressao hepdtica da
ADAMTS13 no grupo DN e DT foi maior (2,22x e 2,90x, respectivamente) quando
comparada ao grupo CT, o que sugere compensacao da perda renal da protease
(Figura 17). No entanto, o peptideo C parece néao ter efeito sobre os niveis hepaticos
da ADAMTS13, uma vez que o tratamento dos animais diabéticos ndo alterou a

expressao desta protease (1,32x).

Corroborando o0s resultados anteriormente encontrados no nosso estudo, a
expressdo génica da ADAMTS13 no rim do grupo DN permaneceu inalterada
guando comparada ao CT (1,32x). Contudo, para o grupo DT com peptideo C, a
expressao foi maior (2,90x) em relagcdo ao grupo CT, bem como ao grupo DN
(2,17x). A maior expressdo génica da ADAMTS13 no rim diabético pode estar
associada a um mecanismo compensatério, induzido pelo peptideo C, a fim de
contrabalancear os niveis do fvW, os quais estdo associados ao estado de
hipercoagulabilidade normalmente visto no diabetes. De fato, recentemente,
Dhanesha et al. (2017) demonstraram em camundongos diabéticos knock-out para o
gene da ADAMTS13 (Adamtsl3 -/-) a presenca de trombose intra-renal
acompanhada de albumindria, aumento nos niveis séricos de creatinina e ureia e
expansdo da matriz mesangial, em comparacdo ao grupo diabético selvagem que
apresentaram, apdés 26 semanas de diabetes, apenas reducdo da atividade da
ADAMTS13 no plasma e aumento nos niveis do fvW. Neste mesmo estudo, a
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delecdo do gene do fVW nos camundongos diabéticos Adamts13 -/- melhorou a
funcdo renal, inibiu a trombose intra-renal e as alteracdes histologicas, sugerindo
gue a piora da nefropatia diabética na deficiéncia da ADAMTS13 é dependente do
fvW (Dhanesha et al., 2017).

Apesar de no presente estudo ndo terem sido observadas alteracdes nos niveis
plasméticos e urinérios do fvW nos animais diabéticos, a expressao génica do FVW
na aorta abdominal foi significativamente superior (3,52x) no grupo DN quando
comparada a expressao no grupo CT (Figura 16). O grupo DT com peptideo C
apresentou também aumento na expressédo génica do FVW quando comparado ao
grupo CT (3,31x), apesar de nao ter sido observada diferenca em relacdo ao grupo
DN (1,06x). Estes achados sugerem aumento na sintese do fvW nos animais
diabéticos, o que seria esperado em funcdo da maior predisposicdo aos eventos
tromboembdlicos observados em pacientes e animais com a doen¢a. Embora ocorra
este aumento na expressao génica, um possivel consumo do fvW poderia explicar o
fato de ndo ter sido observado aumento nos seus niveis no plasma. Além disso,
como ja discutido, foi observado aumento compensatorio na expressdo génica
hepéatica da ADAMTS13, contribuindo para o clearence do fvW. De toda forma, o
tratamento com peptideo C parece néo ter efeito na regulacdo dos niveis do fvW e

na sua expresséao génica.

Curiosamente, no presente estudo, nao foi observada diferenca na expressao na
aorta abdominal da eNOS nos grupos DN (1,04x) e DT (1,03x) quando comparada a
expressdo no grupo CT com peptideo C (Figura 18). Sabe-se que no DM1, a leséo
endotelial pode estar associada ao desacoplamento da enzima eNOS, devido ao
aumento do estresse oxidativo, o que culmina na reducdo da produgcéo de NO e
comprometimento da vasodilatacdo (Hadi e Suwaidi, 2007; Forst et al., 2008;
Moncada e Higgs, 1993). O aumento da expressdo do mRNA (RNA mensageiro) da
eNOS (Scalia et al., 2000), bem como dos niveis da proteina eNOS (Kitamura et al.,
2003), associados a maior liberagdo de NO no endotélio vascular e a vasodilatacao,
foram observados apds tratamento de ratos diabéticos e in vitro das células com
peptideo C, respectivamente. Ainda, o peptideo C estimulou o influxo de Ca?*
intracelular promovendo aumento da atividade da eNOS em células endoteliais

(Wallerath et al., 2003). O aumento da expressdo da eNOS foi demonstrado em
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células endoteliais com ativagdo transcricional do gene dependente da via MAPK
(Kitamura et al., 2003). Dessa forma, no DM1 a menor expressao génica da eNOS
pode estar associada a hiperglicemia crénica e a auséncia de peptideo C, o que

contribuiria para o desenvolvimento das complicacées micro e macrovasculares.

De forma semelhante, ndo foi observada diferenca na expressdo da eNOS no rim,
guando estes grupos foram comparados, provavelmente devido ao estagio inicial do
comprometimento vascular e renal. Sabe-se que, ao contrario do que ocorre nos
demais tecidos, ha aumento de NO e da expressao da eNOS no endotélio renal em
resposta a hiperglicemia e que este aumento estd associado a progressdo da
nefropatia diabética (Kamikawa et al., 2008). O peptideo C é capaz de regular a
eNOS presente nos capilares promovendo constricdo dos capilares aferentes e
dilatacdo dos capilares glomerulares eferentes no rim, reduzindo a presséo intra-
renal e a excrecdo de albumina (Nordquist et al.,, 2009). Embora no estagio de
nefropatia avaliado no presente estudo ocorra vasodilatacdo da arteriola aferente
com hiperfiltragdo, € possivel que as lesbes endoteliais ainda ndo tenham sido

suficientes para levar a alteracdes na expressao génica da eNOS.

Com relacdo a inflamacéo, no presente estudo ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis séricos das citocinas pré e anti-inflamatérias apdés 8
semanas de diabetes (Tabela 12). Sanchez-Zamora et al. (2016) observaram, em
camundongos BALB/c com diabetes induzida por STZ, niveis séricos aumentados
das citocinas proé-inflamatérias IFNy (interferon gama), Mif (Macrophage migration
inhibitory factor), IL12 e IL17, 8 semanas ap0s a inducdo do diabetes. Ainda, os
niveis séricos da citocina anti-inflamatéria IL4 foram significativamente menores nos

animais diabéticos (Sanchez-Zamora et al., 2016).

Por outro lado, Sun et al. (2012) ndo observaram altera¢cées nos niveis de TNFa e
IL6 em camundongos C57BL/6 diabéticos, 4 semanas apds a administracao de STZ.
A producdo destas citocinas por macréfagos foi detectada nestes animais apenas 4
meses apos o inicio do diabetes, sugerindo que na fase inicial do diabetes neste
modelo animal ndo h& alteragdo nos niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias.
Ainda de acordo com estes autores, a hiperglicemia cronica esta associada a

reducdo da habilidade dos macréfagos em produzir citocinas (Sun et al., 2012).
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Desta forma, a auséncia de alteracBes nos niveis séricos das citocinas no presente
estudo pode ser explicada pela hiperglicemia nos animais, embora numa fase muito
inicial do diabetes, na qual os niveis seéricos destas proteinas ainda nao sofreram

alteracgdes significativas.

Embora nédo tenha sido observada alteracdo significativa nos niveis séricos das
citocinas estudadas, houve aumento significativo na excrecdo das citocinas pro-
inflamatoérias IL17 e TNFa, e das anti-inflamatérias IL4 e IL10 no grupo DN quando
comparado ao grupo CT (p<0,05). A avaliacdo da expressdo génica renal das
citocinas revelou um aumento na expressao de IL6 e TNFa no grupo DN quando
comparado ao grupo CT (Figura 19). Este resultado sugere que o DM1 induzido por
STZ provoca processo inflamatério local, com maior produgcdo de citocinas pro-
inflamatorias e, consequente, aumento na producdo de citocinas reguladoras do

processo inflamatorio.

Importante ressaltar que o tratamento com peptideo C parece reduzir 0 processo
inflamatorio no rim, uma vez que no presente estudo houve reducéo significativa da
excrecdo da citocina pro-inflamatoéria IL17 no grupo DT (p=0,007), quando

comparado ao grupo DN, com valores que néo diferiram do CT.

Também foi observado que o peptideo C promoveu reducéo significativa dos niveis
urinarios da citocina anti-inflamatoria IL10 (p=0,015) no grupo DT, em comparacao
ao DN, embora tenha sido observado aumento da expressao génica renal de IL10
no grupo DT, o que poderia ser explicado por reducdo no seu clearance devido a
ligacdo por tempo maior ao seu receptor. De fato, j& foi demonstrado niveis elevados
de citocinas em biopsia de rim (Kimmel et al., 2003), contribuindo para a hip6tese de
maior utilizacdo da citocina e/ou internalizacdo, juntamente com o seu receptor no
tecido renal. Esta mesma hipétese poderia explicar a maior expressao génica renal
de IL6 no grupo DN em relagdo ao CT, embora ndo tenham sido observadas

alteracGes nos niveis séricos e urinarios desta proteina.

Por outro lado, no presente trabalho, o tratamento com peptideo C ndo reduziu
significativamente a expressdo génica das citocinas IL6 e TNFa, quando
comparados os grupos DN e DT. O aumento da expresséao de IL6 ja foi reportado no

rim de ratos diabéticos (Navarro et al.,, 2006). Este aumento foi associado a
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alteracdes nas células mesangiais e podocitos, bem como ao aumento na excrecao

de albumina na urina (Navarro-Gonzalez et al., 2011).

Embora no presente estudo o peptideo C nédo tenha promovido alteracdo nos niveis
séricos, urinarios e na expressao génica renal da TNFa, foi observada correlacéo
significativa positiva entre 0s niveis urinarios desta citocina com a glicemia,
microalbumindria, creatindria e outras citocinas pré6 e anti-inflamatérias. Esses
resultados sugerem que a perda urinaria de TNFa é proporcional a glicemia, bem
como a disfuncao e inflamacéo renal, sendo indicativo da evolug¢édo e progresséao da
doenca renal diabética, podendo servir como valioso marcador diagndstico. De fato,
DiPetrillo et al. (2003) demonstraram em ratos diabéticos, 20 dias apds a
administracdo de STZ, que a concentragcdo urinaria de TNFa estava associada a
retencdo de sodio e a hipertrofia renal. Ainda foi demonstrado que a inibicdo do
TNFa durante o diabetes pode atenuar as alteracdes precoces da nefropatia
diabética (DiPetrillo et al., 2003). Além disso, em ratos diabéticos as concentracbes
urinarias e no intersticio renal de TNFa estdo elevadas 2 semanas antes da
deteccdo de albumina na urina, o que sugere um papel precoce do TNFa na
patogénese da alteracdo renal diabética, o qual antecede a microalbumindria
(Kalantarinia et al., 2003).

Por outro lado, foi observada expressdo génica aumentada da SOD na aorta
endotelial no grupo DN quando comparado ao grupo CT (2,50x), sugerindo
mecanismo compensatério a fim de reduzir o estresse oxidativo presente nos
animais diabéticos (Figura 20). No entanto, o peptideo C nédo alterou a expressao
génica da SOD no grupo DT em comparacdo do DN (1,04x), mas continuou
apresentando maior expressao quando comparado do CT (2,41x). Sabe-se que o
peptideo C promove a reducdo da formacdo de ROS em células endoteliais de
camundongos com diabetes induzida por STZ. Este efeito foi obtido por meio da
inibicdo da ativacdo de NAD(P)H oxidase via RAC-1 (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1) (Cifarelli et al., 2011) e AMPK (AMP-activated protein kinase) (Bhatt et
al., 2013a). O peptideo C também preveniu a formacédo de ROS ao inibir a ativacédo
da transgutaminase 2 (Bhatt et al., 2013b) e a caspase 3, bem como ao estimular a
atividade da proteina anti-apoptotica Bcl-2 (B cell CLL/lymphoma 2) (Cifarelli et al.,

2011). Segundo o nosso conhecimento, ndo ha relato prévio na literatura se o
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peptideo C pode influenciar a expressédo génica da SOD. Desta forma, 0s nossos
resultados sugerem que no modelo animal de diabetes induzido por STZ, apds 8
semanas de diabetes, a regulacdo do estresse oxidativo pela SOD nao é
influenciada pelo tratamento com peptideo C. Contudo, sdo necessarios mais
estudos a fim de esclarecer os mecanismos pelos quais este peptideo produz efeitos

antioxidantes no diabetes.

No presente estudo, observou-se que o aumento da perda urinaria de ADAMTS13
claramente correlacionou-se com a excrecao de albumina e creatinina. Além disso,
0s niveis urinarios de ADAMTS13 foram significativamente correlacionados com a
glicemia e citocinas inflamatorias (TNFa, IL4, IFNy, IL6, IL10 e IL17) sugerindo que a
perda de ADAMTS13 na urina segue a doenca renal e complicagdes metabdlicas e
inflamatorias do diabetes. A correlagéo positiva entre niveis urinarios de ADAMTS13
e de citocinas, sugere que a inflamacao no rim esta associada ao aumento da perda
de ADAMTS13 na urina. No entanto, a inflamacdo no rim pode ter impedido o
aumento compensatério da expressao génica renal da ADAMTS13, nos animais
diabéticos.

Foi demonstrado por Cao et al., (2008) que os niveis do mMRNA da ADAMTS13, bem
como a sua atividade proteolitca em HSCs primarios de ratos e em células
endoteliais primarias de veia umbilical humana (HUVEC, Human Umbilical Vein
Endothelial Cells), foram significativamente reduzidos apés tratamento com IFNy, IL4
e TNFo. No entanto, essas citocinas ndo alteraram os niveis do fvwW em HUVECS
(Cao et al., 2008). Um estudo recente também demonstrou que, em condi¢des pro-
inflamatérias, como sepse, as citocinas plasmaticas podem  diminuir
significativamente os niveis de mRNA da ADAMTS13 e sua atividade proteolitica
(Ekaney et al., 2015). Ono et al. (2006) também relataram correlacao entre sepse,
desenvolvimento de insuficiéncia renal sisttmica e diminuicdo nos niveis de
ADAMTS13 (Ono et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a atividade da
ADAMTS13 pode ser regulada por proteases, incluindo trombina e plasmina
(Crawley et al., 2005; Feys et al., 2010). Em um estudo utilizando uma linhagem de
células de poddcitos de ratos condicionalmente imortalizadas, a IL6 diminuiu a
expressdo de mRNA de ADAMTS13, enquanto a IL4 reduziu a expressao do gene
ADAMTS13 sem diminuicdo do seu nivel de proteina (Shen et al., 2013). Desta
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forma, nossos resultados sugerem que o tratamento com peptideo C pode ter sido
capaz de aumentar a expressdo génica renal de ADAMTS13, ao reduzir a

inflamacé&o neste orgao.

Apesar de alguns estudos terem sugerido que o desbalango entre os niveis de fvW e
ADAMTS13 pode estar associado a doenca renal em pacientes com DM, as
evidéncias experimentais dos mecanismos associados ainda sdo escassas. Dessa
forma, os achados do nosso estudo sugerem um mecanismo no qual o aumento da
expressdo hepatica da ADAMTS13 teria papel importante na compensacéo da perda
urinaria desta proteina, bem como uma relacédo desta perda com a lesdo renal. Além
disso, até o momento ndo foram encontrados estudos que avaliaram o efeito do
peptideo C nos niveis do fvW e da ADAMTS. O resumo dos resultados do presente

trabalho estdo na Figura 21.

Como limitagdes deste estudo podemos citar: 1) a auséncia de alteracOes renais
mais avancadas, o que pode dificultar a extrapolacdo dos resultados para pacientes
portadores de doenca renal crbnica; 2) a administracdo de peptideo C foi realizada
por meio de aplicacdo de dose Unica diaria, o que torna dificil a comparacdo com
estudos que utilizaram bombas de infusdo continua da droga; 3) nao foi avaliada a
presenca de angiopatia tromboética no rim. No entanto, os resultados deste estudo
poderdo contribuir para o melhor entendimento das alteracbes hemostaticas que
ocorrem no DM1, bem como dos efeitos da administracédo de peptideo C, em modelo
animal de diabetes. Este estudo abre perspectivas para novas investigacdes que

possam complementar o entendimento da fisiopatologia do DM1.
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Nao ha alteractes nos niveis de ADAMTS13
no plasma, entretanto hd maior perda
urinaria de ADAMTS13.

Parte 1: Aspectos metabdlicos, renais e
hemostaticos no modelo animal de
diabetes mellitus tipo 1

Nao ha alteracbes nos niveis plasmaticos e
urindrios do fil.

-<-<=-

Figura 21 — Resumo dos resultados. Abreviagfes: fvW: fator de von Willebrand; SOD: superoxido

dismutase.
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8 CONCLUSOES

No modelo animal de DM1 com doencga renal inicial ndo ha alteracdo nos niveis
plasmaticos de ADAMTS13 e fvW, apesar da maior perda urinaria de ADAMTS13,
sugerindo que o aumento da expressao génica hepatica pode ter um papel central
na compensacdo da perda urinaria desta protease. Além disso, a perda de
ADAMTS13 na urina segue a doenca renal e complicacdes metabdlicas e
inflamatérias do diabetes. O tratamento com peptideo C pode ter efeito anti-
inflamatdrio no rim diabético ao reduzir a excre¢do de IL17 e IL10 e aumentar a
expressao génica renal de IL10, o que pode estar associado ao aumento da

expressao génica renal de ADAMTS13.
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9 PERSPECTIVAS
¢ Avaliar o padrao de clivagem da proteina ADAMTS13 por meio de Western blot;
e Avaliar a atividade da ADAMTS13;

e Comparar os niveis das substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (teste TBARS)

e 0 potencial anti-oxidante do plasma (método MTT), nos grupos estudados;

e Avaliar os niveis de fvW e ADAMTS13 em camundongos com maior tempo de

diabetes.
e Avaliar os niveis de NO por citometria de fluxo.

¢ Avaliar a geracdo de trombina.
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1. Introduction

Diabetic nephropathy (DN) is one of the most important risk factors
for cardiovascular disease (CVD), contributing to approximately 45% of
end stage renal disease (ESRD) cases [1]. The hypercoagulability state
in diabetes results from the imbalance between pro- and anti-coagulant
proteins, which leads to thrombotic events [2].

ADAMTS13 (A Desintegrin  And Metalloprotease with
ThromboSpondin type 1 motifs, member 13) is the physiological von
Willebrand factor (VWF) cleavage protease. This protease is synthesized
primarily in the human liver, particularly in hepatic stellate cells (HSCs),
but also in platelet, endothelial cells, kidney and other tissues [3]. VWF
glycoprotein plays a central role in the blood coagulation system, acting
as the major mediator of platelet-vessel wall interaction and platelet ad-
hesion. Ultra large VWF multimers (UL-VWF) are cleaved by
ADAMTS13 under fluid shear stress. When ADAMTS13 is deficient, the
UL-VWEF lead to platelet aggregation and thrombus formation [4].

In diabetic patients, high VWF levels in the presence of albuminuria
have been associated with vasculopathy and CVD [5]. Moreover, de-
creased ADAMTS13 activity/ADAMTS13 antigen levels ration have
been associated with renal injury [1]. These findings lead to the hypoth-
esis that ADAMTS13 antigen levels may be affected in patients with ne-
phropathy, although it remains unclear the mechanism underlying
altered levels of these proteins in diabetes. Therefore, we investigated,
in a type 1 diabetes mellitus (T1DM) animal model, how renal injury
may influence the ADAMTS13 antigen levels, by measuring urinary
and plasma levels of ADAMTS13 antigen and its gene expression in kid-
ney and liver tissues.

2. Materials and methods

Eight-week-old male C57BL/6 mice received streptozotocin (STZ)
(Sigma-Aldrich Inc,, St. Louis, MO, U.S.A; 50 mg/kg/day, intraperitoneal)
(N = 10), for five consecutive days. Mice treated with sodium citrate
buffer were used as controls (N = 10). The experiments were conduct-
ed in triplicate with n = 3-4 animals per group. Diabetes onset was con-
firmed by blood glucose levels >250 mg/dL (digital glucometer - Free
Style Optium®, Abbott Laboratories®, Abbot Park, Chicago, IL, US.A).
This study was carried out in accordance with the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health and
approved by The Committee on the Ethics of Animal Experimentation
of the University of Minas Gerais (Permit Number: 199/2012).

Before STZ treatment, on day 3 after diabetes onset and after 8 weeks
of STZ treatment, the mice were placed in metabolic cages and 18-hour

http://dx.doi.org/10.1016/j.thromres.2017.07.028
0049-3848/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

urine samples were collected. Blood samples were collected from the
brachial vein, under ketamine and xylazine anesthesia (150 mg/kg
and 10 mg/kg, respectively). Urea and creatinine (Cr) levels were deter-
mined using enzymatic kits (Uréia-PP® and Creatinina®, respectively,
Gold Analisa Diagnostica®, Belo Horizonte, MG, Brazil), and the creati-
nine clearance (CrC) was calculated {(urine creatinine concentration
(mg/dL) x urine volume (mL/min)) / serum creatinine concentration
(mg/dL)}. Urinary albumin excretion (UAE), VWF antigen plasma levels
and ADAMTS13 antigen levels in plasma and urine were detected by
ELISA kit (Mouse Albumin®, Bethyl Laboratories®, Inc., Montegomery,
TX, US.A; IMUBIND®FVW and IMUBIND®ADAMTS13, American
Diagnostica®, Stamford, CT, U.S.A, respectively). Total RNA was extract-
ed from kidney and liver by TRIzol® reagents (Ambion®, Austin, TX,
U.S.A). The quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was per-
formed in only one-step, using TagMan RNA-to-CT™ 1-Step kit®, and
mouse-specific ADAMTS13 and 18S ribosomal TagMan® (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, U.S.A). The relative quantification of
ADAMTS13 cDNA was determined using 22 method.

Statistical analysis was performed using the software SPSS v.17.0.
Results were expressed as mean + SD or median and interquartile
range and the difference between the two groups was assessed by t-
test and Mann Whitney test, respectively. Correlations were investigat-
ed by Pearson test and a multivariate linear regression analysis was ap-
plied to identify the independent predictors of ADAMTS13 urinary
among the variables with a P-value <0.2 in the univariate analysis. P-
value <0.05 was considered significant.

3. Results

Before STZ treatment, data from control and diabetic mice groups
showed no significant differences in blood glucose levels, body weight
and creatinine levels (data not shown, all P > 0.05). Three days after
STZ administration, glucose levels were 2250 mg/dL, in all treated
mice. The urinary creatinine levels were significantly higher in STZ-dia-
betic mice (1.86 + 0.93 mg/18 h), when compared to control group
(0.85 4 0.14 mg/18 h; P = 0.001). Metabolic and physiological data of
control and diabetic groups, at 8 weeks after STZ treatment, are showed
in the Table 1. The groups did not differ regarding serum urea, serum
and urinary creatinine, CrC and relative kidney weight (P > 0.05).
Blood glucose, water intake and urinary volume were significantly
higher in diabetic group, than in controls (P < 0.001). In contrast, body
weight was significantly lower in diabetic group when compared to
control group (P <0.001). The UAE was also significantly increased in di-
abetic as compared to control group (P < 0.001). Urinary levels of
ADAMTS13 antigen were higher in diabetic mice when compared to
control group (P = 0.001). However, ADAMTS13 antigen plasma levels
did not differ significantly between diabetic and control groups (P =
0.266). A significant difference was also observed when ADAMTS13 an-
tigen levels were evaluated in nanograms per milligram of creatinine (P
=0.001) orin 18-hour urine samples (P = 0.014). The urinary levels of
ADAMTS13 antigen evaluated in nanogram per milligram of creatinine
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Table 1
Metabolic and physiological data of control and diabetic groups at 8 weeks after treatment
with streptozotocin.

Variable Control (N Diabetic (N P
=10) =10)

Blood glucose (mg/dL) 1473 £27.8 4324 +627 <0.001"

Body weight (g) 2545 +1.07 20.10 +1.66 <0.001"

Urine volume (mL/18 h) 152+ 061 2025+746 <0.001"

Serum urea (mg/dL) 69.05 + 59.69 +9.23 0.065
10.48

Serum creatinine (mg/dL) 048 +024 037 +£024 0381

Urinary creatinine (mg/18 h) 1.11(035) 449 (3.73) 0.051

CrC (mL/min) 050+ 078 076 +048 0454

UAE (ug/18 h) 3299 + 13111 + <0.001"
10.80 24.68

Relative kidney weight (mg/g body 0.67 (0.10)  0.73 (0.17) 0.104

weight)
Water intake (mL/18 h) 6.56 +3.79 27.36 + <0.001"
10.48

Plasma ADAMTS13 antigen (ng/mL) 474.16 317.24 0.266
(362.32) (440.72)

Urinary ADAMTS13 antigen (ng/mL) 456 4+ 356 1494 +557 0.001"

Urinary ADAMTS13 antigen (ng/18-hour  6.49 (5.21) 49351 0.014"

urine sample) (467.40)
Urinary ADAMTS13 antigen (ng/mgCr)  7.71 £ 566 53.17 + 0.001"
17.40
Plasma VWF (mU/mL) 68.00 + 50.88 =+ 0370
33.81 30.77

CrC (creatinine clearance); UAE (urinary albumin excretion); Cr (creatinine); VWF (von
Willebrand factor). Data are shown as mean + SD or median (interquartile range).
Mean were compared by Student t-test and median by Mann Whitney test.

* P<005.

showed a significant and positive correlation with UAE (r = 0.820; P =
0.001) and blood glucose levels (r = 0.901; P < 0.001). Curiously, VWF
plasma levels were similar in diabetic and control groups (P = 0.370).
The linear regression analysis showed that the variables independently
associated to ADAMST13 were UAE (P = 0.001, beta = 4.74) and blood
glucose levels (P < 0.001, beta = 6.57), corroborating the results above.

Therefore, we investigated ADAMTS13 gene expression in liver and
kidney tissues at 8 weeks after STZ treatment. In diabetic and control
groups, a higher ADAMTS13 gene expression was observed in liver
when compared to kidney tissue (P < 0.05). However, when the com-
parison was applied between the groups, ADAMTS13 gene expression
in liver was higher in diabetic than control group (2.53 x). This differ-
ence was not observed when compared the expression in kidney
(1.00x) between both groups (Fig. 1).

4. Discussion

After 8 weeks post diabetes induction, serum creatinine, CrC and
urea serum levels did not differ between the groups, but increased uri-
nary albumin levels were seen in diabetic group. In fact, STZ-treated
models develop a glomerular hyperfiltration with modest serum alter-
ation of these metabolites [6,7]. In addition, UAE increased progressively
in diabetic group during the observation period, after the induction of
diabetes, according to Matsushita et al. [8].

Previously, our group showed that VWF and ADAMTS13 antigen
plasma levels were increased in T1DM patients with mild and severe
renal dysfunction, but ADAMTS13 activity was higher only in the severe
renal dysfunction [1], suggesting that alterations in VWF and
ADAMTS13 antigen levels correlate with the nephropathy severity in
T1DM patients. The VWF proteolysis by ADAMTS13 may be influenced
by a variety of factors, including deficiency or dysfunction of this prote-
ase [4]. However, in diabetic patients with impaired renal function, the
mechanisms involved in changes of ADAMTS13 and VWF levels are not
yet completely established. Here, increased urinary loss of ADAMTS13
in STZ-induced diabetic mice was observed and, noteworthy, correlated

2538 == Control
4 - I Diabetic

ADAMTS13 Relative
quantification

Kidney Liver

Fig. 1. Relative quantification of ADAMTS13 gene expression in kidney and liver tissues in
control and diabetic groups. ADAMTS13 gene expression is higher in liver when compared
to kidney in each group (*P < 0.05). In liver tissue, ADAMTS13 gene expression was higher
(2.53x) in diabetic animals when compared to controls, but it did not differ in kidney
tissue between control and diabetic groups (1.00x).

with albumin excretion. Moreover, urinary levels of ADAMTS13 antigen
when evaluated in nanograms per milligram creatinine were also signif-
icantly correlated to hyperglycemia, suggesting that the loss of
ADAMTS13 in urine follows the evolution of kidney disease and meta-
bolic complications in diabetes.

Kidney, platelets, and vascular endothelial cells may produce
ADAMTS13, but liver remains as the major site of ADAMTS13 synthesis
[3]. In fact, our data demonstrated that STZ-diabetic mice showed more
than two-fold change in ADAMTS13 mRNA production in liver, when
comparing to control group, while renal ADAMTS13 gene expression
remained unchanged. This finding may lead to the proposal that the
liver is the main organ responsible for maintaining the normal levels
of ADAMTS13 in DN, in order to compensate its urine loss. Corroborat-
ing our results, Watanabe et al. demonstrated that ADAMTS13 plasma
activity was increased in rats with cholestasis and steatohepatitis and
had a significant correlation with ADAMTS13 production in the liver
[9]. These findings indicate a significant role of HSCs in regulation of
ADAMTS13 activity. The ADAMTS13 gene expression in kidney has
been described in podocytes, glomerular endothelium cells, glomerular
basement membrane and tubular epithelial cells. ADAMTS13 was also
detected in tubuli and in the urine of patients with tubular disorders.
Thus, it was proposed that ADAMTS13 in the urine originates from dam-
age in glomerular filtration or injury in tubular cells, since ADAMTS13 is
a large protein and should not be filtered into the urine [10].

To our knowledge, this is the first study that evaluated ADAMTS13
and VWF levels in STZ-diabetic mice, as well as ADAMTS13 gene
expression in kidney and liver tissues. Our study demonstrated in-
creased urinary ADAMTS13 antigen levels in diabetic mice correlated
with renal complications, while its plasma levels remain unchanged.
The data suggest a central role of liver up-regulation of ADAMTS13
expression in DN and the correlation of ADAMTS13 urinary loss with
renal injury.
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Anti-ADAMTS13 antibody features (IG isotype titers,
functional ADAMTS13 inhibitor and circulating
immune complexes [CIC]) in patients with acquired
thrombosis thrombocitopenic purpura (ATTP) at first
consultation in our institution

Kempfer AC', Paiva J?, Sanchez-Luceros A%, Alberto F?,

Woods A, Casinelli MM? and Lazzari MA'

"Laboratorio de Hemostasia y Trombosis, IMEX-CONICET,
Academia Nacional de Medicina; *Hemostasia y Trombosis,
Instituto De Investigaciones Hematoldgicas, Academia Nacional
De Medicina, Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina

Background: aTTP form is often caused by circulating antibody (ab).
The formation of CIC may be a pathophysiologic mechanism in
aTTP.

Aims: To evaluate the relationship of ADAMTS13-measurements in
40 patients (P), 28 in acute phase (ap) and 12 non acute phase (nap).
Methods: ADAMTSI3 activity (act), antigen (ag) and Free IgG anti-
ADAMTSI3 ab (free 1gG ab) were evaluated by ELISA kits. Func-
tional ADAMTSI13 imhibitor (FI) was detected as Ferran (2007)
described. Detection of CIC by co-immunoprecipitation (WB) and
ELISA with rabbit anti-ADAMTSI3 (ABCAM). Informed consent
and ethical approval were obtained.

Results: In ap, act was severely reduced in 26/28P (93%) and reduced
in 2/28P (7%). Within 26P Ag was undetectable in 7 (27%), severely
reduced in 3 (11%) and reduced in 14 (54%). FI was positive in 24/28P
(86%). Free IgG ab was positive in 24/28P (86%). In nap, act was
severely reduced in 3/12P (25%) and reduced in 6/12P (50%). Within
those 12P, ag was severely reduced in 1 (8%) and reduced in 6 (50%).
FI was positive in 8/11P (73%). Free IgG ab was positive in 10/12P
(83%). Both Free IgM ab and IgA ab were positive in 1/12P (8%).
The capturing ab for CIC showed good sensitivity when tested using a
P with a CIC of cut-off of 1.93 normalized OD units. The nonparamet-
ric correlation # =9, Spearman r = 0.695, P < 0.04 between CIC-
ELISA and WB was significant (x=0.05). In ap, CIC was detected in 9/
28P. in 8/26P with severe act deficiency the prevalence of CIC was
33% (95% CIL, 16-50%) and in 1/28P with reduced act. Within those
9P, the ag was undetectable in 2P, severely reduced in 2P and reduced
in 4P; free IgG ab in 5P and positive FI in 8P. In naP, CIC was
detected in 3/12P and in 2/6P with reduced act the prevalence of CIC
was 40% (95% CI, 9-70%). Within those 3P ag was reduced in 2, free
IgG ab in 2P and negative FI

Conclusion: Only one-third of P with aTTP displayed CIC. If the deter-
mination of circulating CIC in a first consultation is of value in pre-
dicting potential relapse will be further investigated increasing the
number of P with aTTP.

Disclosure of Interest: None declared.
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ADAMTS13 gene expression is incresead in kidney and
liver in type 1 diabetes mellitus animal model

Alves MT", Reis GVOP?, Bosco AA?, Quirino BM?,

Domingueti CP?, Fernandes AP? and Gomes KB’

"Instituto de Ciéncias Bioldgicas; “Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal De Minas Gerais; *Instituto de Ensino e
Pesquisa, Santa Casa de Belo Horizonte, Belo Horizonte, Brazil

Background: ADAMTS13 is a proteolytic enzyme responsible for large
vWF multimers degradation, involved in blood clotting. Its proteolytic
activity prevents the deposition of platelets along capillary lumina
under the conditions of high shear stress in glomerular capillaries,
commonly observed in diabetic nephropathy. This enzyme is primarily

© 2015 International Society on Thrombosis and Haemostasis 13 (Suppl. 2) (2015) 1-997

synthesized in the liver, but is also expressed on platelets, endothelial
cells and kidney and is normally present in plasma.

Aims: The aim of this study was to compare the ADAMTSI13 gene
expressionin liver and kidney from type 1 diabetic and control (non-
diabetic) mice.

Methods: Type 1 diabetes mellitus was induced in male C57BL/6J mice
by intraperitoneal injection of 50 mg kg™' streptozotocin in citrate
buffer (pH 4.5) for five days. Mice in the control group were injected
with citrate buffer. All procedures were in accordance with the ethical
standards of the Ethical Research Committee of the Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) and with the Helsinki Declaration.
The mRNA was obtained from liver and kidney tissues and the AD-
AMTSI3 gene expression was investigated by real-time PCR using a
hydrolysis probe. Relative quantification was performed in relation to
18S rRNA gene expression by the 2 (-DeltaDeltaCt) analysis method.
Results: The liver showed higher level of ADAMTSI3 gene expression
when compared to kidney in both groups. Higher ADAMTSI13 gene
expression was detected in kidney (2.35x) from diabetic animals when
compared to control. However, the difference in the ADAMTS13 gene
expression in the liver was lower when compared the two groups
(1.20x).

Conclusion: The results indicate that hepatic and renal ADAMTSI13
gene expression in diabetic mice was higher when compared to control.
Besides, the higher level of ADAMTSI3 gene expression in kidney
could be associated to a hypercoagulability compensatory mechanism
observed in diabetic nephropathy.

Disclosure of Interest: None declared. Acknowledgement: Capes,
CNPq and Fapemig.
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An activity-based approach to anti-ADAMTS 13
antibodies

Siegemund A, Scholz U and Siegemund T

Centre for Coagulation Disorders, Mvz Dr. Reising-Ackermann
and Partners, Leipzig, Germany

Background: Antibodies against coagulation-related entities can be
detected by immunological assays as well as activity-based assays. For
example, antibodies associated with HIT II are diagnosed with both
methods (HIPA test, anti-PF4 ELISA). On the other hand. coagula-
tion factor inhibitors are usually detected in activity-based Bethesda
assay while anti-ADAMTS 13 antibodies are detected using an
ELISA.

Aims: An activity-based assay similar to the Bethesda method was per-
formed to quantify anti-ADAMTS 13 antibodies. The method was
compared to a classical inhibitor ELISA in patients with pathological
ADAMTS 13 activity.

Methods: ADAMTS 13 parameters (activity, antigen and inhibitor)
were analysed using test systems from Technoclone GmbH (Vienna,
Austria). In cases of pathological activity the inhibitor was measured
in the ELISA and, additionally, with a Bethesda-like method based on
ADAMTS 13-activity measurement after incubation with normal
plasma over 2 h.

Results: Discrepancies between immunological and activity-based
assays were observed in regard to anti-ADAMTS 13 antibodies. Only
50% of the inhibitors measured in the ELISA method are positive in
the Bethesda-like assay. The other half was found to be non-neutraliz-
ing and may be not all of them have diagnostic importance. There is
no correlation between inhibitor titre in the ELISA and activity-based
assay.

Conclusion: Inhibitors in ELISA and activity-based assays show signif-
icant discrepancies. Whether those are of diagnostic relevance remains
an open question. Furthermore, the Bethesda-like method can be too
insensitive to recognize inhibitors against ADAMTS 13. Similar to
HIT 1l or FVIII inhibitors, anti-ADAMTS 13 inhibitors without
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Keywords:
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Resistance to recombinant human erythropoietin is a common condition in dialyzed
patients with chronic kidney disease and is associated with more hospitalizations, increased
mortality and frequent blood transfusions. The main cause of hyporesponsiveness to recom-
binant human erythropoietin in these patients is iron deficiency. However, a high proportion
of patients does not respond to treatment, even to the use of intravenous iron, which indi-
cates the presence of other important causes of resistance. In addition to the iron deficiency,
the most common causes of resistance include inflammation, infection, malnutrition, inad-
equate dialysis, and hyperparathyroidism, although other factors may be associated. In the
presence of adequate iron stores, other causes should be investigated and treated appropri-

ately.

© 2015 Associacédo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular. Published

by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved

Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is considered a public health
problem worldwide with high incidence and prevalence rates.’
In end-stage renal disease (ESRD), renal function must be
replaced by dialysis or renal transplantation.” In Brazil, the
number of patients on dialysis has increased gradually over
the years. According to the Sociedade Brasileira de Nefrologia
(SBN), 42,695 and 100,397 patients were under dialysis in 2000
and 2013, respectively.®

Anemia is one of the most frequent early complications
of CKD.* The main cause is erythropoietin (EPO) deficiency
due to impaired kidney function. However, other causes

should be considered when the severity of anemia is incon-
sistent with the decrease in renal function; when there
is evidence of iron deficiency or matching decreases in
hemoglobin, leukopenia and/or thrombocytopenia are also
found.®

The treatment of anemia in CKD patients usually involves
the use of recombinant human erythropoietin (rHuEPO). The
main cause of rHUEPO treatment failure is the loss or low
iron availability.® The prevalence of iron deficiency is very
common in CKD, affecting as many as 50% of patients.” How-
ever, despite rHUEPO and intravenous iron in the majority of
patients, the prevalence of anemia reaches 34% in Brazil.® This
indicates the existence of other important factors related to
rHuEPO resistance.

* Corresponding author at: Av. Anténio Carlos, 6627, Pampulha, 31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil.

E-mail address: karinabgb@gmail.com (K.B. Gomes).
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjhh.2015.02.001

1516-8484/© 2015 Associacdo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights

reserved.
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Parvovirus B19 (B19) and cytomegalovirus (CMV) infections and
anti-erythropoietin (anti-EPO) antibodies in patients on dialysis
hyporesponsive to erythropoietin therapy

Michelle Teodoro Alves *®, Sandra Simone Vilaca ©, Lara Carvalho Godoi 4, Leonides Rezende Jinior ¢,
Maria das Gracas Carvalho ®, Franciele de Souza Silva®, Flivia Loli Guimaraes ®, Ana Paula Fernandes ®,
Luci Maria SantAna Dusse °, Karina Braga Gomes *"*

* Departamento de Biologia Cernl, fnstittetn de Cifmcios Binlsgices, Linfeersidode Federnd de Mimes Gerais, Belo Horizonte, MG, Brezil

o to de Andlises (limicos © Toxicokdgiozs, Faouldade de Farmicin, Universidade Federal de Mings Cerais, Beio Horizonte, MG, Brozi

* Hospital Felicio Rocho, Belo Horizorte, MC, Brozi

9 Labrest Diggmésticn, Lagea Sants, WG, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Bockground: Approximately 10% of patients recetving recombinant human erythropoietin (fHuEPO) do not re-
Received 16 September 2013 spond to the treatment. We evaluated parvovins E19 (E19) and cytomegalovirus (CMY) infections and anti-
Beceived in revised form 18 January 2014 erythroposetin (anti-£P0) antibodies as potential causes of anemia in dialyzed patients, hyporesponsive to
.ﬁncl_.-ptedE]_muary 014 rHuEPQ.

Avwaitilile cilivet T Fetaruiay 2014 Methods: Data from 120 dialyzed patients, receiving rHUEPO alfa, were collected: demographic characteristics,
o - rHuEPO dose, duraton of rHUEPD mreatment and time on dialysis, etiology of chronic kidney disease and trans-
P g fusion history. Serology and PCR were performed to address B19 and CMV infection status. An ELISA was devel-
oped to detect anti-EPO antibodies.

Article histery:

Antimerythropaietin antibodies - ) » ) )
Cytamegalovins Resulrs: rHUEPO resistance correlated with high ferritin levels (p = 0.001) and shest time on dialysis (p =
Dialyzed patients 0L012). B19 DMNA was found in 10 (8.3%) dialyzed patients and CMV DNA was detected in 33 (27 5%). There

Parvovinas B19 wias no significant correlation between B19 infection and anemia, while a tendency of correlation between active
CMV infecrion and hemoglobin levels or hematocrit value (p = 0069 and p = Q.070, respectively) has been ob-
served. Anti-EPD antibodies were not detected in any patient.
Conclusions: B19 infection s a rare complication in dialyzed patients and showld be investigated after exclusion of
other commaon causes, while CMY infection is rather commaon. The rale of CMY infection in the hyporesponsive-
ness in dialyzed patients should be further evaluated in other studies. Our data suggest that anti-EPO antibodies
are nat involved in rHUEPD resistance in this population.

D 2004 Elsevier BV, All rights reserved.

Effect of acetylsalicylic acid on platelet activation and
oxidative profile in a set of Brazilian patients with type 2
diabetes mellitus

Rita C.F. Duarte®, Lillian H. Gongalves®, Fernanda M.F. Campos?,

Olindo A.M. Filho®, Michelle T. Alves® Ana P. Fernandes®, Karina B.G. Borges®,
Luci M.S. Dusse®, Mayara C. Faria®, Gisele S. Gongalves®?, Adriana A. Bosco®,
Valéria C. Sandrim® and Maria G. Carvalho?®

Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a metabolic disorder
associated with hyperactivation of platelets, increased
formation of platelet microparticles (PMPs) and oxidative
stress that are related to cardiovascular complications.
Acetylsalicylic acid (ASA) is an antiplatelet agent used in the
prevention of atherothrombosis. The aim of this study was
to evaluate the effect of ASA by means of platelet activation
and oxidative profile. We collected blood samples of 81
patients with DM2 before and during ASA treatment. These
samples were analyzed to determine the levels of 2,3-dinor
thromboxane-B2 (2,3-dinor-TXB2), PMPs, thiobarbituric

associated with a better response to ASA intake in these
patients, whereas other clinical and laboratory variables
showed no association with this drug use. These findings
are consistent with previous reports in the literature that
patients with DM2 do not benefit in an equal way from the
use of ASA for primary prevention of atherothrombotic
events. Blood Coagul Fibrinolysis 25:000-000 © 2014
Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins.

Bleod Coagulation and Fibrinolysis 2014, 25:00-00
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Vitamin D receptor polymorphisms and the polycystic ovary
syndrome: A systematic review

Guilherme Victor Oliveira Pimenta dos Reis', Natilia Alves Gontijo',
Kathryna Fontana Rodngues Michelle Teodoro Alves?, Cliudia Natélia Ferreira® and
Karina Braga Gomes'”

"Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas, Faculdade de Farmicia, *Departamento de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, and *Colégio Técnico (COLTEC), Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil

Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most frequent endocrinological disorder that affects women of repro-
ductive age, leading to metabolic alterations, such as hyperandrogenism, obesity, menstrual irregularities,
insulin resistance, and polycystic ovaries. The etiology remains unclear, but several genetic and environmental
factors have been correlated with manifestations of this syndrome. Vitamin D plays important roles in
metabolic pathways affected by PCOS, including calcium homeostasis, the insulin pathway, and sex hormone
synthesis. Vitamin D concentration has been related with the severity of this disorder, and vitamin D receptor
polymorphisms have been shown in some studies to have an association with some of the patterns presented
by PCOS. The objective of this study is to provide an up-to-date review about vitamin D receptor polymor-
phisms and their association with PCOS.

Key words: hyperandrogenism, insulin resistance, obesity, polycystic ovary syndrome, polymorphisms, vitamin
D receptor.
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Duffy blood group system: New genotyping method and distribution
in a Brazilian extra-Amazonian population

Marina Lobato Martins ', Ad3o Rogerio da Silva * ™', Hadassa Campos Santos ©,
Michelle Teodoro Alves *, Luciana Cayres Schmidt °, Stela Brener Vertchenko °,
Luci Maria SantAna Dusse ®, Maria Clara Fernandes da Silva Malta -°

"Fmd'm Centro de Hematologia ¢ Hemoterapio de Mings Gerois — Hemominas, MG, Brozil

" Department of Clinical and Taxicolkogicol Anaiysis, Faculty of Phormacy - Universidade Federal de Minas Cermis, Erazil
* Laboratdrio de Cenéficn e Cardiodagia Molecular, Instituto do Corngio, Famaldode de Medicing do Universidade de S50 Poulo, Bzl

ARTICLE INFO ABSTRACT

Articie history: Duffy blecd greup system is of interest in several fields of sclence including transfusion medicine,
Beceived 22 March 2017 immunology and malariolegy. Although some methods have been developed for Duffy polymorphism
“;":h"""m"{;"""d farm genotyping, not all of them have been sufficienty described and validated, and all present limitations, At
.::nrpt:d 2 June 2017 the same time, the frequency of Duffy alleles and antigens in some densely populated regions of the

woorld are still missing.
In this study we present new tests for genotyping the major alleles of the Duffy blood system and
describe Duffy alleles and antigens in blood donors and mansfusion-dependent patients in Minas Gerais,

#Awvailable online xxx

Duffy h?od Eroup system Brazil. A simple and reproducible strategy was devised for Duffy genotyping based on real-time PCR that
Eeal-time PCR included SNPs rs12075 and rs2B14778. Mo significant differences between the allele frequencies were
Transfusion observed comparing blood donors and patients. Among the blood donors, the phenotype Fy{a—b+) was
Ancestry the most common and the Fy(a-b-) phenotype, associated with populations of African descent, was
Brazil remarkably less common among subjects who self-identified as black in comparison w other ethnoracial

categories. However, the African ancestry estimated by molecular markers was significantly higher in
imdividuals with the allele associated to the Duffy null phenotype. The genotyping method presented
may be useful to study Duffy genotypes accurately in different contexts and populations. The results
suggest a reduced risk of alloimmunization for Duffy antigens and increased susceptibility for malaria in
Minas Gerais, considering the high frequency of Duffy-positive individuals.

@ 2017 Elsevier Lvd. All rights reserved.
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A

A Coordenadoria de Pos-Graduagdo e Extensdo declara que Michellé

Teodoro ﬂ[ves participou das bancas de avaliagédo como Orientadora da

seguinte trabalho de conclusdo de curso de Biomedicina da FAMINAS-BH, na
segundo semestre de 2015.

Aluno Titulo do Trabalho

Adao Rogerio da ESTUDO DOS POLIMORFISMOS DO GENE DARC E DA
Silva REGIAO GATA-BOX DE PACIENTES ATENDIDOS NA
FUNDACAO HEMOMINAS

Belo Horizonte, 30 de junho de 2016.

Diretora Académica

Ivana deFE&584R&mundo

Diretora Académica Coordenadoria de Pos-Graduagéo e Extensdo

Av. Cristiano Machado, 12001 - Vila Cléris
CEP: 31.744-007 - Belo Horizonte/MG

X FAMINAS-BH

FACULOADE DE MINAS

Educagdo levada a sério.
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FUNDAGAO
HEMOMINAS

Belo Horizonte, 29 de fevereiro de 2016

DECLARAGAO

Declaro, para os devidos fins, que Michelle Teodoro Alves orientou o estudante
Honério Augusto Reis Armond no projeto de pesquisa “Padronizacdo da
genotipagem RHCE por PCR em tempo real na Fundagdo Hemominas”, através de
Bolsa de Iniciagéo Cientifica da FAPEMIG (Programa Institucional de Bolsas de
Iniciacado Cientifica), equivalente ao periodo de 01/03/2015 a 29/02/2016, com carga
horéaria de 20 horas semanais.

Manna Lobato Martins
G“ )

/’ { / — 1478
S y § A Fundaco Hemominas

Marina Lobato Martins
Coordenadora - Comissé&o Interna do Programa PIBIC
Fundagdo HEMOMINAS
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A E PE

ATA DE DEFESA PUBLICA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Programas de Pés-Graduacio Lato Sensu

Aos _ & dias do més de AHinmbio de 306, a Comissdo Examinadora,
d

composta pelos professores(as):

e_Muchi i Trodovo AwA reuniu-se para

avaliar [} trabalho de conclusio de curso de especializacio em
VAlavas Clhnicol v Tc:x’(cc@c’%x.c(us

do(a) aluno(a) _\/ i, o {'()Lt'\(\x\-vxgr\ do. Qo

A avaliacio do trabalho intitulado: : . - » - .
T U-h,)c‘ic&mo:t(mn& A udaligodios oy dubiectd dou WNLERD RO LKoy mvvas o o

& rL;"A ankis angabaod Wiadoadcal \;um{)l\,msrv dahb ?

obedeceu aos critérios definidos pelo Niicleo de Trabalhos de Conclusio de Curso,
considerando os seguintes itens: apresentagdo do artigo cientifico, contelido, coeréncia da
proposta, metodologia, revisdo de literatura, analise dos resultados e conclusdes. No processo
de avaliacdo, os pontos obtidos pelo (a) aluno(a) perfizeram um total de __ 3% pontos, o

que corresponde a situacdo de _ cpsonodo

Eu, KAtiuw;wc Fowkamo) k)od“;ahux (orientador/a) lavrei a

presente ata que segue assinada por mim e pelos demais membros da Comissio Examinadora.

Banca Examinadora:
Orientador (a): MM.\J(Y‘(\J Fovdomno ) ro\mc&ms
%AA,C}A,\,\A

Assinatura

Professor (a) Convidado (a): __ M icbhullo T iedowe  Aluis
/I(\I’ {

Assinatura }a = &
Coordenadora do Curso: Aline de Oliveira Magalhaes Mourao M N QWG O

Data: {6 /1L /|6
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ATA DE DEFESA PUBLICA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Programas de Pos-Graduagao Lato Sensu

Aos |G dias do més de diqslmbam de _gnie , a Comissao Examinadora,

composta pelos professores(as):
kaﬁfzm*:m# Fowntona) &QM%A ur e Miedu®y T e odovo VAlveA reuniu-se para

avaliar 0 trabalho de conclusio de curso de especializacdo em

VAnalinw) Clivucan) v, Tovica ‘(":%\ COMA)

do(a) aluno(a) Lo Cuialined ds "w\mnn Miardo/ {ocado.

AjaY:lLl(a(g:g \d QO: trpafg&&}?fgtl\llf (\l?\ld\n;\};) duedu V\FL\«C\« unlnauanow w oo w W\PD\U\ YXAQOL

“ A éyvoj‘ﬂuﬁ(cccx CUA QUUAA oD c\%m caacdon .

”

obedeceu aos critérios definidos pelo Niicleo de Trabalhos de Conclusio de Curso,
considerando os seguintes itens: apresentagdo do artigo cientifico, contetido, coeréncia da

proposta, metodologia, revisio de literatura, andlise dos resultados e conclusdes. No processo

de avaliacdo, os pontos obtidos pelo (a) aluno(a) perfizeram um total de __ 37 pontos, o

que corresponde a situacio de RLOVQ Aoy ‘

Eu,  Kodbwiproo Fonkamoy) Rodaigau (orientador’/a) lavrei a
v d

presente ata que segue assinada por mim e pelos demais membros da Comissdo Examinadora.

Banca Examinadora:
Orientador (a): et s/ u{f(\' Fovtomo, Kodo .Cj; AN
@od.r &(B&LQ

Assinatura

Professor (a) Convidado (a): _ 1) bl Trodowo VAlues

AR
vy
AsSmfatura

Coordenadora do Curso: Aline de Oliveira Magalhaes Mourao )AJZ,\NQ N{\, uwa O

Data: 16 / 1% / 16
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A ADA E

ATA DE DEFESA PUBLICA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Programas de Pés-Graduacio Lato Sensu

Aos _ (¢ dias do més de divnbio de 40l , a Comissio Examinadora,
[]

composta pelos professores(as):

Al A

t(pdw; Fovdomay Kodaoaud e reuniu-se para
q

avaliar o trabalho de conclusiao de curso de especializagao em

vonaliara) Chinacad i Tox LCC\C(}) COA

do(a) aluno(a) _Glinde. Thauanu Contoy mwm:o,

A avaliac¢iio do trabalho intitulado: = . - oF
0 wwo cdo codelo covmo ki Sadlogueny parae o dukumaamospo da daogas

clikadonad da, oavvab ?

“

obedeceu aos critérios definidos pelo Nicleo de Trabalhos de Conclusio de Curso,
considerando os seguintes itens: apresentagdo do artigo cientifico, conteiido, coeréncia da
proposta, metodologia, revisio de literatura, analise dos resultados e conclusdes. No processo
de avaliagdo, os pontos obtidos pelo (a) aluno(a) perfizeram um total de 5{5 pontos, 0

que corresponde 2 situac¢io de _ cpacvade
L

Eu, Ked oo, Fovikama) KodaiquuA (orientador/a) lavrei a
1y

presente ata que segue assinada por mim e pelos demais membros da Comissdo Examinadora.

Banca Examinadora:
Orientador (a): K(\ﬂw,am Fontamo) Reduu é/l]u,v)
@Al‘)‘.l‘\(}m&

Assinatura

Professor (a) Convidado (a): _Ncfha U Trod oo VALA

G
%ﬂlura

| ‘ :
Coordenadora do Curso: Aline de Oliveira Magalhaes Mourao A&\N\Q t\{b wuo

Data: 16 /12 /16

132



Uuna

CENTRO UNIVERSITARIO UNA
DIRETORI DUCACA TI P

ATA DE DEFESA PUBLICA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Programas de Pés-Graduacio Lato Sensu

Aos _|6 dias do més de d ik de .nl6 , a Comissio Examinadora,
[}

composta pelos professores(as):

l&\ﬂw{m‘ Fovdamo/ Qo(‘\:\;.q,mb\ e Mkl T rodono Alaxd reuniu-se para

avaliar 0 trabalho de conclusio de curso de especializacio em

Woliaig) Clivucos v '\'rxuotd}una»

do(a) aluno(a) _D: Lo MNaacdumindo da Fovaicas

A avaliacio do trabalho intitulado: ® . fckicen g q -
Voldordo Sl W wWnacio TagMam™ Peat. duagnoakicn rmelieaslan, dou Mmnulored
”»

“ 909 G>A MO g dov GURAL) © - Joapodio dusidroguroy

obedeceu aos critérios definidos pelo Nicleo de Trabalhos de Conclusdo de Curso,
considerando os seguintes itens: apresentacio do artigo cientifico, conteido, coeréncia da
proposta, metodologia, revisio de literatura, anilise dos resultados e conclusdes. No processo

de avaliagdo, os pontos obtidos pelo (a) aluno(a) perfizeram um total de 20 pontos, o

que corresponde a situagio de aprovado.
L)

Eu, Katbuura/ Fontomoy Kodaguid (orientador/a) lavrei a
¥ 0

presente ata que segue assinada por mim e pelos demais membros da Comissio Examinadora.

Banca Examinadora:

Orientador (a): _ Knt Vf\\;g'v'(\; Fortano, k’od,\;(}« uA

H@d,\. ra )

Assinatura

Professor (a) Convidado (a): _( el T todiong Alts

A
Ssinatura

Coordenadora do Curso: Aline de Oliveira Magalhaes Mourao /Ak AW (k( QIMT a\ 0 .

Data: i6 / 1& / 16
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}. .., UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQ JOAG DEL-REI
N UFS) CAMPUS CENTRO OESTE — DONA LINDU
W e BACHARELADO EM FARMACIA

ATESTADO DE PARTICIPACAO

Nos, professores abaixo-assinados, declaramos que o(a) discente do curso
de Farmaéacia Rafaella Teixeira de Melo Diniz ,RA 095350117, cuja
apresentagdo do Trabalho de Conclusdo de Curso intitulada “Papel do
peptideo C no desenvolvimento de Complicages Crénicas no Diabetes
Mellitus” apresentada no dia 28/11/2014, foi considerado(a) aprovado(a),
observando as orientagdes da Banca Examinadora.

BANCA EXAMINADORA

Caroline Pereira Domingueti
PRESIDENTE (Orientador)

A 1. Qe - )
RGN ICY S O e [UINS)] Vano o

Michele Conceigéo Pereira
MEMBRO TITULAR

Y e r 8

Michele Teodoro Alves
MEMBRO TITULAR

Marcelo Gonzaga de Freitas Araujo
SUPLENTE

Divinépolis, 28 de novembro de 2014.

wwan Ufsjedu br
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